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Nazev diplomové prace: Hodnoceni vybrané ucinné latky v pripravku
pomoci HTLC |

Cilem bylo vytvofit vhodnou metodu, pouzitelnou pro danou kolonu a
taky ziskat dostateCnou separaci a citlivost pro detekci a kvantifikaci
zkousSenych latek, dale snizit spotfebu organickych rozpoustédel a tim i zatéz
zivotniho prostredi. V této praci jsem vyvinula a zvalidovala HTLC metodu pro
stanoveni natrium-pikosulfat monohydratu, jeho rozkladnych produktd a
natrium-benzoatu. Pro separaci latek za zvySené teploty byla pouzita kolona
ZirChrom®-PBD 100 x 4,6 mm s UV detekci pfi 263 nm. Mobilni faze (MF) se
skladala z acetonitrilu (ACN) a fosfatového pufru v poméru 1:19. Pufr obsahoval
25mM Kkyselinu fosforeénou s vyslednym pH 5,0 upravenym pomoci amoniaku.
Kolonovy prostor byl vytemperovan na 80 °C, prutok nastaven na 0,2 ml/min a
objem nastfiku zvolen 4 pl.

Metoda byla vyhodnocena jako dostate¢né vhodna: citliva, pfesna,
spravna, linearni a selektivni. Pfi hodnoceni robustnosti, za pouziti Plackett-
Burmanova planu, bylo zjisténo, Zze ze zkouSenych parametri nejvétsi vliv na
retenci analyzovanych latek mély teplota, pH mobilni faze a rychlost pratoku
MF. Se zvySujicimi se hodnotami téchto parametrd se retenéni €as analytl
snizoval, ale zarover se zhorSovalo i rozliSeni mezi piky.

Vyvinuta metoda je vhodna i pro hodnoceni stability pfipravku.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutic Analysis

Candidate: Victoria Sumatokhina

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D

Title of diploma thesis: Evaluation of the selected active substance in the

preparation using HTLC |

The purpose of the project was to create a suitable method applicable to
a given column and also to obtain sufficient sensitivity for detection and
quantification of the test substances, further reduce the consumption of an
organic solvents and hence the environmental burden. In this thesis | developed
and validated UHTLC method for the determination of sodium picosulphate, its
decomposition products and sodium benzoate. There was used the ZirChrom®-
PBD column of 100 x 4,6 mm with UV detection by 263 nm for the separation of
substances at increased temperature. The mobile phase (MF) consisted of
acetonitrile (ACN) with a buffer in the ratio 1:19. The buffer contained 25mM
phosphoric acid at a pH of 5,0 adjusted with ammonia. The column space was
heated at 80 °C, the flow rate was set at 0,2 ml/min and 4 ul injection volume
was selected. The method has been evaluated as sufficiently appropriate:
sensitive, accurate, precise, linear and selective. For the evaluation of the
robustness Plackett-Burman design was used. It was found that the
temperature, pH of the mobile phase and the flow rate of MF had the greatest
influence on the retention time of analyzed substances. The retention time of
the analytes was decreased with increasing values of these parameters, but at
the same time the resolution between the peaks was deteriorated.

The developed method can be used for the study of drug stability.



UvoD

Hlavnimi poZadavky na léCiva jsou: kvalita, bezpecnost, ucinnost. Proto
ZajiStuje zdravotni nezavadnost a predepsané obsahové mnoZstvi ucinnych a
pomocnych latek v pfipravcich.

Dnes je jednou 2z nejpouzivanéjSich a nejpfesnéjSich metodik
v kontrolné-analytickém hodnoceni léCiv. vysokoucinna kapalinova
chromatografie - High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Technika
HPLC se napfiklad pouziva pro kvalitativni a kvantitativni hodnoceni léCivych
pfripravkl a pro studie stability. Ve snaze zdokonalit separaci analyzovanych
latek se stale hledaji lepSi podminky a tim vznikaji nové vylepSené druhy
chromatografie.

Vysokoteplotni kapalinova chromatografie — High temperature Liquid
Chromatography (HTLC) je pomérné novou analytickou metodou, ktera vyuziva
vysokych teplot, coz ma za nasledek zrychleni analyzy. DalSi vyhodou této
metody je menSi spotifeba organickych rozpoustédel, ktera vede k mensi zatézi
zivotniho prostfedi a v neposledni fadé ke snizeni nakladu.

Provedeni analyzy za nestandardnich podminek vyZaduje nestandardni
vybaveni. Z duvodu urcité nestability klasické stacionarni faze na bazi silikagelu
se pouzivaji stacionarni faze na bazi oxidd prechodnych kovl — zejména z
oxidu zirkonia. Hlavni vyhody spocivaji ve vy$Si chemické a fyzikalni stabilité
(jsou stalé pfi hodnotach pH 1 az 14, pfi teplotach az do 150 °C). Pfikladem
muUze byt kolona ZirChrom®-PBD s modifikovanou zirkoniovou fazi, umoznujici
chromatografickou separaci na systému reverznich fazi, ktera bude pouzita pro

feSeni této prace.
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CiL PRACE

Zakladnim cilem této diplomové prace je vyzkouSeni moznosti aplikace
vysokoteplotni kapalinové chromatografie (HTLC) ve farmaceutické analyze
léCiv s vyuzitim ZirChrom®-PBD kolony.

Pilotné bude otestovana sada latek (IéCiv) rGzné chemické povahy a
z toho bude vybrana substance, ktera se ukaze jako nejvic vhodna pro dany typ
analyzy.

Dale budou provedeny experimenty s vybranym vzorkem - bude
sledovan vliv teploty, pH prostfedi, koncentrace organické slozky v MF na
pribéh analyzy.

Poslednim krokem je vyvinuti a validovani vhodné metody pro hodnoceni

obsahu, pfipadné Cistoty vybrané latky.
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1. Chromatografie

Chromatografii dnes v kazdodenni praxi vyuziva vétSina analytickych
laboratofi [1], zejména jsou chromatografické metody vyuzivany v analyze |éCiv.

Je to pfedevSim proto, Ze jsou to metody separaCni, které davaji
moznost kvalitativné a kvantitativné hodnotit separované slozky z analyzované
sSmesi.

Chromatografie je zaloZena na principu separovani analyzovanych latek
mezi dvéma nemisitelnymi fazemi, z nichZz jedna je stacionarni, tedy
nepohybliva, druhou je faze mobilni, Cili pohybliva. Obé tyto faze maji navzajem
opacnou povahu, a tim rozdilné interaguji s délenymi analyty, coz je zakladnim
predpokladem pro separaci analyzovanych latek. BEhem chromatografického
procesu se opakovaneé a stfidavé ustaluji rovnovazné stavy délenych latek mezi
stacionarni a mobilni fazi. [2] K separaci dochazi diky tomu, Zze analyzované
latky maji rdznou afinitu k mobilni, respektive stacionarni fazi. Separace muze

byt zaloZzena na adsorpci, rozdélovani, vyméné iontl atd.[3]

1.1 Chromatografické metody

Podle charakteru mobilni faze délime chromatografické metody na
kapalinovou chromatografii (LC), kde v roli mobilni faze vystupuje kapalina a na
plynovou chromatografii (GC), kde mobilni faze je plyn.

Existuji 3 druhy LC:

1. Papirova chromatografie (PC) - stacionarni fazi je specialni
celulosovy papir, dnes se vyuziva velmi zfidka.

2. Tenkovrstva chromatografie (TLC) - tenkou vrstvou je stacionarni
faze (silikagel, oxid hlinity atd.) potazena sklenéna, hlinikova nebo plastova
desticka. [4]

3. Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC) — pfi tomto
usporadani je mobilni faze pfivadéna do systému pomoci ¢erpadla za vysokého
tlaku. [1]
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V této praci se budeme vénovat konkrétné HPLC a proto bych dany druh

chromatografie rada probrala podrobnéji.

1.2. Soucasti chromatografického zarizeni

Hlavnimi sou¢astmi chromatografu jsou:

zasobniky mobilnich fazi

vysokotlaka Cerpadla

fidici a programovaci jednotka

davkovad

kolona
detektor

pocitaC s chromatografickym programem

Na obrazku €.1 jsou znazornény a popsany zakladni jednotky HPLC.

—= Fluids circulafion

Solvents

Solvent B pump
Salvent A pump

Wasta

N

]

High-prassura pump j

W&

Obrazek C. 1: Schéma komponenti HPLC. [5]

VSechny

kontaktu s mobilni fazi, musi byt vyrobené z materidlu nepodléhajicimu

komponenty

systému,

které

15

Manipulator

Samples 1o fractionate
Sampla injactor
Swilching valva

- —  Fractions collacior
———Vials containing fractions

Mixar

Vala
Degasser
Purging pump

v jakémkoliv



posSkozeni rozpoustédly uzivanymi k analyze. Veskeré soucasti vystavené vysokemu

tlaku musi byt dostatec¢né odolné vici vyvijenému tlaku.

1.2.1 Kolony

V soucCasné dobé kolony pro aplikace HPLC jsou vyrabéné
komeréné a uzivatel mizZe jen minimalné ovlivnit konstrukci, rozméry a tvar
chromatografické kolony. Muze si vybrat druh sorbentu a jeho zrnéni (velikost
¢astic). [1]

Kolona je tvofena kovovym plastém (1), ktery konci porézni kovovou
fritou (2) umoznujici plynuly pritok mobilni faze a zaroven branici uvolfiovani
stacionarni faze (3). Z obou stran je kolona zakon€ena ochrannymi krouzky (4)
s koncovou hlavici (5), v niZ se nachazi vstup pro kapilaru se Sroubem (6). [6],
[7]

Na obrazku €. 2 je znazornéna vzorova kolona.

Obrdzek ¢. 2: Zndzornéni chromatografické kolony. [6]

Pro analytické ucely jsou dnes pouzivany konvencni kolony o vnitfnim
pruméru 2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm (preferovany jsou mensi rozméry v
rozsahu 50 - 100 mm z dlvodu zkraceni doby analyzy), pInéné napinémi o
velikosti ¢astic 1 az 10 um. Castice o velikosti 10 um jsou ale pouzivany zcela
vyjimecné, zejména pro aplikace starSich Iékopisnych metod. [1]

Podle charakteru sorbentu délime kolony na:
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e Naplnové kolony - jsou tvofeny malymi a vétSinou
kulatymi Casticemi s velkym mnozstvim poérd, diky ¢emu se vytvaFi pomérné
velky povrch pro separovani latek.

e Monolitické kolony - jsou tvofeny jednim kusem
sorbentu, ktery je syntetizovan pfimo v koloné, pfipadné vioZzenym sorbentem
do polymerniho obalu. Mobilni faze prochazi sorbentem pres makropéry (2 um).

Dale sorbent obsahuje mesopéry (10 nm) zodpovédné za separaci. [8]

1.2.1.1 Stacionarni faze v HPLC

VSeobecné nejCastéji pouzivanym materialem pro vyrobu stacionarnich
fazi v HPLC je polarni amorfni anorganicky silikagel. Existuji dvé varianty jeho
pouziti - nemodifikovany umoznuje separaci za normalniho usporadani fazi,
silikagel s chemicky navazanymi ligandy se aplikuje pfi separaci na
,obracenych* (reverznich) fazich. Vyhodami této SF jsou:

o mechanicka odolnost (je mozné pouzivat pfi vysokych tlacich)

o stalost pfi zménach koncentrace organické slozky mobilni faze

(neprobiha smrstovani ani bobtnani).

o dobfe znamy povrch a jeho chemické vlastnosti
o variace modifikace povrchu
o v neposledni Fadé také mnozstvi vyrobcl na trhu. [1], [9]

Nicméné pouziti silikagelu je ponékud omezeno z divodu mozného
rozpousténi pfi pouziti béznych pufru (fosfatovy, uhli¢itanovy atd.) ohodnotach
pH vyssSich nez 7,5. Naopak pfi nizkém pH dochazi k hydrolyze siloxanové
vazby (,krvaceni kolony*“, které vede k nereprodukovatelnosti vysledkl a
projevuje se jako Sum béhem analyz). Stejné dullezita je nestabilita pfi teplotach
nad 40 °C.

2. Vysokoteplotni kapalinova chromatografie
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Tento pojem (High Temperature Liquid Chromatography) neni v literature
konkrétné vymezen. Mizeme se docCist o riznych definicich uréujicich razna
teplotni rozmezi. Napfiklad ,teplota vy$Si neZz pokojova teplota“, ,teplota vyssi
nez bod varu slozek mobilni faze* nebo ,teplota vyssi nez 100 °C“. [10]

Donedavna byl vliv teploty jako proménné pfi vyvoji metody zanedbavan.
Kvili nizké tepelné stabilité klasické stacionarni faze silikagelu (asi do 40 °C)
nebylo mozné zvySeni teploty vice nez o 30-40 °C. [11] Teprve nedavno, s
vyvojem stabilnéjSich stacionarnich fazi, se zacal faktor teploty vice studovat.

S rostouci teplotou klesa viskozita kapalné mobilni faze, zvySuje se
rychlost difuze analytu, a tim dochazi k rychlejSi eluci latek z kolony [1]. S niZSi
viskozitou MF klesa také zpétny tlak v systému a proto je mozné s vyhodou
pouzit vysSich prutokl, delSich analytickych kolon anebo napfiklad menSich
Castic pro vétsi uc€innost separace. Pfi vysSich teplotach staci pouziti mobilnich
fazi s niZsi eluéni silou. Dale lze pfi extrémné vysokych teplotach provadét

separaci s Cisté vodnymi MF.

2.1 Instrumentace v HTLC

Pro praci za zvySenych teplot je nezbytné pofadné predehfivat mobini
fazi pred vstupem do analytické kolony, aby bylo zabranéno nezadoucimu
rozmyvani eluénich zon. Dulezitou soucasti je taky regulator zpétného tlaku,

ktery se pouZziva na vystupu z detektoru. [1]

v il

Chiazeni

Termostat
150-200°C
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Obrazek ¢&. 3: Schéma usporadani pri HTLC. (1) &erpadlo, (2) davkovani

vzorku, (3) pfedehfivaci smycka pro MF pfed vstupem do kolony, (4) termostat
nebo lazen, (5) analyticka kolona, (6) chladici termostat s chladici smyckou (7)
pred vstupem MF do detektoru (8). [1]

2.1.1 Stacionarni faze v HTLC

HTLC analyzy, jak je zfejmé z nazvu, probihaji za vysokych teplot.
Uvedené nestabilni vlastnosti silikagelu v téchto podminkach vedly k vyvoji a
naslednému pouziti oxidu pfechodnych kova (ZrO,, TiO,, Al,O3). Oxid zirkonicity
je pouzivanéjSim a nejprostudovanéjSim z téchto stalejSich sorbentl a v HPLC
analyze jasné prevazuje pouziti zirkoniovych kolon nad kolonami na bazi TiO; a
Al,O;. Oxid hlinity se v sou€asnosti v HPLC téméF nepouziva kvali moznosti
katalytického Stépeni na povrchu stacionarni faze a kvali moznému rozkladu

nebo ireverzibilni adsorpci analyzovanych latek. [1]

2.1.1.1 Popis zirkoniovych fazi

Od silikagelu se liSi oxid zirkoniCity kromé jiného tim, ze ma vySSi
isoelektricky bod, diky ¢emuz nedochazi tolik k interakcim s bazickymi latkami.
Diky tomu ze je amfoterni se mize chovat jako anex nebo katex v zavislosti na
pH prostfedi. Obdobné jako u silikagelu, na povrchu této SF jsou pfitomny
hydroxylové skupiny, navic ma taky adsorpCni centra charakteru Lewisovych
kyselin (viz obrazek nize). Pfitomnost téchto center vyzaduje obohaceni MF o
Lewisovu bazi v podobé pufru, ktera minimalizuje interakce mezi témito centry a
funkénimi skupinami v molekulach analyzovanych latek. Typ interakce pak
zavisi na vlastnostech analytt, pH a typu pufru, celkové iontové sile, a také na

koncentraci organické slozky. [1], [9]
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Obrazek €. 4: Znazornéni povrchu oxidu zirkoniCitého a chemickych

interakci na jeho povrchu, [12]

Tyto interakce umoziuji oxid zirkoniCity pouzivat v nékolika
chromatografickych maodech. Také Ize jeho povrch pestie modifikovat
potaZzenim tenkou vrstvou polymeru (napf. polybutadienu, polystyrenu),
pyrolytickym uhlikem pfipadné modifikovanym ligandem C-18. [1] U neutralnich
latek se uplatiuji interakce klasickym mechanismem reverznich fazi (tzn.

sorpce a desorpce na zakladé interakci s hydrofobni ¢asti).

2.1.1.2 Moznosti modifikace povrchu ZrO,

Dynamicka modifikace — spocCiva v reverzibilnim zablokovani silné
interagujicich center charakteru Lewisovy kyseliny obohacenim eluentu o pufr
charakteru Lewisovy baze (v podobé fosfore€nanu, fluoridu, EDTA).

Permanentni modifikace — z divodu nizké stability Zr-O-Si-R a slozité
silanizaci zirkoniovych hydroxyll kovalentni navazani uhlovodikovych fetézcu
neni vhodné pro zirkoniové SF. Pouzivanou moznosti stalé modifikace je
koordina¢né-kovalentni vazba silné Lewisovy zasady na mista charakteru

Lewisovych kyselin (napf. fosfat, fluorid, EDTPA). DalSi moznosti modifikace je
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kovalentni navazani oktadecylového ligandu k povrchu oxidu zirkonicitého
potaZzenym vrstvou uhliku. [9], [13]

Fyzikalni pokryti — pro pouziti polarniho ZrO, v reverznim modu, je
zapotfebi na jeho povrch zavést hydrofobni material. V praxi se vyuziva
navazani zesitovanych polymeru (polybutadien, polystyren) nebo naneseni

tenké vrstvy uhliku na povrch ZrO,. [9], [13]

2.1.2 Popis ZirChrom® - PBD kolony

+ 4
I A A PBD coating
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Obr. 5: Zobrazeni interakci na povrchu .* A+ : kationt analytu. [14]

Je to reverzni stacionarni faze pfipravena pokrytim polarniho oxidu
zirkoniCitého hydrofobnim zesitovanym polybutadienem (viz obrazek vysSe).
Tato stacionarni faze ma podobné vilastnosti s klasickym oktadecylsilikagelem,
je ale stabilni az do teploty 150 °C, Ize ji pouzit pfi pH 1 az 14, je

charakterizovana vysokou separacéni ucinnosti (> 120 tis. teoretickych pater).

2.1.3 Vyhody ZirChrom® - PBD kolony

ZirChrom®-PBD poskytuje ultrastabilni alternativu obracené faze k fazi
silikagelu C-18. Nabizi vice moznosti volby chromatografickych podminek,

které prispivaji k prodlouzeni Zivotnosti kolon a snizeni ceny analyzy.
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Stacionarni faze na bazi ZnO., konkrétné i ZirChrom®-PBD, se vyznacuji

extrémni chemickou a tepelnou stabilitou:

e jsou stabilni pfi pH 1-14.

e mohou byt pouzity neomezené pfi teplotach do 150 °C

Pouziti vySSich teplot ma za nasledek nizSi tlakové ztraty, uzsi piky a
zrychleni analyzy.

Zirkoniové SF nejsou tak hydrofobni jako typické faze C18 na silikagelu,
diky ¢emuz Ize pfi analyzach pouzit méné organického rozpoustédia.

Jako dalSi vyhodu lze zminit menSi vymyvani ligandu (column bleeding),
a moznost Cisténi kolon za daleko agresivnéjSich podminek z duvodu

mimoradné stabilité vici rozpoustédiim.

2.1.4 Nevyhody zirkoniovych fazi

Nevyhodnou charakteristikou mohou byt odliSné povrchové chemicke

Migwiv s

muZze velice ovliviiovat a komplikovat vyvoj metody pro slozité smési latek. [1]

3. MOZNOSTI HODNOCENIi CHROMATOGRAMU

3.1 Kvalitativni analyza

Kvalitativni hodnoceni zjiStuje Ci potvrzuje identitu analyzované latky.
Vzdy je nutno zajistit, aby se za danych podminek eluovaly vSechny slozky
vzorku z kolony. Dale se musi ovéfit, zda latky, které byly objeveny na

chromatografickém zaznamu, jsou skutecné slozky analyzovaného vzorku a
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nepochazeji napf. z necistot v rozpoustédlech, MF nebo jinych Ccinidlech
pouzivanych pfi pfipravé vzorkd.

Nejcastéji se k identifikaci latek pouzivaji udaje o retenénim Case, coz je
¢as od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. V praxi je
nejpéznéjSim ddkazem totoznosti shoda retenéniho &asu piku léciva v

analyzovaném vzorku s reten¢nim ¢asem piku standardu. [15], [16]

3.2 Kvantitativni analyza

Kvantitativni hodnoceni vyuziva vztah mezi plochou, pfipadné vySkou
piku a mnozstvim eluované latky. Kvantitativni analyzu jednotlivych slozek ve

smési Ize proveést nasledujicimi metodami stanoveni:

a) Metoda vnéjsSiho standardu

Za vngjSi standard se zpravidla povazuje standard stanovované latky,
muze to byt Iékopisny typ standardu s oznaenim CRL (chemicka referencni
latka), v pfipadé slozenych Iékovych pfipravkl jedna ze stanovovanych slozek
smési. Stanovit koncentraci analyzovanych slozek smési se pak da z poméru
hodnot ploch pikd jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku referencni
latky. [17], [15]

b) Metoda vnitifniho standardu

Tato metoda je zalozena na tom, ze ke znamému objemu roztoku vzorku
se pfida prfesné znamy objem vhodného vnitfniho standardu a po promichani
se nastfikuje na kolonu. K vypoctu koncentrace se pouzije pomér ploch pikl
jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitfniho standardu.

Metoda vnitiniho standardu je méné Casové narocCna a presnéjsi, zvlasté
u stanoveni, kde je slozita pfiprava roztoku pro analyzu. Nejdulezitéjsi je
spravny vybér vhodného standardu, ktery se musi eluovat v blizkosti piku

stanovovanych latek, musi byt chemicky inertni apod. [15], [17]
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¢) Metoda normalizace

Tato metoda se pouziva pouze pro vypocet procentualniho zastoupeni
analyzovaneé slozky ve vzorku. Obsah jedné nebo vice slozek zkouSené latky se
vypocita z plochy nebo ploch jako procento celkové plochy vSech piku. Do
vypoctu se nezahrnuji piky pod limitem zanedbatelnosti a piky rozpoustédel atd.
[18]

d) Metoda pomoci kalibracni krivky

Dle této metody se nastfikuji zvlast vzorky a zvlast standardy v takovém
koncentracnim rozmezi, ve kterém je pfepokladana koncentrace vzorku. Zméfi
se plochy pikl na v zavislosti na koncentraci standardu. Sestroji se kalibracni
kfivka, ze které se pak odecita koncentrace stanovovaného analytu na zakladé

plochy piku. [18]

4. VALIDACE ANALYTICKE METODY

Validaci metody mGzeme povazovat za ziskani dukazu, potvrzeni toho,
Ze vyvijena metoda nebo urcity proces, bude trvale poskytovat vysledky
odpovidajici pfedem uréené specifikaci. U&elem validace je prokazat, Ze dany
postup je vhodny pro zamyslené pouziti. [19]
parametry. Validace se provadi pfi vyvoji nové metody, v pfipadé zmén v jiz
vyvinuté metodé, pfi prfenosu do jiné laboratofe a taky pfi prukazu
rovnocennosti dvou metod. [15] Zakladni typy validace jsou popsany ve
smérnici FDA. Dale Ize validaéni procesy provadét dle smérnice ICH
(International Conference of Harmonisation). [20] Hlavnim umyslem této

organizace je omezit duplicitni testovani, které se provadi pfi vyzkumu a vyvoji
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novych 1éCiv. ICH vydava doporuceni, jak dosahnout lepsi harmonizace pfi
interpretaci a aplikaci technickych pokynl a pozadavkl na registraci produktu.
[21]

Validace metody vyvinuté béhem feSeni této prace byla provedena na
zakladé analytickych testd podle smérnice ICH, jejiz validaéni parametry,

doporucené u jednotlivych analytickych testu, jsou shrnuty v tabulce €. 1. [15]

Identifikace Testovani nedistot Obsah
Kvantitativni Limitni

Spravnost - + - +
Presnost — - + - +
opakovatelnost

Mezilehla - +1 - +1
presnost

Selektivita + + + +
Detekéni limit - - + -
Kvantitativni limit - + - -
Linearita - + - +
Rozsah - + - +
Robustnost - + - +

Tabulka ¢. 1: Testované validacni parametry
' - hodnoceni se neprovadi, pokud byla provedena reprodukovatelnost

+ hodnoceni se provadi

- obvykle se neprovadi [15]
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4.1 Spravnost

Spravnost (accuracy) analytické metody vyjadfuje tésnost shody mezi
naméfenym vysledkem a referencni hodnotou. Referen¢ni hodnotu Ize ziskat
napfiklad analyzou nékolika stejné pfipravovanych modelovych vzorkd
obsahujicich vSechny slozky pfipravku (placebo) a pfesné pfidany standard.
VétSinou se spravnost ovéfi analyzou minimalné Sesti vzorki a muize byt

vyjadfena jako rozdil spravné a stanovené hodnoty nebo jako vytéZznost:

vytéznost = nalezena hodnota x 100 / spravna hodnota [15]

4.2 Presnost

Pfesnost analytické metody je definovana jako mira tésnosti shody mezi
sérii vysledkl méfeni vzorkl se stejnou koncentraci za pfedem specifikovanych
podminek. V zavislosti na podminkach muze byt pFfesnost vyjadifena jako
opakovatelnost, mezilehla presnost a reprodukovatelnost. V této praci bude
testovana presnost-opakovatelnost pomoci analyzy Sesti (minimalni pocet
mérfeni) nezavisle pfipravenych vzorkd jednou osobou na stejném pfistroji, se
stejnymi Cinidly a ve stejné laboratofi.

Mezilehla pfesnost stanovuje pfesnost méfeni za stejnych podminek v
delSich Casovych intervalech, jinym pracovnikem ¢i odliSnym méficim
systémem. Reprodukovatelnost vyjadfuje pfesnost méreni stejnou metodou
avSak za riznych podminek (misto, analytik, pfistroj). Pfesnost muze byt
vyjadiena jako smérodatna odchylka, standardni odchylka nebo variaCni

koeficient ze série méfeni. [19]

4.3 Selektivita

Selektivita metody je schopnost metody jednoznacné a specificky

poskytnout informaci o kvalitativnim i kvantitativnim slozeni vzorku v pritomnosti
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jinych komponent( obsaZenych v daném vzorku. Selektivita je testovana
porovnanim vysledk( analyzy standard( s vysledky analyzy realnych vzorku

(jsou v nich pritomny necistoty, rozkladné produkty atd.). [15], [19]

4.4 Linearita

Linearita analytického postupu je definovana jako schopnost davat
vysledky, které jsou pfimo umérné koncentraci stanovovaného analytu ve
vzorku. Pro ovéfeni linearity se obvykle pouZije minimalné pét standardl
pfi koncentraci v rozmezi 50 — 150 % uvedeného mnozstvi. Vysledkem uréeni
linearity této prace bude graf zavislosti odezvy detektoru na koncentraci
kalibraCnich roztokl, rovnice regrese a vypocitany korelacni faktor, jehoz
hodnota u u€innych latek nesmi prekrocit limit =2 0,999, u konzervaénich = 0,995
a u pfibuznych = 0,990. [19], [22]

4.5 Robustnost

Robustnost popisuje miru vlivu mirného kolisani hodnot jednotlivych
proménnych na vysledek analyzy. Odhaluje parametry, které vyznamné
ovliviuji vysledky analytickeého méfeni a taky ty, jejichZ zmény nevedou k ztraté
presnosti a spravnosti. Po vyhodnoceni jsou vlivy faktoru rozdéleny na
statisticky vyznamné a statisticky nevyznamné dle odchylek, vyvolanych
zmeénami téchto faktoru.

V této praci robustnost bude testovana pomoci Plackett-Burmanova

planu.

4.5.1 Plackett-Burmanuv plan

Je jednou z nejpouzivanéjSich zkracenych multifaktorovych analyz pro
testovani robustnosti. Casté uplatnéni ma& zd(vodu vysokého poctu
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experimentl a Casové narocnosti pfi Uplném faktorovém planu. Tato metoda
zanedbava moznost vzajemného ovliviiovani sledovanych proménnych.

Plackett-Burmanuv plan je zalozen na tom, Zze kazdé z proménnych jsou
pfifazeny dvé hodnoty, vySSi (+1) a nizSi (-1). V kazdém fadku je m/2
proménnych s vy$Si hodnotou, kde m je pocCet pokusu. Posledni Fadek obsahuje
pouze niz8i hodnoty. Dale plati, Ze pro n proménnych muzeme volit jen n+1=m
experimentld a n+1 musi byt délitelné 4.

Po provedenych méfenich se vypocitaji hodnoty zavislych proménnych
(v této praci jsou to retencni Casy jednotlivych analyzovanych slozek, rozliSeni
mezi piky, faktor symetrie hlavniho piku a pocet teoretickych pater), provede se
linearni regrese a vypocita se rovnice, ktera bude obsahovat absolutni Clen a
koeficienty urCujici vliv nezavisle proménné na sledovanou zavislou
proménnou. Z vysledkd pak muzeme posoudit, jestli mizeme vliv faktoru

zanedbat Ci nikoliv. [24]

4.6 Detekcni limit (LOD)

Detekéni limit charakterizuje citlivost metody. Je definovan jako nejmensi
koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze detekovat bez kvantitativniho
stanoveni. Hleda se bud experimentalné nebo se urCuje pomérem signalu k
Sumu s hodnotou 3. Nalezena koncentrace se ovéfuje provedenim analyzy

vzorku o pfislusné koncentraci. [15]

4.7 Kvantitativni limit (LOQ)

v v,

mnozstvi latky, které jesté mizeme stanovit s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti.
Maze byt vyjadien jako koncentrace, pfi jejiz analyze je dosazena limitujici
smérodatna odchylka 10 % nebo jako koncentrace, pfi které je pomér signalu k

Sumu roven 10. [15]
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5. CHARAKTERISTIKA ANALYZOVANYCH LATEK

5.1 Natrium-pikosulfat (NaP)

\ /

Obrazek ¢é. 6: Strukturni vzorec NaP
Chemicky nazev NaP je:

Dinatrium-4, 4'-[(pyridin-2-yl)methylen] difenyl-bis(sulfat)

Jedna se o témér bily krystalicky prasek, jeZz je snadno rozpustny ve
vodé a tézce v ethanolu 96%, prakticky nerozpustny v etheru. Latka neni stala
pfi nizkém pH, napfiklad v kyseliné chlorovodikové se $tépi za vzniku
rozkladnych produktl. [25] Pikosulfat sodny patfi do farmakologické skupiny
kontaktnich laxativ, ktera byva vyuzZivana pfi kratkodobych akutnich funkcnich
problémech se zacpou a k obfasnému pouZiti pro usnadnéni vyprazdnéni pfi
chronické zacpé. Jeho laxativni ucinek je vyvolan drazdénim nervovych pleteni
ve stfevé, &imz zpusobi zvySeni peristaltiky tlustého stfeva a zaroven
napomaha zadrzovani vody a elektrolytldl do lumen stfeva, coz vede k stimulaci
defekace. Uginek by se mél projevit po 6 - 12 hodinach pfi peroraini aplikaci.
[26]
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5.1.1 Rozkladné produkty NaP

Rozkladné produkty NaP najdeme v Evropském lékopise jako Impurity A
(IMP-A) - necistota A:

4-[(RS)-(4-hydroxyfenyl)(pyridin-2-yl)methyl]fenylsulfat sodny

/

| O

e

O OH

Obrazek &. 7: Struktura IMP-A

a Impurity B (IMP-B) - necistota B:

4, 4'-[(pyridin-2-yl)methylen]di(fenol).

=

/

HO OH
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Obrazek &. 8: Struktura IMP-B.

5.2 Natrium-benzoat (NaB)

Obrazek &. 9: Strukturni vzorec NaB.

NaB, neboli sodna sul kyseliny benzoové, je témérf bily krystalicky nebo
zrnity prasek. Je snadno rozpustny ve vodé a mirné rozpustny v 90% ethanolu.
Soli a estery této kyseliny se vyskytuji i volné v pfirodé, napf. v brusinkach,
Svestkach, skofici, ve zralém hfebiCku a jablkach. Nejvice je vyuzivan jako
konzervant pod zkratkou E211 v potravinafstvi, a to kvdli svym

bakteriostatickym a fungistatickym ucinkim. [27]
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EXPERIMENTALNI CAST
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6. MATERIAL A POMUCKY

6.1 Chemikalie

Natrium-pikosulfat monohydrat (Biomedica)
Natrium-Benzoat (Biomedica)

Kyselina fosfore¢na (Penta)

Acetonitril (Sigma-Aldrich)

Kyselina chlorovodikova (Penta)

Hydroxid sodny (Merck)

voda Cisténa reverzni osmoézou

70% sorbitol

vodny roztok amoniaku (Penta)

Acidum citricum monohydricum (Penta)

Natrium citras dihydricus (Penta)

6.2 Pomucky

Kadinky, odmérné valce, Erlenmeyerovy barky, zkoumavky, pipety délené
i nedélené, mikropipety, tyCinky, vialky, filtry - (OLIMPEAK certified filters by
teknokroma - syringe filters - 0,22 um), injek¢ni stfikacky, michadlo, laboratorni

IZicky, kopistky, stfiCky, vyhfivaci plotynka, sklenéna nalevka, odmérné banky.
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6.3 HTLC sestava:

HPLC jednotka: Schimadzu, Nexera, Japonsko

fidici jednotka: CBM-20A

degaser: DGU-20A(3R) 42

Cerpadlo: LC-30AD

autosampler: SIL-30AC

termostat kolony: CTO-30A

detektor: SPD-M20A (diode array detector)

PC program: LAB SOLUTIONS, Verzion 5.53, Shimadzu

Kolona: ZirChrom®-PBD (100 x 4,6 mm)

6.4 PRISTROJE:

Analytické vahy Sartorius CPA22D-0CE, Sartorius AG
pH-metr SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH
vodni vyvéva

magneticka michacka Color squid, lka Werke, Némecko

ultrazvukova lazen K10, Kraintek
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7. OBECNY POSTUP

V prvni fazi byla pfipravena MF s potfebnym pH a pomérem slozZek, ktera
byla poté pouZita pro pfipravu analyzovanych roztokd - pro fedéni vzorku. Vodna
slozka MF byla pfed pouzitim pfefiltrovana pfes nylonovy membranovy filtr o
rozmérech pérd 0,22 ym. Poté se nastavily vhodné chromatografické podminky
pro HTLC metodu v programu LAB SOLUTIONS. Prutok byl nastaven na 0,2
ml/min, absorbance byla stanovena na vinovou délku 263 nm (byla pfevzata z
PhEur)a nasledovalo promyti kolony MF s 5% ACN a ekvilibrace (ustaleni)
kolony. Po stabilizaci stanovenych podminek pro analyzu byla postupné
nastfikovana série pfipravenych roztokd na kolonu. U kazdého vzorku byly
provedeny minimalné 2 nastfiky pro kontrolu a zajisténi spravnych vysledku. Po
optimalizaci metody byla jako nejvhodnéjsi zvolena teplota 80 °C a v této hodnoté
byla hlidana. Po ukonceni analyzy byla kolona vzdy promyta 50% ACN, ¢imz
bylo zaru€eno vyplachnuti pufru z kolony. Na zavér byla kolona vzdy naplnéna
90% ACN.

7.1 Priprava MF

K 250 ml destilované vody bylo pfidano 422 pl kyseliny fosforeCné a
promichano pomoci michadla. Do roztoku se vlozily elektrody pH-metru a po
stabilizaci se pfidaval vodny roztok amoniaku do dosazeni pH 5,0. Roztok se pak

opét Zfiltroval a k 190 ml tohoto roztoku se pfidalo 10 ml ACN.

8. PRIPRAVA ROZTOKU
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8.1 Roztoky k optimalizaci chromatografickych podminek

8.1.1 Priprava roztoku

PFipravené roztoky jsou uréeny k vytvofeni porovnavacich roztokd €. 1 - 4.
Roztok ¢. 1: 30 mg NaB bylo zfedéno v MF na 10,0 ml. (C = 3 mg/ml)

Roztok ¢. 2. K 56, 25 mg NaP v odmérné bance na 25 ml se pfidalo 5,0 ml
roztoku €. 1 a ziedilo se mobilni fazi. 5,0 ml tohoto roztoku se dale jesté jednou
ziedilo MF na 20,0 ml. (cNaB = 0,15 mg/ml), (cNaP = 0,5625 mg/ml).

Roztok ¢. 3: Bylo navazeno 2,5 mg NaP, k tomu bylo pfidano 0,5 ml kyseliny
chlorovodikové 0,2 mol/l RS a roztok se na 2 minuty vlozil do vrouci vodni lazné.
K ochlazenému roztoku se poté pfidalo 0,5 ml hydroxidu sodného 0,2 mol/l RS a

0,6 ml roztoku €. 1. Smés byla doplnéna MF na 5,0 ml. (cNaB = 0,36 mg/ml).

8.1.2 Priprava porovnavacich roztoku (€. 1 - 4)
Porovnavaci roztoky jsou urceny k identifikaci analytd a jejich retencnich ¢asu.
Porovnavaci roztok ¢. 1: Tento vzorek je identicky s roztokem €. 3.

Porovnavaci roztok ¢. 2: Ke 2,5 mg Nap se pfidalo 0,6 ml roztoku €. 1. V odmérné

barice na 5,0 byl tento roztok dopInén mobilni fazi.
Porovnavaci roztok ¢. 3: 0,6 ml roztoku €. 1 bylo zfedéno MF na 5,0 ml.

Porovnavaci roztok €. 4: Bylo navazeno 2,5 mg NaP, k tomu bylo pfidano 0,5 ml
kyseliny chlorovodikové 0,2 mol/l RS a roztok se na 2 minuty vlozil do vrouci
vodni lazné. K ochlazenému roztoku se poté pfidalo 0,5 ml hydroxidu sodného

0,2 mol/l RS. Zbyly obsah odmérné bariky se doplnil MF na 5,0 ml.

V nasledujici tabulce je uveden prehled analytd obsazenych v jednotlivych

roztocich.
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Porovnavaci roztok Analyty
C. 1 NaP, NaB, ImpA, ImpB
C.2 NaP, NaB
C.3 NaB
C.4 NaP, NaB, ImpA, ImpB

Tabulka €. 2: Analyty jednotlivych roztokd.

8.2 Priprava porovnavacich roztoku pro stanoveni NaP, NaB a
IMP

Porovnavaci roztok (a) - (Pa): Bylo navazeno 37,5 mg Natrii picosulfat
monohydricum WS do odmérné bariky, ke kterému bylo pfidano 1,0 ml Pd a
dopInéno MF do 50,0 ml.

Porovnavaci roztok (b) - (Pb): Totozny s roztokem €. 3

Porovnavaci roztok (c) - (Pc): Z roztoku Pa bylo odebrano 50 pl a doplnéno MF

v odmérné bance na 50,0 ml.

Porovnavaci roztok (d) - (Pd): Bylo navazeno 250,0 mg Natrii benzoas WS do

odmeérné banky a doplnéno MF do 25,0 ml.

Porovnavaci roztok Imp-B - (Pimp-B): K navazce 2,5 mg NaP se pfidalo 0,5 ml
kyseliny chlorovodikové 0,2 mol/l RS. Poté se roztok na 30 minut vlozil do vrouci
vodni lazné. V kyselém prostfedi po takové dobé doslo k uplnému rozpadu NaP
na konecny rozkladny produkt ImpB. pH roztoku bylo poté korigovano pridanim
0,5 ml hydroxidu sodného 0,2 mol/l RS. Roztok byl pak v odmérné barice doplnén
MF na 5,0 ml.
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8.3 Priprava zkouseného roztoku

ZkouSeny roztok slouzi k stanoveni obsahu pikosulfatu sodného, jeho

pfibuznych latek a benzoatu sodného.

Zkouseny roztok pro stanoveni obsahu - (Rzk): 1,00 ml pfipravku

Gallax® bylo ziedéno MF v odmérné bance na 10,0 ml.

9. OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

9.1 Vybér zkousené latky

Pfi vytvofeni metody se vychazelo z vlastnosti kolony a zkouSely se
moznosti jejiho pouziti. Nejprve byla pfipravena sada rlznych vzorkd ruznych
analytl odliSného charakteru - parabeny, bromhexin, klotrimazol, pikosulfat
sodny, acyklovir, fluoxetin a lamotrigin. Roztoky byly pfipraveny nafedénim latek
mobilni fazi, kazdy byl nastfiknut dvakrat. Nejslibn&jsi vysledny chromatogram
mél vzorek Natrium-picosulfatu a proto prace s touto latkou pokracovala dal.
Chromatografické zaznamy ostatnich latek neobsahovala data vhodna pro

kvalitativni a kvantitativni stanoveni.

9.3 Experimenty s MF

Po pfedchozich zkuSenostech s analyzovanou latkou se nejdfiv jako MF

pouzil 50mM roztok triethylaminu ve vodé, ktery se pouzival jako mobilni faze pro
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analyzu NaP pfi klasické HPLC a UHPLC. AvSak pfi vySSich teplotach se tato MF
prokazala jako nevhodna, proto se dalSi analyzy provadély s 25mM fosfatovym

pufrem jako MF.

Déle, co se ty¢e MF, zkousSely se rtzné koncentracni poméry s ACN -
postupné se snizovalo zastoupeni organické sloZzky z 50% azZ na 5%, které bylo

povazovano za nejvhodnéjsi pro tuto analyzu.

9.4 Experimenty s pH

Pfi hledani vyhovujici mobilni faze probéhly experimenty s pH - byly
vyzkouseny pH v hodnotach 8 - 2, hledalo se takové, které by odpovidalo
pozadavkim na dostate¢nou separaci jednotlivych piku. V pfilis kyselém nebo
zasaditém prostfedi byly piky rozmyté a mira rozliSeni mala, proto jako

nejvhodnéjsi bylo zvolené pH 5,0.

9.5 Experimenty s teplotou

Pro experimenty s teplotou byla pouzita MF se slozenim a pH uvedeném
vySe. ZkouSely se teploty v rozmezi 60 az 150 °C. Teplota 80 °C nejvic

odpovidala pozadovanym kriteriim na separacni metodu.

10. STANOVENI NaP A NaB
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Pro stanoveni analyzovanych latek byly pouzity porovnavaci roztoky (Pa -
Pd), roztok Rzk, ktery obsahoval modelovy ppfipravek Gallax®, za podminek
optimalizované a validované metody pro HTLC analyzu daného analytu.

Nasledujici tabulka shrnuje parametry validované metody.

Metoda HTLC
Pratokova rychlost 0,2 ml/min
Detekce Spektrofotometricky detektor - 263 nm
Nastiik 4 ul
Teplota kolony 80 °C

Tabulka €. 3: Parametry optimalizované HTLC metody.

10.1 NaP

Pro vypocCet obsahu NaP se pouziji hodnoty ziskané z vyslednych
chromatogramu Pa a Rzk dle vzorce (vysledek je vyjadien v mg NaP na 1 ml

pripravku):

ArPzk .nPst . oPst
ArPa - 500

AP =

ArPzk -plocha piku NaP ve zkouSeném roztoku
nPst - navazka pracovniho standardu NaP pro Pa v mg
oPst - obsah NaP v pracovnim standardu v %

ArPa - plocha piku NaP v Pa
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10.2 NaB

Pro vypocCet obsahu NaB se pouziji hodnoty ziskané z vyslednych

chromatogramud Pa a Rzk dle vzorce (vyjadfeno v mg NaB na 1 ml pfipravku):

ArBzke«nBst-0Bst

8 = ArBPa «12500

ArBzk -plocha piku NaB ve zkouSeném roztoku
nBst - navazka pracovniho standardu NaB pro Pa v mg
oBst - obsah NaB v pracovnim standardu v %

ArBPa - plocha piku NaB v Pa

11. STANOVENI PRIBUZNYCH LATEK

Stanoveni pfibuznych latek probihalo za stejnych chromatografickych
podminek jako stanoveni uc€inné a konzervacni latky za pouZiti Pc a Rzk. Navic
pro stanoveni pfibuznych latek byly pouzity korekéni faktory pfevzaté z

Evropského lékopisu. [28]
Korekéni faktory: necistota A = 0,7, necistota B = 0,5

Limit zanedbatelnosti: se rovna poloviné plochy hlavniho piku na

chromatogramu Pc (0,05%).
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Pfi vypocCtu obsahu necistot se plocha piku dané necistoty musi vynasobit
pfislusSnym korekénim faktorem. Pro vypocCet se pouziji hodnoty ziskané z

vyslednych chromatogramu Pc a Rzk dle vzorce (vyjadieno v %):

AriIMPzke CF+nPst «0Pst
ArPce« AP «5000

IMP =

ArIMPzk -plocha piku necistoty NaP ve zkouSeném roztoku
CF - korekéni faktor (necistota A = 0,7; B = 0,5)

nPst - navazka pracovniho standardu NaP pro Pa v mg
oPst - obsah NaP v pracovnim standardu v %

ArPc - plocha piku NaP v Pc

AP - obsah NaP v pfipravku v mg/ml pfipravku

12. ROZTOKY PRO VALIDACE ANALYTICKY METOD:

12.1 Roztoky pro presnost - opakovatelnost

Ke stanoveni opakovatelnosti byl v souladu s ICH Q2A a Q2B zvolen
realny pfipravek Gallax® s obsahem NaP a NaB. Pro toto stanoveni bylo

pfipraveno 6 stejnych zkouSenych roztoku. 1,0 ml tohoto pfipravku bylo v
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odmérné barnce doplnéno MF do 10,0 ml. Vysledky stanoveni viz tabulky ¢. 11, 12

a 13 ve vysledcich a diskuzi.

Pro ucinné latky je relativni smérodatna odchylka tolerovana do 2,0 %,
pro konzervacni latky do 5,0 %, pro pfibuzné latky je tolerance podle nalezené

hladiny, tedy v tomto pfipadé do 7%.

12.2 Roztoky pro spravnost

Spravnost metody se testovala pomoci Sesti individualné pfipravenych

vzorku. Dale se k pfipravé téchto roztoku pouzilo Placebo.

12.2.1 Priprava placeba

K 28,5090 g 70% sorbitolu bylo pfidano 0,0647 g kyseliny citronove
bezvodé a 0,0591 g Natrii citras dihydricus. Objem byl v odmérné barice doplnén

¢iSténou vodou do 50,0 ml.

12.2.2 Priprava roztokt pro spravnost:

K navazce 7,5 mg NaP bylo pfidano 1 ml placeba a doplnéno 0,2 ml
roztokem Pd. Obsah se dukladné promichal a doplnil MF do 10,0 ml. Dle tohoto
postupu bylo pfipraveno Sest roztoku. Obecné pfijimané pozadavky na vytéznost
¢ini u ucinnych latek 98,0 - 102,0 % a u konzervacnich latek 95,0 - 105,0 %.
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Roztok (Spr) Navazka NaP mg
Spr ¢.1 7,48
Sprc.2 7,53
Sprc.3 7,50
Sprc.4 7,49
Spr €.5 7,48
Spr €.6 7,46

Tabulka €. 4: Navazka NaP v mg pro roztok pro spravnost.

12.2.3 Priprava roztoku pro spravnost pribuznych latek

1ml placeba se v odmérné barice smichal s 1,0 ml roztoku 1% linearity

(=1% Pa) a doplnil se mobilni fazi do 10,0 ml.

12.3 Linearita

Linearita metody je ovéfena pomoci 5 vzorkl, obsahujicich NaP a NaB v

koncentracich, odpovidajicich rozsahu 80 — 120% puvodniho (100%) Pa.

12.3.1 Priprava roztokt pro ovéreni linearity NaP a NaB

Roztoky byly pfipraveny stejnym zpusobem jako roztok Pa, do odmérnych

banék se navazilo urcité mnozstvi NaP dle potfebné koncentrace, k tomu pak byl
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pridan roztok Pd taky v zavislosti na koncentraci vysledného roztoku. V tabulce €.

5 jsou uvedeny navazky NaP a pridavky Pd.

80% 90% 100% 110% 120%
Navazka NaP mg 30 33,75 37,5 41,25 45
Pridavek Pd ml 0,8 0,9 1 1,1 1,2

Tabulka €. 5: koncentraéni urovné roztokl pro ovéfeni linearity.

12.3.2 Priprava roztokt pro ovéreni linearity pribuznych latek

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok s koncentraci 10 %: 5,0 ml 100% Pa
bylo v odmérné barice na 50,0 ml dopIlnéno mobilni fazi. Zasobni roztok se dale

fedil na potfebné koncentrace.

3,0 % - do 20 ml odmérné bariky byly pipetovany 6,0 ml zasobniho roztoku a

dopinény MF po znacku.

2,5 % - do 20 ml odmérné banky bylo odméfeno 5,0 ml zasobniho roztoku a

doplnény MF po rysku.

2,0 % - do 10 ml odmérné bariky byly pipetovany 2,0 ml zasobniho roztoku a

doplnény MF po rysku.

1,5 % - do 10 ml odmérné bariky byly pipetovany 1,5 ml zasobniho roztoku a

doplnény MF po rysku.

1,0 % - do 25 ml odmérné banky byly pipetovany 2,5 ml zasobniho roztoku a

doplnény MF po rysku.

0,5 % - do 20 ml odmérné bariky byl pipetovan 1,0 ml zasobniho roztoku a

doplnény MF po rysku.

0,05 % - do 20 ml odmérné banky byly pipetovany 2,0 ml 0,5% roztoku a dopinén
MF po rysku.
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12.4 Selektivita

Selektivita metody je hodnocena pomoci chromatografickych zaznamu:
1. Porovnavaciho roztoku €. 1 obsahujiciho NaP, NaB, ImpA a ImpB
2. Porovnavaciho roztoku €. 3 obsahujiciho pouze NaB
3. Porovnavaciho roztoku €. 4 obsahujiciho NaP, ImpA a ImpB
4. ZkouSeného roztoku pro pfesnost s pfipravkem Gallax por. gtt. sol.
5. Roztoku pro spravnost pfipraveného z placeba
6. Pa vyhovujiciho 100% linearité — standardy NaP a NaB
7. Pc obsahujiciho 0,1 % roztoku obsahujiciho NaP

Dulezité bylo dosahnout dostate¢ného rozliseni mezi piky NaP, NaB, ImpA
a ImpB a vyloucit moznost interference pikl analytd s piky latek pfitomnych ve

zkouseném roztoku.

12.5 Robustnost

Robustnost byla testovana na zakladé Plackett-Burmanova planu pomoci
12 experimentd. V kazdém experimentu bylo testovano 7 nezavisle proménnych
faktorl, které byly vytipovany, ze by mohly ovliviiovat vysledky analytické metody.
V nasledujici tabulce mizeme najit proménné, které se bé&hem experimentl

hodnotily.
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navazka NaP | v(H;PO,) pH ACN prutok teplota | nastrik
1 1 1 1 1 1 1 1
2 -1 1 -1 1 1 1 -1
3 -1 -1 1 -1 1 1 1
4 1 -1 -1 1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1 1 -1 1
6 -1 -1 1 -1 -1 1 -1
7 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
8 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
9 1 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 1 -1 -1 -1
12 1 -1 1 1 1 -1 =

Tabulka €. 6: Plan experimentld pro testovani robustnosti pomoci Plackett-

Burmanova planu.

V tabulce nize jsou popsany hodnoty nezavislych proménnych.

navézka V(HsPO4) pH ACN pritok teplota | nastfik
-1 11,5mg 800,85 ul/500 4,8 4,5% 0,18 ml/min | 72°C | 3,5 pl
0| 2,5mg 843 pl/500 50 | 50% | 0,2ml/min | 80°C | 4 pl
1] 35mg | 885,15 pl/500 5,2 55 % | 0,22 ml/min | 88 °C | 4,5 pl

Tabulka €. 7: Sledované proménné pro hodnoceni robustnosti.

12.6 Limit kvantifikace (LOQ)

Limit kvantifikace byl stanoven jako koncentrace, pfi které pomér signalu

k Sumu, vypocitany z hodnot z vysledného chromatografického zaznamu, je

roven 10. Ke stanoveni byla vyuzita koncentrace NaP 0,001 mg/ml.
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VYSLEDKY A DISKUSE
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13. STANOVENI OPTIMALNICH PODMINEK PRO
ANALYZU

Vybrané podminky pro separaci pomoci HTLC metody byly zvoleny tak,
aby bylo mozno dostateCné separovat jak ucinnou latku a jeji rozkladné
produkty, tak i pfitomnou konzervaéni latku NaB. V souhlasu s CL [25] a po
predchozich zkuSenostech byla pro detekci zvolena absorbance o vinové délce

263 nm. DalSi podminky a jejich vybér jsou popsany nize.

13.1 Vybér vhodné mobilni faze

V této praci jsou mapovany moznosti HTLC ve farmaceutické
analyze, jez by méla byt provedena jako “zelena chromatografie“ s dirazem na
zastoupenim organického rozpoustédla, tak aby zaroven byla zachovana
dostate€na separacni schopnost metody. Mobilni faze tvofena samotnou vodou
nebo pufrem vedla k pfekryvajicim se nebo rozmytym pikiim, proto nakonec
byla zvolena mobilni faze s obsahem ACN a 25mM fosforeCnanovy pufr
vpoméru 1 : 19. pH fosfore€nanového pufru bylo upraveno pfidavkem
amoniaku na hodnotu 5,0, ktera zaru€ovala dostatecné rozliSeni mezi piky pfi

dostatecné stabilité NaP.

13.2 Optimalizace teploty

DalSim dulezitym testovanym parametrem pro vytvofeni co
nejvhodnéjsi analytické metody byla teplota. Ta byla testovana v rozsahu od 60
do 150°C, v teplotnich intervalech po 20 °C bylo postupné provedeno
nastfikovani porovnavaciho roztoku (a). Cilem bylo najit optimalni teplotu, pfi
které separace bude dostatecné ucinna a také provéfit stabilitu kolony za

vysokych teplot. Ve vysledku optimalizace bylo zjisténo, Ze se stoupajici
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teplotou se retenCni Casy zkracuji, zaroven klesa vzdalenost mezi piky a
jednotlivé piky jsou vice rozmyté, coz zhorSuje separaci a tedy rozliSeni.

Pro spravné vyhodnocovani chromatogramu je dulezité dostatecné
rozliSeni mezi jednotlivymi piky a zaroven rychlé separovani latek ze vzorku je
dilezité pro ekonomicky chod analytické laboratofe. Na zakladé téchto
pozadavku byla vyhodnocena jako nejvhodnéjSi teplota 80 °C. Pfi vySSich

teplotach dochazelo ke zhorSeni separace zejména u dvojice piki NaP a NaB.

13.3 Stanoveni prutoku

Na obdobném principu vyhodnoceni se stanovoval i pratok eluatu
kolonou. Byly testovany hodnoty pritoku 0,4000 ml/min, 0,2000 mi/min a
0,3000 ml/min. Hodnota pratoku 0,2000 mil/min byla vybrana z hlediska dobré
separace z obavy aby vys$Si prutok nevyvolal problém s vysokym tlakem na

koloné.

13.4 Souhrn optimalizovanych podminek pro zvolenou

metodu

e Kolona: Kolona Zirchrom-PBD 100 x 4,6 mm

e MF: 25mM H;PO4 (pH upraveno amoniakem na 5,0): ACN (19 : 1)
e Teplota: 80 °C

e Prutok: 0,2 ml/min

e Objem nastfiku: 4l

e Detekce: absorbance pfi 263 nm

13.5 Identifikace analytu z porovnavacich roztoku
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Identifikace analytd: pofadi a retenéni Casy jednotlivych analytd byly
stanoveny pomoci chromatogrami porovnavacich roztokd 1 — 4. Vysledky

z optimalizované metody jsou shrnuty v tabulce €. 8:

Piky Pik1-NaP |Pik2-NaB |Pik3-Imp-A | Pik4-Imp-B

Retenéni 2,27 2,62 3,0 11,86

¢as min

Tabulka ¢. 8: Retencni ¢as jednotlivych analytu.

14. VYSLEDKY VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

14.1 Pfesnost - opakovatelnost

Opakovatelnost byla testovana na realném vzorku pfipravku Gallax. Pro
analyzu byl schvalné pouzit pfipravek po expiracni dobé, a proto je zastoupeni
necistoty A ponékud vyssi. Vysledky testovani opakovatelnosti jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach:

Pro hodnoceni pfesnosti se vypocitava relativni smérodatna odchylka
(RSD) z opakovaného stanoveni ucinnych, konzervaénich nebo pfibuznych
latek. Pro ucinné latky je relativni smérodatna odchylka tolerovana do 2,0 %,
pro konzervacni latky do 5,0 %, pro pfibuzné latky je tolerance podle nalezené

hladiny, tedy v tomto pfipadé do 7 %.
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NaP - Vzorek C. Zjisténo (mg/ml pfipravku)

1 0,7369

2 0,7575

3 0,7541

4 0,7525

5 0,7527

6 0,7552

Pramér 0,7516

Smérodatna odchylka 0,0074

Relativni smérodatna odchylka (%) 0,98

Tabulka &. 9: Pfesnost stanoveni NaP.

NaB - Vzorek ¢.

Zjisténo (mg/ml

1 0,1736
2 0,1764
3 0,1749
4 0,1767
5 0,1760
6 0,1778
Primér 0,1759
Smeérodatna odchylka 0,00147
Relativni smérodatna odchylka 0,84
Tabulka ¢. 10: Presnost stanoveni NaB.
IMP - Vzorek €. Necistota A %
1 4,368
2 4,445
3 4,438
4 4,361
5 4,375
6 4,389
Pramér 4,396
Smeérodatna odchylka 0,0522
Relativni smérodatna odchylka 0,83

Tabulka €. 11: Presnost stanoveni pfibuznych latek.
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14.1.1 Vyhodnoceni presnosti

VSechny vypocitané hodnoty RSD pro stanoveni NaP, NaB i necistoty A

vyhovuji stanovenym limitim.

14.2 Spravnost

Spravnost byla testovana na Sesti roztocich, obsahujicich NaP a

Placebo. Vysledky testovani spravnosti jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

14.2.1 Spravnost — NaP

Vzorek | Navaika Spravny Nalezeny obsah Vytéinost (%)

c. NaP (g) obsah (mg/ml)

1 0,00746 0,00746 0,007488 100,38

2 0,00753 0,00753 0,007512 99,76

3 0,00750 0,00750 0,007587 101,16

4 0,00749 0,00749 0,007496 100,08

5 0,00748 0,00748 0,007485 100,07

6 0,00748 0,00748 0,007446 99,55
Pramér (%) 100,17

Tabulka ¢. 12: Spravnost stanoveni NaP.
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14.2.2 Spravnost — NaB

1 0,00746 0,2001 0,201818 100,86
2 0,00753 0,2001 0,20178 100,84
3 0,00750 0,2001 0,20386 101,89
4 0,00749 0,2001 0,2012 99,9
5 0,00748 0,2001 0,19986 100,55
6 0,00748 0,2001 0,20119 100,54
Prameér (%) 100,76

Tabulka ¢. 13: Spravnost stanoveni NaB.

14.2.3 Spravnost stanoveni pribuznych latek

1 | 0,007508 | 0,00746 0,008437 112,38
2 | 0,007508 | 0,00753 0,009155 121,93
3 | 0,007508 | 0,00750 0,007484 99,68
4 | 0,007508 | 0,00749 0,00845 112,56
5 | 0,007508 | 0,00748 0,009086 121,03
6 0,00750 | 0,00748 0,007531 100,68

Pramér (%) 111,37

Tabulka ¢. 14: Spravnost stanovena u pfibuznych latek NaP.




14.2.4 Vyhodnoceni spravnosti

Pfi vyhodnoceni spravnosti u ucinnych latek je limitni rozmezi vytéznosti
98,0 - 102,0 %. VytéZznost NaP byla stanovena na 100,17 %, coz odpovida
pozadovanym hodnotam. Experimentalné stanovena vytéznost NaB, ktera Cini
100,76 %, také spliuje pozadavky (stanovené limity jsou 95,0 — 105,0). Pro
pfibuzné latky je uveden limit 85,0 — 115,0 %, ¢emuz vyhovuje zjisténa hodnota
111,37 %.

14.3 Linearita

14.3.1 Ovéreni linearity NaP a NaB

Pro ovéfeni linearity byly analyzovany roztoky standardd v
koncentracnim rozmezi od 80 — 120 %. Byly provedeny tfi nastfiky a z
vyslednych hodnot ploch pikd byly vypocitany priméry pro kazdou koncentraci.

Tyto hodnoty jsou zapsané v tabulce €. 15.
e NaP

Nameéfené hodnoty priimérnych ploch pikl jednotlivych standardu:

Ln-% 80 90 100 110 120
Koncentrace 80,4 90,107 100,107 | 109,84 120,24
rozoku v mg/ml
Plocha — pramér | 3636269 | 4049722 | 4464080 | 4907749 | 5347831

Tabulka €. 15 Hodnoty pro vyhodnoceni linearity NaP.
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Linearita NaP - plochy pik{

>500000 y = 43064x + 168796
5000000 R?=0,9998
3 4500000
L—EL 4000000
= 3500000
3000000
2500000
70 80 90 100 110 120 130
Linearita - %
Graf ¢. 1: Graf linearni regrese pro NaP.
Parametry linearni regrese:
y =43064x + 168796
R2 =0,9998
R =0,9996
e NaB
Ln-% 80 90 100 110 120
Koncentrace | 0,1601 0,1801 0,2001 0,2201 0,2401
roztoku v mg/ml
Plocha - pramér | 696807 | 714923 727679 748510 767489

Tabulka ¢.16: Hodnoty vyhodnoceni linearity NaB.
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Linearita - %

Graf ¢.2: Graf linearni regrese pro NaB.

Parametry linearni regrese:
y =1748,39x + 556 130,6

R?=0,99484
R =0,99742

14.3.2 Ovéreni linearity pribuznych latek

110

120

130

Kvali nedostupnosti standardd pfibuznych latek se vyhodnocovala

linearita z koncentraci 0,05 — 3,0 % Pa. Namérfené prumérné plochy piku

standardu jsou uvedeny nize:

Koncentrace | 0,05% [ 0,5% | 1,0% [15% | 2,0% [ 25% | 3,0%
Plocha - 2420 | 24291 | 486662 | 72836 | 98260 | 12154 | 14631
pramér 2 7

Tabulka ¢.17: Hodnoty vyhodnoceni linearity pribuznych latek.

58




Linearita IMP
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Graf ¢.3: Graf linearni regrese pro pfibuzné latky.

Parametry linearni regrese:
y =48 793,89346x - 63,93944
R?=0,99995
R =0,999975

14.3.3 Vyhodnoceni linearity

VSechny vysledné korelaéni faktory pro stanoveni linearity splfiuji
stanovené limitni pozadavky. U ucinné latky NaP je limit korelacniho faktoru =
0,999, vypocitdana hodnota je 0,9996. Pro konzervaéni latky v pfipravku se
obvykle uvadi limit 2 0,995, nalezena hodnota se rovnala 0,99742. Zjistény
korela¢ni faktor pro pfibuzné latky je 0,999975, coz taky odpovida povolenému

limitu = 0,990. Vysledky splnuji stanovena kritéria, ¢imz linearita byla ovérena.
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14.4 Selektivita

Selektivitu metody ovéfuji nize uvedené chromatogramy vybranych
roztokd. Pro tyto chromatografické zaznamy byly pouzité: porovnavaci roztoky
€. 1, 3 a 4, dale zkouSeny roztok pfipraveny z realného vzorku pfipravku Gallax,
roztok placeba pfipravku, roztoky Pa a Pc. Vysledné chromatogramy jsou

pfedstaveny na nasledujicich obrazcich:

Datafile Name:1PORroz02.lcd
Sample Name:Unknown Sample
Sample ID:UNK-0002

AU
63nm,4nm
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4007
350
3004
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2004

150+

NaB/2,604
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ImpB/11,810

50

0 A — - )
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0,0 25 50 75 10,0 125 15,0 175 min

Obrazek &. 10: Chromatograficky zaznam porovnavaciho roztoku ¢. 1 (roztok

castecné hydrolyzovaného NaP s pridanym NaB)

Datafile Name:3PORroz01.lcd
Sample Name:Unknown Sample
Sample ID:UNK-0003

mAU

450 63nm,4nm

400+

3504

3004

2504

2004

150

NaB/2,608

100

50

0 -
e
00 25 50 75 10,0 125 15,0 175 min

Obrazek ¢. 11: Chromatograficky zaznam zkou$eného roztoku €. 3. (Roztok
standardu NaB)
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Datafile Name:4PORroz01.Icd
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Obrazek €. 12: Chromatograficky zaznam zkouSeného roztoku ¢. 4. (Roztok

castecné hydrolyzovaného NaP)

Datafile Name:Gallax01.Icd
Sample Name:Unknown Sample018
Sample ID:UNK-0021
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Obrazek ¢. 13: Chromatograficky zaznam zkouSeného roztoku z pfipravku
Gallax.

Datafile Name:Spr5-02.Icd
Sample Name:Unknown Sample037
Sample ID:UNK-0040
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Obrazek ¢&. 14: Chromatograficky zaznam roztoku pro spravnost. (ZkouSeny

roztok pripraveny z modelového pripravku)

Datafile Name:Placebo02.lcd
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Obrazek ¢. 15: Chromatograficky zaznam placeba pfipravku.

Datafile Name:100%-01.Icd
Sample Name:Unknown Sample004
Sample 1D:UNK-0007
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Obréazek ¢. 16: Chromatograficky zaznam porovnavacicho roztoku Pa (obsahuje

standardy NaP a NaB pro stanoveni jejich obsahu).

Datafile Name:Pc-3.lcd
Sample Name:Unknown Sample023
Sample ID:UNK-0026
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Obrazek ¢. 17: Chromatograficky zaznam porovnavaciho roztoku Pc (jedna se

o roztok NaP a NaB naredény na 0,1 % vzhledem ke koncentraci NaP v

pfipravku)

16.5 Robustnost

Podle Plackett-Burmanova planu pro testovani robustnosti bylo vybrano
7 parametru, které by mohly ovlivnit analyzu. Hodnocenych parametri bylo
nékolik:
e retencni Casy jednotlivych slozek ve zkouSeném roztoku, tedy
NaP (RT1), NaB (RT2), ImpA (RT3) a ImpB (RT4)
e rozliSeni mezi piky jednotlivych analyti (RS 1-2, 2-3, 3-4).
e pocet teoretickych pater pro pik hlavni slozky NaP (ThPINo1)
o faktor symetrie pro pik hlavni slozky NaP (TF1)
Hodnoceni probihalo pomoci programu TriloByte QC.Expert verze
3.3.
Dale jsou popsany nezavislé proménné, pouZzité pro experimenty:
o navazka NaP - navazka standardu NaP, ktera byla pouzita pro pfipravu

roztoku v rozmezi 2,5 mg a 3,5 mg
o v(HsPO.) - objem kyseliny fosfore¢né, ktery byl pfidan k vodé pfi tvorbé

MF v rozmezi 5 % nominalniho objemu
o pH - pH pufru MF s rozmezim 0,2 od nominalniho pH
o ACN - mnozstvi ACN pfidaného do MF v procentech - v rozmezi 0,5 %

o pratok - pritok MF v hodnoté 90 a 110 % nominalni rychlosti

o teplota - teplota na koloné v rozmezi 8 °C od nominalni teploty
o nastrik - nastfik analyzovaného vzorku v rozmezi 0,5 ul od nominalniho
nastfiku

14.5.1 RT1 - retencni ¢as NaP

63



Na prvnim pfikladé bude podrobnéji probran zvoleny postup statistického
hodnoceni. Na zacdatku se spodcitaly odhady zvolenych parametr(i, poté byla
urCena statisticka vyznamnost proménnych. Po provedeni matematickych
operacich byla ziskana tato tabulka, ve které jsou znazornény zkoumané

proménné a stanovena vyznamnost vlivu zmén danych parametri na retenéni

Cas NaP.
PROMENNA Odhad Zavér Pravdépodobnost

Abs 2,3118 Vyznamny 2,0920

Nav. NaP -0,00341 Nevyznamny 0,3403

V(H3PO4) 0,0144 Vyznamny 0,0103

pH -0,0134 Vyznamny 0,0132

ACN -0,0015 Nevyznamny 0,6425
Pratok -0,2258 Vyznamny 0,00000023

Teplota -0,0496 Vyznamny 0,00012

nastrik 0,00075 Nevyznam 0,8239

Tabulka ¢.18: Zavislost reten¢niho ¢asu NaP na jednotlivych proménnych,

vypocCitana smérodatna odchylka se rovna 0,0032.

V dalSim kroku byly vypustény nevyznamné proménné a opét byla
provedena regrese pouze s parametry, které mohou ovlivnit sledovanou
hodnotu (RT1). Ze ziskanych hodnot s vicenasobnim korelaénim faktorem R =

0,999 byly sestaveny rovnice a tabulka:

RT1 = 0,0144 v(HsPO4) - 0,0134 (pH) - 0,225 (prutok) - 0,0469
(teplota) +2,3118

Proménna Odhad Zaver Pravdépodobnost
Abs 2,3118 Vyznamny 0
v(H3PO4) 0,0144 Vyznamny 0,0013

pH -0,0134 Vyznamny 0,0019
prutok -0,2256 Vyznamny 1,18
teplota -0,0469 Vyznamny 6,51
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Tabulka ¢.19: Zavislost retenc¢niho ¢asu NaP na jstatisticky vyznamnych

promennych, vypocitana smérodatna odchylka se rovna 0,0028.

Z vysledku, hlavné z rovnice, plyne, Ze reten¢ni ¢as hlavni sloZzky vzorku
je zavisly na vice proménnych. Podle pfislusnych koeficientl je zfejmé, Ze
nejvice jej v ramci testovanych odchylek od nominaini hodnoty ovliviiuje prutok
MF, potom teplota na koloné a pfidany objem kyseliny fosforeéné pfi pfipravé
pufru a nejméné pH hodnota pufru Mizeme tedy z toho odvodit, Zze zvySeni
prutoku o 0,02 ml/min ma za nasledek snizeni RT1 o 0,226 min. Naopak pfi
zpomaleni prutoku napfiklad o 0,1 ml/min muzeme ocekavat prodlouzeni RT1 o
0,113 min. Po zvySeni pH o 0,2 nasleduje snizeni RT1 o 0,013 min, tim padem
po snizeni pH o 0,1 dochazi k prodlouzeni reten¢niho ¢asu o 0,008 min.
Obdobné zavislost na teploté — pfi navySeni o 8 °C se RT1 zkrati o 0,047 min,
muzeme usoudit, Zze pfi snizeni teploty o 1 °C dojde k prodlouzeni retenéniho
Casu o 0,006 min. V opacném smeéru plati zavislost RT1 na objemu kyseliny
fosfore€né v pufru — pfi pfidani o 5 % vic se retenéni €as prodlouzi o 0,0144
min, pfi snizeni pfidaného objemu o 1 % mulzeme ocekavat zkraceni RT1 o
0,003 min.

Navazka NaP, pomér ACN v MF ani objem nastfikovaného roztoku

nevykazuji vyznamny vliv.

14.5.2 RT2 - retencni ¢cas NaB

Na stejném principu na bazi odhadl parametri z regrese byly uréeny
statisticky vyznamné proménné pro reten¢ni ¢as NaB (RT2). Vysledné hodnoty
s vicenasobnym korelacnim koeficientem R = 0,965 jsou pfedstaveny v tabulce

a je z nich vytvorena rovnice zavislosti:

RT2 = - 0,2505 (pratok) + 2,6635
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Proménna Odhad Zavér Pravdépodobno
Abs 2,6635 Vyznamny 0
pratok -0,2505 Vyznamny 3,98E-07
Tabulka ¢. 20: Zavislost reten¢niho casu NaB na statisticky vyznamnych

promennych, vypocéitanasmérodatna odchylka se rovna 0,0216.

Z vysledku je zfejma zavislost retenc¢niho ¢asu NaB na pratoku MF — pfi
jeho zrychleni o 0,2 ml/min se RT2 snizuje o 0,251min. Naopak, pokud snizime
rychlost pritoku o 0,1 ml/min mazeme sledovat prodlouzeni RT2 o 0,12525 min
oproti nominalni hodnoté.

Vyznamnou zavislost na ostatnich parametrech retencni €as NaB

nevykazuje.

14.5.3 RT3 - retenéni ¢as ImpA

Nize je uvedena konena rovnice s vicenasobnym Kkorelacnim
koeficientem R = 0,998 a dale v tabulce ¢ 21 jsou znazornény vysledné

hodnoty proménnych, ziskané regresi.

RT3 = 0,0245 (v(HsPO4) - 0,0482 (pH) - 0,03833 (ACN) - 0,2795
(prutok) -0,2185 (teplota) + 3,0693

Proménna Odhad Zaveér Pravdépodobno
Abs 3,0693 Vyznamny 6,59E-14
Vv(H3POu4) 0,0245 Vyznamny 0,044410218
pH -0,0482 Vyznamny 0,002494852
ACN -0,0383 Vyznamny 0,007404839
prutok -0,2795 Vyznamny 1,13E-07
teplota -0,2185 Vyznamny 4,91E-07

Tabulka €. 21: Zavislost retenc¢niho ¢asu ImpA na statisticky vyznamnych

promeénnych, vypocitana smérodatna odchylka se rovna 0,0097.
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Z vysledku vyplyva, Ze pfi zvySeni pH o 0,2 dochazi ke snizeni RT3 o
0,048 min, pfi zvySeni koncentrace ACN o 0,5 % lze oCekavat zrychleni eluce o
0,038 min, pfi zvétSeni teploty o 8 °C taktéz dosahneme zkraceni RT3. Nejvétsi
vliv na retenéni ¢as ma zména rychlosti pratoku MF — jehoz zrychleni o 0,02
ml/min ma za nasledek snizeni RT3 o 0,279 min. Pfidavek kyseliny fosfore¢né

0 5 % vétsi oproti nominalni hodnoté vede k prodlouzeni RT3.

14.5.4 RT4 - retenéni €as ImpB

Parametry, které maji vyznamny vliv na retencni €as ImpB jsou
zobrazeny vtabulce €. 22. Vysledna rovnice s vicenasobnym korelacnim

koeficientem R = 0,968 pak ma tvar:

RT4 = - 0,9635 (prutok) - 2,5833 (teplota) + 12,2292

Proménna | Odhad Zaver Pravdépodobnost
Abs 12,2292 Vyznamny 2,01E-12
pratok -0,9635 Vyznamny 0,0029
teplota -2,5833 Vyznamny 1,80E-06

Tabulka ¢. 22: Zavislost reten¢niho ¢asu ImpB na statisticky vyznamnych

proménnych, vypocitana smeérodatna odchylka se rovna 0,2379.

RT4 nejvice ovliviuje zména teploty analyzy, jeji navySeni o 8 °C
zrychluje eluci ImpB. Stejné tak zrychleni pritoku MF o 0,02 ml/min ma za

nasledek zrychleni eluce ImpB o 0,96 min.

14.5.5 RS1-2, RS3-4 - rozliSeni mezi piky1-2a3-4

Pfi hodnoceni rozliSeni mezi piky NaP — NaB a ImpA — ImpB se ukazalo,
ze zadny ze sledovanych parametri v testovanych mezich vyznamné

neovliviuje danou veli€inu.
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14.5.6 RS2-3 - rozliSeni mezi piky 2 a 3

Rozliseni mezi piky NaB a ImpA je vyznamné ovlivhéno pouze jednim z
parametri — teplotou. Vysledna rovnice s vicenasobnym korelaénim

koeficientem R = 0,939 je pak ve tvaru:

RS2-3 =-0,70097 (teplota) + 1,80729

Proménna Odhad Zaveér Pravdépodobnost
Abs 1,8073 Vyznamny 7,31E-10
teplota -0,70097 Vyznamny 5,85E-06

Tabulka ¢. 23: Zavislost miry rozliSeni mezi piky 2 a 3 na statisticky

vyznamnych proménnych, vypocitana smerodatna odchylka se rovna 0,0809.

PFfi navySeni teploty o 8 °C muzZeme pozorovat pomérné vyznamny

pokles rozliSeni. Tedy z tohoto dlivodu neni vhodné teplotu separace zvySovat.

14.5.7 TF1 - faktor symetrie piku NaP

Pokud se jedna o hodnoceni faktoru symetrie cinné latky
analyzovaného roztoku, zde, stejné jak v pfedchozim pfipadé vyznamny vliv
vykazuje pouze zména teploty analyzy. Z toho vyplyva rovnice s vicenasobnym

korelaénim koeficientem R = 0,649:

TF1 = - 0,1332 (teplota) + 1,2659

Proménna Odhad Zaver Pravdépodobnost
Abs 1,2659 Vyznamny 1,88E-10
teplota -0,1332 Vyznamny 0,0225
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Tabulka €. 24: Zavislost faktoru symetrie piku NaP na statisticky vyznamnych

promennych, vypocitana smérodatna odchylka se rovna 0,0494.

S navySenim teploty o 8 °C sledujeme sniZeni hodnoty faktoru symetrie o

0,1332, tedy zlepSeni symetrie piku.

14.4.8 ThPINo1 - Pocet teoretickych pater u piku NaP

V pfipadé hodnoceni poctu teoretickych pater hlavni latky NaP
pozorujeme velky vliv dvou sledovanych parametrd — pH mobilni faze a teploty
analyzy. Z hodnot ziskanych z regrese byla sestavena tabulka €. 25 a rovnice s

vicenasobnym korela¢nim koeficientem R = 0,964:

ThPINo1 = - 459,955 (pH) - 1113,4678 (teplota) + 3706,66

Proménna Odhad Zaveér Pravdépodobnost
Abs 3706,6625 Vyznamny 8,89E-11
pH -459,9550 Vyznamny 0,0024
teplota -1113,4678 Vyznamny 3,26E-06

Tabulka ¢. 25: Zavislost poctu teoretickych pater piku NaP na statisticky

vyznamnych proménnych, vypocitana smérodatna odchylka se rovna 110,1219.

Z rovnice vyplyva, Zze ThPINo1 je velice zavisly na pH MF a na teploté,
zvySeni jejich hodnot o 0,2 (pH) a o 8 °C (teplota) vede ke snizeni poctu
teoretickych pater. V situaci s pH jde o zménu v hodnoté 459,955, pfi zméné
teploty se pocet teoretickych pater méni o 1113,468. Stejné plati opacny vztah

mezi veli¢inami pfi sniZzeni hodnot téchto proménnych.
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14.4.9 Zavéry hodnoceni robustnosti metody

Po provedeni viech experimentl a zhodnoceni vSech vysledku se da
fict, ze na chromatografické veliCiny ma nejvyssi vliv teplota, ktera pozitivné
ovliviiuje retencni Casy analyzovanych latek a symetrii piku hlavniho analytu.
Negativhé pak ovlivhuje pocCet teoretickych pater. Dale je jeSté vyznamny
prutok, ktery, jak jsme oCekavali, ovlivni pfedevsim RT vSech latek, ale i pH, na
jehoz veli€iné je zavisla hodnota teoretickych pater.

Podobnym tématem se rovnéz zabyval A. Socha ve své diplomové praci
,Hodnoceni vybrané ucinné latky v pfipravku pomoci UHPLC V*. Ve své praci
pouzil kolonu LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 60 RP-select B (5 um).
Mobilni faze (MF) se skladala z acetonitrilu (ACN) s pufrem v poméru 1:9. Pufr
obsahoval triethylamin (TEA) s vyslednym pH 5,0 upravenym pomoci kyseliny
octové. Experimenty byly provedeny za podminek uvedenych v tabulce nize.
[29]

Metoda UHPLC
Detekce Spektrofotometricky detektor — 263 nm
Pratokova rychlost 0,4 ml/min
Nastik 2 ul
Teplota kolony 100 °C

Tabulka ¢. 26: Parametry optimalizované UHPLC metody. [29]

Dle ziskanych vysledku Ize konstatovat, Ze teplota a rychlost pratoku MF
vyznamné ovliviiuji analyzu jak v systému HTLC, tak v systému UHPLC. Dale
ve vysledcich figuruje koncentrace ACN v MF, ktera v naSem pfipadé neméla
vliv na Zadnou ze sledovanych hodnot. Navic za podminek UHPLC byla
prokazana zavislost rozliSeni mezi piky na objemu pfidaného TEA, pH mobilni
faze a na koncentraci ACN v MF, kdezZto v situaci HTLC na rozliSeni mezi piky

vyznamny vliv tyto proménné nemély.
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Zaver

V této diplomové praci byly vyzkouSeny moznosti aplikace vysokoteplotni
kapalinové chromatografie (HTLC) ve farmaceutické analyze IéCiv s vyuZitim
ZirChrom®-PBD kolony (100 x 4,6 mm, s ¢asticemi velikosti 5 upm).

Pro pfipravu k vypracovani teoretické Casti a provedeni praktické Casti
prace byly prostudovany odborné literarni zdroje, tykajici se dané tématiky
(védeckeé clanky, odborna literatura i vyukové materialy).

V experimentalni ¢asti byly nejprve testovany rizné chemické latky,
nejslibnéjSi po téchto experimentech se jevil natrium-pikosulfat, a proto byl
vybran jako analyzovana latka pro dalSi zpracovani.

Poté byly provedeny analyzy, zamérené na zkoumani vlivu teploty, pH a
koncentrace organické slozky v mobilni fazi na separaci natrium-pikosulfatu,
jeho rozkladnych produktt a natrium-benzoatu.

Na zakladé ziskanych informaci byla vyvinuta analyticka metoda, vhodna
pro hodnoceni natrium-pikosulfatu, jeho pfibuznych latek a natrium-benzoatu
v pripravku ©Gallax, 7,5 mg/ ml, peroralni kapky, roztok.

K analyze bylo vyuzZito vySe uvedené kolony, pfi teplot¢ 80 °C
v kolonovém prostoru, s pratokem 0,2 ml/min a s nastfikem 4 ul za UV detekce
pfi vinové délce 263 nm. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a 25mM
fosfatového pufru (pH 5,0) vpoméru 1 : 19. Postup pfipravy zkousenych
roztoku je uveden v kapitole €. 10 této prace.

Vyvinutda metoda byla validovana. V ramci validacniho procesu byly
hodnoceny: linearita, spravnost a opakovatelnost natrium-pikosulfatu, natrium-
benzoatu a pfibuznych latek. Vysledné hodnoty ziskané béhem analyz vyhovuiji
pozadovanym limitim. Selektivita byla prokazana sérii chromatogramd.

Pfi testovani robustnosti bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv na retencni Casy
analyzovanych latek, a tim i na rychlost celé analyzy maiji teplota, rychlost
prutoku mobilni faze kolonou a pH mobilni faze.

Na zakladé provedenych méfeni a ziskanych vysledkul Ize systém HTLC

povazovat za vhodnou pro hodnoceni stability pfipravku.

71



15. POUZITE ZKRATKY

SF — stacionarni faze

MF - mobilni faze

NaP - Natrium-pikosulfat monohydrat,pikosulfat sodny
NaB - Natrium-benzoat

ImpA - necistota A, Impurity A

ImpB - necistota B

ACN - Acetonitril

TEA - Triethylamin

HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HTLC — Vysokoteplotni kapalinova chromatografie
Q2A a Q2B - Validacni instrukce ICH

PhEur - Pharmacopoeia European, Evropsky lékopis
Spr - roztoky pro spravnost

SprL - roztoky pro spravnost pribuznych latek

Ln - Linearita

RT - Retencni ¢as

RSD - Relativni smérodatna odchylka

RS - Rozliseni mezi piky

TF - Faktor symetrie

ThPINo2 - Pocet teoretickych pater

LOQ - Limit kvantifikace

Pa - Porovnavaci roztok (a)

Pb - Porovnavaci roztok (b)

Pc - Porovnavaci roztok (c)

Pd - Porovnavaci roztok (d)

Pimp-B - Porovnavaci roztok Imp-B

Robs - Roztok pro stanoveni obsahu

CRL - chemicka referencni latka

EDTPA - z angl. ethylenediamine-N,N,N',N'-tetra(methylenephosphonic) acid
(ethylendiamin N, N, N’, N’- tetramethylenfosfonova kyselina)
ODS - Oktadecylsilica — oktadecylsilikagel

PBD — polybutadien
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