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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Michaela Firleyova
Skolitel: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace UHPLC metody pro stanoveni terbinafinu

a jeho necistot

Pro stanoveni terbinafinu a jeho tfi degradacnich produkti — konkrétné
B-terbinafinu, Z-terbinafinu a 4-methylterbinafinu — byla vytvofena nova analyticka

metoda za pouZiti ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Nejlepsi separace analyzovanych latek bylo dosazeno pii pouziti kolony
Kinetex™ 1,7 um - Bifenyl 100A (50 x 2,1 mm). Zvolenad mobilni fize byla sloZena
z pufru o pH 5, tvofeného citratovym a fosfatovym tlumivym roztokem, a methanolu
v celkovém poméru 25:75. Vnitini standard propylparaben byl detekovan pii 254 nm,
zatimco terbinafin a jeho tfi degrada¢ni produkty pii 222 nm. Retencni ¢as terbinafinu

byl 4,2 min, celkova délka analyzy se pohybovala do 6 minut.

Po nalezeni optimalnich podminek byla metoda validovéna.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Michaela Firleyova
Supervisor: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Development and validation of UHPLC method for

determination of terbinafine and its impurities

A new analytical method for the determination of terbinafine and its degradation
products — B-terbinafine, Z-terbinafine and 4-methylterbinafine — was developed by

using ultra-high performance liquid chromatography.

The  best separation of the analytes was  achieved  with
a Kinetex™ 1.7 um - Biphenyl 100A column (50 mm x 2.1 mm). The selected mobile
phase was composed of the buffer pH 5.0, made up of the citrate and the phosphate
buffer, and methanol (25:75, v/v). Propylparaben as the internal standard was detected
at the wavelength of 254 nm, whereas the terbinafine and its three degradation products
at 222 nm. The retention time of the terbinafine was 4.2 min, the total analysis time was

within 6 minutes.

After finding the optimal conditions the method was validated.



Seznam zkratek

4-mTER 4-methylterbinafin

ACN Acetonitril

AUC Plocha pod koncentra¢ni kiivkou; Area under the curve

CsHz0 Isopropylalkohol

C4HsO Tetrahydrofuran

CsH15NO3 Triethanolamin

CF;COOH Kyselina trifluoroctova

Crmax Maximalni koncentrace 1éCiva

CYP1A2 Cytochrom P450, izoenzym 1A2

CYP2C19 Cytochrom P450, izoenzym 2C19

CYP2C8 Cytochrom P450, izoenzym 2C8

CYP2C9 Cytochrom P450, izoenzym 2C9

CYP3A4 Cytochrom P450, izoenzym 3A4

H-O Voda

H3POg4 Kyselina ortofosforecna

HETP, H Vyskovy ekvivalent teoretického patra

HPLC Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie; High Performance
Liquid Chromatography

IS Vnitini standard

MeOH Methanol

PP Propylparaben



RSD Relativni smérodatna odchylka

SD Smérodatna odchylka

SSRI Inhibitory zpétného vychytavani serotoninu

TCA Tricyklicka antidepresiva

TER Terbinafin

UHPLC Ultra-vysokou¢inna  kapalinova chromatografie; Ultra-High

Performance Liquid Chromatography
Z-TER Z-terbinafin

B-TER B-terbinafin
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim terbinafinu a jeho tfi degradacnich
produkti —  PB-terbinafinu, Z-terbinafinu a  4-methylterbinafinu  pomoci
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie, UHPLC. Pouziti takového typu
chromatografie pfinaSi fadu vyhod, at’ uz hovofime o rychlosti dané analyzy, jeji

ekonomické narocnosti ¢i citlivosti.

Terbinafin, vyskytujici se v 1é¢ivych ptipravcich ve formé soli terbinafini
hydrochloridum, je antifungalni 1é¢iva latka patfici do skupiny allylamint, tedy latek
ucinnych zejména na dermatofyty. Je vyuZivan predevSim pro systémovou lécbu
mykotickych infekci kiize a nehtt, jako jsou napf. onychomykoézy, tinea pedis, tinea
corporis, tinea cruris €i tinea capitis. Kromé systémového ucinku vykazuje terbinafin

1 ucinek lokalni, ktery je ovSem ve srovnani se systémovym vyuzivan méng¢.

Biologickd dostupnost terbinafinu je po perordlnim podani vy$$i nez
po topickém. Plazmaticka koncentrace této latky se pohybuje v fddech mg/ml. Pfi jejim
stanoveni je proto vyhodné vyuZzivat chromatografické metody, které jsou vysoce

selektivni, citlivé a jsou schopny poskytnout velmi piesné vysledky.
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2 (il

Cilem prace bylo vytvofit takovou analytickou metodu, ktera by pomoci
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie dokédzala separovat terbinafin a jeho tfi
rozkladné¢ produkty, tedy PB-terbinafin, Z-terbinafin a 4-methylterbinafin. Uvedené
rozkladné produkty maji velmi podobnou chemickou strukturu jako vychozi 1é¢iva latka
terbinafin. Proto bylo nutné nalézt specifické podminky separace, za kterych se vSechny

Ctyti latky spolehlivé rozdéli.

Dalsim krokem byla validace vytvotené analytické metody, aby bylo prokazano,
zZe je dana analytickd metoda kvalitni, za uvedenych podminek platna a vhodna pro ucel,

pro ktery byla vypracovana.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Antimykotika

Antimykotika jsou latky, které¢ svym specifickym mechanismem uc¢inku ptsobi
na houbové organismy, jako jsou vlaknité houby, kvasinky, kvasinkové organismy.
Tyto organismy se od bakterii a savCich bunék odliSuji v nékolika smérech. Jedna se
piredevsim o rozdil ve slozeni jejich bunécné stény, ktera se vyznacuje tim, Ze je
chitindzni a obsahuje B-glukany. Soucasti bunééné membrany je pak ergosterol, coz je

klicova latka pro spravnou funkci buiky.

Patogeny mohou svého hostitele poskozovat bud’ pifimo, anebo nepiimo.
U pfimého piisobeni mize dojit napi. k napadeni cilové tkané¢ nebo k produkovéni
toxickych latek v téle postizeného. Houbové organismy mohou také vyvolat napf.

alergii, v tomto piipad¢ se jedna o plisobeni nepiimé.

Antifungélni latky se mohou rozdélit do nékolika skupin na zaklad¢ raznych

kritérii, jako je jejich ptivod, misto ptisobeni &i chemickd struktura (#1551,

Allylaminy

Tato skupina antimykotickych latek obsahuje synteticky piipravené derivaty,

mezi které se fadi dva zéastupci, a to vyvojove starsi naftifin a mladsi terbinafin.

Jejich mechanismus ucCinku spoCivd v zamezeni biosyntézy ergosterolu,
nezbytné soucasti bunééné membrany houbovych organismi, a to prostfednictvim
inhibice enzymu skvalenepoxidazy. Tento enzym se nachazi v mykotické bun&cné
membrané a neni vazan na cytochrom P450. Vysledkem blokace zminéného enzymu se
v bunikach za¢ne hromadit skvalen, prekurzor ergosterolu. Za bunécnou smrt je pak
zodpovédna predevSim zvySend permeabilita membrany, zplisobend zejména

hromadénim skvalenu, nikoliv deficitem ergosterolu [2I316],
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Obr. 1: Misto piisobeni allylaming !

3.2 Terbinafin

Terbinafin je antimykotikum uréené jak k lokalni, tak systémové aplikaci. V Ceské

republice je dostupny v nasledujicich 1é¢ivych ptipravcich:

v’ topicka aplikace
o LAMISIL (10MG/G CRM 15G 1) I
o TERBISTAD 1% KREM
(10MG/G CRM 1X7,5G; 10MG/G CRM 1X15G) [11112]
v’ systémova aplikace
o LAMISIL 250 MG (250MG TBL NOB 14) 8
o TERFIMED 250 (250MG TBL NOB 14 II;
250MG TBL NOB 28 I1) [13114]
o TERBINAFIN ACTAVIS 250 MG (250MG TBL NOB 28) [0 —

pozn. od 15. 7. 2017 bylo uvéadéni 1é¢ivého piipravku na trh pferuseno

Ve vSech téchto piipravcich se terbinafin vyskytuje ve formé soli terbinafini

hydrochloridum. Lékova forma ptipravki je bud’ krém, nebo tableta.
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Definice [

Chemicky je terbinafin-hydrochlorid (2E)-N,6,6-trimethyl-N-(naftalen-1-
ylmethyl)hept-2-en-4-yn-1-amin-hydrochlorid.

Stechiometricky vzorec: C21HasCIN
Molekulova hmotnost: 327, 90

Strukturni vzorec:

= . HCH
J T o

Obr. 2: Strukturni vzorec slou¢eniny terbinafin hydrochlorid !>

Farmakokinetické vlastnosti

Absorpce terbinafinu po perordlnim podéani je velmi dobra a pfesahuje 70 %.
V disledku prvniho prichodu jatry — tzv. first-pass efektu — se biologicka dostupnost
pohybuje okolo 40-50 %. Muze se mirné zlepSit pii souCasném podani s potravou —
AUC (plocha pod koncentra¢ni kiivkou) se zvysi o méné nez 20 %, Gprava davkovani
vSak vyZadovana neni. Maximalni plazmatické koncentrace 1 pg/ml je dosazeno zhruba

po dvou hodinach po podani.

V plazmé je terbinafin vdzan z vice nez 99 % na plazmatické bilkoviny. Je
distribuovan do ktze, konkrétné¢ do stratum corneum, kde se kumuluje. Soucasné se
vyskytuje v koznim mazu, a nachazi se tak i na mistech, jako jsou vlasy a jejich vacky
¢i kiiZze bohatd na mazové zladzky. Diky relativné dlouhému biologickému polocasu
(efektivni polocas okolo 36 hodin, terminalni polocas 200 — 400 hodin) se na uvedenych
mistech nachazi az po dobu tfi tydnli po ukonceni 1écby. Uziti terbinafinu je mozné
1 na infekce nehtovych plotének, do kterych tato 1é¢iva latka vstupuje béhem prvnich

tydni 1écby.
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Metabolismus probiha prostiednictvim cytochromu P450, konkrétné jeho
nejméné sedmi izoenzymy, mezi které se tadi napt. CYP2C9, CYP1A2, CYP3A4,
CYP2C8, CYP2C19. Piiblizné¢ 70 % metaboliti vzniklych timto procesem je
vyluCovano moci, zadny =znich vSak nevykazuje aktivitu srovnatelnou

s terbinafinem [O181113]

Terapeutické indikace

Terbinafin je Sirokospektré antimykotikum plsobici v nizkych koncentracich
fungicidné, a to zejména na dermatofyty — ptf. Trichophyton rubrum, Trichophyton
verrucosum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis; dale na dimorfni houby a plisné. Uginnost terbinafinu byla prokazana

1 na kvasinky (Candida albicans), na které piisobi fungistaticky ¢i fungicidné.

Topicky aplikovany terbinafin se pouzivdA na infekce kize vyvolané
dermatofyty, napf. tinea pedis, tinea corporis, tinea cruris, dale na kozni kvasinkové
infekce a lécbu pityriasis versicolor. Systétmové podavany terbinafin se pak uziva na
systétmovou ¢i1 kombinovanou 1é¢bu onychomyké6z (pt. kombinace terbinafinu s 5 %

amorolfinem), 1é¢bu tinea capitis nebo kozni infekce zptisobené dermatofyty 6101131,

Vybrané interakce systémové formy terbinafinu

Terbinafin je inhibitorem cytochromu P450 izoenzymu CYP2D6, z ¢ehoz
vyplyvaji mozné interakce s lé¢ivy touto izoformou metabolizované. Radi se sem

napf. tato léciva:

v' betablokatory — pf. metoprolol, karvedilol

v’ tricyklicka antidepresiva (TCA) — pf. imipramin, klomipramin,
amitriptylin

v' antipsychotika — pt. haloperidol, risperidon

V' inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) — pf. paroxetin

v’ centralni antitusika — kodein, dextromethorfan

v oxykodon

v' tramadol
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v' antiarytmika — pt. tiéida 1C — propafenon

v' inhibitory monoaminooxidazy typu B

Jak bylo feceno dfive, terbinafin je metabolizovan pomoci cytochromu P450.
Soucasni inhibitoii CYP2C9 a CYP3A4 mohou zvySovat maximalni koncentraci 1é¢iva

(cmax) @ AUC. Radi se sem napf. flukonazol, ketokonazol ¢ amiodaron.

Déle mutze terbinafin interagovat napf. se znamym enzymovym induktorem
rifampicinem, jenz zvySuje jeho clearance, nebo naopak s enzymovym inhibitorem

cimetidinem, ktery naopak clearance terbinafinu snizuje /7181161,
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3.3 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie
Ultra vysokouc¢innad kapalinovd chromatografie (t¢z UHPLC, Ultra-High

Performance Liquid Chromatography) je separani technika slouzici k rozdéleni
jednotlivych slozek ve smési. Tento druh chromatografie, ktery je na trhu vice nez
10 let, nabizi mnozstvi vyhod oproti klasické vysokoucinné kapalinové chromatografii,

a stava se tak stale Castéji pouzivanou instrumentalni metodou.

Diky chromatografickym kolondm, které jsou schopné pracovat s Casticemi
mens$imi nez 2 pum, je u UHPLC zajisténa vyssi u¢innost separace. Ta je nepiimo
umérna velikosti ¢astic. Pouziti mensSich ¢astic tedy jednak zajistuje vyss$i Gc€innost
separace, zaroven je umoznéno dosazeni niz$iho vyskového ekvivalentu teoretického
patra (HETP nebo H). Tento parametr je dulezity pro stanoveni délky separace. Jeho
zavislost na rychlosti linearniho pritoku mobilni faze (u) popisuje Van Deemterova
kiivka. Pokud se pomér téchto dvou veli¢in (tedy HETP/u) snizi, je mozné dosdhnout
krat§iho ¢asu nutné¢ho pro analyzu. Zminénd Van Deemterova kiivka mé pro ¢éstice
s malym pramérem téméi plochy tvar, zcehoz vyplyvd moznost pouziti riznych

pritokd mobilni faze za soudasného zachovani u¢innosti separace 1812012111241

H{jm)
P
=

1.7 um

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
u (mmis)

Obr. 3: Van Deemterovy kiivky pro ¢astice o velikosti 5 um, 3um a 1,7 pm 7]
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Cas potiebny k analyze je taktéz zavisly na délce pouzité kolony, jejim vnitinim
praméru & na pritoku mobilni faze. Cim mé dana kolona kratsi délku a mensi vnitini
pramér, tim je analyza rychlejsi. Rovnéz se zvySenim rychlosti pritoku mobilni faze se

1 vyslednd analyza zkrati.

Pouziti menSich c¢astic v UHPLC systémech ma za nasledek zvySeni tlaku
na kolon¢, ktery je nepiimo imérny velikosti ¢astic. Jeho hodnota se pohybuje okolo

100 MPa, coz vede opét ke zrychleni celé separace.

Kromé jiz zminéné rychlejsi separace a vyssi u€innosti nabizi pouziti UHPLC
systému 1 dalsi vyhody, mezi které¢ se fadi napt. vyssi rozliSeni, mensi ekonomicka
nérocnost, zvyseni citlivosti #1224 Vybrané rozdily mezi HPLC a UHPLC shrnuje

nasledujici tabulka.

Tabulka 1: Rozdily mezi HPLC a UHPLC

HPLC UHPLC
Tlak ¢erpadla 40 MPa 100 MPa
Velikost ¢astic 2,5—-5um <2 pum
Délka kolony 5-25cm 3-5cm
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3.3.1 Kolony pouzivané v UHPLC
3.3.1.1. Kolony opatiené ethylenovymi miistky

Prvni kolony, které byly na trhu dostupné pro UHPLC, mély délku 5 nebo 10 cm
a obsahovaly pIné porézni Castice o velikosti 1,7 um. Tyto sorbenty, piipravené
technologii ,,Hybrid Particle Technology*, pfedstavovaly spojeni silikagelu
a polymernich sorbentli pomoci ethylenovych mustkd. Diky této modifikaci ziskaly
mnohem vyhodnéjsi vlastnosti, nez pti pouziti jednotlivych sorbentd zvIast. Za zminku

stoji predevsim schopnost odoldvat mechanickym vliviim (121,

) Si
| B
O S | Ph~. ethylenoveé
/ mistky
I_, »

Obr. 4: Matrice silikagelového nosice se zobrazenymi ethylenovymi mastky !

UHPLC kolony jsou v dne$ni dob& schopné rozdélit Castice, jako jsou polymery
nebo biopolymery, a to az do velikosti 2 MDa. Vnitini primeéry kolon se pohybuji okolo
0,075 — 4,6 mm 9],

3.3.1.2 Kolony s poréznim povrchem
Druhym typem kolon, které se pouzivaji mnohem vice nez kolony pfedstavené

vyse, jsou kolony s poréznim povrchem a pevnym jadrem tvofenym nejcastéji oxidem
kifemicitym, znamé té€Z pod nazvem ,,core-shell“. Hlavni pfednosti tohoto typu povrchu

je snizeni rozmyvani pik®i a rychlej§i prenos hmoty 191,
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plné porézni fistice core-shell &istice prumérny piiristek a¢innosti s core-shell

(5 00 %

Ey

ks 2.6 85 %
‘} ‘5 20 %
a o 50 %

Obr. 5: Srovnani u¢innosti pIn& poréznich ¢astic a core-shell ¢astic *!

Prvni dostupné z této skupiny obsahovaly ¢astice o velikosti 2,7 pm. Ty se
vyskytovaly hlavné v kolonach s vnitinim primérem kolem 4,5 mm, urenych primarné

pro HPLC systémy. Pro UHPLC to byla spiSe alternativa.

Mnohem vétsi vyznam mély kolony s ¢asticemi o velikosti do 2 pm, uréené
vyhradné pro UHPLC. U c¢astic velikosti 1,7 pum bylo zjiSténo, Ze na u¢innost separace
ma vliv i tloustka porézniho povrchu. Cim je tenéi, tim je analyza uinnéjsi a retenéni
&as krat$i. Castice velikosti 1,3 um byly vyvinuty v roce 2013. Jejich hlavni nevyhodou
byl fakt, Ze zptsobovaly az dvojnasobné vétsi tlak na koloné nez predchozi zminéné.
Ve stejném roce se na trhu objevily 1 sorbenty o velikosti 1,6 pm charakterizované vétsi
porovitosti a uZz8i distribuci velikosti ¢astic. Diky tomu vyvolavaly na koloné tlak

podobny &asticim 1,7 um 19,
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Obr. 6: Srovnani core-shell ¢astic a pIné poréznich &astic 2!

3.3.2 Inovace v UHPLC systémech
V dnesni dobé je na trhu velky vybér UHPLC systému, které umoznuji

pfi analyze pracovat stlaky az do vySe 1300 bar (130 MPa). Dostupné jsou
1 technologie spojujici vysokotlaké binarni a nizkotlaké smé&Sovani. Vysokotlakd bindrni
Cerpadla se skladaji z pumpy A a z pumpy B, které na sob¢ nejsou zavislé. Soucasné
mohou pracovat se dvéma rozpoustédly misicimi se ve sméSovaci. Tento typ Cerpadel
ma niz§i mrtvy objem systému (hodnota dwell) a je vhodngj$i pro nizs$i pratoky.
Nizkotlakd Cerpadla jsou vhodnéjSi pro praci svice neZ dvéma rozpoustédly ¢i

pufry 191,

3.3.3 Pouziti UHPLC
UHPLC systémy maji uplatnéni v mnoha oborech, at’ uz farmaceutickych ¢i

lékaiskych. Jsou Siroce vyuzivany pifi vyzkumech a vyvojich novych latek,
pfi kontrolach jakosti nebo stanovovani cCistoty latek. Umoziluji analyzu, separaci

a identifikaci jednotlivych slozek dané slouceniny [2%1123],
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3.3.4 Nexera UHPLC Scouting metoda
Scouting metoda slouzi k nalezeni optimalnich podminek pro separaci

jednotlivych slozek vzorku za pomoci vétStho mnozstvi rozdilnych mobilnich
i stacionarnich fazi najednou. Pracuje se specidlnim softwarem a rezistentnim
vysokotlakym piepinacim systémem umoziiujicim automatickou vymeénu pouzivanych
kolon a mobilnich fazi béhem analyzy. Byla vyvinuta pfedevsim pro zjednoduseni

a zefektivnéni procesu vyvoje analytickych metod.

Systém je schopen najednou vytvoiit témet sto rozdilnych kombinaci mobilnich
fazi a kolon, se kterymi nasledné pracuje. Veskera ziskand data pak shromazd'uje.
V pribéhu analyzy nevyzaduje zadny manuélni zdsah, a proto se cely proces vyrazné
urychluje. Nasledujici obrdzek porovnavéa délky analyz pifi pouziti riznych systémil.
UHPLC ¢i UHPLC je doba procesu prodluzovana mimo jiné nutnosti manudlni

vymény kolon nebo mobilnich fazi. Scouting systém je plné¢ automatizovany,

a umoziuje tak ziskavat potfebna data bez nutnosti zasahu povéfené osoby 23112611271,
HPLC/UHPLC systém
Daytime Overnight !
; e
mobile mobile E - < :
Analysis phass Analysls phass Analysls isevsssed Stop atnight peasense
exchange exchange ‘ ' = .
Nexera Scouting systém
Daytime E Owvernight
;
;
mohile mabile H mohbile ;
Analysls phase Analysls phase Analysls i, phase | oolumn
L exchange :y exchange ¥ 1 exchange EatiiangE
1

Obr. 7: Porovnani délky analyzy pii pouziti HPLC/UHPLC systému a Scouting

systému (2]

Jak bylo feceno vyse, Scouting systém umoziiuje pouzit riizné mobilni faze
1 kolony. Aby se zabranilo ndhlému nedostatku mnozstvi vzorku nebo mobilni faze,
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s predstihem vypocita jejich pravdépodobnou spotiebu. Dulezitym ukolem je taktéz
neustala kontrola tlaku v kolonach. Pfed analyzou uvede odhadovanou délku celého

procesu zahrnujici i ¢as nutny pro ekvilibraci kolon a ,,auto-purging* mobilnich fazi 7],

"I Method Scouting Solution [scouting(uplated)] 5 s
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Obr. 8: Scouting metoda
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3.4 Metody popisujici stanoveni terbinafinu
Nésledujici text obsahuje Tabulku 2 a 3 shrnujici jiz existujici metody

pro stanoveni terbinafinu. Pro porovnani byly vybrany jak HPLC, tak i UHPLC metody.

4

Nejcastejsi 1ékovou formou pro stanoveni terbinafinu byly tablety. Délka kolon
se u HPLC pohybovala od 150 do 250 mm, u UHPLC od 50 do 100 mm. Mobilni faze
byla zpravidla zastoupena acetonitrilem ¢i methanolem v kombinaci s vodou (pufry)

v riznych pomérech.

Celkova délka analyzy se pohybovala do 10 minut — nutno ale dodat, ze Zadna
z téchto analyz nepracovala se strukturné podobnymi latkami. Pouze jedna HPLC
metoda se zabyvala stanovenim terbinafinu a jeho rozkladnych produktéi B!, nicméné

¢as potiebny k analyze pfesahoval 30 minut, coz je pro praxi velmi dlouhd doba.
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Tabulka 2: Piiklady stanoveni terbinafinu I

Staciondrni fize Chromatografické podminky

Metoda Material (rozméry i{;slt(ircl)y velikost Mobilni faze (rezim, pritoy, ndstfik, vinové délka)
UHPLC28! Moé I()f(r)gszzur;ﬁg ngnf AC(I;ISZZ ;Ffﬁz%OH Gradientovy gﬂs/n_nL _ 226 nm
HPLC!? Tli?éiiy’ S(I;l;r(l)-gezcl;?nljsj-(:r]z)s Me(OgI;I:%)Plzo Izokraticky 1 ml/min - 254 nm
UHPLCEY | Mog, plazma (I;Igp)(er;ll gronljll)jc :fne) 0.1% H:CAOCONH v H0 Gradientovy Or,gl/;nli;ls 5ul 224 nm
C4HsO : ACN :

HPLCEY Krém Ngg&fgg%ﬂ??iﬁ)}} citratovy pufr Izokraticky 0,8 ml/min - 226 nm

(10:20:70)
H3;PO4 +
Luna C18 100A triethylaminovy pufr : Loy )
[32]
HPLC Nehty 150 5 2 s 5 o) ACN Izokraticky 0,3 ml/min 10 pl 224 nm
(60:40)
RP-C18 MeOH : H>O _— .
[33] -
HPLC Tablety (250 x 4,6 mm; 5 ym) (95:5) Izokraticky 1,2 ml/min 254 nm
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Tabulka 3: Piiklady stanoveni terbinafinu II.

Metoda

HPLCE?!

HPLC[!

HPLC?!

HPLC[?!

L Stacionarni faze
Material (rozméry Kkolony; velikost
¢astic)

RP-u-Bondapak C18
(250 x 4,6 mm; 10 pum)

Tablety, Shimpack CLC-ODS
krémy (250 x 4 mm; Spm)
Tablety NeoSphere C18

(250 x 4,6 mm; 5 pm)

ZORBAX Eclipse XDB
Tablety C18
(150 x 4,6 mm; 3,5 um)

Mobilni faze

H>0 : MeOH
(20:80)

H>0 : MeOH
(5:95)

MeOH : 0,5 %
CsH15NO3

Pufr : C3HsO : MeOH
(40:12:48)
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Chromatografické podminky

(rezim, priitok, nastrik, vinova délka)

Izokraticky

Izokraticky

[zokraticky

Izokraticky

1 ml/min

1,2 ml/min

1 ml/min

284 nm

254 nm

250 nm

222 nm



4.1

A N N N N N N N N N NN

<X

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie

4-methylterbinafin  hydrochlorid, c¢islo Sarze: YI-141-1X-69 (50 mg),
Chemagis Ltd., Izrael

Acetonitril (HPLC grade), Sigma Aldrich, Ceska republika

Buthyl 4-hydroxybenzoat (99 %), Sigma Aldrich, Ceska republika

Flurbiprofen, Sigma Aldrich, Ceska republika

Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody, Merck, Némecko

Hydroxid sodny (p.a.), Penta, Ceské republika

Ketoprofen (99 %), Sigma Aldrich, Ceska republika

Kyselina citronova monohydrat (p.a.), Penta, Ceska republika

Kyselina fosfore¢na, Fluka analytical, Sigma Aldrich, Ceské republika

Kyselina octova (99 % p.a.), Penta, Ceska republika

Methanol (HPLC grade), Sigma Aldrich, Ceska republika

Octan amonny &isty, Chemapol, Ceska republika

Propyl 4-hydroxybenzoat, Fluka analytical, Sigma Aldrich, Ceské republika
Terbinafin hydrochlorid (referen¢ni standard), ¢islo Sarze: MI-83-3 (0,5 g),
Chemagis Ltd., Izrael

Ultracista voda (€isténd systémem Milli-Q RG, Millipore, USA)

Z-terbinafin oxalat, ¢islo Sarze: YI-79-VI-48 (50 mg), Chemagis Ltd., Izrael
B-terbinafin  hydrochlorid (referencni standard), Ccislo Sarze: TF-280,

Chemagis Ltd., Izrael
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4.2  Pristrojové vybaveni a pomiicky

Chromatografické kolony

v Kinetex™ 1,7 pm — C18 100A, 50 x 2,1 mm, Phenomenex, USA
v Kinetex™ 1,7 um — Bifenyl 100A, 50 x 2,1 mm, Phenomenex, USA
v' Kinetex™ 1,7 pm — Phenyl-Hexyl, 50 x 2,1 mm, Phenomenex, USA

Ptistroje a pomtcky

v' UHPLC systém Liquid Chromatograph — Nexera X2 — Shimadzu, Japonsko
o Vysokotlaké pumpy LC-30 AD
o Autosampler SIL-30 AC
o Degasser DGU-20 A 5R
o Detektor — detektor s diodovym polem SPD-M30 A
o Komunikacni jednotka s pocitacem CBM-20 A (software LC Solution)
o Kolonovy termostat (rozsah 10 — 85°C) CTO-20 AC
o Pfepinaci ventil
Analytické vahy Sartorius ME 5 — OCE, Némecko
Automaticke pipety Transferpette S, Brand, Némecko
pH metr SCHOTT, Ceska republika
Piedkolony — Security Guard ULTRA Cartidges, UHPLC CI18, Bifenyl,

D N N NN

Phenyl-Hexyl; 2,1 mm, Phenomenex, USA
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4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Tlumivy octanovy roztok
Mnozstvi potfebné pro navazku octanu amonného cistého, jenz byl nasledné

pouzit pro piipravu octanového pufru, bylo zjisténo pomoci rovnice:

<|zIz

n
c=;= ->m=cXVXM

kde m je potfebné mnozstvi dané latky [g], ¢ je molarni koncentrace [mol/l], M je

molarni hmotnost [g/mol].

Pozadovana koncentrace octanového pufru byla 0,01 mol/l. Navazka 0,1547 g
byla pfevedena do 200 ml odmérné bariky a rozpusténa v ultracisté vodé€. Nasledné bylo
kyselinou octovou upraveno pH na poZadovanou hodnotu 4,55. Roztok byl v odmérné

baiice doplnén po znacku ultracistou vodou.

4.3.2 Tlumivy citratovy pufr (0,01 mol/l)
Navazka 0,4297 g kyseliny citronové monohydratu, jez byla zjiSténa z vySe

uvedeného vztahu, byla pfevedena do 200 ml odmérné banky a rozpusténa v ultracisté
vodé. Pomoci hydroxidu sodné¢ho bylo pH upraveno na hodnotu 4,5. Roztok byl

v odmérné banice doplnén po znacku ultracistou vodou.

4.3.3 Tlumivy fosfatovy roztok
Na piipravu fosfatového pufru byla pouzita navazka 0,5662 g

hydrogenfosfore¢nanu disodné¢ho bezvodého, kterd byla rovnéz pfevedena do 200 ml
odmérné banky. Po rozpusténi navazky v ultracisté vod¢ byl roztok v odmérné bance

doplnén ultracistou vodou po znacku. Pozadovana koncentrace byla 0,02 mol/l.

4.3.4 Mobilni faze
Mobilni faze byla pfipravena smisenim roztoku pufru a methanolu.

Roztok pufru byl tvoten citratovym a fostatovym pufrem v poméru 1:1; pH takto
piipravené¢ho roztoku mélo hodnotu 5 a déle se jiz neupravovalo. Pfed kazdym méfenim

bylo pH vzdy kontrolovano pH metrem.

Vysledny pomér 25:75 (v/v) vodné faze a organického modifikatoru byl

po vyzkousSeni riznych kombinaci vyhodnocen jako nejvhodnéjsi.
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4.3.5 Zasobni roztoky standardi
Nejprve byl pfipraven zasobni roztok standardu terbinafinu s vnitinim

standardem propylparabenem. Navazka 6,25 mg terbinafinu a 6,25 mg propylparabenu
byla pfevedena do 25 ml odmérné banky a doplnéna methanolem po rysku. Koncentrace
roztoku byla 25 mg/100 ml. Tento roztok se poté uchovaval v lednici pii teploté

4-8°C.

Rovnéz byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych rozkladnych produkta.
Jejich pozadovand koncentrace byla 5 mg/100 ml. Methylterbinafin, p-terbinafin
a Z-terbinafin byly kazdy zvlast navazeny v mnozstvi 5 mg, pieveden do 100 ml
odmérné banky a doplnén methanolem po rysku. Tyto roztoky byly taktéz uchovavany

v lednici za stejnych podminek jako roztok terbinafinu s propylparabenem.

4.3.6 Pracovni roztoky standardi
Pracovni roztok terbinafinu spolu s vnitinim standardem propylparabenem

a tfemi rozkladnymi produkty byl pfipraven nésledujicim zptisobem. Navazka 6,25 mg
terbinafinu a 6,25 mg propylparabenu byla pfevedena do 25 ml odmérné banky. Poté
byly pfidany zdsobni roztoky jednotlivych rozkladnych produktd. Z téchto zasobnich
roztokd bylo postupné odmeéteno 3,5 ml B-terbinafinu, 3,5 ml Z-terbinafinu a 3 ml
methylterbinafinu a nasledné pfidano do banky k terbinafinu a propylparabenu. Roztok
byl doplnén methanolem po rysku. Koncentrace B-terbinafinu a Z-terbinanafinu byla

0,7 mg/100 ml, u methylterbinafinu pak 0,6 mg/100 ml.

30



5  Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace chromatografické metody
Pti optimalizaci chromatografické metody se vychazelo jednak z informaci

nalezenych v Clancich tykajicich se stanoveni terbinafinu, informace byly rovnéz
Cerpany z Ceského lékopisu 2009 nebo z internetovych databazi. Nalézt vhodné
chromatografické podminky pro stanoveni terbinafinu a jeho tii strukturné velmi

podobnych rozkladnych produkti zahrnovalo nékolik kroki, které¢ budou popsany nize.

5.1.1 Vlnova délka detekce
Pti zjiStovani hodnoty vinové délky pouzitelné pro méfeni terbinafinu a jeho tii
necistot se vychazelo z informaci nalezenych v ¢lancich popisujicich stanoveni téchto

latek pomoci UHPLC systému [28130]

. Autofi téchto textl vyuzivali pii méfeni
terbinafinu hodnoty 224 nm a 226 nm, druhd zminénd hodnota piedstavuje jeho
absorp¢éni maximum. Nalezena byla 1 data tykajici se zminénych necistot: B-terbinafin
podle autorit vykazoval absorpni maximum pii 225 nm, Z-terbinafin pfi 224 nm
a 4-methylterbinafin pfi 228 nm. Spektra téchto latek byla proméfena a porovnéna

s nalezenymi informacemi. Zvolena vlnova délka méla hodnotu 222 nm.

Propylparaben jako vnitini standard vykazoval podle nalezenych zdrojii maxima
absorpce pfi 256 nm a 297 nm **, T jeho absorpéni spektrum bylo proméfeno, vybrana
vlnova délka pro méfeni méla hodnotu 254 nm. Nebyla pouZita stejna vinova délka jako
pro stanoveni terbinafinu a jeho necistot, ponévadz pii hodnoté 222 nm nevykazoval

dostate¢nou absorpci.
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Obr. 9: Chromatogram terbinafinu, jeho tfi necistot a propylparabenu. Kolona
Kinetex ™ 1,7 um — Bifenyl 100A (50 x 2,1 mm), mobilni fize citratovy:fosfatovy pufr
(1:1) : MeOH, pomér 25:75, pH 5. Nastiik 0,5 pl, eluce gradientova. Modra barva
predstavuje vinovou délku 254 nm, rizova pak 222 nm.

5.1.2 Vnitini standard
Pfi vybéru vnitiniho standardu je nutné brat v uvahu pozadavky, které¢ jsou

na takovéto latky kladeny. V prvni fad¢ je zapotiebi myslet na strukturalni podobnost se
stanovovanou latkou a na fyzikalné-chemické vlastnosti, které by se rovnéZz nemély
prilis lisit. Latka zvolenad jako vnitfni standard by dale méla byt dostatecné Cista,
stabilni, neméla by interagovat s dal§imi latkami ve smési nebo jinak ovliviiovat prib¢h

analyzy.

Nalézt latku, kterd by byla strukturné podobnd terbinafinu, avSak
nepiedstavovala Zadnou ze stanovovanych necistot, bylo velmi obtizné. Proto byl jako
vnitini standard zvolen propylparaben, se kterym ma Katedra analytické chemie, kde
byla tato diplomova prace méfena, bohaté zkuSenosti. Tato latka tedy nemé podobnou
chemickou strukturu jako terbinafin, nicméné je dostatecné stabilni a poskytuje

pozadované vysledky pfi méfeni.
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Z parabenit byl dale zkouSen i butylparaben, ktery ale rovnéz nepfinesl

vyrazné€j$i zmeény ve srovnani s propylparabenem, a pouzit nebyl.

Dalsi potenciondlni vnitini standardy, které byly analyzovany, patiily do skupiny
nesteroidnich antiflogistik. Z této skupiny byli vybrani dva zastupci, a to konkrétné
flurbiprofen a ketoprofen. Ani tyto latky nebyly ve srovnani s propylparabenem

vyhodné;jsi.

I pies strukturni neshodu s hlavni u¢innou latkou byl tedy jako vnitini standard
pouzit propylparaben. Ten byl ze vsSech zkouSenych latek eluovan jako prvni,

neovliviioval analyzu ani neinteragoval se Zadnou ze slozek smési.

5.1.3 SloZeni mobilni faze, hodnota pH
Pfi hledani optimalniho slozeni mobilni faze byly vyuzity ptfipravené roztoky

pufri spolu s dal§imi latkami, konkrétné acetonitrilem (ACN) a methanolem (MeOH).

Poméry jednotlivych latek shrnuje Tabulka 4.

Jako prvni byl testovan octanovy a citratovy pufr spolu s ACN. Tato volba
nepfinesla Zadné uspokojivé vysledky, nebylo dosaZeno pozadované separace strukturné
podobnych necistot. Proto byl pfipraven novy pufr — fosfatovy, ktery ale casto
v kombinaci s ACN tvofi srazeniny, jez by mohly zplsobit ucpani UHPLC systému.
Z tohoto diivodu musela byt zvolena jina latka, ve které by vSak byly rozpustné vSechny
komponenty smési. Jako idealni se jevil methanol, jenz snadno rozpousti zminéné

slozky.

Nov¢ ptipraveny fosfatovy pufr byl nejprve nafedén v poméru 11:9 pufrem
citratovym, posléze byl pouzivan jednodussi pomeér 1:1. Takto ptipraveny pufr byl
zkouSen v riznych koncentra¢nich pomérech s methanolem. Bylo zjiSténo, Ze se
snizujici se koncentraci pufru dochazelo k postupnému odd€lovani pika jednotlivych

vvvvvv

pohybovala blizko mrtvého reten¢niho ¢asu.

Prvni zkouSené pH, které bylo v ramci vyvijeni metody pouzito, mélo hodnotu
4,5. Toto pH bylo vybrano na zakladé informaci nalezenych v pfislusném ¢lanku B,

Pti poméru 11:9 — citratovy:fosfatovy pufr bylo konecné pH rovno 4,5, a nemuselo se
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tedy dale upravovat. Tato hodnota pH byla pouzivana témét pfi celém vyvoji metody.
Jak ale bylo zminéno vyse, se snizujicim se pomérem pufru v mobilni fazi byl vnitini

standard eluovan velmi brzy. Proto byly zkouseny i jiné hodnoty, a to pH 5 a 6.

Pti pH 5 bylo zjisténo, ze vSechny piky mély mnohem vyssi intenzitu nez
pii diive pouzivaném pH 4,5. Zaroven byl i prodlouzen retencni ¢as vSech komponent
smési, tedy i propylparabenu. Celkovy cas analyzy se sice mirn¢ prodlouzil, nicméné
bylo dosazeno pozadovanych vysledkti. Dal$i vyhodou byla pfiprava pufrovacich

systémt, kterd byla zjednoduSena na finalni pomér pufrovacich slozek 1:1.

Posledni zkousené pH 6 nebylo pro analyzu vhodné, protoze vibec nedoslo

k separovani jednotlivych pik.

Koneéné slozeni mobilni faze bylo fosfatovy a citratovy pufru (pomér 1:1)

s methanolem v poméru pufr:MeOH — 25:75.

Ve zvoleném poméru dokazala mobilni faze separovat vSechny slozky smési,

jejich piky byly dostatecné intenzivni. Celkovy ¢as analyzy se pohyboval do 6 min.

Ze tfi zkouSenych hodnot pH byla nakonec vybrana hodnota 5, kterd sice

analyzu mirn¢€ prodlouzila, ale poskytla lepsi vysledky.

34



Tabulka 4: Mobilni faze a jejich sloZzeni

Rozpoustédlo Mobilni faze - pomér
Octanovy pufr - 40 - 30 - - - - - - - - - - -
Citratovy pufr 40 - 30 - 45 11 13,75 22 20,35 | 19,25 | 18,15 | 17,05 | 12,5 11,5 10,5
Fosfatovy pufr - - - - - 9 11,25 18 16,65 15,75 14,85 13,95 @ 125 11,5 10,5
ACN 60 60 70 70 55 - - - - - - - - - -
MeOH - - - - - 80 75 60 63 65 67 69 75 77 79

pozn.: Ciselné hodnoty v tabulce zabarvené modie piedstavuji pomér pufrii citratovy:fosfatovy 11:9, Gervené hodnoty pak pomér 1:1
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5.1.4 Analyticka kolona
Pfi vyvoji metody byly pouzivany celkem tfi analytické kolony, a to

Kinetex™ 1,7 um — C18 100A (50 x 2,1 mm), Kinetex™ 1,7 pm — Bifenyl 100A
(50 x 2,1 mm) a Kinetex™ 1,7 pm — Phenyl-Hexyl (50 x 2,1 mm).

V prvni fazi zkousSeni byly stfidavé pouzivany hned dvé kolony, konkrétné
Kinetex™ C18 a Kinetex™ Phenyl-Hexyl. Z téchto dvou se jako lepsi jevila kolona
Kinetex™ Phenyl-Hexyl, a to z toho diivodu, Ze dokazala ve vybranych podminkach
separovat témeét vSechny slozky smési. I presto, Ze se ménily poméry jednotlivych
slozek mobilni faze nebo pH pufrt, nebylo dosazeno uplné separace vsech slozek smési
a intenzita pikll nebyla dostate¢na. Pouzity nastfik na téchto kolonach byl 0,5 pl

s prutokovou rychlosti 0,6 ml/min.

Posledni testovanou kolonou byla kolona Kinetex™ Bifenyl. Dokazala
separovat vSechny latky ve smési s dostateCnou intenzitou a za pomérné kratky cas.
Celkova délka separace byla necelych Sest minut. Rovnéz byly zkouSeny rizné
pratokové rychlosti, pfi¢emz nasttik byl vzdy stejny, tedy 0,5 pl. Kromé vyse zminéné
pritokové rychlosti 0,6 ml/min byla vyzkouSena i eluce gradientova, kterd se posléze
jevila jako nejucinnéjsi, poskytovala nejintenzivnéjsi piky slozek. Kone¢ny pritokovy

gradient, ktery byl zvolen, shrnuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Gradientova eluce

. Prutokova
Cas [min]
rychlost [ml/min]
0,00 -1,39 0,2
1,40 — 5,00 0,6
5,1 -6,00 0,2
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5.2  Souhrn optimalnich chromatografickych podminek
Tabulka 6: Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Analyticka kolona Kinetex™ 1,7 um — Bifenyl 100A (50 x 2,1 mm)
Mobilni faze pufr:methanol (25:75)
SloZeni roztoku pufru citratovy (0,01 M):fosfatovy (0,02 M) pufr (1:1)
Cas [min] Pritokova rychlost
[ml/min]
Prutokova rychlost (gradient) 0,00-1,39 0,2
1,40 -5,0 0,6
5,1-6,0 0,2
pH 5
VInova délka 222 nm a 254 nm
Vnitini standard propylparaben
Nastiikovany objem 0,5 wl
Retené¢ni ¢as terbinafinu 4,2 min
Tlak 55 MPa
Teplota 25°C
Celkovy cas analyzy do 6 min
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5.3 Validace analytické metody
Validace je proces, jehoz cilem je prokazat, ze je dana analytickd metoda

za uvedenych podminek platnd, kvalitni a vhodna pro ucel, pro ktery byla vypracovana.
Soucésti validace je vypracovani validacniho protokolu, ktery obsahuje vesSkeré

vysledky jednotlivych zkousek, které je v rdmci tohoto procesu nutné provést.
Validace se provadi pti zkouskach:

totoznosti
limitnich

kvantitativnich testujicich obsah necistot

AR NERNERN

stanovujicich obsah

V nékterych ptipadech je nutné provést revalidaci analytické metody, jejiz
stupen zavisi na rozsahu zmén, které byly provedeny. Jedna se napf. o zménu v syntéze
latky, jez byla danou metodou stanovovana, zmény ve slozeni findlniho produktu ¢i

zmény v procesu analyzy.

U této metody popisujici stanoveni terbinafinu a jeho tii necistot byl proveden

test zpUisobilosti systému (system suitability test) a parametry validace metody 211131,

5.3.1 Test zpiisobilosti systému

Tento test je dulezitou soucasti mnoha analytickych metod. Vymezuje
podminky, které musi byt splnény pied kazdym pouZitim dané metody. Pokud dojde
k jejich splnéni, je mozné povaZzovat diive provedenou validaci za platnou. Diky tomuto
testu tedy neni nutné provadét celou validaci znovu. Mezi hodnotici parametry patii
napf. rozliSeni chromatografickych piktl, opakovatelnost, faktor symetrie pikii, zdanliva

G¢innost (1313311361
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5.3.1.1 Opakovatelnost
Opakovatelnost metody vyjadiuje shodu mezi nékolika navzajem nezavislymi

méienimi, které jsou v kratkém casovém useku provadény za stejnych laboratornich
podminek stejnym pracovnikem za pouziti identickych zafizeni, piistroji a vzorka.

Tento parametr je vyjadfovdn v procentech pomoci relativni smérodatné

odchylky RSD [13121],
100 —¥)?
RSD (%) = -2 /Z(yl y)
y n—1

n ... pocet jednotlivych hodnot

¥ ... pramér jednotlivych hodnot

yi ... jednotlivé namétené hodnoty

Tabulka 7: Opakovatelnost nasttiku terbinafinu

Nastiik Reten¢ni ¢as (min) Plocha pod pikem

L. 3,998 3044077

2. 4,005 3043457

3. 3,993 3035195

4. 3,991 3033095

S. 3,999 3033127

6. 4,005 3031149
Primér 3,999 3036683,3

SD 0,006 5637,7

RSD 0,15 % 0,19 %
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Tabulka 8:  Opakovatelnost nastiiku  Z-terbinafinu,  B-terbinafinu

a 4-methylterbinafinu

Z-terbinafin B -terbinafin 4-methylterbinafin
- Retencni Plocha Retencni Plocha Retencni Plocha
¢as (min) | pod pikem | c¢as (min) | pod pikem | ¢as (min) | pod pikem
1 3,253 67207 3,588 85272 4,899 57718
2 3,257 67897 3,592 85091 4,899 57644
3. 3,261 67334 3,583 86277 4,892 56721
4 3,251 67805 3,581 85369 4,888 57489
S 3,256 67874 3,587 85795 4,901 56801
6. 3,263 67249 3,593 86492 4,905 57703
Pramér | 3557 | 675610 | 3,587 | 857160 | 4,897 | 57346,0
SD 0,005 330,0 0,005 571,2 0,006 461,0

RSD 0,14 % 0,49 % 0,13 % 0,67 % 0,13 % 0,80 %

Tabulka 9: Opakovatelnost nastiiku propylparabenu

Nastiik Reten¢ni ¢as (min) Plocha pod pikem

L. 1,171 3305712

2. 1,171 3297590

3. 1,173 3290527

4. 1,174 3292541

S. 1,171 3290976

6. 1,177 3286193
Primér 1,173 3293923,2

SD 0,002 6845.6

RSD 0,20 % 0,21 %

Hodnota relativni smérodatné odchylky pro parametr opakovatelnosti
proretencni ¢as i1 plochu pod pikem by meéla byt do 1 %. Hodnoty relativnich

smérodatnych odchylek vyhovuji u vSech hodnocenych substanci.
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5.3.1.2 Zdanlivy pocet teoretickych pater

Parametr zdanlivého poétu teoretickych pater N se vypogita pomoci vzorce [1°:

1v—554(t"")
= 5.54 (1

2

tr ... retencni ¢as piku

Wh ... 8itka piku v poloving jeho vysky

Tabulka 10: Zdanlivy pocet teoretickych pater terbinafinu a propylparabenu

Terbinafin Propylparaben
Nastrik tr (min) Wh N tr (min) Wh N
L. 3,996 0,114 6807 1,179 0,08 1203
2. 3,999 0,114 6817 1,171 0,081 1159
3. 4,005 0,114 6838 1,177 0,081 1170
Pramér 4,00 0,11 6821 1,18 0,08 1177

Tabulka 11: Zdanlivy pocet teoretickych pater Z-terbinafinu, B-terbinafinu

a 4-methylterbinafinu

Z-terbinafin B-terbinafin 4-methylterbinafin
Nastiik | ¢o (min) Wh N | tr(min)  Wh N [ tr(min) | Wh N

L. 3252 0,086 7922 3583 | 0,101 | 0972 | 4893 | 0,148 | 6055
2. 3256 0,088 7584 3587 | 0,1 | 7128 | 4901 | 0,148 6075
3. 3263 | 0,087 7793 | 3,593 0,1 | 71521 4905 | 0,15 | 5924

Primér | 3,26 0,09 | 7763 3,59 0,10 | 7084 4,90 0,15 | 6018

Zdénlivy pocet teoretickych pater by mél mit hodnotu > 900. VSechny slozky

smési vyhovuji stanovenym pozadavkim.

41



5.3.1.3 Faktor symetrie As

Faktor symetrie piku se po¢itd pomoci vzorce [1°!:

W0,05
As ==

Wo,05 ... Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky

d ... vzdéalenost mezi kolnici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetin¢ jeho vysky

Tabulka 12: Faktor symetrie u terbinafinu, propylparabenu, Z-terbinafinu,

B-terbinafinu a 4-methylterbinafinu

TER PP B-TER Z-TER 4-mTER
Nastiik | Wo,05 d Wo,0s d Wo,0s d Wo,0s d Wo,0s d

L. 1,292 1,456 1,162 1,103 1,094

2. 1,294 | 050 | 1458 | 0,50 | 1145 | 0,50 | 1178 0,50 | 1102 @ 0,50
3. 1,291 1,473 1,152 1,098 1,146

As 1,29 1,46 1,15 1,13 1,11

Pozadavek pro hodnoty faktoru symetrie lezi v rozmezi 0,8 az 1,5 5. Viechny

slozky smési vyhovuji stanovenym pozadavkim.

5.3.1.4 RozliSeni Rs
Hodnota Rs kvantitativné vyjadiuje rozd€leni dvou po sobé se eluujicich slozek

v analyzované smési. Vypo¢ita se podle vzorce [13:

_ 1,18(tgy — tr1)
s Whi + Why

tr1, tr2 ... retencni Casy piki

Whi, Whz ... Sitky piki v poloviné vysky
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Tabulka 13: Hodnoty Rs pro slozky analyzované smési

Nastrik
1. 2. 3. Priamér
pik mrtvého objemu 2,52 2,52 2,54 2,53
Z-TER - B -TER 2,03 2,03 2,02 2,02
B-TER - TER 2,20 2,20 2,20 2,20
TER - 4-mTER 3,95 3,96 3,93 3,95

Pozadované hodnoty Rs by mély byt vyssi nez 1,5, ¢emuz odpovida rozdéleni

piki na zakladni linii. Tomuto pozadavku vyhovuji vSechny slozky analyzované smési.

43



5.3.2 Validace analytické metody

5.3.2.1 Detekéni a kvantitativni limit
Detekéni  limit (LOD) vyjadiuje nejnizs§i koncentraci latky, ktera je
detekovatelna, tedy vyvold odezvu méficiho systému. Tato odezva je vétsi, nez je

trojnasobek trovné sumu pozadi 371381,

cv v

s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti stanovit. Takové koncentrace latky je schopna
vyvolat odezvu méficiho systému, kterd je v¢Etsi, nez je desetindsobek Urovné Sumu

pozadi 71381,

Tabulka 14: LOD, LOQ

terbinafin B-terbinafin Z-terbinafin 4-mTER
Sn 0,3 0,1 0,8 0,1
K 8,21 6,72 8,26 18,53
b 12517300 12404,86 10996,57 18951,83
LOD (ng/ml) 0,59 0,16 1,37 0,29
LOQ (ng/ml) 1,97 0,54 4,55 0,98

pozn.:

(nejvyssi kladnd amplituda Ssumu — zdaporna amplituda sumu)
Sp =
5

__ plocha piku
 vyska piku

plocha piku

1™ koncentrace analytu
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5.3.2.2 Linearita
Linearita analytického postupu je jeho schopnost poskytovat takové vysledky

testll, které jsou pfimo umérmné koncentraci analytu ve vzorku. K jejimu hodnoceni se
nejcastéji vyuziva korelacni koeficient, ktery vyjadiuje tésnost vzajemné zavislosti dvou
proménnych. Cim vice se jeho hodnota blizi k1, tim vice je dana zévislost

linearni (21]135](38] .

Tabulka 15: Linearita terbinafinu

¢ (mg/100 ml) Flocha pod plkem Plocha IS Pomér ploch (A)
(TER)
37,50 4185862 2256247 1,8552
31,25 3642230 2407007 1,5132
25,00 2903967 2634283 1,1024
18,75 2225144 2814162 0,7907
12,50 1465233 3054274 0,4797
6,25 714399 3269394 0,2185

2,0000
1,8000
1,6000
1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

A

pomér

y =0,053x - 0,1663
R*=0,9952

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
¢ (mg/100ml)

Obr. 10: Graf kalibracni kiivky pro terbinafin

Hodnota korelaéniho koeficientu R? pro terbinafin je 0,995.
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Tabulka 16: Linearita B-terbinafinu

¢ (mg/100 ml) Flocha pod pikem Plocha IS Pomér ploch (A)
(B-TER)
0,700 92827 3021190 0,0307
0,350 44727 3232225 0,0138
0,175 20853 3345082 0,0062
0,088 10337 3438767 0,0030
0,044 5487 3420408 0,0016
0,022 2930 3420894 0,0009

0,0350
0,0300
0,0250

3 0,0200

g 0,0150
o

0,0100 y =0,0442x - 0,0008
R?=0,9966
0,0050

0,0000
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800

¢ (mg/100ml)

Obr. 11: Graf kalibra¢ni kiivky pro B-terbinafin
Hodnota korela¢niho koeficientu R? pro B-terbinafin je 0,996.

Tabulka 17: Linearita Z-terbinafinu

Plocha pod pikem
¢ (mg/100 ml) Plocha IS Pomér ploch (A)
(Z-TER)
0,700 75898 3021486 0,0251
0,350 39778 3239008 0,0123
0,175 21946 3369209 0,0065
0,088 10665 3413085 0,0031
0,044 5035 3447358 0,0015
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< 00200
v
£ 0,0150
o

20,0100

0,0300

0,0250

y =0,0358x - 2E-05
R?=0,9996

0,0050
0,0000
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800
¢ (mg/100ml)
Obr. 12: Graf kalibra¢ni kiivky pro Z-terbinafin
Hodnota korela¢niho koeficientu R? pro Z-terbinafin je 0,999.
Tabulka 18: Linearita 4-methylterbinafinu
Plocha pod pikem «
¢ (mg/100 ml) (4-mTER) Plocha IS Pomér ploch (A)
0,600 59692 3086279 0,0193
0,300 27274 3272291 0,0083
0,150 12199 3358483 0,0036
0,075 4707 3393572 0,0014
0,038 2173 3431855 0,0006
0,019 1104 3444698 0,0003
0,0250
0,0200
0,0150
p
’E 0,0100
g 0.0050 y =0,033x - 0,0009
' R?=0,9952
0,0000
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
-0,0050

¢ (mg/100ml)

Obr. 19: Graf kalibra¢ni kiivky pro 4-methylterbinafin

Hodnota korelaéniho koeficientu R? pro 4-methylterbinafin je 0,995.
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5.3.2.3 Pi'esnost (preciznost)

Mira shody mezi jednotlivymi vysledky ziskanymi pfi opakovaném prométrovani
jednoho homogenniho vzorku je znama jako piesnost metody. Vzorek je obvykle
analyzovan Sestkrat. Vysledek je nasledné vyjadien pomoci relativni smérodatné

odchylky RSD téchto $esti stanoveni 21351381,

Pfi méfeni parametru presnosti metody bylo pfipraveno Sest vzorki, u kterych
byla sledovana piesnost plochy pod pikem. Kazdy ze vzorkii byl proméfen tiikrat.
Z téchto tii meéfeni byla vypocitana pramérna hodnota, kterd je spolu s relativni

smérodatnou odchylkou zazna¢ena v Tabulce 19.

Tabulka 19: Pfesnost plochy pod pikem u terbinafinu a jeho necistot

Vzorek ¢&. TER B-TER Z-TER 4-mTER
L. 3043309 82387 71076 118134
2. 3029297 83610 70844 119163
3. 2984410 80914 70607 118231
4. 3001414 80875 71424 114638
S. 2961760 81171 70462 117361
6. 3018057 84354 71400 108797

RSD (%) 1,00 1,81 0,57 3,34

Hodnota relativni smérodatné odchylky by méla byt do 5 %. Tento pozadavek

vyhovuje u vSech analyta.

5.3.2.4 Spravnost (pFesnost)
Spravnost metody vyjadiuje shodu skute¢né referencni hodnoty (co) a hodnoty

ziskané (ci). MlZe byt vyjadiena jako vytéznost ¢i rozdil referencni a ziskané hodnoty.

Vytéznost R; je pomér mezi mnozstvim analytu ziskaného analytickou metodou
a jeho referenc¢ni hodnotou. Je vyjadfovana jako desetinny zlomek nebo v procentech,
kdy by se m¢la pohybovat v rozmezi 95 — 105 %. Pozadavek na relativni smérodatnou

odchylku je do 5 % [151121(38],
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Pro méfeni bylo pfipraveno Sest vzorki, z nichz kazdy byl proméfen tfikrat.

Vysledky méfeni terbinafinu jsou zaznamenany v Tabulce 20.

Tabulka 20: Spravnost metody u terbinafinu

Terbinafin
Vzorek Co Ci Ri
Plocha A;
¢. (mg/100 ml) (mg/100 ml) (%)
L. 24,81 3056284 99,23
2. 24,64 3020596 98,54
3.
25.00 24,51 3036859 98,05
4. 24,70 3019249 98,81
S. 24,49 3031267 97,96
6. 24,80 3044742 99,19
Pramér Ri
(%) 98,63

RSD (%) 0,56

Primérnd hodnota vytéznosti terbinafinu byla 98,63 %, relativni smérodatna

odchylka méla hodnotu 0,56 %.

5.3.2.5 Robustnost

Schopnost analytické metody poskytovat spravné a presné vysledky i v ptipadé
malé zmény parametrii je definovana jako robustnost. Cilem je poskytnout informace
o spolehlivosti analytického postupu a upozornit na takové podminky, které by mohly
vysledky zménit. V ptipad¢ kapalinové chromatografie mohou mit na robustnost vliv
takové parametry, jako jsou napf. pH a slozeni mobilni faze, pouzitd kolona, rychlost

pratoku, teplota v systému nebo stabilita analyzovanych vzorkd 131121331381,

Vramci vyvoje metody byl zkouSen vliv riznych pomérG mobilni faze
na celkovy priibéh analyzy — jednotlivé poméry jsou shrnuty v Tabulce 4. Zaroven byly

testovany riizné hodnoty pH, z nichz se pouze jedna jevila jako nejidealné;si. Mezi dalsi
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zkousené parametry patfilo napf. testovani nckolika odlisnych kolon, pritokovych

rychlosti ¢i vlivu izokratické nebo gradientové eluce na vysledky analyzy.

Proméfovanim parametru robustnosti bylo zjisténo, ze kidealni separaci
terbinafinu a jeho tfi degradacnich produkti dochazi pouze za podminek shrnutych
v Tabulce 22. Vykyvy od téchto nalezenych optimalnich podminek mohou vyznamnym

zpusobem ovlivnit prib¢h celé separace.

5.3.2.5.1 Stabilita
Soucasti testu je parametr stability vzorki. Ptipravené vzorky byly skladovéany

pii teplotach 3 °C a 20 °C a v ¢asech 0 h, 24 h, 48 h a 72 h byly prométeny. Vysledky

jsou zaznamenany v Tabulce 21.

Tabulka 21: Robustnost metody u terbinafinu

Terbinafin
Plocha A pri Plocha A pri
t (h) RSD (%) RSD (%)
3°C 20 °C
0 3155215 0,00 3155215 0,00
24 3160215 0,16 3179692 0,78
48 3011907 4,54 3206918 1,64
72 3253067 3,10 3169587 0,46

Relativni smérodatna odchylka by podle pozadavki méla mit hodnotu pod 1 %.
Z vysledkti uvedenych v Tabulce 21 je patrné, Ze se stabilita analyzovaného vzorku
s Casem meéni. Proto je nutné vzdy pouzivat takové vzorky, které jsou Cerstveé

pfipravené.

5.3.2.6 Selektivita (specifita)
Selektivita metody je jeji schopnost jednoznacné analyzovat stanovovanou latku,
a to 1 za ptitomnosti dalSich ofekavanych latek ve smési. Témito latkami se rozumi

napf. pomocné latky, rozkladné produkty, neéistoty (311381,

Obr. 20, 21 a 22 znazoriuji chromatogramy placeba, roztoku standardu
a vzorku. Ve vsech ptipadech doslo k Gplnému rozdélni vS§ech komponent smési.
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Obr. 20: Chromatogram placeba
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Obr. 21: Chromatogram roztoku standardu
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Obr. 22: Chromatogram vzorku
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6 Zavér

Pro stanoveni terbinafinu a jeho tfi rozkladnych produkt, konkrétné
B-terbinafinu, Z-terbinafinu a 4-methylterbinafinu, byla pomoci ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie vyvinuta metoda, kterd vSechny ctyii strukturné podobné
latky dokaze spolehlivé a bezpecné separovat. Jeji ptrednosti je predevSim velmi
zkracena délka analyzy, ktera je do Sesti minut. Optimalni chromatografické podminky

jsou shrnuty v Tabulce 22.

U metody byl proveden test zpusobilosti systému a nasledné i validace. Béhem
valida¢niho procesu byl hodnocen detekéni a kvantifikaéni limit, dale pak linearita,
spravnost, ptesnost, robustnost a selektivita. Pozadovanym hodnotdm vyhovovaly

vSechny naméfené vysledky.

Metoda byla pouzita pro stanoveni mnozstvi terbinafinu, které se pii disoluéni
zkousce uvolnilo ztuhych disperzi. Tyto disperze kromé 1é¢ivé latky obsahovaly
plastifikator a nosi¢, jenz byl tvofen vétvenym polyesterem kyseliny mlécné
a glykolové. Syntéza tohoto biodegradabilniho nosice byla provedena na Katedie

farmaceutické technologie FaF UK.
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Tabulka 22: Optimalni chromatografické podminky

Analyticka kolona Kinetex™ 1,7 um — Bifenyl 100A (50 x 2,1 mm)
Mobilni faze pufr:methanol (25:75)
SloZeni roztoku pufru citratovy (0,01 M):fosfatovy (0,02 M) pufr (1:1)
Cas [min] Pritokova rychlost
[ml/min]
Prutokova rychlost (gradient) 0,00 1,39 0,2
1,40 -5,0 0,6
5,1-6,0 0,2
pH 5
VInova délka 222 nm a 254 nm
Vnitini standard propylparaben
Nastiikovany objem 0,5 wl
Retenéni ¢as terbinafinu 4,2 min
Tlak 55 MPa
Teplota 25°C
Celkova délky analyzy do 6 min
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