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Souhrn

Tato bakalatska prace se zabyva separacni metodou HPLC a blize stanovenim danych
nedistot ve trech 1é¢ivych piipraveich metodou HPLC na riznych pracovistich. V Ceské
republice je pracovistém , které se zabyva stanovenim téchto necistot, Farmaceuticka fakulta
Hradec Kralové, kterou porovnavam s jinymi farmaceutickymi fakultami a pracovisti ve svété
(Slovensko, USA, Japonsko, Egypt, Recko aj. ).

Jedna se o 1é¢ivy pripravek Ketoprofen gel 2,5 %, pouzivany jako antiflogistikum, u
néhoz se stanovuji necistoty 3-acetylbenzofenon (neCistota A ketoprofenu) a 2-(3-
karboxyfenyl) propionova kyselina (necistota C ketoprofenu) . LéCivy piipravek Terbinafin
krém, ktery se pouziva jako antimykotikum, ve kterém se stanovuji necistoty 1-methyl-
amino-methylnaphtalen, - terbinafin, Z- terbinafin a 4-methyl-terbinafin a 1é¢ivy piipravek
Estrogel krém, pouzivany V hormondlni terapii, ve kterém se stanovuji necistoty A%
Estradiol , Estron, A*®Y _ Estron, Ethynylestradiol, a- Estradiol hemihydrat, Estradiol
3- methyl- ether a Estradiol 17- acetat.

Bakalarska prace obsahuje 8 kapitol, z nichz hlavni ¢ast tvofi kapitoly 4 — 6 vCetné.
V kapitole 4 je pojednano o stanoveni necistot v piipravku Ketoprofen gel 2,5 % spole¢né
S porovnanim stanoveni necistot na vySe uvedenych pracovistich (viz. 4.11). Kapitola 5
pojednéava o stanoveni spole¢né s porovnanim necistot v ptipravku Terbinafin krém (viz. 5.3.)
a kapitola 6 se zabyva necistotami ptipravku Estrogel krém (viz. 6.3.). Kapitolu 3 jsem
obohatila o fotodokumentaci ptevzatou ze zdroji-viz.citace (kap. 8 ) . Vyznam této prace

spociva v porovnani vysledkl stanoveni vySe zminovanych necistot.



Abstract

This baccalaureate work is deals with separative method HPLC and more closely
assesment given to impurities in three curative preparations by method HPLC on different
workplaces. In Czech republic is as only workplace, that the deals with assesment these
impurities, Faculta of Pharmacy Hradec Kréalové¢, that the weigh against with by other
pharmaceutical faculties and workplace in the world (Slovakia, USA, Japan, Egypt, Greece
ect.).

Acts about medicine Ketoprofen gel 2,5 %, used like antiflogistikum, and 3- acetyl -
benzophenone (impurity A ketoprofenu) and 2-(3- carboxyfenyl) propionic acid (impurity C
ketoprofenu) are determinated in it. . Medicine Terbinafin cream that the employs like
antifungal agent, are determinated 1- methyl- amine- methylnaphtalene , a - terbinafine , Z-
terbinafine and 4- methyl- terbinafine as its impurities and medicine Estrogel cream, used

% _ Estrone,

in hormonal therapy, in which are determinated A ® Estradiol , estrone, A
Ethynylestradiol, o - Estradiol hemihydrate, Estradiol -3- methyl- ether and Estradiol 17 -
acetate.

Baccalaureate work includes 8 capitol, from mains forms chaps 4 — 6 inclusive. In
chapter 4 is entertain about assesment impurities in prep Ketoprofen gel 2,5 % along with
comparison assesment impurities above - mentioned workplaces (see. 4.11). Chapter 5
handles about assesment along with comparison impurities in prep Terbinafin cream (see.
5.3.) and chapter 6 deal with impurities prep Estrogel cream (see. 6.3.). Chapter 3 | am
enrich about photo - documentation assumed from the sources- see.quotation (chap . 8) .

Meaning those work rests in comparison results assesment height alluded impurities.
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Prehled zkratek

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
IS vnitini standard

CL Cesky 1ékopis

Ph. Eur. Evropsky 1ékopis

MS hmotnostni spektrometrie

NSAIDS nesteroidni antiflogistikum

GLC plynova rozdélovaci chromatografie

GC plynova chromatografie

LC kapalinova chromatografie

LSC kapalinova absorp¢ni chromatografie

IEC iontovyménna chromatografie

GPC gelova permeacni chromatografie

LLC kapalinova rozdélova chromatografie
AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

AES atomova emisni spektrometrie

UV / VIS detektor |detektor vyuZzivajici ultrafialové a viditelné svétlo
TEAA acetonitril-triethylaminoacetat

SDS dodecylsulfat sodny

SPE extrakce s pevnou fazi

HPLC- MS HPLC metoda tandemové spojend s hmotnostni spektrometrii
ODS octadecylsilikagel

MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
SPME mikroextrakce s pevnou fazi

DAD detektor detektor s diodovym polem




1 Uvod

Ketoprofen gel 2,5% (2-(3benzoylfenyl)propanova kyselina) je nesteroidni

antiflogistikum ( Non- Steroidal Antiinflammantory Drug, NSAID), patii do skupiny derivati

kyseliny  propionové. Pouziva se u zanétlivych a

degenerativnich chorob [regeget — | pohybového aparatu. Mize byt

aplikovan jak lokalné (krémy, gely) nebo systémové

(tablety, kapsle, c¢ipky, injekce). Mezi vedlejsi ucinky

Ketoprofenu patii gastrointestinulni toxicita, snizeni

adhezivity a agregability krevnich desticek coZ vede ke zvysené krvacivosti.!

Terbinafin krém

(E)- N- (6,6- dimethyl 2- hepten-4- inyl)-N-methyl-1-naphtalenmethanamin je jeden

z allylamin.  derivati  se —— Sirokym spektrem
' n
antimykotické aktivity. Mycofin '21 Terbinafin ~ spoleéné¢ s jeho
. v s — oyt T Cqes
analogy jsou povazovany za e S potenciondlni inhibitory
skvalenovych epoxidaz ‘) // Vv bunikach hub, sav¢ich
bunkach, systémech - dilezitych  pro  biosyntézu

ergosterolu. Podévani terbinafinu mtize byt oralni v podob¢ hydrochloridu, ktery je uréen pro
lécbu infekci kiize a nehtlh nebo subkutanné pii 1écbé dermatofitdzy, pitiriasis versicolor a

koznich kandidéz. Je aplikovéan v podob¢ krému, gelu, tablet nebo roztoku.!

Estrogel HBF krém

Estradiol 1, 2, 5 (10) — estratrien- 3, 17 B — diol je u¢inny estrogen ze skupiny endogennich,
steroidnich estrogend, zahrnujici estron a estriol. Estradiol je
fyziologicky  zodpovédny za rast prsu, kosti, vyvoj sekundarnich
pohlavnich znakd. Estradiol a jeho polo- syntetické

derivaty  slouzi pro hormondlni terapii hypogonadismu

nebo poruch ovarii. Jsou % DpredevSich pouzivany jako latky,
zmirflujici  symptomy  vyskytujici se v obdobi menopauzy nebo pro ochranu

kardiovaskularnich chorob a osteoporozy. !

! Pouzité zdroje: [56], [57], [43], [50], [62], [63], [64]



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo nalézt a porovnat stanoveni necistot vV pfipravku
Ketoprofen gel 2,5%, Terbinafin krém a Estrogel metodou HPLC a vypracovat piehled

vysledki reSerze.



3 Separacni metody

3.1.UVOD

3.1.1 Separace

vvvvvv

vzorku do roztoku. VétSinou je nutné pted vlastni analyzou oddélit stanovovanou slozku od
ostatnich nebo odd¢lit slozky, které stanoveni rusi. K tomuto Ucelu se pouziva separace,
kterou miZzeme definovat jako operaci, pii které se vzorek déli alespoii na dva podily
odlisného slozeni. Separacni metody se obecné pouzivaji k izolaci chemickych individui ze
smési bud'to z pfirodnich latek nebo produkti syntéz. Z uzSiho analytického hlediska je
separace jedna obvykle prvni a velmi vyznamna faze analyzy, na které zavisi piesnost a
spolehlivost vysledku celé analyzy. [1]

Separace vyuziva riznych fyzikalnich, fyzikalné chemickych a chemickych vlastnosti
slozek vzorku k tomu, aby byl vzorek rozdé€len alespon na dva podily odlisného slozeni. Lze

ji charakterizovat selektivitou, rozsahem pouzivatelnosti a frakcionacéni kapacitou. [2]

3.1.2 Deéleni separacnich metod [2]

vvvvvv

velkych skupin: 1)  Metody zalozené na rozdilech v rovnovazné distribuci slozek mezi dvé
faze
2) Metody zalozené mna rozdilech v rychlosti pohybu slozek
a) separace membranové

b) separace polem
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Tabulka ¢.1: Déleni separacnich metod

1)Metody zalozené na rozdilech v rovnovazné distribuci sloZek mezi dve faze

Fazova rovnovaha Piiklady separa¢nich metod

Destilace,plynova chromatografie

Plyn-kapalina (GLC)

Sublimace,plynova chromatografie
Plyn- pevna latka (GLC)

Extrakce, kapalinova chromatografie
Kapalina- kapalina (HPLC)
Kapalina - pevna latka Frakéni krystalizace, kapalinova

chromatografie, molekulova sita,

extrakce na pevnou fazi

2)Metody zalozené na rozdilech v rychlosti pohybu

slozek
Separace membranové Ultrafiltrace
Separace polem Elektroforéza, ultracentrifugace

3.2 Termodynamika a ucinnost separace
objem stacionarni faze Vs [ml]

objem mobilni faze Vi, [ml]

objemovy pritok mobilni faze Fr, [ml. min™]
linearni rychlost mobilni faze u [cm. min™]
reten¢ni objem i-tého analytu Vg; [ml]

retencni Cas i-tého analytu tg; [min]

mrtvy objem kolony Vi [ml]

mrtvy ¢as kolony ty [min]



redukovany reten¢ni objem V'gr; [ml]

-I;"rh'[ =Fm 'tIH'[ = -Ii"rm
Wes = Vo3~ Vi
Wei=En tri

g = tri " tu

Vii= I trg

Retenéni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se prislusny analyt
dostal od pocatku ke konci separacni kolony. Retenéni Cas je celkovy cas, ktery piislusny
analyt stravi v separacni koloné. Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit
kolonou, aby se nezadrzovany analyt dostal od po¢atku ke konci kolony. Mrtvy ¢as kolony je
retenéni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou
stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny Cas - mrtvy

¢as kolony. Redukovany retencni Cas je Cas, ktery pifisluSny analyt stravi ve stacionarni fazi.

3.2.1 Distribucni konstanta

VétSina separacnich metod pouzivanych v analytické chemii je zalozena na
rovnovazné distribuci slozek vzorku mezi dvé faze. Po dosazeni rovnovahy miZe byt
distribuce slozky 1 vyjadiena distribu¢ni konstantou Kp ), Coz je pomér celkovych

koncentraci ve dvou danych fazich napt. fazi sa m:

12



RETENCNI FAKTOR (KAPACITNI FAKTOR, KAPACITNI POMER)

tR.l_ tM tllR.l
tI‘I'[ tI‘I'[
k. = -'i"rR,l T"TM = T"rfn

Kb, a kj charakterizuji selektivitu, tj. jak moc se analyty na kolon¢ zadrzuji a
zpozd'uji.
ZAKLADNI ROVNICE CHROMATOGRAFIE

Wi = Wy +Ep; W

plati pfedevsim pro rozdélovaci chromatografii

Vg = Epi Ve

Vi Vi tEp'V

H

tR.i - E - E
. Vrs EpatV
tR.i n F n E
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3.3.Chromatografické metody

3.3.1 Chromatografie

Chromatografie je jedna znejvyznamnéjSich analytickych separa¢nich metod.
Umoznuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych a anorganickych
létek.[3]Vyu2iVé1 déleni latek mezi dvéma fazemi, znichz jedna je mobilni a druha

stacionarni./?!

3.3.2 Zakladni pojmy a rozdéleni chromatografickych metod?!

Mobilni faze = pohybliva (plyny nebo kapalina)

Staciondrni fdze = nepohyblivd nebo miiZze nabyvat nejriznéjSich forem. Né&kdy to jsou

¢asteCky pevné hmoty, jindy je to tenka vrstvicka kapaliny nanesena na pevnych ¢asticich,
nebo to muze byt tenky film kapaliny na vnitini sténé kapilary.

Sorbent = jakakoliv forma faze stacionarni: je to napln kolony, pfes kterou postupuje faze
mobilni.

Vzorek = smés latek k rozdéleni

Chromatograf = piistroj, na némz se separace provadi

Chromatogram = zaznam chromatografické separace

V dnesni dobé existuji riizna hlediska déleni chromatografickych metod: napf.[3]

1)povaha mobilni faze : plynova (GC), kapalinova (LC)

2) zplsob provedeni : kolonova (sloupcova), plo$na (planarni)

3) princip separace : rozdélovaci, adsorpéni, iontové vymeénna, gelova, afinitni
4) pracovni zplsob : elu¢ni (analyticka ch.), frontalni, vytésniovaci

5) ucel : analyticka, preparativni (preparacni)

14



PREHLED CHROMATOGRAFICKYCH TECHNIK

Mobilni faze : plyn (plynova chromatografie) GC

Stacionarni faze : kapalina —plynova rozdélovaci chromatografie GLC

tuhd latka — plynova adsorp¢ni chromatografie GSC

Mobilni faze : kapalina (kapalinova chromatografie) LC

Kolonova
Stacionarni  faze : kapalina — kapalinova rozdélovaci chromatografie
— gelovd  permeacni chromatografie
tuha latek — kapalinovd adsorpéni chromatografie
— iontové vyménnd  chromatografie

Planarni
Stacionarni ~ faze  : kapalina ~ — papirova  rozd€lovaci  chromatografie

— tenkovrstvd rozdélovaci chromatografie
tuhd latka — tenkovrstvd adsorpéni chromatografie

3.3.3. Princip chromatografické separace [3]

LLC
GPC
LSC

IEC

PC
TLC
TLC

Pii vSech chromatografickych metoddch se mnohonasobn& ustavuje rovnovaha

soucasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Probiha v separacni

kolong, ktera obsahuje stacionarni (nepohyblivou) fazi = sorbent a mobilni (pohyblivou) fazi

= eluent.

Rozdilné analyty (délené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarni féazi.

Rizné analyty podléhaji rizné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi.

Rozdilné analyty jsou rozdiln¢ =zadrzovany a rozdilné zpozd'ovany (retardovany).

15



3.4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE,

HPLC

HPLC je vysoce instrumentalné pokrocila technika kapalinové chromatografie.

Vysoké ¢innosti separa¢niho procesu je dosazeno pouzitim kolon plnénych stacionarni fazi o

malé a dobfe definované velikosti ¢astic. Pro dosazeni dostate¢ného pratoku mobilni faze je

potieba aplikovat tlak jednotek az desitek MPa (40MPa) &,

3.4.1 Princip separace latek [1]

D¢leni latek nastava mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné a mobilni fazi

flu ent

vzorek [Res

Bﬂgn

sorbent

oo

prochéazejici kolonou za vysokého tlaku.
Protoze k déleni latek Ize pfitom vyuzit véch
vratnych dvoutazovych separacnich
mechanismi (absorpce, rozdélovani iontova
vymeéna), je mozné nalézt selektivni a ucinny
chromatograficky systém k déleni smési
prakticky  vSech  organickych latek
rozpustnych ve vodé¢, zfedénych kyselinach

nebo organickych rozpoustédlech.

Obrazek ¢.1: Separace V chromatografické koloné
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3.4.2 Kapalinovy CHROMATOGRAF B !

Zakladni soucasti kapalinového chromatografu jsou  zasobniky mobilni faze,
vysokotlaké ¢erpadlo , ddvkovaci zatizeni (autosampler, ru¢ni), kolona, detektor a zapisovaci

zatizeni (pocitac) .

vysokotlake
cerpadlo

zasobmk ,
meokikil fce davkovaci ventil ii(!i_c:i ;
s vyménitelnou smyékou pocitac

HPLC kolona

detektor d

Obrazek ¢.2: Schéma kapalinového chromatogmfulsg]

Chromatografické kolony:
Chromatografické kolony jsou rovné sklenéné trubice o riznych délkach (od nékolika

cm po desitky cm), vnitinim priméru 3 , 4 nebo 4,6 mm naplnéné sorbentem o priméru zrn 3,

5 nebo 10 um, ktery je drzen v koloné pomoci frit.

[59. 601

Obrazek ¢.3: Ukdazky chromatografickych kolo
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- ucinnost kolony zavisi na pouZité stacionarni fazi, na délce kolony, na jejim tvaru, na

materidlu kolony, na Gpravé vnitiniho povrchu kolony a na mnozstvi spojovacich ¢asti

- chromatografické kolony se zhotovuji z nerezové oceli nebo ze skla
- nejvyhodné;jsi jsou kovové kolony, jejichz vnitini povrch je porazen vrstvou skla
-V soucasnosti se obvykle pouzivaji kolony o riznych délkach

- pramér analytickych kolon byva v tadu jednotek milimetri

- Vv soucasnosti se jako velice nadéjné jevi pouziti kapilarnich kolon, jejichz pramér je

srovnatelny s velikosti ¢astic naplné

SEPARACNI MECHANISMY u HPLC

pti¢iny zadrzovani a déleni separovanych latek

Gelovd permeacni chromatografie (GPC)

- vyuziva mechanického déleni molekul analytd v pdrech gelu na zaklad¢ jejich rozdilné
velikosti.

Rozdélovaci chromatografie (LLC)

- vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz 1 rozdilné distribuce) molekul analyti mezi dvéma
zcela nemisitelnymi kapalinami.

Adsorpcni chromatografie (LSC)

- Vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytli na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry.
lontové vymeénna chromatografie (IEC)

- vyuziva rozdilné vyménné adsorpce analyttl (iontdl) na povrchu iontového ménice.

KINETIKA SEPARACE

Zbny délenych latek (analytli) se béhem postupu kolonou rozsituji.
Z6né analytu v chromatogramu odpovida pik neboli elu¢ni kiivka, ktera charakterizuje

koncentra¢ni profil analytu v zoné.
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Obrazek ¢.4: Tvary eluénich kiivek

DETEKTORY v HPLC
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-detektor musi byt kompatibilni s viskoznimi systémy s malymi difuznimi koeficienty
-detektor musi poskytovat odezvu dostate¢né rychle

-detektor miiZze byt univerzalni nebo selektivni

-univerzalni detektor reaguje na vlastnosti systému jako celku (refraktometricky)
-selektivni detektor reaguje na urcitou selektivni vlastnost analytu (fluorescenéni)
-detektor miiZze byt destruktivni (AAS, AES) nebo nedestruktivni (UV/VIS)

-detektory 1ze vhodné kombinovat (vicenasobna detekce)

Obrazek ¢ 5: Ukazky chromatografickych detektori:

1 svételny zdroj & meérma cela

2 tocka 7 referentni cela
3 monochromator 8 fotonasobid

4 polopropustné zrcadlo 2 zesilovad

5 zreadlo 10 zapiscvad

a) absorpcni fotometricky detektor
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1
@:,_%_H* 1 svételny zdroj
N 2 monochromator
R 3 ¢ocka
4 mérna cela

5 fotonasobié
5 e 6 zesilovaé

7 zapisovad
6 v

7Ll

b) fluorimetricky detektor (fluorescencni det.)

&1

23__} 5

| <

T4 3 6 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobic
2 zrcadlo o zesilovac

3 mérni cela 7 zapizsovac
4 referentni cela

C) refraktometricky detektor

1 pracovni
elektroda

2 referentni
elektroda

3 pomocna
elektroda

4 zdroj napéti

5 zapisovad

d) amperometricky detektor

e) vodivostni detektor
) detektor s diodovym polem (DAD)
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4 Stanoveni slozek pripravku
Ketoprofen gel 2,5% (Ketalgen gel)

4.1. Uéinnd litka

4.1.1. Nazey

Latinsky nazev CL 2005: Ketoprofenum
Anglicky nazev Ph. Eur.4: Ketoprofen
Cesky nazev CL 2002: kys.(2 RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanova

4.1.2.Vzorec a molekulovd hmotnostM"!

Sumarni vzorec: CigH 1403 -pocitdno na vysousSenou latku, obsahujici 99,6% az 100,5%

slouceniny Ci6H 1403

Strukturni vzorec.

.
HC—COOH
(0]

(a)

Molekulova hmotnost: Mr : 254,28

4.1.3.Charakteristika®

w1

analgetickym ucinkem. Pasobi inhibi¢né¢ na produkei prostaglandind.
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4.1.4 Vlastnosti !
Bily nebo témét bily prasek (krystalicky), je prakticky nerozpustny ve vod¢€, snadno

rozpustny v acetonu, etanolu 96% a dichlormethanu.

4.2. Metody stanoveni ketoprofenu v piipravku Ketoprofen
gel 2,5%

4.2.1. Lekopisne stanoveni L6]

0,200 g se rozpusti v 25 ml ethanolu 96% R, pfida se 25 ml vody R a titruje se NaOH
0,1 mol/l VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence.

Iml NaOH 0,1mol/l1 VS odpovida 25,43 mg Ci6H 1403 .

4.2.2. Stanoveni pomoci HPLC L7]

Piiprava vzorku: do centrifuga¢ni zkumavky V = 50 ml se odvazi mnozstvi gelu odpovidajici
12,5 mg ketoprofenu (asi 0,5g), ptida se 20,00 ml roztoku interniho standardu ethylparabenu
v acetonitrilu (IS) o koncentrace ¢ = 1mg/100 ml smés se umisti po dobu 10 min do
ultrazvukové lazn¢. Po uplynuti této doby se smés centrifuguje 15 min pii rychlosti 3000g,

supernatant je poté davkovan autosamplerem ptimo na kolonu.

Obrazek ¢. 6: Ukazka kapalinového chromatografu (sestava Shimadzu LC —
2010C) *4
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Fig. 2. Chromatogram of separation of standard solution for all compounds.

Obrd[z(]zk ¢. 7 Chromatogram separace jednotlivpch komponent Ketoprofen gel
2,5%!

Tabulka ¢.2: Stanoveni ketoprofenu a jeho degradacnich produktic v piitomnosti

konzervacnich latek ve farmaceutickém pripravku pomoci HPLC .Farmac.fak. HK/

ptipravek Ketoprofen gel 2,5 %

Stacionarni faze | Supelco Discovery C18(Sigma-Aldrich), kondiciovana
mobilni fazi, délka 125 mm, vnitini praimér 4 mm , Spm,
ptedkolona Supelguard Discovery C18, délka 20 mm

Mobilni faze acetonitril-voda fosfore¢nanovy pufr pH = 3,5 (40:58:2,
VIVIV)

Detekce |/detektor | UV detekce 233nm

pritok Fv = 1,0 ml.min™

Retenc¢ni ¢as 6,07 min

citace [7]

Tabulka ¢3: Chirdlni separace ketoprofenu s pouZitim kolony C8 metodou HPLC s litkou

norvancomycin piidanou k mobilni fazi. [Hengshui Uni. China/

Stanovovana | Stacionarni faze Mobilni faze Citace
latka
ketoprofen Achiral Hypersil acetonitril-triethylaminacetat(TEAA), pufr [8]
BDS C8 (150 pH =5,2, 20 mM)(35:65,v/v) obsahujici 2,0
mm*4,6 mm i.d, mM norvancomycin
Sum)
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Tabulka ¢.4: HPLC metoda platna pro stanoveni 5 modelovych sloZek- antipyrin,

metoprolol, ketoprofen, furosemid a fenol-red jako zaiizeni pro standardizaci s pouZitim

Casové zavislé detekce p¥i dlouhych vinovych délkach./ Dr. Reddy’s lab. Indiel

retenéni
stacionarni faze mobilni faze detekce/detektor | pritok cas citace
vodny dihydrogen
orthofosfat (pH =
5,5, 0,01m),
Symetry Shield C-18 | methanol 210-600 nm 1,5 ml.min™ |13 min [9]

Tabulka ¢&.5: Srovndni mezi latkami dodecylsulfitem a cetyltrimethylammonium bromidem

pouzitymi jako mobilni faze v micelarni kapalinové chromatografii pro stanoveni ldtek v

rrrrr

Stanovovana

Stacionarni | Mobilni faze prutok Citace
slozka faze
ketoprofen Kromasil micelarni mobilni faze-a) dodecylsulfat | 1 ml.min™ | [10]
C18 sodny (SDS), pH =3 s 10% 1-

propanol, b) cetylmethylammonium
bromid (CTAB)

Tabulka ¢.6: Stanoveni hyoscyne butylbromidu a ketoprofenu ve farmaceutickych

pFipravcich spektrofotometrii a kapalinou chromatografii /Cairo univ, farm. fak, Egypt/

Mobilni faze

detekce

citace

0,05 ammonium dihydrogen fosfat-acetonitril-methanol
(20+30+6,v/iviv)

UV 220 nm

[11]
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Tabulka ¢.7: Stanoveni ketoprofenu, pantoprazolu, a valsartanu

HPLC../Farm. fak., Marmara Univ., Istanbul, Turecko/

v plazmé metodou

ptipravek | Stacionarni faze | Mobilni faze detektor prutok Citace
plazma | Kromasil C18 smés 0,02 M podium | Diode Array | 1 ml.min™ | [12]
(250 mm*4,6 mm | dihydrogen fosfat, detektor, 225
i.d, 5um) pufr pH = 3,15, a272nm

acetonitril (58:42 v/v)

4.2.3. Dalsi metody stanoveni ketoprofenu.

Plynovéa chromatografie-ion trap tandem MS ¥ /Univ. Victoria., Victoria, Canada/

Klasicka spektrofotometrie- pouziva ,,peak-peak®“(P-P) and ,,peak —zero(P-0)

méfeni, mé&fi koncentrace v rozmezi 2,0-

12,0ug.ml 10! /Farm. fak., Lublin., Polsko/

SPE sorbent Strata X- pouzivajici plynovou chromatografii-MS detekci, limit

detekce 2-6 ng.I * ™! /Farm. fak., Ljubljana, Slovensko/

Pritokova injekéni UV spektrofotometre- pouziti pro gel a citratovy pufr pH =

6,5 pro ampule s detekci pii 26 1nm. ,

detekéni limit pro gel a ampulky je od
0,436-0,303 pg.ml™ , pritok
13,8ml/min, pro ketoprofen je

koncentra¢ni rozmezi od 7,5-5ug.m

[Farm. fak., Gazi univ., Ankara, Turecko/

SPE s pouzitim Oasis HLB(polystyrendivinylbenzen —N-vinyl pyrrolidone

toppolymer-cartridge

I—l [16]
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kvantitativni terminaci pomoci GS-MS
kvantitativni limit je od 1,0-8,0 ng.I™ 1*7]

/National Central univ., Taiwan/

Kapilarni zénova elektroforéza- boratovy pufr (60mmol/l, pH = 8,5, zahrnujici

13%(v/v)methanolu , pfi detekci 200nm,

detekéni limit pro ketoprofen 20pmol.I* [

/College of Pharmacy, Kaohsiung, Taiwan/
GCMS - s pouzitim Waters Oasis HLB SPE, deprivatizovana s N,O-bis (Trimethylsilyl

trifluoracetamid (BSTFA) a analyzou provadénou pomoci
GC-MS 9 /Georgie Mason univ., Virginie, USA/

4.3.Methylparaben

4.3.1. Nizev'®

Latinsky nazev CL 2005: Methylparabenum (Methylis parahydroxybenzoas)
Anglicky nazev Ph. Eur.4: Methylparabenum
Cesky nazev CL 2005: methylparaben

4.3.2. Vzorec a molekulové hmotnost™ ']

Sumarni vzorec: Cg Hg O3

Strukturni vzorec:

o—cH,

OH
(d)

Molekulova hmotnost: Mr = 152,15
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4.3.3. Charakteristika!®

Je to methyl-4-hydroxybenzoat. Po¢itano na vysusenou latku, obsahuje 98% az 102%

slouceniny Cg Hg Os.

4.3.4. Vlastnosti [

Bily krystalicky prasek nebo tvoii bezbarvé krystaly. Velmi tézce rozpustny ve vodé,

snadno rozpustny v lihu 96% a v methanolu.

4.4 .Metody stanoveni methylparabenu

4.4 1. Lekopisne stanoveni L9]

K 1,000 g se pfida 20,0ml NaOH 1mol/l VS, zahiiva se 1 hod pti 70°C a pak se rychle
ochladi v ledové lazni. Stejné¢ se piipravi kontrolni roztok. Provede se titrace roztoku za
pokojové teploty. Nadbytek NaOH se titruje kyselinou sirovou 0,5 mol/l VS do 2. bodu
inflexe za potenciometrické indikace bodu ekvivalence.

1 ml NaOH 1mol/l VS odpovida 152,1 mg CgHg O3,

4.4.2. Stanoveni pomoci metody HPLC L]

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky V = 50ml se odvazi mnoZstvi gelu odpovidajici
12,5 mg ketoprofenu, (asi 0,5g), prida se 20,00 ml roztoku interniho standardu ethylparabenu
v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢ = 1mg/100ml smés se umisti po dobu 10 min do
ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby se smés centrifuguje 15 min pii rychlosti 3000g,

supernatant je davkovan autosamplerem piimo na kolonu.
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Tabulka ¢.8: Stanoveni ketoprofenu a jeho degradacnich produktit v piitomnosti

konzervacnich latek v farmaceutickém piipravku pomoci HPLC./ Farm. fak., HK/

Stanovovana
slozka

Methylparaben

Stacionarni faze

Supelco Discovery C18(Sigma-Aldrich), kondiciovana
mobilni fazi, délka 125 mm, vnitini primér 4 mm , Spm,
ptedkolona Supelguard Discovery C18, délka 20 mm

Mobilni faze acetonitril-voda fosfore¢nanovy pufr pH = 3,5 (40:58:2,
vIVIVv)

Detekce | /detektor | UV detekce 233nm

pritok Fm = 1,0 ml.min™

Retenc¢ni ¢as 2,54 min

citace [7]

Tabulka ¢&.9: Stanoveni sedmi ftalatii a 4 parabenit v kosmetickych p¥ipravcich metodou
HPLC - DAD a GC- MS metodou./ /nstitute of technology, univ. Ningbo., China/

Stanovovana Pipravek Detekce/detektor Citace
slozka
methylparaben kosmetické produkty (spray na vlasy, Diode Array detekce, | [20]

parfém, deodorant, krémy, télové mléko)

GC- MS

Tabulka &10: Kombinace chemometrie,

spektrofotometrie a kapalinové chromatografie

pro stanoveni dvou multislokovych smési skladajici se 7 bronchodilataénich 1éciv./

Farm.fak., Suez Canal univ., Egypt/

Stanovovana

slozka

ptipravek

Stacionarni

faze

Mobilni

faze

Detekce/detektor

Detekéni

limit

Citace

methylparaben

bronchodilataéni

léky-smés 1

RP 18

acetonitril
0,05 M
dihydrogen
fosfore¢nan
draselny,
pH =473
(60:40,v/v)

UV 243 nm

1-5

ug*ml ™

[21]
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methylparaben | bronchodilatacni | RP 18 acetonitril | UV 245 nm 1-5 [21]
1éky- smés 2 0,05 M pg*ml *
dihydrogen
fosforecnan
draselny,
pH =3
(50:50,v/v)
Tabulka ¢.11: Stanoveni panthotendtu vapenatého a dvou konzervacnich latek
methylparabenu v krému pomoci metody HPLC. [Farm. fak., HK/
Ptipravek Stacionarni faze | Stacionarni faze Il | Mobilni faze Detektor | Citace
konzervaéni | 2 typy: a)Supelco Zorbax TSM (250 | methanol, uv 214 | [22]
prostiedky Discovery C18(125 mm x4,6 mm, 5 fosfore¢na nm
krému mmx4,0 mm, Sum), um), hypersil ODS | kyselina, pH =
b) Zorbax SB- )250 mmx4,6 mm, | 2,5, 65:35 v/v)
CN)150 mmx4,6 mm, | 5 um)
Sum)

Tabulka ¢ 12: Kombinace chemometrie, spektrofotometrie a kapalinové chromatografie

pro stanoveni Sesti sloZek farmaceutickych pfipravki./ Farm. fak., Suez Canal univ., Egypt/

Stanovovana pfipravek Stacionarni Mobilni Detekce/detektor | Citace

slozka faze faze

methylparaben | farmaceuticky | obracena faze | 25 mM UV 222 nm [23]
sirup C18 KH, PO,
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Tabulka ¢.13: Kombinace chemometrie, spektrofotometrie a kapalinové chromatografie pro

analyzu dvou multisloZkovych smési obsahujici lé¢iva potlalujici kasel./[Farm. fak., Suez

Canal univ., Egypt/

Stanovovana Piipravek Stacionarni Mobilni faze | Detekce/detektor | Citace
slozka faze
methylparaben | smés- benzoat | Oktadecylsilik | acetonitril- UV 214 nm [24]
sodny, efedrin | agel (ODS) fosfat.pufr pH
hydrochoridbe =27
nzoova (40+60,v/v,5u
kyselina m,

heptasulfonan

sodny

Tabulka ¢&.14: Stanoveni oxeladin citratu a chloridu oxybutidinu a jejich degradaénich

produktii metodou HPLC. ./ Farm. fak., Suez Canal univ., Egypt/

Stacionarni Mobilni faze Detekce/detektor | Citace
faze

Nucleosil acetonitril 0,1 % fosforecna kyslina (60:40 v/v) | UV detekce 220 [25]
C18 nm

VP -ODS acetonitril-0,1 M dihydrogen fosfore¢nan UV detekce 220 [25]
C18 draselny, /diethylamin (60:40:0,2) nm

Tabulka ¢.15: Stanoveni sanidinu, methylparabenu, propylparabenu v pripravku ustni vody

metodou gradientové HPLC . /Duality kontrol department, Athény, Recko/

piipravek Stacionarni | Mobilni faze Detekce/detektor | Citace
faze

ustni voda, Nucleosil smés amonium acetatovy UV detekce 254 | [26]

konzervaéni C18 roztok(0,5 M), acetonitril a nm

prostiedky methanol s gradientovou eluci
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Tabulka ¢.16: Stanoveni konzervacnich prostiedkii (benzoova kyselina, methylparaben,

sorbovd kyselina, propylparaben. /School of Chemical Sciencis, Penang ,Malajsie/

Stanovovana Mobilni faze Detekce/detektor Citace

slozka

methylparaben methanol : acetat. pufr pH = 4,4 (50:50, UV detekce 254 [27]
VIV) nm

4.4.3. Dalsi metody stanoveni methylparabenu:

UPLC-kolony smalym primérem, je srovnavana sLC systémem, pouzitd kolona
Acquity UPLC BEH C 18 (2,1x50mm,1,74um) a (2,1x100mm,1,7um ) srovnavana s
kolonou pro HPLC: Purospher RP  18e (125x4,0mm, 5um),  Zorbax Eclipse
XDB C 18 (75x4,6mm , 3,5 um), Zorbax Eclipse SB C 18 (50x4,6mm, 1,8um ) jako
monolitickd kolona (Chromolith Performance RP- 18e (100x4,6mm)

[28]/ Farmac.fak. HK/

SFE kombinovand s LC-MS- analyty jsou separovany na C 18 reverzibilni fazi,

. . . . . 29
kolony pouzivajici methanol jako mobilni fazi a kvantifikovdny pomoci MS [29]

/National Chung — Hsing univ., Taiwan/

SIA- sekven¢ni injekéni analyza- reverzni faze sekvenéni injekéni analyzy SIC techniky
UV detekei, stacionarni faze- Chromolith SpeedROD RP-18e, 50-4,6mm  kolona
10mmpiedkolonou a Fialab 3000systém s 6 portovou separaci, jako mobilni
faze slouzi smés acetonitrilu-tetrahydrofuran-0,05 M octova kyselina(10:10:90v/v/v)
pH = 3,75, pritok 0,48ml/min, UV detekce pii 245nm, tyto SIC metody byly

30
srovnavany s HPLC metodou ur¢eni methylparabenu [ ]/ Farm. fak., HK/

SPME- solid phase microextrakce spojena s iontopohyblivou spektrometrii(IMS) [31]

/Seton Hall univ., South Orange, New Jersey/
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MEKC- micellarni elektrokineticka chromatografie- silikonova kapilara (60cmx75um  i.d)

pii 25kV s UV detekei pii 212nm 2V /Earm. fak HK/

4.5 Propylparaben

4.5.1.Nézey [

Latinsky nazev CL 2002: Propylparabenum (Propylis parahydroxybenzoas)
Anglicky nazev Ph. Eur.4: Propylparabenum
Cesky nazev CL 2002: Propylparaben (propyl -4- hydroxybenzoat)

4.5.2 Vzorec a molekulovd hmotnost™®

Sumarni vzorec : C19 Hio O3

Strukturni vzorec:

Molekulova hmotnost: M, = 180,20

4.5.3.Charakteristikal®

Je to propyl -4-hydroxybenzoat. Po¢itano na vysusenou latku, obsahuje 98% az 102%

slou¢eniny Cyg Hip O3,
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4.5.4. Vlastnosti [

Bily krystalicky prasek, velmi téZce rozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v lihu 96% a

v methanolu.

4.6. Metody stanoveni propylparabenu

4.6.1. Lékopisne stanoveni®

K 1,000 g se ptida 20,0 ml NaOH 1 mol/l VS zahiiva se 1 hod pti 70" C a pak se
rychle ochladi v ledové lazni. Stejné se piipravi kontrolni roztok. Provede se titrace roztoku
za pokojové teploty. Nadbytek NaOH se titruje kys. sirovou 0,5 mol/l VS do 2. bodu inflexe

za potenciometrické indikace bodu ekvivalence.

1 ml NaOH 1 mol/l VS odpovida 180,2 mg Ci9 Hi2 Os.

4.6.2. Stanoveni pomoci HPLC L7]

Ptiprava vzorku: do centrifuga¢ni zkumavky objemu 50ml se odvazi mnozstvi gelu
odpovidajici 12,5 mg ketoprofenu, (asi 0,5g), pfida se 20,00ml roztoku interniho standartu
ethylparabenu v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢ = 1mg/100ml a smés je umisténa po dobu 10
min do ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby je smés centrifugovana 15 min pii rychlosti

30009 a poté je supernatant ddvkovan autosamplerem piimo na kolonu.
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Tabulka ¢.17: Stanoveni ketoprofenu a jeho degradalnich produktii v piitomnosti

konzervacnich ldtek ve farmaceutickém piipravku pomoci HPLC./Farm. fak HK/

Stanovovana
slozka

propylparaben

Stacionarni faze

Supelco Discovery C18(Sigma-Aldrich), kondiciovana
mobilni fazi, délka 125 mm, vnitini primér 4 mm , Spm,
ptedkolona Supelguard Discovery C18, délka 20 mm

Mobilni faze

acetonitril-voda fosfore¢nanovy pufr pH = 3,5 (40:58:2,
vIVIVv)

Detekce | /detektor | UV detekce 233nm

pritok Fm = 1,0 ml.min™
Retenc¢ni ¢as 5,26 min
citace [7]

Tabulka ¢.18: Kombinace chemometrie, spektrometrie a kapalinové chromatografie pro

stanoveni dvou multisloZkovych smési skladajici se 7 bronchodilataénich léc¢iv. .| Farm.fak.,

Suez Canal univ., Egypt/

Stanovovana

slozka faze

Stacionarni

Mobilni faze

Detekce/detektor | Detekéni

limit

Citace

propylparaben | RP 18

acetonitril : 0,05 M
dihydrogen fosfat
draselny, pH = 4,3
(60:40,v/V)

UV 243 nm 1-5 pg.ml

-1

[21]

propylparaben | RP 18

acetonitril : 0,05 M
dihydrogen fosfat
draselny, pH =3
(50:50,v/v)

UV 245 nm

[21]

Tabulka ¢.19: Stanoveni domperidonu (DP), methylparabenu (MP), propylparabenu (PP)

metodou HPLC. /Jamoom Pharmaceuticals, Jeddah, Saudi Arabia/

ptipravek | Stacionarni faze Mobilni faze Detekce/detektor | citace
ustni Octylsilyl, Optima, izokratic. mobilni faze-0,5% | UV detekce 280 | [33]
suspenze OP C8, 150 mmx4,6 |, vodny amonium acetatovy | nm

mm, Sum pufr: methanol 40:60 (v/v)
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Tabulka ¢.20: Stanoveni metronidazolu, benzoanu a diloxanidu jako léCiv v suspenzich

metodou HPLC s reverzni fazi./Hukma Pharmaceuticals, Amman, Jordan/

Stanovovana Stacionarni faze | Mobilni faze prutok Detekce/detekt | citace
slozka or
propylparaben | Supelco LC-18 pufr-acetonitril. | 2,0 UV detekce [34]

DB (15 cm *4,6

mm), Sum

smés (70:30,v/v
), pH=25

ml.min* | 254 nm

Tabulka ¢.21: HPLC metoda pro stanoveni benzokainu, propylparabenu a benzylalkoholu

v bioadhezivnim gelu. /School of Pharmacy, , Univerzita of Barcelona, Barcelona/

Ptipravek Stacionarni faze | Mobilni faze prutok Detekce/detektor | Citace
bioadheziv. | Nucleosil 120 smés methanolua | 2,0 DAD detektor, [35]
gel C18, gradientova | ledové kyseliny ml.min* | 258 nm

eluce octové (10%, v/v)

Tabulka ¢.22: Stanoveni p- hydroxybenzoové kyseliny a konzervalnich produkti

v kapalnych farmaceutickych pvipravcich pomoci HPLC./ Fleet Laboratoriem, Watford,

UK/
Stanovovana Stacionarni faze | Mobilni faze Detekce/detektor | Citace
slozka
propylparaben | Spherisorb C18 pufr fosfore¢nan draselny | UV detekce 254 | [36]
(250 mmx4,6 pH = 7,05 : methanol nm
mm) (47,5:52,5, viv)

Tabulka ¢.23: Stanoveni methylparabenu, propylparabenu, hydrokortison acetdtu a jeho

degradacnich produktit v krému metodou HPLC na reverzni fazi. [Farm. fak., HK/

ptipravek Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Citace
Hydrocortison Supelco Discovery | smés methanolu, uv [37]
cream 1% C18 (125 mmx4,6 | acetonitrilu a vody spektrofotometricka

mm, Sum)

(15:27:58, viviv)
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4.6.3. Dalsi moznosti stanoveni propylpaparabenu

HPLC- s diode array detekci a GC-MS ¥ /Analysis and Testiny Center Zhejiang Univ.,

SIA-

Ningbo/

sekvencni injekéni analyza- reverzni faze sekvencni injekéni analyzy SIC techniky

s UV detekci, stacionarni faze-Chromolith SpeedROD RP- 18e, 50-4,6mm

kolona 10mm piedkolonou a Fialab 3000systém s 6 portovou separaci, jako mobilni
faze slouzi smés acetonitrilu- tetrahydrofuranu-0,05 M octova kyselina(10:10:90,
vIviv) pH = 3,75, pritok 0,48ml/min, UV detekce pii 245nm, tyto SIC metody byly

srovnavany s HPLC metodou stanoveni propylparabenu. % /Farm. fak. HK/

UPLC-kolony s malym primérem, je srovnavana s LC systémem, pouZita kolona

SFE

Acquity UPLC BEH C 18 (2,1x50mm,1,74 um) a (2,1x100mm,1,7um ) srovnavana
s kolonou pro HPLC: Purospher RP 18e (125x4,0mm, 5um), Zorbax Eclipse XDB C
18 (75%x4,6mm, 3,5 um), Zorbax Eclipse SB C 18 (50*4,6mm,1,8um) jako
monoliticka kolona (Chromolith Performance RP- 18e (100x4,6mm) 2 /Farm.
fak. HK/

kombinovana s LC-MS- analyty jsou separovany na C 18 reverzibilni fazi

kolony pouZivajici methanol jako mobilni fazi a kvantifikovany pomoci MS (29

[Farm. fak. HK/

MEKC — pouziva 30mM fosfatovy pufr (pH = 7,2)- slozeny z 30mM SDS, pii  10kVa

separace pri 40°C % /Fakulta of Science, Burapha Univ., Chonburi, Thailand/
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4.7.Degradacni produkt 3-acetylbenzofenon (necistota A

ketoprofenu)
4.7.1.Nézev!"]

Latinsky ndzev: 3-acetylbenzofenon (necistota A ketoprofenu)

4.7.2. Vzorecl’]

O

CH
o 3

(b)

4.8. Metody stanoveni 3-acetylbenzofenonu
4.8.1.Stanoveni pomoci HPLC L]

Ptiprava vzorku: do centrifuga¢ni zkumavky V = 50ml se odvazi mnozstvi gelu odpovidajici
12,5 mg ketoprofenu (asi 0,5g), pfida se 20,00ml roztoku interniho standartu ethylparabenu
v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢ = 1mg/100ml a smés se umisti po dobu 10 min do
ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby se smés centrifuguje 15 min pii rychlosti 3000g a

poté je supernatant davkovan autosamplerem piimo na kolonu.

Tabulka ¢.24: Stanoveni ketoprofenu a jeho degradaclnich produktit v pritomnosti

konzervacnich latek ve farmaceutickém piipravku pomoci HPLC. /[Farm. fak. HK/

Stanovovana 3 - acetylbenzofenon
slozka

Stacionarni faze | Supelco Discovery C18(Sigma-Aldrich), kondiciovana
mobilni fazi, délka 125 mm, vnitini primér 4 mm , Spm,
ptedkolona Supelguard Discovery C18, délka 20 mm

Mobilni faze acetonitril-voda fosfore¢nanovy pufr pH = 3,5 (40:58:2,
vIVIV)

Detekce | /detektor | UV detekce 233nm

pritok Fv = 1,0 ml.min™

Retencni Cas 8,62 min

citace [7]
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Tabulka ¢.25: Validovana HPLC metoda pro stanoveni indomethacinu a jeho dvou

degradacnich produktii v gelu. [Farm. fak. HK/

Stanovovana Stacionarni faze | Mobilni faze Detekce/detektor | pritok | citace
slozka
3- Zorbax —fenyl acetonitril + UV detekce 237 | 0,6 [41]
acetylbenzofenon | analyticka kolona | 0,2 % nm ml.min’
(75 mm*4,6 mm, | fosfore¢na !
3,5 um) kyselina
(50:50, viv)
3- Zorbax SB-CN acetonitril + UV detekce 237 | 1,2 [41]
acetylbenzofenon | (150 mm*4,6 0,2% nm ml.min’
mm, Sum) fosforecna !
kyselina
(50:50, v/iv)

Tabulka ¢.26: Porovnani pouZiti C 18 monolitické kolony a C 18 Casticové kolony v HPLC

u stanoveni Estrogenu a Ketoprofen gelu. [Farm. fak. HK/

Stanovovana Stacionarni faze Mobilni faze prutok Citace
slozka
3- monoliticka kolona smés acetonitrilu, 2,0 [42]
acetylbenzofenon | Chromolith Flash RP-18e | vody, fosfatového ml.min™

pufruo pH =35

(30:68:2, viviv)
3- ChromolithSpeedROD smés acetonitrilu, 3,0ml.min” | [42]
acetylbenzofenon | RP-18e vody, fosfatového !

pufru o pH =3,5

(35:68:2, viviv)
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4.8.2. Stanoveni obsahu necistoty A(3-acetylbenzofenonu) v gelu 1!

a) Pripravi se roztoky standardii v acetonitrilu s obsahem 0,5mg/100ml necistoty A a

24

1 mg/100ml ethylparabenu (IS) ze 2 samostatnych navazek. Kazdy roztok se zméfi tiikrat.

b) provedou se 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu uvedeném v kap.4.8.1.

24

(viz.citace[7]). Supernatant odpovidajici ptislusné navazce vzorku se zméfi trikrat.

c)Vypocet obsahu necistoty A(% ketoprofenu) se provede podle vzorce:

. _AIA-m; -F-4000
! A /Ag-m,-Z

Ci= obsah stanovované necistoty v % ketoprofenu
Ay As = plocha piku vzorku, standardu

As = plocha piku vnitiniho standardu ethylparabenu
F = faktor korekce na obsah referencni latky

Z = faktor zfedéni (Z = 5)
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4.9.Degradacni produkt kyselina

2-(3-karboxyfenyl)propionovd (necistota C ketoprofenu)
4.9.1. Nazev!™

Cesky nazev : kyselina 2-(3-karboxyfenyl)propionova
4.9.2. Vzorec!”

CH,
HC—COOH

HOOC
(c)

4.10. Metody stanoveni 2-(3-karboxyfenyl)propionové kyseliny
4.10.1.Stanoveni pomoci HPLC 7]

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky V = 50ml se odvazi mnozstvi gelu odpovidajici
12,5 mg ketoprofenu, (asi 0,5g), ptida se 20,00ml roztoku interniho standardu ethylparabenu
v acetonitrilu (IS) o koncentrace ¢ = 1mg/100ml a smés se umisti po dobu 10 min do
ultrazvukové lazné. Po uplynuti této doby se smés centrifuguje 15 min pii rychlosti 3000g,

supernatant je davkovan autosamplerem piimo na kolonu.

Tabulka ¢.27: Stanoveni ketoprofenu a jeho degradacnich produktii v piitomnosti

konzervacnich latek v farmaceutickém piipravku pomoci HPLC. [Farm. fak. HK/

Stanovovana 2-(3-karboxyfenyl)propionova kyselina
slozka
Stacionarni faze | Supelco Discovery C18(Sigma-Aldrich), kondiciovana
mobilni fazi, délka 125 mm, vnitini primér 4 mm , Spm,
predkolona Supelguard Discovery C18, délka 20 mm

Mobilni faze acetonitril:voda: fosfore¢nanovy pufr pH = 3,5 (40:58:2,
VIVIV)

Detekce |/detektor | UV detekce 233nm

pritok Fm = 1,0 ml.min™

Retené¢ni ¢as 1,8 min

citace [7]
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Tabulka ¢.28: Validovana HPLC metoda pro stanoveni indomethacinu a jeho dvou

degradacnich produktii v gelu. /Farm. fak. HK/

Stanovovana slozka Stacionarni Mobilni faze | Detekce/detektor | pritok | citace

faze
2-(3- Zorbax —fenyl | acetonitril + | UV detekce 237 | 0,6 [41]
karboxyfenyl)propion. | analyticka 0,2 % nm ml.min
Kyselina kolona (75 fosforecna !

mmx4,6 mm | kyselina

3,5 um) (50:50, viv)
2-(3- Zorbax SB- acetonitril + | UV detekce 237 | 1,2 [41]
karboxyfenyl)propion. | CN (150 0,2 % nm ml.min
kyselina mmx4,6 mm, | fosfore¢na !

Spm) kyselina

(50:50, viv)

Tabulka ¢.29: Porovnani pouZiti C 18 monolitické kolony a C 18 Casticové kolony v HPLC

u stanoveni Estrogenu a Ketoprofen gelu. [Farm. fak. HK/

Stanovovana slozka Stacionarni faze Mobilni faze pritok Citace
2-(3- monoliticka smés acetonitrilu, 2,0 [42]
karbo_xyfenyl)proplon. kolona vody, fosfatového ml.min™
kyselina

Chromolith Flash | pufruo pH =3,5

RP-18e (30:68:2, viviv)
2-(3- Chromolith Speed | smés acetonitrilu, 3,0ml.min” | [42]
karboxyfenyl)propion. | pop pp_1ge vody, fosfatového :
kyselina

pufruo pH =3,5
(35:68:2, viIviv)

41




4.10.2. Stanoveni obsahu necistoty C(2-(3 karboxyfenyl)propionové
kyseliny v gelu [

a) Piipravi se roztoky standardi v acetonitrilu s obsahem 0,5mg/100ml necistoty C a

vvvvv

b) provedou se 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu uvedeném
. 7 .
v kap.4.10.1.(viz.citace [ ]). Supernatant odpovidajici ptislusné navazce vzorku se zméfi

tiikrat.
c)Vypocet obsahu necistoty C (% ketoprofenu) se provede podle vzorce:

CZAJAymyFAWO
' A lAg-m, -Z

Ci= obsah stanovované necistoty v % ketoprofenu
Ay As = plocha piku vzorku, standardu

As = plocha piku vnitiniho standardu ethylparabenu
F = faktor korekce na obsah referencni latky

Z = faktor ziedéni (Z = 5)
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4.11.Souhrn reserze

HPLC stanoveni ketoprofenu, methylparabenu a propylparabenu jiz bylo v literatute
popséno, ale nalezla jsem pouze jednu metodu soucasného stanoveni ucinné latky,
konzervaénich latek a obou uvedenych necistot vyskytujicich se ve farmaceutickém
piipravku, coz je metoda vyvinuta na katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové [7].

Ke stanoveni 1é¢ivych ptipravkd, které obsahuji necistoty 3- acetylbenzofenon a 2-(3-
karboxyfenyl)propionovou kyselinu, se pouziva metoda HPLC s UV detekci, mobilni fazi je
smés acetonitrilu, vody a kyseliny fosfore¢né ( pH = 3,5) v poméru 40:58:2, jako vnitini
standard se pouziva ethylparaben.

Jiné metody pro stanoveni necistot ketoprofenu jsem v dostupné literatuie nenalezla.
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5 Stanoveni necistot v pripravku

Terbinafin krém

5.1. Necistoty latky Terbinafin krém
5.1.1Ndzev ™

Anglicky nazev: 1-methylaminomethylnaphtalene
Anglicky nazev: - terbinafine
Anglicky nazev: Z- terbinafine

Anglicky nazev: 4-methyl-terbinafine

5.1.2. Vzorce I

OH, C(CH,),
i 4,
N X
7 N
| HCl
Terbinafine hydrochloride
C(CH,)
CH, F i
| ARy
.,.4.,.N
i v’//\ﬂ/
|
[ v
HCI
- Terbinafine
CHy C(CH,)
‘ 3%
N\/ 2 {/ ?Ha
N A
7N
] ) HCI H
il [k
CH, C(CH,),
4-Methyl-Terbinafine Z-Terbinafine
(’?
H C—OCH,CH,CH,

H_ _N~CH,

s

1-N-Methylaminomethyaphtalene Propylparaben



5.2. Metody stanoveni necistot v pripravku Terbinafin HBF krém

5.2.1 Stanoveni necistot pomoci HPLC L43]

Ptiprava vzorku: Do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml se odvazi mnozstvi krému
odpovidaji 5,0 mg terbinafinu (asi 0,5 g), piida se 20,00 ml roztoku interniho standardu
propylparabenu v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢ = 25 mg/100 ml a 50ul 85% kyseliny
fosfore¢né a smés se umisti po dobu 15 min do ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby je
smés centrifugovana 15 min pii rychlosti 6000 otac¢ek/ min. Supernatant je davkovan

autosamplerem pfimo na kolonu.
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Minutes

Fig. 2. Chromatogram of standard solution of terbinafine (250 png ml~") and its degradation products — 1-N-methylaminomethylnaphtalene, Z-terbinafine,
terbinafine, B-terbinafine and 4-methyl-terbinafine — with the internal standard (propylparaben, 250 p.g ml~!); UV detection at 226 nm.

Obrazek ¢ 8: Chromatogram separace standardu [431

45



Tabulka ¢.30: Stanoveni terbinafinu a jeho ¢éwyF necistot s pouzitim HPLC metody

na reverzni fazi. [Farm. fak. HK/

Stanovovana slozka Stacionarni Mobilni faze Detekce/detektor | prutok | Citace
faze

1- NUCLEOSIL | smés UV detekce 226 | 0,8 [43]

methylaminomethylnaftalen, | 100-5-CN tetrahydrofuranu, | nm ml.min

1

(- terbinafin, Z- terbinafin, acetonitrilu a

4-methyl-terbinafin citrat. pufru o pH
=45

(10:20:70,vivIv)

Tabulka ¢.31: Stanoveni terbinafinu ve tkanich. /[Department of Pharmacy, Univ. of Sydney/

Pripravek | Stacionarni Mobilni faze Detekce/detektor | Citace
faze

tkan C(18), acetonitril + voda (40:60), UV detekce 224 | [44]

potkana obracend faze | obsahujici orthofosfore¢nou nm

kolony kyselinu (0,02 M) a triethylamin

(0,01 M)

Tabulka ¢.32: Stanoveni terbinafinu a péti metabolitii v plazmé a moc&i metodou HPLC s in-

line SPE. /Sandoz Pharma, Basel, Switzerland/

piipravek Stacionarni faze Detekce/detektor Citace
plazma ¢loveéka | fenyl.kolona s on-line SPE | UV detekce 224 nm | [45]
mo¢ fenyl.kolona s on-line SPE | UV detekce 224 nm | [45]

Tabulka ¢&.33: Stanoveni terbinafinu a jeho desmethyl. metabolitii v plazmé metodou

HPLC. /Department of Human Pharmacology, Lab. Sandoz, France/

Stanovovana slozka Mobilni faze Limit Detekce/detektor | Citace
kvantifikace
Terbinafin, acetonitril + 0,012 M |2ng.ml™ UV detekce 224 | [46]
desmethylmetabolity | triethylamin- 0,020 M nm
ortofosfore¢cna  kyslina
(50:50,v/v)
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5.2.2.. Dalsi metody stanoveni necistot v pripravku Terbinafin HBF

krem

kapalinova chromatografie s pozitivni ionizaci elektrospreyem tandemové s MS 7]

/Cartesius Analytical Unit, Sao Paulo, Brazil/

HPLC a GC- pouzity pro stanoveni terbinafinu- hydrochloridu v ko¢iéi srsti !

/Univerzity of Ljubljana, Veterinary Fac., Ljubljana, Slovensko/
HPLC metoda s elektrochemickou detekci- pro terbinafin a jeho desmethyldereivat v plazmé

UV detekci- pro karboxy terbinafin ™! /Sandoz Forschungsinstitut, Vinna,
Austria/
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5.3.Souhrn reserze

Ke stanoveni 1é¢ivych  piipravkd, které obsahuji necistoty 1-
methylaminomethylnaftalen, - terbinafin, Z- terbinafin a 4-methyl-terbinafin se pouziva
metoda HPLC s UV detekci vyvinuta na katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové. Tato metoda byla validovdna s pouzitim propylparabenu jako vnitfniho
standardu. Metoda je aplikovana pro rutinni stanoveni terbinafinu a jeho vSech degrada¢nich
produktii s dostateCnou selektivitou, presnosti a spravnosti.

Mobilni fazi je smés tetrahydrofuranu, acetonitrilu a citratového pufru o pH = 4,5
v poméru 10:20:70. Metoda umoziiuje soucasné¢ stanovit nejen uvedené necistoty, ale i
ucinnou latku terbinafin, necistotu 1- methylaminomethylnaftalen a tii degradacni produkty-
B- terbinafin, Z- terbinafin, 4-methyl-terbinafin vyskytuji v ptipravku Terbinafin krém.

Jinou metodu pro stanoveni sledovanych necistot jsem v dostupné literatui'e nenalezla.
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6 Stanoveni necistot v pripravku
Estrogel HBF krém

6.1.Necistoty pripravku Estrogel HBF krém

6.1.1.Ndzvy: °

Anglicky nazev:
Anglicky nazev:
Anglicky nazev:
Anglicky nazev:
Anglicky nazev:
Anglicky nazev:
Anglicky nazev:

0]

A% - Estradiol

Estrone

A% _ Estrone
Ethynylestradiol

a- Estradiol hemihydrate
Estradiol 3- methyl ether
Estradiol 17- acetate

6.1.2.Vzorce: PV

A*")_Estradiol

Estrone A’ Estrone

HO HO 0.5 H,0

Estradiol 17-acetate Estradiol 3-methy] ether
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6.2. Metody Sstanoveni necistot v pripravku Estrogel HBF

6.2.1.Stanoveni necistot pomoci HPLC [0]

Ptiprava vzorku: Do centrifuga¢ni zkumavky objemu 50 ml se odvazi mnozstvi gelu
odpovidajici 0,1 mg jednotlivych necistot (asi 0,5 g ), pfida se 20,00 ml roztoku interniho
standardu flurbiprofenu v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢c= 0,5 mg/ 100 ml a smés se umisti
po dobu 10 minut do ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby se smés centrifuguje 15 min

pfi rychlosti 3000 otaek/ min. Supernatant je poté davkovan autosamplerem piimo na

kolonu.

7,83 estradiol

9,38 estron + d-estron

10,43 ethynylestradiol

| ———— 8,59 17a-estradiol

b 13,03 flurbiprofen (IS)

» > 23,88 estradiol acetat

3 > 16,21 estradiol methyl ether

'; 7,28 d-estradiol

-

Obrazek ¢ 9: Chromatogram standardii: estradiol a necistoty s vnitinim

standardem flurbiprofenem %
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Tabulka ¢. 34: Stanoveni estradiolu a jeho degradacnich produktiit metodou kapalinové

chromatografie /Farm. fak. HK/

Stanov. slozka Stac. faze | Mob. faze detekce | pratok | tr(min) | citace
A Estradiol | Zorbax acetonitril: fosfore¢na | UV 1,0ml. [ 7,28 | [50]
SB- CN kyselina 0,085 %: detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: pii 225
x4,6mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Sum )
Estron Zorbax acetonitril, fosfore¢na | UV 1,0ml. | 9,38 [50]
SB- CN kyselina 0,085 %, detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: pii 225
x4.6mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Sum )
A’ _ Estron Zorbax acetonitril, fosfore¢na | UV 1,0ml. [ 9,38 | [50]
SB-CN kyselina 0,085 %, detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: | pti 225
x46mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Sum )
Ethynylestradiol | Zorbax acetonitril, fosfore¢na | UV 1,0ml. | 10,43 | [50]
SB- CN kyselina 0,085 %, detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: | pti 225
x4,6mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Sum )
a- Estradiol Zorbax acetonitril, fosfore¢na | UV 1,0ml. | 8,59 [50]
hemihydrat SB- CN kyselina 0,085 %, detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: pii 225
x4,6mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Sum )
Estradiol 3- Zorbax acetonitril, fosfore¢na | UV 1,0ml. | 16,21 [50]
methyl ether SB-CN kyselina 0,085 %, detekce | min™
(150 mm | tetrahydrofuran (27: | pti 225
x4.6mm, | 63:10, Vv/viv) nm
Spum )
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Estradiol 17-

acetat

Zorbax
SB- CN
(150 mm
x4,6 mm

Sum )

acetonitril, fosfore¢na
kyselina 0,085 %,
tetrahydrofuran (27:

, | 63:10, viviv)

uv
detekce
pii 225

nm

1,0 ml.

min’

23,88

[50]

Tabulka ¢. 35 : Stanoveni estramustin fosfatu a jeho ctyi metabolitii v plazmé metodou LC-

MS /Pharmacokinetics, Pharmacia Italia, Nerviano, Italy/

ptipravek | Stanovovana | Stacionarni faze Mobilni faze detekce Citace
slozka
plazma Estron Zorbax SB C18, amonium MS, ionizace [51]
(150x 4,6 mm, acetatovy pufr | elektrosprejem
5um) s reverzni (pH = 6,8),
fazi acetonitril
plazma Estradiol Zorbax SB C18, amonium MS, ionizace [51]
(u¢inna (150% 4,6 mm, acetatovy pufr | elektrosprejem
slozka) 5um) s reverzni (pH = 6,8),
fazi acetonitril

Tabulka ¢ 36: HPLC stanoveni estradiolu, jeho degradacnich produktit a konzervacnich

latek v piipravku Estrogel HBF. /[Farm. fak. HK/

Stanovovana | Stacionarni faze Mobilni faze detekce | pritok | Citace
slozka
Estradiol Supelco Discovery | acetonitril+ UV pti 0,9ml. | [52]
C18 (250 mmx3,0 methanol+voda (23: 225nm | min*
mm, 5 pm) 24:53,v/v)
Estron Supelco Discovery | acetonitril+ UV pti 0,9ml. | [52]
C18 (250 mmx3,0 | methanol+voda (23: | 225nm | min™
mm, 5 pm) 24:53,v/v)
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Tabulka ¢ 37: Stanoveni norethindronu a ethinyl-estradilu v lidské plazmé metodou
HPLC- MS./Development of Bioanalytical Chemistry, Kinsman Blvd. Madison, USA/

Stanovovana Stacionarni faze Mobilni faze prutok Citace
slozka

Ethinyl- Genesis RP- 18 (50 acetonitril, voda, 1,0 ml. [53]
estradiol mmx4,6 mm, 3 um) formoova kyselina min*

Tabulka ¢ 38: Stanoveni steroidnich hormoniui v antikoncepcnich piipravcich metodou

HPLC./Departamento de Farmacia, Universidade de Sao Paulo, Brazil/

Stanovovana Stacionarni faze Mobilni faze detekce prutok Citace
slozka

Ethinyl- LiChrospher 100 RP- 8 | acetonitril: voda | UV~ pii | 0,8 ml. | [54]
estradiol (5 pm, 125x4 mm) (60:40 v/v) 215nm | min*

Tabulka ¢ 39: HPLC stanoveni 17f- estradiol-3- acetdtu, 17f- estradiolu
V intravagindlnich pripravcich./School of Pharmacy, The Queen ‘s Univ. of Belfast, UK/

Stanovovana slozka | Stacionarni fize | Mobilni faze detekce Citace

17p- estradiol-3- C18 s reverzni acetonitril- voda (50:50, | UV pii 281 [55]

acetat fazi v/v) nm

17p- estradiol C18 s reverzni acetonitril- voda (50:50, | UV pii 281 [55]
fazi VIV) nm
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6.3. Souhrn reserze

Ke stanoveni 1éCivych pripravka, které obsahuji necistoty A% _ Estradiol , Estron,
%Y _ Estron, Ethynylestradiol, a- Estradiol hemihydrat, Estradiol 3- methyl ether, estradiol
17- acetat se pouzivda metoda HPLC s UV detekci vyvinutd na katedie analytické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Mobilni fazi je smés acetonitril, kyselina fosforecna
0,085 %, tetrahydrofuran v poméru 27: 63: 10. Metoda umoziuje sou¢asné stanovit nejen
uvedené necdistoty, ale i uc¢innou latku estradiol které se vyskytuji v ptipravku Estrogel HBF.

Jinou metodu pro stanoveni sledovanych necistot jsem v dostupné literatui'e nenalezla.

54



7 7aver

Cilem této prace bylo nalézt a porovnat moznosti stanoveni necistot ve tfech
ptipravcich - Ketoprofen gel 2,5 %, pouzivany u zanétlivych a degenerativnich chorob
pohybového aparatu, Terbinafin HBF krém, vyuzivany k 1é¢bé mykotickych onemocnéni a
ptipravku Estrogel HBF krém, ktery se pouziva v hormonalni terapii.

Na zaklad¢ vysledki podrobné reserze, kterou jsem provedla jsem zjistila, Ze u
ptipravku Ketoprofen gel 2,5 % se dané neéistoty stanovuji pouze na pracovisti v Hradci
Kralové, na Farmaceutické¢ fakulté, kde byla pro analyzu pouzita separacni metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC, a to s dostatecnou pfesnosti a specifi¢nosti
pro dané necistoty. U pfipravku Terbinafin HBF krém jsem porovnavala metodu pro
stanoveni necistot na pracovisti v Hradci Kralové s vysledky ziskanymi na pracovistich ve
Svycarsku, Francii a Australii, ale tato zahraniéni pracovisté se zaméfuji pouze na stanoveni
ucinné latky terbinafinu. U posledniho vySe jmenovaného piipravku jsou vysledky
stanovenych necistot riiznorodé. Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové se zabyva vSemi
sedmi necistotami, kdezto v ostatnich ptipadech jde o stanoveni pouze nékterych nebo jen
samotné G¢inné slozky ptipravku - estradiolu. U stanoveni stejnych slozek se vysledky lisi
pouzitim rtizné stacionarni a mobilni faze.

Z téchto vysledkl 1ze usuzovat, ze Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové diukladnéji

zkouma chemické slozeni téchto 1é¢iv a brani tak vzniku nezadoucich ucéinku.
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