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ABSTRAKT

Byla optimalizovdna a validovana HPLC metoda pro stanoveni terbinafinu ve
vzorcich tvofenych kopolymery kyseliny mlééné a glykolové. Vyvoj metody spocival
V nalezeni vhodnych chromatografickych podminek pro separaci terbinafinu. Byla
pouzita core-shell kolona Ascentis Express ES-CN, 15 cm x 4,6 mm; 2,7 um. Jako
mobilni faze byla zvolena smés citrat fosfatového pufru o pH 4 a acetonitrilu v poméru
40:60 (v/v). Celd chromatografickd analyza probihala pfi pratoku mobilni faze
1,4Aml/min a teplot¢ 30°C. Davkovany objem vzorku terbinafinu byl 5 pul.
Optimalizovana metoda vyuzivala UV detekci pfi vinové délce 226 nm. Retencni Cas
terbinafinu byl 3,3 minuty. Celkovy ¢as analyzy byl 4 minuty. Validaci metody se
potvrdila jeji spolehlivost pii opakovaném pouziti. Byla testovdna: G¢innost kolony,
faktor symetrie, LOD, LOQ), linearita, opakovatelnost a robustnost.

Klicova slova: terbinafin, HPLC, core-shell kolona, PLGA



ABSTRACT

A HPLC method for determination of terbinafine in samples consisting of
copolymers of lactic and glycolic acid was optimized and validated. The development
of the method was based on the finding of suitable chromatographic conditions for
separation of terbinafine. The separation was performed on the Ascentis Express ES-
CN, 15cm x 4.6 mm; 2.7 um core-shell column. The mixture of the citrate phosphate
buffer pH 4 and acetonitrile in ratio 40:60 (v/v) was chosen as the mobile phase. The
mobile phase flow rate was set to 1.4 ml/min and the temperature to 30 °C. The
injection volume of samples containing terbinafine was 5 ul. The UV detection at 226
nm was employed. The retention time of terbinafine was 3.3 min. The whole analysis
was completed within 4 min. The method was validated, following parameters were
tested: column efficiency, factor of symmetry, LOD, LOQ, linearity, repeatability and
robustness.

Keywords: terbinafine, HPLC, core-shell column, PLGA
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1. UVOD

Terbinafin patii mezi allylaminova antimykotika. Blokuje aktivitu enzymu
skvalenepoxidazy, ¢imz zabranuje biosyntézu ergosterolu — zakladni komponenty
bunééné membrany hub. Pasobi na dermatofyty, kvasinky, plisn¢, dimorfni houby
a dokonce i parazity. V zavislosti na druhu patogenu je jeho efekt fungistaticky az
fungicidni. Terbinafin je vyznamnou latkou zejména v I1éCbé tinea pedis
a onychomykoz. Na rozdil od azolovych antimykotik, kterd ovlivituji cytochrom P450,

terbinafin na této Girovni nezasahuje a neinterferuje tedy s jaternim metabolismem. (1);
(2); (3)

V soucasné dobé dochdzi krozvoji celé fady novych biodegradabilnich
polymert specialné urcenych k biomedicinskym aplikacim. Hnaci silou vyvoje je jejich
Siroké vyuziti nejen v chirurgii, ortopedii a tkanovém inzenyrstvi, ale 1 pfi formulaci
1é¢ivych pripravkli. Mezi tyto polymery patii také slouceniny kyseliny mlécné
a glykolové. K vyhodam téchto latek fadime dobré mechanické vlastnosti, dale pak
¢irost a dobré zpracovatelnost, nevyhodou vSak muze byt jejich kiehkost. Za ucelem
zlepSeni vlastnosti se modifikuji vhodnymi plastifikatory nebo se misi s jinymi
polymery, ¢imz ziskame nosie Sriznou rychlosti a pribéhem uvoliovani

inkorporovanych 1é¢iv. (4); (5)

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda slouZici
k oddéleni analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni i kvantitativni
analyze. K hlavnim piednostem patii vysoka selektivita, citlivost a rychlost analyzy.
Celou metodu lze pln¢ automatizovat a obvykle je potieba pouze malé mnozstvi vzorku.
HPLC je soblibou pouzivana ve vSech oblastech vyzkumu, vyvoje i vyroby 1é¢iv
a lécivych pripravkll a uplatnéni také nachazi 1 po zavedeni 1é¢ivého piipravku na trh.

(6); (7); (8)



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC
metodu pro stanoveni terbinafinu ve vzorcich na bazi biodegradabilnich kopolymeri
kyseliny mlécné a Kyseliny glykolové. Budou vyuzity tzv. core-shell kolony, které
disponuji vyhodnymi vlastnostmi a mély by vyrazné ulehéit vyvoj HPLC metody.
V pribéhu optimalizace bude vybrana vhodna mobilni faze, pritok, teplota a tlak.
Nasledn¢ bude provedena validace metody s redlnymi vzorky pfipravenymi Katedrou
farmaceutické technologie. Hlavni prednosti metody by méla byt jeji jednoduchost a

rychlost, se kterou bude aplikovana na vétsi mnozstvi vzorkda.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Terbinafin

Obr. 1: Vzorec terbinafinu (9)

3.1.1 Zakladni charakteristika

V poslednich letech vzrista Sirokd nabidka uéinnych antifungalnich preparati.
Jednim z nich je také allylaminovy derivat terbinafin (Obr. 1), ktery predstavuje 1ék
volby v 1é¢bé dermatofytdz, zejména onychomykoz. Lze jej pouzit ve formé kozniho
roztoku, spreje, krému ¢i gelu, ale i peroralné ve formé tablet. Je vhodny jak pro lécbu
dospélych, tak i déti. Ma relativné¢ malo nezadoucich ucinkti a 1ékovych interakci. (2);
(10); (12); (12)

3.1.2 Mechanismus uéinku

Terbinafin zasahuje do syntézy ergosterolu bunééné membrany prostiednictvim
inhibice enzymu skvalenepoxidazy. V tomto kroku dochazi k intracelularni akumulaci
skvalenu, ktery je toxicky pro burniky hub, coz zpUsobi jejich rychly zanik. Mechanismus
uéinku riznych antimykotik, véetné terbinafinu, ilustruje (Obr. 2). (11); (13)
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Obr. 2: Mechanismus u¢inku antimykotik (14)

3.1.3 Farmakokinetika

Z hlediska peroralniho podani se terbinafin dobie vstiebava. S jidlem se jeho
absorp¢ni vlastnosti neméni, tudiz nemusi byt podavan nala¢no. Maximalni koncentrace

Vv plazmé dosahne za 2 hodiny. Siln¢€ se vaze na plazmatické bilkoviny. (1); (13)

Jedna se o vysoce lipofilni a keratofilni latku, kterd se akumuluje v tukové tkani,
ktzi a jejich adnexech (napt. vlasovy folikul), v nehtové ploténce a sebu, nikoli vSak
v potu. Jeho eliminace z tkani probiha v rozsahu 4-5 dni, pfi¢emz fungicidni ucinek
muze pretrvavat az 3 tydny po 1écbe. (1); (13)

Biotransformace probiha v jatrech za vyuziti jinych enzymatickych systému nez
cytochromu P450 (pouze 5 % sloucenin vyuziva tento cytochrom). Vznikaji rizné typy
metaboliti  jako napf. karboxyterbinafin, desmethylhydroxyterbinafin ¢ n-

desmethylterbinafin, které jsou z vétsi ¢asti vyluCovany moci, méné stolici. (13); (15)

Terbinafin se kumuluje v matefském mléku, proto by nemél byt podavan

kojicim zenam. (16)

3.1.4 Indikace

v

Nejcastéjsi indikaci terbinafinu je 1é¢ba tinei (tinea corporis, tinea cruris a tinea
pedis) a kvasinkovych infekci vyvolanych rodem Candida (napt. Candida albicans),
ackoli v tomto pfipadé miize byt efekt variabilni v zavislosti na druhu. U¢inny je také
Vv 1é¢bé onychomykoz, houbovych infekci nehtli, zptisobenych dermatofyty.

11



V in vitro studiich se rovnéz potvrdila aktivita terbinafinu proti grampozitivnim
(Staphylococcus sp.) a gramnegativnim (Pseudomonas aeruginosa) bakteriim. (2)

Vyhodou je i schopnost dlouhodobé depozice v Keratinizovanych tkanich, coz se
vyznamnou meérou podili na snizeni frekvence relapsii a zvySeni pravdépodobnosti

vyléceni. (2)

3.1.5 Nezadouci ucinky a lékové interakce

K nezddoucim ucinkiim terbinafinu se fadi dyspeptické potize a to konkrétné
nevolnost, prijem, nechutenstvi ¢i bolest bficha. Dale se mize objevit polékovy kozni
exantém typu erythema exsudativum multiforme, erythema nodosum a psoriasiformni.
Pacienti se mohou setkat az se ztratou pocitu chuti, nicméné se jedna o velice nevsedni
a méné &asty nezadouci u¢inek. Cas od ¢asu lze zaznamenat zvy$ené hodnoty jaternich
enzymu. (1); (17)

Nekteré slouceniny terbinafinu inhibuji cytochrom P450 — isoformu 2D6.
Z tohoto divodu se terbinafin podili na metabolismu nékterych 1ékd, jimiz mohou byt
napt. tricyklickd antidepresiva (TCA), selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI), beta-blokatory (BB) nebo inhibitory monoaminooxidazy typu B (I-
MAO B). (11)

Samotna hladina terbinafinu miZe byt zvySena pii soucasném podani cimetidinu

a snizena rifampicinem. (16)

3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC

3.2.1 Princip separace

Principem chromatografické separace jsou rozdilné interakce jednotlivych
sloZzek analyzované smési se stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi.
Vzorek je unasen proudem mobilni faze, ktera prochazi kolonou naplnénou sorbentem
0 specifickém povrchu. K déleni solutli dochazi v rliznych casovych intervalech, coz
zpusobuje odlisna retence latek na kolon€. Podle miry retence klasifikujeme latky se

slab$imi interakcemi se stacionarni fazi, které jsou eluovany v kratkém case, a latky,

e w7

Je-li slozeni mobilni faze béhem chromatografického procesu konstantni, jedna
se o isokratickou eluci. Jestlize se vSak SloZeni mobilni faze v pribéhu analyzy
programov¢é méni, vyuziva se tzv. gradientova eluce. Pro latky s podobnymi fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi nachédzi uplatnéni isokraticka eluce, gradientovou eluci naopak

volime u latek s rozdilnymi fyzikalné-chemickymi parametry. (6); (19)
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Obr. 3: Princip separace (20)

Zaznamem pribéhu chromatografické analyzy je chromatogram neboli zavislost
odezvy detektoru na Case. Jednotlivé slozky analyzované smési jsou reprezentovany
kiivkami gaussovského tvaru, které jsou nazyvany piky (elucéni kiivky). Pribéh
separace lze vidét na Obr. 3. (19)

Pik mize byt charakterizovan plochou piku (A), dale také vyskou piku (h) a
Sitkou piku v polovi¢éni vySce (W), nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku mezi body

inflexe (w;). Gaussovské piky jsou definovany vzorcem (21):

wp,=1,18"w;

13



3.2.2 Zakladni parametry chromatografického procesu

3.2.2.1 Distribuéni konstanta K,

V pribéhu chromatografické analyzy dochazi k opakovanému ustalovani
rovnovahy délenych latek mezi dvé faze, z nichz jedna je mobilni a druhd stacionarni.
Ptredpokladem pro distribuci slozek vzorku je existence fazového rozhrani mezi témito
fazemi. Rozdé€leni jednotlivych komponent separované smeési lze popsat pomoci
distribuc¢ni (rozdélovaci) konstanty Kp. (19); (22)

Cs

K D —
Cm

Distribu¢ni konstanta vyjadiuje pomér rovnovazné koncentrace slozky ve

stacionarni (cs) a mobilni (c,,,) fazi. Hodnota distribu¢ni konstanty odrazi dobu setrvani

molekuly ve stacionarni fazi. Cim je tato hodnota vy3si, tim vétsi je retence molekuly na
kolong. (19); (22)

3.2.2.2 Reten¢ni ¢as tp

Nejpouzivangjsi kvalitativni veli¢inou popisujici chovani analytu je reten¢ni Cas
(tr). Lze jej definovat jako dobu od nastiiku vzorku na kolonu, za kterou dosahne
elucni kiivka svého maxima. Vyhodou je snadnd méfitelnost, kterou vSak na druhé
stran¢ komplikuje jeho zéavislost na priitoku mobilni faze systémem, coz jej ¢ini méné
univerzalnim. Analyt, ktery neni zadrzovan na chromatografické koloné€ a pohybuje se
stejnou rychlosti jako mobilni faze, vykazuje mrtvy retenéni Cas (ty). Pokud odecteme
mrtvy retenéni ¢as (tg) od retencéniho ¢asu analytu dostaneme tzv. redukovany reten¢ni
Cas (t'g), ktery udava dobu interakce latky se stacionarni fazi. Je-li prokazana shoda
retenénich ¢ast piku léc¢iva v analyzovaném vzorku s retenénim casem piku standardu,
hovotime o dukazu totoznosti dané latky. (6); (8); (19)

3.2.2.3 Retencni objem Vp

Univerzalnéjsi veli¢inou slouzici k demonstraci chromatografického procesu je
retencni objem (Vg). Definuje vzdjemny vztah mezi retenénim cCasem (tg)
a objemovym pratokem mobilni faze obvykle vyjaditenym v ml/min (F,,). Pro retenéni
objem plati vztah (19):

VRsz'tR
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3.2.2.4 Retenéni faktor k

Retenéni faktor k (kapacitni faktor k’°, hmotnostni distribu¢ni pomér D,,)
charakterizuje miru retence analytu. Jeho hodnota nezavisi na rychlosti pritoku mobilni
faze a rozmérech chromatografické kolony. Retencni faktor pfedstavuje bezrozmérné
Cislo, které je tim v¢&tsi, ¢im vice je analyt v koloné zadrzovan a tedy eluovan pozdé&ji.
tp—ty Vp—Vo

k = ,
Ly Vo

kde Vr je reten¢ni objem, Vo mrtvy objem, tr retencni ¢as, to mrtvy retencni cas.

V mnohych ptipadech se reten¢ni faktor pohybuje v rozmezi 1-20, coz vypovida
o dostate¢né schopnosti analytu interagovat se stacionarni fazi. Jestlize vSak hodnota k

ptesahne 20, citlivost méfeni se snizuje a doba analyzy se prodluzuje. (8); (23); (24)

3.2.2.5 Selektivita a

Selektivitu neboli citlivost (a) definujeme jako schopnost chromatografického
systému rozlisit dva rozdilné analyty. Taktéz byva vyjadfovana jako pomér retencnich

faktorti dvou pika (K1, k2), pro jejichz dostate¢nou separaci musi byt a > 1. (8); (24)

k,

a=k—1

Citlivost zavisi na povaze stacionarni faze a na pomérech mobilni faze. Mize
byt ovlivnéna také analytem a jeho interakci s povrchem stacionarni faze. Obvykle
nebyva zavisla na slozeni eluentu ¢i teploté, pokud vsak tyto parametry piimo
neovliviiuji povahu analytu. (8); (24)

3.2.2.6 Utinnost kolony

Mirou kvality chromatografické separace je ucinnost. B€hem vyvoje metody
HPLC se snazime o co nejlepsi rozdéleni latek v nejkratSim case. Analyt vstiikneme na
kolonu ve formé =zbény, kterd se posunem kolonou postupné rozSifuje. Na
chromatogramu mtizeme pozorovat zavislost §itky piku na retenénim &ase. Cim delsi
retencni Cas (tr), tim vétsi Sitka piku (wW). Na utvafeni piku ma vliv skupina rozsitujicich
efektii pisobicich uvniti kolony. Uginnost kolony pak lze uvést jako miru téchto efekti.
(8); (19); (24)

Utinnost kolony taktéZ zavisi na kinetickych faktorech chromatografického
systému, jako jsou napf. molekularni diftize, vlastnosti kolony nebo rychlost pritoku
mobilni faze. Cim je naplit kolony homogennéjsi a jeji Gastice mensi, tim je Gi&innost

vyssi. (8)
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Miru ucinnosti kolony vyjadiuje bezrozmérna veli¢ina N, ktera je nazyvana
pocet teoretickych pater:

tp\>
v = sse ()
Wh
kde tr je reten¢ni ¢as a Wy, Sitka piku v poloving jeho vysky. (19)

Cim vys§i je polet teoretickych pater N, tim ma analytickd kolona vétsi

ucinnost. (19)

Pocet teoretickych pater ovliviiuje fada chromatografickych parametra, jako
jsou napt. (19):

e délka kolony (L)

e retencni faktor K (resp. reten¢ni Cas tR)

e rychlost pratoku mobilni faze (u)

e pramér ¢astic v chromatografické koloné (dy)
e teplota (T)

e viskozita mobilni faze (#)

Vhodnou optimalizaci selektivity a G¢innosti Ize dosdhnout dostatecné separace
jednotlivych slozek analytu. Kombinaci téchto parametri docilime celkové

charakterizace separace konkrétniho chromatografického systému (Obr. 4). (8)

16



High selectivity
High efficiency J

e

Low selectivity
High efficiency J

High selectivity
Low efficiency

Low efficiency
Low selectivity

Obr. 4: Vliv citlivosti a u¢innosti na separaci. (8)

3.2.2.7 RozliSeni Rg

RozliSeni popisuje miru separace dvou piki podobné jako selektivita.
V porovnani s ni jde o objektivnéj$i charakteristiku, protoze bere v uvahu také u€innost
vyjadifenou pomoci Sitky piku. RozliSeni je mozno zlepSit zvySenim Gc¢innosti, ptipadné

upravou selektivity. (8)

Lze vypocitat dle vzorce:

_ 1,18 (tgz — tg1)

s \
Wh1 + Wp

kde tr1 a trz jsou reten¢ni Casy ¢i vzdalenosti podél zakladni linie od bodu
nastiiku ke kolmicim spuSténym z vrcholii dvou sousednich pikll, pficemz plati, ze
tr2 > tr1, Wh1 @ W uvadi Sitky pikl v polovi¢ni vysce. (21)
V porovnani S G¢innosti sta¢i pouhé mirné zvySeni selektivity (1,05 — 1,15) k tomu,
abychom doséhli vyrazné zmény rozlieni (0,5 — 1,5). Uinnost by v tomto piipadé
musela byt zvySena téméf 8x. ZvySenim selektivity navic zkratime dobu analyzy,
jelikoz 1ze zvolit kolony s kratsi délkou o nizsi ucinnosti (Obr. 5). (19)
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Obr. 5: Vliv selektivity a u¢innosti na rozliseni (19)

3.2.2.8 Faktor symetrie As

Faktor symetrie piku (As) nebo téz faktor chvostovani (tailing factor T,) urcuje
do jaké miry je konkrétni pik asymetricky. (24)
Lze jej vyjadrit podle vzorce:

Wo,05
As =1

vvvvv

kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku ve dvaceting jeho vysky. (21)

Za idealnich podminek jsou piky dokonale symetrické a maji gaussovsky tvar.
Ve skute¢nosti vSak fada piki podléha tzv. frontovani nebo chvostovani. Faktor
symetrie mize nabyvat riznych hodnot. U vétSiny pikd se jeho hodnoty pohybuji
v rozmezi 0,9-1,4. (24)

Je-li hodnota faktoru symetrie rovna jedné, hovotfime o Uplné (idedlni) symetrii
piku. Pokud faktor symetrie dosahuje hodnot vétSich nez jedna, nazyvame tento jev
tailingem. Tailing piku mize byt zptisoben adsorpci nebo jinymi silnymi interakcemi
analytu se stacionarni fazi. Jedna-li se o fronting, hodnota faktoru symetrie je mensi nez
jedna. Fronting piku naopak muize byt dusledkem piesyceni (pfetizeni) kolony,
chemickou reakeci ¢i izomerizaci béhem chromatografického procesu. (24)

3.2.3 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf je zatizeni, které se skladd z nasledujicich zékladnich

soucasti (8):

e zasobniky mobilni faze
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e odplynovac (degaser)

e vysokotlaké ¢erpadlo

e davkovac vzorkl

e chromatograficka kolona
o detektor

e datova stanice (pocitac)

Obr. 6: Schéma kapalinového chromatografu
[1] Zasobniky mobilnich fazi, [2] odplynovac (degasér), [3] sméSovac, [4] vysokotlaké
cerpadlo, [5] davkoval vzorku, [6] chromatograficka kolona, [7] detektor, [8] sbérac
frakci, [9] datova stanice. (19)

Uspotadani kapalinového chromatografu (Obr. 6) miZze mit fadu obmén.
Nékteré soucasti lze ptidat, vyfadit nebo zménit potadi zapojeni. V ptipadé¢ isokratické
eluce je mobilni faze transportovana ze zasobniku mobilni faze do vysokotlakého
cerpadla. Pro gradientovou eluci je typicky ptivod mobilnich fazi ze dvou nebo vice
zasobnikl a jejich miseni podle zvoleného programu ve sméSovaci. V dal$im kroku je
provedeno odplynéni mobilni faze, které probiha v odplynovaci (degaser). Mobilni faze
dale sméfuje pies zatizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony. Poté
nasleduje detektor a nakonec datova stanice, kde dochéazi ke zpracovani a vyhodnoceni

signalu chromatografickym softwarem. (19)

3.2.3.1 Zasobniky mobilnich fazi

Pro kontinudlni provoz celého systému je nutné, aby zasobniky obsahovaly
dostatecné mnozstvi rozpoustédel. Mohou byt vybaveny systémem pro odplynéni
a specialnimi filtry zhotovenymi z kovu nebo teflonu s porozitou 0,20 pm. Filtry slouzi
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k zachyceni nezadoucich tuhych ¢astic, které by se mohly dostat do HPLC systému.
Je dilezité pravidelné kontrolovat, zdali jsou zasobniky dobie uzavieny z divodu
kontaminace okolnim prostfedim nebo vzhledem k moznému riziku unikani par. (8);
(19)

3.2.3.2 Odplyiiovac (degaser)

Systém pro odplynéni slouzi k velice efektivnimu odstranéni bublinek
rozpusténych plynt z mobilni faze. Pomoci odplynéni mizeme eliminovat nasledujici
problémy (19); (24):

e nestabilita zakladni linie

e ztrata citlivosti detekce

e neopakovatelnost retencnich Casti

e nespravna opakovatelnost davkovani vzorku
e nestabilita chodu Cerpadel

Vyuzivame dva zplsoby odplynéni mobilni faze — probublavani heliem nebo
vakuovy degaser. V sou€asné dobé se vSak vice uplatiuje pouZiti vakuového degaseru,
jelikoz se jedna o rychlejsi, ¢innéjsi a Gisporngjsi alternativu. Mobilni faze prochazi
semipermeabilnimi kapilarami, jejichz stény jsou propustné pouze pro plyny. Vlivem
gradientu tlaki vné a uvnitf kapilary dochazi k ptechodu plynli do vakuové komory.
Volbou zéasobniku a jeho umisténim ovliviiujeme zavzdu$néni mobilni faze. Poloha
zasobniku mobilni faze musi byt vzdy vySe nez chromatografické cerpadlo, aby
dochazelo k vyrovnavani tlakt. Citliva na odplynéni jsou zejména Cerpadla vyuzivajici
nizkotlaky misici systém. (19);(24)

3.2.3.3 Vysokotlaké ¢erpadlo

K zajisténi stadlého a nepfetrzitého toku mobilni faze chromatografickym
systémem slouzi vysokotlaké cerpadlo (pumpa). Na cerpadla jsou kladeny pomérné
vysoké naroky (8); (19):

e vystupni tlaky na Cerpadlech v rozmezi 1 az 100 MPa

e Siroce nastavitelny priitok v rozmezi 0,1 az 10,0 ml

e spravnost a presnost pratoku do 1 %

e odolnost materidlu vii¢i korozi 1 pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi

e nizky vnitini objem Cerpadla k umoZnéni rychlé vymény mobilni faze
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Cerpadla lze klasifikovat nékolika zptisoby: podle rozsahu pritoku, podle

hnaciho mechanismu nebo podle metody miseni. (24)

Nejnovejsi Cerpadla umoznuji michdni rozpoustédel z raznych zasobnikl
nizkotlakym nebo vysokotlakym misicim systémem. Nizkotlaky misici systém vyuziva
pouze jedno Cerpadlo. Slozky mobilni faze jsou miseny jesté pied vstupem do cCerpadla
pomoci proporciondlniho ventilu. Oproti tomu pii pouziti vysokotlakého misiciho
systému ma kazda slozka mobilni faze své Cerpadlo. Miseni probihd az za Cerpadly, za
vysokého tlaku. Soucasti tohoto systému je i kontrolni jednotka, ktera upravuje pritok
jednotlivych ¢erpadel (Obr. 7). Nevyhodou vysokotlakého misiciho systému jsou jeho

vysoké pofizovaci ndklady a udrzba. (24)

A
Pump A
-
2
°
5 —
(&)
""" Pump B
B

Solvent A
g
Solvent B -
_5 ® Pump —>
—13s
Solvent C g 3
0o
Solvent D a

Obr. 7: Schéma vysokotlakého [A] a nizkotlakého [B] misiciho systému. (24)

3.2.3.4 Davkovacd vzorku

Davkova¢ vzorki (injektor) umoziuje nastiiknuti pfesného mnozstvi analytu na
chromatografickou kolonu bez preruseni toku mobilni faze. Injektory lze délit na
manualni smy¢kové, fungujici na principu piepinacich ventild, nebo automatizované
(tzv. autosamplery), jejichz pouziti v dne$ni dobé nezadrzitelné roste. Vzhledem ke
zvySujicim se pozadavkim na automatizaci ddvkovaciho procesu a na odolnost proti
tlaku se manualni ddvkovace vyuzivaji uz jen ziidka. Automatické davkovace rtizné
konstrukce nachazeji uplatnéni zejména v rutinnich laboratofich zpracovavajicich velké
mnozstvi vzorkd. (8); (19); (24)
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Automatické davkovace se vyznacuji spojenim injek¢ni stiikacky se zasobnikem
vzorkd. K uchovéavani vzorkll slouzi mikronadobky (tzv. vialky), které jsou uzaviené
pryzovym septem ¢i perforovanou zatkou z polypropylenu. Jedna se 0 nadobky rtiznych
objemil (nejcastéji 2 ml) zhotovené ze skla ¢i plastu. V piipadé malého mnozstvi vzorku
se do vialek umistuji tzv. inserty, které maji objem pouze n¢kolik set ul. Vialky se
vkladaji do zasobniku. Jednotlivé autosamplery se od sebe 1isi konstrukci a principem
davkovani. Jejich pouziti umoznuje snizit néklady a zvysit produktivitu a pfesnost.
Vyhodou automatickych davkovaclti je moznost naprogramovani a schopnost pouzit

I malé mnozstvi vzorku. (19); (24)

3.2.3.5 Chromatograficka kolona

Kolona je srdcem celého chromatografického procesu. Praveé zde totiz dochdzi
k separaci jednotlivych slozek analyzované smési. Kolona je mistem, kde se dostava do
kontaktu mobilni faze s fazi stacionarni. Méla by byt dostate¢né ucinna a selektivni,
dale také odolnéd viici vysokym tlakiim a chemickym latkdm obsaZenym v mobilnich

fazich. Kromé toho by se méla vyznacovat dlouhou Zivotnosti. (8); (23)

Kazda kolona je konstruovana ze dvou ¢asti. Jednak to je vlastni t€lo kolony, coz
je v podstaté trubice ¢i kapilara rovnomérné naplnéna nebo pokryta stacionarni fazi,
jednak koncovka kolony, kterd zabezpeCuje tésnost chromatografického systému
v oblasti tlakii pouzivanych v HPLC, umoziuje plynulou distribuci mobilni faze
a analytu a zadrzuje ndpln kolony. Tésnost kolony je velice diilezitym parametrem.
Pokud neni dostatecna, mize dochdzet k podtékani v systému a krystalizaci pouzitych
soli a pufrii. Vlastni HPLC kolona se sklada z kovového plaste, nejcastéji z nerezové
oceli, ktery je uzavien porézni kovovou fritou. Frita brani uvoliiovani stacionarni faze
Z kolony a zaroven pfispiva k plynulému toku mobilni faze. Na koncich kolony se
nachazeji ochranné krouzky s koncovou hlavici, v niz je navrtan vstup pro kapilaru se
Sroubem (Obr. 8). (19); (23)
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Obr. 8: Konstrukce chromatografické kolony.
[1] PI4st kolony, [2] kovova frita, [3] stacionarni faze, [4] ochranny krouzek, [5]

koncova hlavice, [6] vstup pro kapilaru se Sroubem. (23)

V HPLC analyze se nejcastéji vyuzivaji konvencni analytické kolony o délce
laz 30 cm s vnitinim primérem v rozmezi 2 az 5 mm. Népln kolony je tvofena

Casticemi o rozméru 1 az 10 pum. (19)

Kolonu lze chranit pfed poskozenim ¢i zneCiSténim ze vzorku pouzitim
predkolony. Jedna se o kratsi kolonu, ktera se uplatiuje predevs§im pii analyze slozitych
smési (napf. biologicky material). Je mozné je umistit rovnéZ mezi zadsobniky mobilni

faze a davkovaci zafizeni, kde chrani kolonu pfed kontaminanty z mobilni faze. (25)

K zajisténi rovnomérné distribuce teploty v prostoru se pouZziva termostat.
Termostatovani kolon je dilezité zejména v ptipad€, kdy chceme zabranit teplotnim
fluktuacim na koloné, coz se nasledné projevuje Vv pribéhu monitorovani zakladni linie.
Dale pak u solutli, u nichZ ma teplota velky vliv na kapacitni poméry. V HPLC se pfi
zvyseni teploty o 1 °C kapacitni pomér zmensuje o 1 %. Termostaty délime na dva

typy: kapalinové a teplovzdusné. (19); (23)

3.2.3.6 Detektor

Dalsi vyznamnou soucasti chromatografického systému je detektor. Toto
zafizeni umoznuje nepfetrzity zaznam HPLC analyzy. Detektor se nachazi za
chromatografickou kolonou a snima rozdil odezvy pfi pruchodu cCist¢ mobilni faze
a mobilni faze obsahujici analyt. Na méfeny signal ma vliv objemova rychlost pratoku
mobilni faze, teplota, kontaminanty mobilni faze apod. Optiméalni detek¢ni zatizeni by
se mé¢lo vyznacovat univerzalnosti, vysokou citlivosti, linearitou, spolehlivosti, snadnou
manipulaci a pfiméfenou cenou. Podstatnd je taktéz odolnost detektoru viic¢i zménam
tlaku, teploty a sloZzeni mobilni faze. Vybér detektoru se odviji od vySe uvedenych

vlastnosti. Detektory klasifikujeme na koncentracni a hmotnostni. Lze je také d¢lit na
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destruk¢ni a nedestrukéni podle toho, zda v nich dochazi k chemické zméné detekované
komponenty. (8); (19); (23)

Jednoznacné pievladajici detek¢ni technikou byly UV-VIS spektrofotometry
a spektrofotometry s diodovym polem (diode-array detector, DAD). Nasledovaly

detektory fluorimetrické,

elektrochemické,

refraktometrické,

vodivostni

a dalsi.

V soucasné dobé se vSak dostava stale vice do popiedi hmotnostni spektrometrie. (19)

Piehled pouzivanych detektorti je uveden v Tab. 1.

SPEKTROFOTO- FLUORI- REFRAKTO- ELEKTRO- P
METRICKY METRICKY METRICKY | cuEmicky | VYOPIVOSTNI
TYP ., ., ., ., .,
DETEKTORU nedestruktivni | nedestruktivni | nedestruktivni destruktivni nedestruktivni
ODEZVA selektivni selektivni univerzalni selektivni selektivni
MERENA intenzita . .
VELICINA absorbance fluorescence index lomu el. proud vodivost
CITLIVOST
(hmotnost/ml) ng P9 HE P9 ng
L;gEZ‘gARgI 10° 10° 10* 10° 10°
ZAVISLOST
ODEZVY NA ne ne ano ano ano
PRUTOKU
Z:r 551%232; nizka nizka vysoka vysoka vysoka
GRA;{E%TEOVA ano ano ne ne ano
Tab. 1: Pfehled pouzivanych detektort. (23)
3.2.4 Validace

Validace je proces, ktery si klade za cil stanovit podminky, pfi nichz je

vypracovand metoda aplikovatelna.

Zaroven zajistuje stejnou

spolehlivost  pfi

opakovaném pouziti v jedné nebo i v riznych laboratofich. Provadi se vzdy pii vyvoji
nové metody, pfi zmeéné metody, pii pfeneseni metody do jiné laboratofe nebo pfii

prikazu rovnocennosti dvou metod. Valida¢ni parametry se zapisuji do validacniho
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protokolu dopInéného o piislusnou dokumentaci (napi. chromatogramy). Jejich vybér se
stava zakladnim kritériem pro posouzeni zpusobilosti metody ¢i systému. Smyslem

validace je demonstrovat vypracovanou metodu jako vhodnou pro dany ucel. (6)

e Spravnost (accuracy)

Spravnost vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. (6)

e Piesnost (precision)

Ptesnost definuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
ziskanymi s jednim homogennim vzorkem. RozliSuji se tfi Urovné piesnosti:

opakovatelnost, mezilehla piesnost a reprodukovatelnost. (6)

e Selektivita, specificita (specificity)

Selektivita je vlastnost zméfit spravné a specificky danou latku v pfitomnosti
jinych latek, Které lze predpokladat. Muze se jednat o G¢inné latky u slozenych
pripravkli, pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty c¢i zbytkova
rozpoustédla. (6)

e Detekéni limit (LOD)

Detekeni limit je podobné jako kvantitativni limit parametrem citlivosti metody.

cv v

e Kvantitativni limit (LOQ)
Limit kvantifikace vyjadfuje nejnizsi koncentraci latky, ktera je stanovitelna
S piijatelnou piesnosti a spravnosti. (6)
e Linearita (linearity)

Linearita definuje schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci

stanovované latky. (6)

e Rozsah (range)

Obvykle je odvozovan z linearity metody. Rozsahem rozumime koncentra¢ni

rozmezi, V kterych mize byt metoda aplikovana. (6)
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¢ Robustnost (robustness)

Robustnost je mira vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Hlavnim

cilem je ur¢it podminky, které by mohly ovlivnit ziskané vysledky.(6)

Soucasti validace analytické metody je rovnéz test zpusobilosti (System
suitability test, SST). Test zpusobilosti zajiStuje pfiméfenou  ucinnost
chromatografického systému. Definuje urcité¢ piedepsané parametry, které musi byt
splnény a dodrzovany. Mezi tyto parametry patfi: u¢innost kolony, kapacitni faktor,
rozliSeni, faktor symetrie ¢i relativni retence. Pokud néktery z parametri neodpovida,
upravi se chromatografické podminky tak, aby byla splnéna kritéria zplsobilosti
chromatografického systému a zaroven aby nedoslo k vyraznému pozménéni metody.
Rozmezi povolenych zmén se uvadi v pfisluSnych lékopisnych monografiich. Pfi
splnéni pozadovanych kritérii testu zptsobilosti se ocekava, ze diive provedenad validace

je platna. (6)

3.3 Core-shell kolony

V soucasné dobé nachéazeji uplatnéni kolony naplnéné povrchové poréznimi
¢asticemi. V porovnani s konvencénimi plné poréznimi casticemi jejich pouziti roste
astavaji se novym trendem v analyze biologickych, toxikologickych 1 jinych
farmaceuticky vyznamnych sloucenin. Jejich hlavni teoretické aspekty jsou zodpovédné
za prekvapivé dobré chromatografické chovani a predstavuji jednu z vedoucich linii ve

vyvoji kapalinové chromatografie. (26)

3.3.1 Slozeni core-shell kolon

Utinnost a rychlost chromatografického procesu lze ovlivnit pouzitim kolon
naplnénych povrchové poréznimi ¢asticemi (porous shell particles, fused core particles,
superficially porous particles). Koncept této struktury byl popsan jiz v 60. letech, kdy
byla poprvé pfipravena ¢astice s pevnym jadrem potazenym poréznim plastem.
V pozdéjsich letech probéhlo zdokonaleni postupu vyroby téchto Castic, které byly
dostupné pod oznaéenim HALO &astice. Castice jsou tvofeny tuhym neporéznim jadrem
o pruméru 1,7 um a vrstvou porézniho obalu o §ifce 0,5 um. Povrchova vrstva zaujima
asi 75 % celkového objemu castice a obsahuje pory o rozméru 9 nm. Povrchové porézni
¢astice jsou k dispozici o celkovém priaméru 1,6 um, 2,6 nebo 2,7 um a 5 um (Obr. 9).
(19); (26)
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Obr. 9: Struktura pIn¢ porézni (vpravo) a core-shell ¢astice (vlevo). Difuzni cesta

ob&ma ¢asticemi je znazornéna Cervené. (27)

Velikost core-shell castic je jednim z nejdilezitéjSich parametrt. Zahrnuje
primér jadra, tloustku vngjsi vrstvy, celkovy prumér Castic, stupeit nerovnosti povrchu,
primé&rny objem a také relativni smérodatné odchylky téchto vlastnosti. Jednotlivé core-

shell ¢astice se navzajem lisi svym tvarem a zrnitosti povrchu. (28)

3.3.2 Utinnost povrchové poréznich &astic v core-shell kolonach

Pritomnost specifickych povrchové poréznich ¢astic vyznamné zlepSuje ucinnost
chromatografické separace. Nepropustné pevné jadro pro analyt zplisobuje zkraceni
difizni drdhy. Disledkem je zvySeni Uc€innosti kolony, tj. sniZeni vySkového
ekvivalentu teoretického patra. (19)

Vys$i ucinnost povrchové poréznich ¢astic se odviji od ne€kolika faktorti, mezi
néZ patii relativné maly primér ¢astic, vyskyt porézniho obalu a ve srovnani s celkové
poréznimi cCasticemi také velmi Uzka velikostni distribuce Ccéstic. Pravidelnéjsi
distribuce castic pfispivd k dosaZeni optimalni hustoty naplnéni chromatografické
kolony. To ma za nasledek zkraceni difuzni drahy a zrychleni doby analyzy.
Vzdalenost, kterou musi analyt ptekonat, je pouze $ifka porézni vrstvy (Obr. 10). (19);
(29)
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Obr. 10: Porovnani vlastnosti core-shell ¢astic s pln€ poréznimi ¢asticemi. (29)

Vlivem zkraceni difizni drahy se snizuje schopnost retence. Muze se lisit
Vv zéavislosti na obsahu uhliku, priméru porti, povaze endcappingu a zvolenym postupem

pti vyrobé kolon. (30)

3.3.3 Vyhody a nevyhody pouziti povrchové poréznich ¢astic

Vyhodou pouziti povrchové poréznich ¢astic je zejména znacna rychlost analyzy
a vyborna uc¢innost. Timto se core-shell kolony zdaji byt piesvédéivou alternativou ke
konvenénim kolonam. V porovnani s kolonami, které obsahuji ¢astice mensi nez 2 um,
core-shell kolony dosahuji piiblizné¢ 0 6-33 % niz§i Gcinnosti, nicméné za vzniku
piiblizn¢ o polovinu niz§iho zpétného tlaku, coz umoziuje vyuzit standardni HPLC
separaci. (26); (31)
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Oproti tomu velkou nevyhodou jejich pouziti je skutecnost, ze zakladem vsech
stacionarnich fazi kolon s povrchové poréznimi Casticemi je silikagel. To vede ke
zna¢nému omezeni chemické stability s pH v rozmezi 2 az § a zaroven teplotni stability,
kdy teplota vétsinou nesmi ptesdhnout 60 °C. Spektrum dostupnych modifikaci
stacionarnich fazi je vSak relativné Siroké a zCasti zahrnuje i separace na reverzni fazi
a HILIC. (19)

V souvislosti s redukci praméru c¢astic splituji kolony s povrchové poréznimi
Casticemi pozadavky na potfebnou vykonnost a separaci s vysokym rozliSenim, zatimco
Sitka porézni vrstvy zajistuje dostateCnou retenci i kapacitu vzorki. Kromé toho nizka

spotieba rozpoustédel zlepsuje ekonomiku procesu. (30); (31)

3.4 Biodegradabilni polymery - PLGA

V poslednich letech se dostavaji do poptedi latky povahy biodegradabilnich
polymert.. Jedna se o odbouratelné polymerni biomateridly se specifickymi vlastnostmi,
diky nimz nalezly uplatnéni v chirurgii, ortopedii, tkdfilovém inzenyrstvi a pii formulaci
1é¢ivych pripravka. (5)

Na rozdil od stabilnich biomateridli maji piiznivéj$i vliv na regeneraci

poskozené tkané, a proto se hojné vyuzivaji pro biomedicinskou aplikaci. (5)

Zakladnim ptedpokladem pro kvalifikaci biomateridlu je jeho biokompatibilita,
ktera popisuje snasenlivost latek v biologickém prostiedi. Zavisi na nescetnych
faktorech materialu pocinaje chemickymi, fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi aZ po

tvar a strukturu materialu. (5)

Mezi dalsi dulezité rysy biomaterialt patii (5):

rrrrrr

implantaci v téle
e pfijatelnd Zivotnost
e degradacni Cas odpovidajici dob¢€ hojeni ¢i procesu regenerace

e nezavadnost degradacnich produkti a jejich schopnost se metabolizovat a

opustit télo
e vhodna propustnost a zpracovatelnost pro zamyslenou aplikaci

V soucasné dob¢ neexistuje pouze jediny polymerni systém, ktery bychom mohli
povazovat za idedlni biomateridl. Vzhledem ke sloZitosti a rozsahu aplikaci je nutné
neustdle vyvijet Sirokou Skéalu biologicky rozlozitelnych materidli odpovidajicim
konkrétnim a jedine¢nym pozadavkim lékatské aplikace. (5)
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3.4.1 Struktura PLGA

Kopolymery kyseliny D, L-mlé¢né a kyseliny glykolové se oznacuji jako
poly(laktidy-co-glykolidy). V praxi se zpravidla setkdvame se zkratkou PLGA. Jedna se
0 produkty reakce dvou a-hydroxykyselin vzniklé kondenzaci a naslednou polymeraci.
Polymer kyseliny mlé¢né (PLA) mize existovat v opticky aktivni formé (L-PLA) a
opticky neaktivni racemické formé (D,L-PLA). Pouziti D,L-PLA je upiednostiiovano
pred L-PLA, jelikoz umoziuje vétsi homogenni disperzi 1é¢iva v polymerni matrici.
Kyselina mlécna je vice hydrofobni nez kyselina glykolové, proto kopolymery

s prevahou laktidi jsou mén¢ hydrofilni a degraduji pomaleji. (4); (32)

3.4.2 Syntéza

Polyestery (PES) mohou byt syntetizovany riznymi zplsoby. Mezi nejcastéjsi
patii pfimd polykondenzace za pouziti katalyzatoru a snizeného tlaku, azeotropicka
polykondenzace, polymerace v pevném stavu ¢i polymerace za otevieni kruhu. (4)

Ptimou kondenzaci se polymeruje kyselina mlé¢na za ptitomnosti katalyzatoru
a snizeného tlaku. Touto cestou lze ziskat PLA o nizké molarni hmotnosti (My).
Pti¢inou je obtizné odstranéni molekul vody zvysoce viskdzni reakéni smesi.
V prubé¢hu syntézy neni mozné kontrolovat stereoregularitu, proto ma vysledny PES
hor$i mechanické vlastnosti. Tato metoda je pouzitelnd zejména V piipadé, pokud
pozadujeme polymer s nizkou M. Polymery o vys$§i My mlzeme pfipravit za pouZziti
prepolymeri.(4); (33)

Azeotropickd kondenza¢ni polymerace ptfedstavuje vhodnou cestu pro syntézu
vysokomolekularnich PES. B&hem reakce se vyuZzivad vysoce ucinného katalyzatoru
a nizkovrouciho organického rozpoustédla. V zavéru syntézy se odstrani voda, jakoZto
vedlejsi produkt, a rozpoustédlo se susi a recykluje zpét do reakce. Vzhledem
k moznému riziku depolymerizace a racemizace se voli reakéni teplota tak, aby
nepiesdhla teplotu tani polymeru. Timto zplisobem lze pfipravit vysoce Cistou PLA. (4);
(33)

Polymerace v pevném stavu (solid state polymerisation — SSP) pfedstavuje
proces, ktery zahrnuje zahfati semi-krystalického, pevného prepolymeru o relativné
nizké My nad teplotu skelného ptrechodu a pod teplotu tani za soucasného odstranéni
vedlejsich produktli z povrchu materidlu. Samotna reakce se uskuteciiuje na reaktivnich
koncovych skupinach nachéazejicich se v amorfnich oblastech polymeru. Reakéni
teplota je v tomto piipadé klicovym parametrem. Jeji hodnota by méla byt dostateéné
vysoka pro narist fetézce polymeru, ale zaroven dostatecné nizkd, z divodu moznych
vedlejSich reakci jako jsou napt. cyklizace Ci tepelna, hydrolytickd a oxidativni
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degradace polymeru. K vyhodam polymerace v pevném stavu patii pfedev§im nizka
frekvence vedlejsich reakci a prakticky zadné znecisténi zivotniho prostiedi vzhledem

k minimalnimu pouziti organickych rozpoustédel. (4); (33); (34)

Polymerace za otevieni kruhu (ring-opening polymerisation — ROP) je metoda,
ktera se vyuziva pro syntézu vysokomolekularnich polymer s vysokym stupném
stereoregularity. Reakce vychazi z nizkomolekularnich oligomert, které se za vysoké
teploty a nizkého tlaku v pfitomnosti katalyzatorti transformuji v cyklické dimery
kyseliny mlé¢né — laktidy. Laktid je Sesticlenny cyklicky dimer vyskytujici se ve tiech
stereoisomernich formach (Obr. 11). (4); (33)

N o b %050 HiC
0. _0
ch'l \f H*l f Hl ~F
e e CH p -
07 1073 0Z 07 %, = 0% o =
CH, H CH,

D,D - Lactide L.L - Lactide D.L - Lactide

Obr. 11: Ruzné stereoisomerni formy laktidu (33)

Krystalicky laktid musi byt vysoce ¢istény, jelikoz v surovém stavu obsahuje
necistoty, které by mohly negativné ovlivnit priabéh polymerace. Dle pouZitého
reakéniho mechanismu a iniciatoru rozliSujeme aniontovou, kationovou a koordina¢né-

insertni polymeraci za otevieni kruhu. Obecné schéma ilustruje Obr. 12. (4); (33)
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Obr. 12: Schéma polymerace za otevieni kruhu alifatickych a-hydroxykyselin (35)

Jako nosice 1éCiv se nejvice vyuzivaji vétvené polymery o niz$i My. Vyznacuji
se kratkou dobou degradace v iadu nékolika hodin az dnt. Lze je syntetizovat
stupfiovou kopolymeraci ternarniho systému, ktery je sloZzen zekvimolarni smési
kyseliny glykolové a kyseliny D,L-mlécné. Tento systém dopliuje vétvici slozka
rizného typu a koncentrace. Nejc€astéji se takto uplatiiuji vicesytné alkoholy a cukry,
jako je napf. mannitol, pentaerythritol, glukosa nebo polyvinylalkohol. (4)

3.4.3 Degradace

Pro bioresorbovatelné alifatické PES odvozené od kyseliny mlécné a kyseliny

vvvvvv
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pronikajici vody do polymeru dochézi ke Stépeni fetézcti a naslednému snizeni My,
V ptipad¢ PES o vysoké M, zatim neni hmotnost polymerniho télesa ovlivnéna.
Nasledujici faze, nazyvand eroze, se vyznacuje vyraznym snizenim hmotnosti télesa
a tvorbou ve vodé rozpustnych oligomerd a monomert. Tyto pak difunduji k povrchu
télesa. (4); (36)

Degradac¢ni proces mize byt homogenni nebo heterogenni. Nosice 1é¢iv na bazi
homopolymeri a kopolymeri kyseliny mlééné a glykolové se rozkladaji
prostiednictvim homogenni degradace. Pfi homogenni degradaci (bulk degradation)
probihaji zmény v celém objemu polymerniho télesa a rychlost pronikajici vody do
télesa dosahuje stejnych nebo vySSich hodnot nez rychlost difuze rozpustnych
degradac¢nich produkti ztélesa. Jedna-li se o heterogenni degradaci (surface
degradation), rychlost pronikajici vody je pomalej$i nez tvorba a difuze rozpustnych
degrada¢nich produktt. Probihajici zmény pii homogenni a heterogenni degradaci
ilustruje Obr. 13. (4); (37)

-
—.v -4

degree of degradation

Bulk Degradation
Surface Degradation

degradation time interval

Obr. 13: Schéma homogenni a heterogenni degradace (38)

3.4.4 Plastifikace

Plastifikatory ptedstavuji slozku polymerniho systému, jejichz spravny vybér
a koncentrace koreluji s prabéhem a dobou degradace polymerniho nosice
a uvolnovanim inkorporovaného 1é¢iva. Chemicky primysl nabizi nepfeberné mnozstvi
ruznych plastifikatord, avSak pouze nékteré jsou schvalené pro farmaceutické pouziti.
Plastifikatory snizuji kiehkost, zvySuji mechanickou odolnost a ovliviiuji taktéz
zpracovatelnost polymeru. Jejich pouzitim dochazi k solvataci celé molekuly

a naslednému zvétSeni vzdalenosti mezi molekulami. Tim se oslabuji intermolekuldrni
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sily a klesa reaktivita polymeru. V praxi nachazeji uplatnéni plastifikatory s polymerem
misitelné ¢i  nemisitelné, hydrofilni nebo lipofilni, nizkomolekularni ¢i
vysokomolekularni. Z bezpecnostniho hlediska by nemély byt pfilis tékavé, aby
nedochazelo k jejich vyprchani pii zvySené teploté béhem zpracovani nebo pfi
uchovavani. (4); (39); (40)

3.5 Stanoveni a separace terbinafinu

Cesky 1ékopis vyuziva pro stanoveni terbinafinu vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii. Byla vybrana analyticka kolona Cig 0 rozmérech 150 mm x 3 mm
a zvolena teplota 40 °C. Pro ptfipravu mobilni fize je nutné vyrobit tlumivy roztok
arozpoustéci smes. Samotnd mobilni faze je pak smési objemovych dili tlumivého
roztoku a rozpoustéci smési Vpoméru 30:70 nebo 5:95. Detekce probiha
spektrofotometricky za pouziti vinové délky 280nm. Pritokova rychlost ¢ini 0,8ml/min
a objemu nastiiku je 20 pl. (21)

Jako dal$i zpisob stanoveni terbinafinu se jevi pouziti vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie za téchto podminek: analyticka kolona Vertical® RP-C;g 0 rozmérech
250 mm x 4.6 mm a velikosti ¢astic 5 um, mobilni faze ve slozeni methanol a voda
(95:5), rychlost pritoku 1,2 ml/min, detekce pii 254nm. Retenéni Cas terbinafinu se
pohybuje okolo 6 minut. Pouziti této metody je uc¢inné. Byla ovéfena jeji spravnost,
piesnost, robustnost a linearita v celém analytickém rozsahu. Je specificka pro stanoveni
a kvantifikaci terbinafinu jak v roztoku ¢i tabletach, tak ve vzorcich pro disoluéni testy.
(41)

Dalsi HPLC metoda byla vyvinuta pro stabilitu indikujici testy. Analyza
probihala na koloné ZORBAX Eclips XDB Cig o rozmérech 150 mm x 4,6 mm
s velikosti ¢astic 3,5 um, pii teploté 30 °C a UV detekci pii 222nm. Jako mobilni faze
byla zvolena smés pufru, isopropylalkoholu a methanolu v poméru 40:12:48. Pufr byl
ptipraven smichanim 1000 ml vody s2 ml triethylaminu za soucasné Upravy pH
kyselinou trifluoroctovou na hodnotu 3,4. Pritokova rychlost byla 1 ml/min. Navrzena
metoda byla s ispéchem aplikovana pro stanoveni terbinafinu ve form¢ tablet. Tento
zpusob stanoveni poskytl vysledky, které byly v souladu s vysledky ziskanymi
referen¢ni metodou. K prokazani stability byla dana latka v souladu s piislusnymi
pokyny podrobena degrada¢nim procesim. Ukazalo se, ze v prubéhu oxidace se
terbinafin mirn€ degradoval, zatimco za jinych stresovych podminek zlstal stabilni.
(42)

Pro stanoveni terbinafinu, jeho necistot a tii degradacnich produkti byla
optimalizovana a validovina RP HPLC metoda s vyuzitim propylparabenu jako

vnitfniho standartu. Analyza probihala na kapalinovém chromatografu Schimadzu LC-
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2010 C se zabudovanym UV-VIS detektorem. Teplota byla nastavena na hodnotu 25
°C. Byla pouzita analytickd kolona NUCLEOSIL 100-5-CN o0 rozmérech 250 mm %
4,6 mm a cCasticemi o velikosti 5 um. Pro separaci byla zvolena mobilni faze slozena
z tetrahydrofuranu, acetonitrilu a citratového pufru o pH 4,5 v poméru 10:20:70.
Detekce byla provedena pii vinové délce 226 nm, optimalni pritok ¢inil 0,8 ml/min
a objem nasttiku byl 2 ul. Metodu lze aplikovat pro bézné stanoveni terbinafinu a vsech
jeho necistot podobné struktury s uspokojujici piesnosti, spravnosti a selektivitou. Doba
analyzy byla kratsi nez 32 minut. (43)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1

4.2

Pouzite chemikalie

Pristrojové vybaveni

Purifikovana voda:
Acetonitril (ACN):
Terbinafin baze:

Kyselina citronova:

Hydrogenfosforecnan sodny:

Degasér:

Pumpa:

SméSovaci jednotka:
Termostat:

Kolona:

Predkolona:

UV/VIS detektor:
Pocita¢ovy software:

Analytické vahy:

Magnetickd michacka:

pH konduktometr:
Vakuové ¢erpadlo:
Stiikackovy filtr:

Ultrazvukova lazen:

MilliQ, Millipore
Sigma Aldrich
KFT, FaF UK
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Shimadzu GT-154

Shimadzu LC-10AD VP

Shimadzu FCV-10AL VP

Shimadzu CTO-10ACVP

Ascentis Express ES-CN; 15 cm x 4,6 mm; 2,7 um
Ascentis Express ES-CN; 0,5 cm x 4,6 mm; 2,7 um
Shimadzu SPD-20A

Clarity version 5.0.0.323

Sartorius GMBH (typ: A200S)

MrHei — Mix S

InoLab pH/Cond 720

Vace-space 20

MS Nylon; 0,22 pm

Bandelin Sonorex
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4.3 Pracovni postupy piipravy roztokii

4.3.1 Priprava citrat fosfatového tlumivého roztoku o pH 4

K ptipravé citrat fosfatového pufru byla pouzita kyselina citronova o koncentraci
0,01 mol/l (M, = 192,12 g/mol) a hydrogenfosfore¢nan sodny o koncentraci 0,02 mol/l
(M, = 141,96 g/mol). Navazka 0,96 g kyseliny citronové byla pfevedena do odmérné
banky o objemu 500 ml a doplnéna purifikovanou vodou po rysku. Zasobni roztok
hydrogenfosfore¢nanu sodného byl pfipraven v odmérné bance rozpusténim 0,71 g soli
v 250 ml purifikované vody. Pfislusné roztoky byly smichany v kédince v poméru 2:3.
U vysledného roztoku byla pomoci pH konduktometru stanovena hodnota pH. Ptipadné

odchylky od pozadovaného pH byly upraveny pfidanim roztoku kyseliny nebo soli.

4.3.2 Priprava mobilni faze

Jako mobilni faze byla zvolena smés citrat fosfatového pufru a ACN. Nejprve
byl pfipraven citrat fosfatovy pufru o pH 4 a ten byl ndsledné smichan s ACN v poméru
40:60. Smés byla dale zfiltrovana za pouziti podtlaku 0,4 bar pfes membranovy filtr o
velikosti port 0,22 pm.

4.3.3 Priprava zasobniho roztoku standardu terbinafinu

Zasobni roztok terbinafinu o koncentraci 2,5 g/l byl piipraven navazenim
0,0625 g standardu terbinafinu, ktery byl nasledné¢ pieveden do odmérné banky
0 objemu 25 ml a doplnén ACN po rysku. Vznikly roztok byl pouzit jako standard
terbinafinu pfi fedéni kalibra¢nich roztokd S niz§i koncentraci terbinafinu. Zasobni

roztok byl uchovavan v chladnicce pii teploté okolo 3 °C

4.3.4 Priprava kalibracnich roztokii terbinafinu

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ze zdsobniho roztoku terbinafinu
0 koncentraci 2,5 g/l. Pti tvorbé kalibra¢ni fady byly zvoleny koncentrace 0,1 g/l,
0,075 g/l, 0,05 g/l, 0,025 g/l, 0,01 g/l a 0,0025 g/l. Kalibra¢ni roztoky byly nasledné
fedény smési pufr:ACN v poméru 40:60 a poté zfiltrovany pomoci injekéni stiikacky

ptes filtr o velikosti pért 0,22 pm do vialek.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyvoj chromatografické metody

Pti optimalizaci HPLC metody pro stanoveni terbinafinu se vychazelo z metody
vyvinuté Mgr. Zahalkou (KACH) a mirné poupravené dr. Drastikem (KBFCH):

Mobilni faze: citrat fosfatovy pufr:ACN 60:40 (v/v)
pH tlumivého roztoku: 45

Pratok: 0,9 ml/min

Teplota: 60 °C

VInova délka detekce: 226 nm

Déavkovany objem: S5ul

Retencni ¢as terbinafinu: 9,3 min.

Celkovéa doba analyzy: 12 min.

Pii zvolenych vychozich podminkach byla doba analyzy terbinafinu dlouha

(Obr. 14), vysoké koncentrace soli v pufru piedstavuji zvySené riziko ucpani kolony a

vysoka teplota snizuje Zivotnost kolony. Z téchto divodu byly analytické podminky

dale optimalizovany.

100 -

80 -

60

40 -

Napéti [mV]

) PN LN

2 4 6 8 10 12 14 16
Cas [min]

Obr. 14: Chromatogram roztoku standardu terbinafinu, citrat fosfatovy pufr:ACN
(60:40, viv), pH 4,5, pritok 0,9 ml/min, teplota 60 °C, davkovany objem 5 pl, trgerbinafin)

9,3 min

37



U testovanych smési se zkouselo ménit poméry jednotlivych komponent mobilni

faze, hodnoty pH, koncentrace slozek pufri, teplotu méfeni a pritok.

5.1.1 Vliv sloZeni mobilni faze a jeji optimalizace

Pii chromatografické analyze terbinafinu se vychéazelo z tlumivého roztoku
slozeného z kyseliny citronové 0 koncentraci 0,1 mol/l a hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
0 koncentraci 0,2 mol/l. V prvnim kroku se koncentrace slozek pufru snizily na hodnoty
0,01 mol/l a 0,02 mol/l. Vzhledem k vychozim podminkam se doba analyzy prodlouzila
asi 0 4 minuty a navic doSlo k nedostatecnému oddéleni vymyvanych necistot od
terbinafinu (Obr. 15).
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Obr. 15: Chromatogram roztoku standardu terbinafinu, citrat fosfatovy pufr:ACN
(60:40, v/v), pH 4,5, pritok 0,9 ml/min, teplota 60 °C, davkovany objem 5 pl, trgerbinafin)
13 min

Nasledné¢ byly jednotlivé komponenty pufru upravovany fedénim aZz na
koncentraci kyseliny citronové 0,001 mol/l a koncentraci hydrogenfosfore¢nanu
sodného 0,002 mol/l pfi soucasném zachovani vychozich podminek. Retencni cas
terbinafinu byl v tomto pfipadé¢ 40 minut, coz je pro pozadavek kratké doby analyzy

nepiipustné.
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Dalsi uvazovanou moznosti byla zména pH zvoleného pufru. Hodnota pH byla
upravovana v rozmezi 3,6 az 5,5 ptidanim kyseliny nebo soli do roztoku pufru. Vliv
hodnoty pH na chromatografickou analyzu terbinafinu ilustruje Tab. 2.

0,01M kys. citronova + 0,02M 0,001M kys. citronova + 0,002M
hydrogenfosfore¢nan sodny hydrogenfosfore¢nan sodny
pH=3,6 tR(terbinafin) = 8,9 tRterbinafing = 12,1
pH=4 tRterbinafing = 10,8 tR(terbinafin) = 18
pH=45 tR(terbinafin) = 13,1 tRterbinafin) = 40,2
pH=5,5 tR(terbinafin) = 48,5 tR(terbinafin) = neni k dispozici

Tab. 2: Vliv hodnoty pH na chromatografickou analyzu terbinafinu

ZTab. 2 je patrné, ze srostouci hodnotou pH pufru dochazi k prodlouzeni
reten¢ni  doby terbinafinu. Kombinaci 0,01M kys. citronové a 0,02M

hydrogenfosfore¢nanu sodného a volbou pH 3,6 se terbinafin eluoval nejrychleji za

cv w7
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Obr. 16: Chromatogram roztoku standardu terbinafinu, citrat fosfatovy pufr:ACN
(60:40, v/v), pH 3,6, pratok 0,9 ml/min, teplota 60 °C, davkovany objem 5 pl, treerbinafin)
8,5 min
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Oproti tomu kombinaci 0,001M kys. citronové a 0,002M hydrogenfosfore¢nanu
sodného a vybérem pH 5,5 se eluce terbinafinu viibec neuskutecnila ani po jedné hodiné

od nasttiku na kolonu a méteni bylo zastaveno.

Z divodu omezené stability stacionarni faze v kyselém prostiedi a mozného
znehodnoceni kolony bylo pro dalsi méfeni zvoleno pH 4 s koncentraci kys. citronové

0,01 mol/l a koncentraci hydrogenfosfore¢nanu sodného 0,02 mol/l.

Dale byly zkoumany poméry pufru a ACN v mobilni fazi. Poméry slozek
mobilni faze byly ménény vzdy o 5 dilt v rozsahu od 35:65 az do 65:35. Jednotlivé

retenéni Casy terbinafinu pii pouziti riznych poméri mobilni faze jsou shrnuty v Tab. 3.

citrat fosfatovy retencni ¢as tg
pufr:ACN terbinafinu

35:65 3,9
40:60 4

45:55 4,8
50:50 5,6
55:45 6,8
60:40 9,9
65:35 12,9

Tab. 3: Ruzné poméry citrat fosfatového pufru: ACN a retenéni ¢asy tg terbinafinu

Vlivem zvySovani podilu organické sloZzky (ACN) v mobilni fazi se reten¢ni ¢as
terbinafinu postupné zkracoval. Optimalni byl pomér pufr:ACN (40:60), jelikoz byly
ziskany zieteln¢ oddélené piky terbinafinu a vymyvanych necistot. Kromé toho mély
piky $tihly, ostry tvar a byly snadno integrovatelné (Obr. 17).
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Obr. 17: Chromatogram roztoku vzorku terbinafinu, citrat fosfatovy pufr:ACN (40:60,
v/v), pH 4, prutok 0,9 ml/min, teplota 60 °C, davkovany objem 5 pul, trterbinafiny 4 Min

Z divodu urychleni cel¢ analyzy byl zvySovdn pritok mobilni faze
chromatografickym systémem. Rychlost pritoku mobilni fidze byla prozkouSena
vrozmezi 0,9 ml/min az 1,4 ml/min. Velikost pratoku byla volena s ohledem na
odolnost kolony tak, aby tlak v systému neptekrocil 25 MPa. V porovnani s ptvodni
hodnotou 0,9 ml/min zptsobilo zvySeni pritoku na hodnotu 1,4 ml/min ocekavané
zkraceni retencniho Casu terbinafinu. Pfi pratokové rychlosti 1,4 ml/min trvala cela
analyza 4 minuty. Spole¢né s pritokem byla upravena také teplota, ktera byla snizena
na 30 °C (Obr. 18), opét z duvodu sniZeni zatéZe kolony, nebot vysoké teploty

negativné ovliviiuji jeji Zivotnost.
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Obr. 18: Chromatogram roztoku vzorku terbinafinu, citrat fosfatovy pufr:ACN (40:60,
v/v), pH 4, prutok 1,4 ml/min, teplota 30 °C, davkovany objem 5 pl, trerbinatiny 3,3 min

5.1.2 Souhrn nalezenych chromatografickych podminek

Pro analyzu terbinafinu byla zvolena core-shell kolona Ascentis Express ES-CN
o rozmérech: 15 cm x 4,6 mm; 2,7 pm. Na zdklad€ provedenych méfeni byly zjiStény

tyto optimalni podminky:
e Mobilni faze: citrat fosfatovy pufr:ACN (40:60, v/v)
e pH tlumivého roztoku: 4.0
e Pritok: 1,4 ml/min
e Teplota: 30°C
e Tlak: 19,2 MPa
e VInova délka detekce: 226 nm
e Davkovany objem: S5ul
e Retené¢ni ¢as terbinafinu: 3,3 min.
e Celkova doba analyzy: 4 min.

Nalezené elucni parametry umoznily ziskani vyslednych chromatogramii

vV pomérné kratkém case.

42



5.2 Validace metody

Validaci metody rozumime vhodnost pouziti daného systému. Cilem validace je
potvrdit, ze zvoleny postup je opakované aplikovatelny pro ziskéni relevantnich
vysledkt. Pro ovéfeni byl pouzit vzorek terbinafinu o koncentraci 0,1 g/l, ktery byl

6krat prométen.

5.2.1 U¢innost chromatografické kolony

Utinnost chromatografické kolony lze vyjadiit jako zdanlivy pocet teoretickych
pater (N) dle nasledujiciho vzorce:

t 2
N = 5,54 (—R) ,

Vv némz tg znaci retencni Cas ¢i vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku
vzorku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce a wy, predstavuje

Sitku piku v poloviné jeho vysky. (21)

Ucinnost kolony roste s poétem teoretickych pater. Pocet teoretickych pater
zavisi na stanovované slozce, na koloné, teplot¢ kolony, mobilni fazi ¢i nebo na

reten¢nim Case. (21)

Jednotlivé hodnoty byly vyhodnocovany pocitaéovym systémem Clarity version
5.0.0.323. Tyto hodnoty uvadi Tab. 4.

n pocet pater N
1 10515

2 10515

3 9695

4 9580

5 9560

6 10431

Tab. 4: Uginnost chromatografické kolony
Pocet méfeni: n==6
Aritmeticky pramér jednotlivych hodnot: ~ 10049,33
Pozadavek CL 2009: N > 1500
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Z Tab. 4 vyplyva, ze pozadavek CL 2009 na podet teoretickych pater (N > 1500)
je splnén.

5.2.2 Faktor symetrie

Faktor symetrie piku As lze vyjadfit vztahem:

Wo,05

Ag = :
Y

vvvvv

kolnici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky.
(22).

Pokud se hodnota As rovna 1,0, mluvime o Uplné (idealni) symetrii piku.
Pozadavek CL 2009 je rozmezi 0,8-1,5. (21)

Jednotlivé hodnoty byly vypoéitany pocitaCovym softwarem Clarity version
5.0.0.323. Tyto hodnoty jsou shrnuty v Tab. 5.

n As

1 1,489
2 1,512
3 1,519
4 1,487
) 1,519
6 1,489

Tab. 5: Faktor symetrie piku As
Pocet méfeni: n==6
Aritmeticky pramér jednotlivych hodnot: 1,503

V porovnani s pozadavkem CL 2009 je hodnota As = 1,503 hraniéni.

Pocitacovym softwarem Clarity version 5.0.0.323. byla rovnéz vyhodnocena tzv.

asymetrie piku. Faktor asymetrie piku A lze vyjadrit vztahem:

4=7
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jako pomér Sitky sestupné casti piku t K vzestupné ¢asti piku f obvykle v5 %
nebo 10 % vysky piku. (19)

Aby pik spliioval pozadavek na asymetrii, musi byt hodnota faktoru asymetrie
piku A vintervalu 0 < A< 2. (44)

Hodnoty asymetrie piku lze shlédnout v Tab. 6.

n A

1 1,750
2 1,933
3 1,867
4 1,867
5 1,933
6 1,750

Tab. 6: Faktor asymetrie piku A
Pocet méfeni: n==6
Aritmeticky pramér jednotlivych hodnot: 1,850
Naméfena hodnota A=1,850 odpovida pozadavku (0 < A < 2).

5.2.3 Detekéni limit a kvantifikaéni limit

kdy je analyticky signal vyznamné odlisny od Sumu. (19)
Vypocita se dle vzorce:
Sum

LOD =3-—,
by

kde b; je smérnice kalibracni piimky. (19)

LOD =3 0,18
79444

Hodnota LOD vysla 5,72 - 107 g/l.

Kvantifika¢ni limit (LOQ) vyjadiuje nejnizsi koncentraci latky stanovitelnou

s dostatecnou piesnosti a spravnosti dovolujici kvantitativni hodnoceni.

Vypocita se dle vzorce:
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sum

LOQ =10-
0Q =10~

kde b je smérnice kalibrac¢ni pfimky. (19)

LOQ =10 0.18
Q= 9444

Hodnota LOQ ¢ini 19,06 * 107 g/l.

5.2.4 Linearita

Linearita je definovana jako zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu
ve vzorku. Pro hodnoceni linearity bylo pfipraveno 6 kalibracnich roztokt s riznou
koncentraci terbinafinu. Byly zvoleny tyto zaokrouhlené koncentrace: 0,1 g/l, 0,075 g/I,
0,05 g/l, 0,025 g/l, 0,01 g/l, 0,0025 g/I. VSechny kalibra¢ni roztoky byly davkovany na
kolonu celkem 3krat. Linearni korelace mezi odezvou detektoru a koncentraci
terbinafinu ve vzorku byla vyjadiena pomoci kalibracni ptimky (Obr. 19). Kalibra¢ni
ptimka umoziuje stanovit obsah terbinafinu v neznamych vzorcich. Naméfené hodnoty
uvadi Tab. 7.

c (g/l) odezva detektoru
0,1 948,11
0,075 702,98
0,05 467,17
0,025 232,33
0,01 91,46
0,0025 28,08

Tab. 7: Zavislost odezvy detektoru na koncentraci
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Kalibra¢ni primka
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c[gN]
Obr. 19: Odezva detektoru v zavislosti na koncentraci
Rovnice kalibra¢ni pfimky: y = 9444 9x — 1,3269
Smérnice kalibracni piimky: k =9444.9
Korela¢ni koeficient: R? = 0,9999
Pocet bodu: n==6

Koeficient determinace R? vyjadiuje t&snost vzajemné linearni zavislosti dvou

proménnych. Cim vice se bliZi jedné, tim je zavislost obou proménnych tésnéjsi. (19)

V tomto pripadd nabyva hodnoty R?* = 0,9999, coz odpovidd téméf idealni
linearni zavislosti.
5.2.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy lze vyjadiit jako odhad relativni smérodatné odchylky
RSDy, Vprocentech pro ftadu nasledujicich méfeni porovnavaciho roztoku.
Opakovatelnost se hodnoti podle vzorce:

100/ 0k
RSD,, = : Z(zl_ly)'
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kde y; jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vySka piku nebo
pomér ploch u metody vnitiniho standardu; y znac¢i pramér jednotlivych hodnot a n je

pocet jednotlivych hodnot. (21)

Namétené hodnoty jsou shrnuty v Tab. 8.

n A

1 1392
2 1395
3 1399
4 1401
5 1405
6 1397

Tab. 8: Opakovatelnost analyzy

Pocet méteni: n==6
Aritmeticky pramér jednotlivych hodnot: y = 1398
SD: 5

RSD (%): 0,34

Dle CL 2009 se maximalni povolena relativni smérodatna odchylka RSDpax

vyjadii dle nésledujiciho vzorce:

KBvVn
RSD 0 = ——,
L90%,n-1
kde znamena K konstantu (0,349) ziskanou ze vztahu K = OT; . t%%'s , Ve
kterém -2 znadi pozadovanou RSDy, pro 6 nastfikli a pro B = 1; B piedstavuje horni

V2
limit obsahu uvedeného v jednotlivych Iékopisnych monografiich minus 100%; n znaci

pocet opakovanych nastiikit (3 < n < 6) a tgw -1 je Studentdv parametr t pii 90%
pravdépodobnosti pro n-1 stupiiti volnosti. (21)

Pozadavek CL 2009 pro 6 méfeni pii B = 1 je RSDpmax = 0,42%.

Relativni smérodatnd odchylka je RSDo, = 0,34 % a vyhovuje lékopisnému
pozadavku.
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5.2.6 Robustnost

Robustnost metody je definovana jako mira vlivu proménnych experimentalnich
podminek na vysledek analytického stanoveni. Taktéz muze vyjadfovat schopnost

metody davat opakované shodné vysledky pfi nepatrné zméné podminek. (19)

Robustnost metody byla zkouména zménou ¢tyf parametrti chromatografické
analyzy. VIiv zmén na chromatografickou analyzu byl vyjadfen pfi kazdém méfeni
pomoci vypoctu relativniho reten¢niho casu latky trey V procentech vztazeného na
retenéni Cas tgr pfi optimalnim slozeni mobilni faze, prutoku a teploté. Vztah lze
matematicky vyjadiit nasledujicim vzorcem:

7;
try, = ———— 100
tR(optim.)

Kazdé meéteni bylo uskuteénéno 3krat a z naméfenych retenénich casti byla

vypocitana primérna hodnota.
Testované parametry:
e Zména SloZeni mobilni faze
e Zmény pH mobilni faze
e Zmeéna pritoku mobilni faze

e Zm¢éna teploty

5.2.6.1 Vliv sloZeni mobilni faze na reten¢ni ¢as terbinafinu (Tab. 9)

Optimalni slozeni mobilni faze: citrat fosfatovy pufr: ACN 40:60
Zmeéna sloZzeni mobilni faze: 1. 35:65
2. 45:55
citrat fosfatovy reten¢ni ¢as terbinafinu relativni retencni ¢as
pufr:ACN tr (Min.) terbinafinu tro (20)
35:65 2,86 86,66%
40:60 (optim.) 3,30 100,00%
45:55 3,94 119,40%

Tab. 9: Vliv slozeni mobilni fize na reten¢éni ¢as terbinafinu
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5.2.6.2 VIiv pH mobilni faze na reten¢ni ¢as terbinafinu (Tab. 10)

Optimalni pH mobilni faze: pH=4,0
Zména pH mobilni faze: 1. pH=3,6
2. pH=44
S retenéni ¢as terbinafinu relativni retenéni ¢as
DERcbIl oz tr (Min.) terbinafinu tres (%)
3,6 2,80 84,84%
4,0 (optim.) 3,30 100,00%
4,4 3,99 120,91%

Tab. 10: Vliv pH mobilni faze na reten¢ni ¢as terbinafinu

5.2.6.3 Vliv zmény pritoku mobilni faze na retenc¢ni ¢as terbinafinu (Tab. 11)

Optimalni pratok mobilni faze: 1,4 ml/min
Zména prutoku mobilni faze: 1. 1,3ml/min
2. 1,5ml/min
pritok mobilni faze retenéni ¢as terbinafinu relativni retenéni ¢as
(ml/min) tr (Min.) terbinafinu tro, (%0)
1,3 3,55 107,58%
1,4 (optim.) 3,30 100,00%
1,5 3,09 93,64%

Tab. 11: Vliv zmény prutoku mobilni faze na reten¢ni ¢as terbinafinu
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5.2.6.4 Vliv teploty na reten¢ni ¢as terbinafinu (Tab. 12)

Optimalni teplota: 30 °C
Zm¢éna teploty: 1. 25°C
2. 35°C
teplota (°C) retencni ¢as t_erbinafinu relati.vni 'retenénl' cas
tr (Min.) terbinafinu tro, (%0)
25 3,48 105,45%
30 (optim.) 3,30 100,00%
35 3,18 96,36%

Tab. 12: Vliv teploty na reten¢ni ¢as terbinafinu

Odchylky ve vysledcich relativniho reten¢niho ¢asu terbinafinu nejsou nijak
markantni. Drobné vychylky od sloZeni mobilni faze, pH, teploty ¢i pritoku nemaji

velky vliv na separaci. Metoda je ve zvolenych parametrech robustni.

o1




6. ZAVER

V této diplomové praci byla optimalizovana a validovana HPLC metoda pro
stanoveni terbinafinu ve vzorcich tvoienych biodegradabilnimi kopolymery kyseliny

mlécné a glykolové.

Vypracovana HPLC metoda byla aplikovana na core-shell kolonu Ascentis
Express ES-CN o rozmérech 15 cm x 4,6 mm a velikosti ¢astic 2,7 um. Jako mobilni
faze byla zvolena sm¢s citrat fosfatového pufru o pH 4 a acetonitrilu v poméru 40:60
(v/v). Meé&feni probihalo pii teploté¢ 30 °C za pouziti UV detekce na vinové délce
226 nm. Pfi zvoleném prutoku 1,4 ml/min trvala celd analyza 4 minuty, pficemz

retencni Cas terbinafinu byl 3,3 minuty. Davkovany objem vzorku terbinafinu byl 5 pl.

Za uvedenych chromatografickych podminek dochazelo k dostate¢né separaci
terbinafinu od ostatnich necistot. Na chromatogramech byly patrné ostré piky, které

byly od sebe navzajem oddéleny az na zakladni linii.

Béhem valida¢niho procesu byly splnény nékteré podminky vhodnosti
chromatografického systému. Uinnost chromatografické kolony, vyjadiena jako
zdanlivy podet teoretickych pater, musi byt dle pozadavku CL 2009 vétsi nez 1500 a
naméfend hodnota je 10049. V porovnani srozmezim uvedeném v CL 2009
(0,8 < As< 1,5) vykazoval faktor symetrie piku As hrani¢ni hodnotu (As = 1,503). Byl
také vyhodnocen faktor asymetrie piku A (A = 1,85), ktery splioval pozadavek A < 2
dle (44). Hodnota LOD za uvedenych podminek byla 5,72 - 107 g/l. LOQ vykazoval
hodnotu 19,06 - 107 g/l. Linearita byla testovana Vv rozsahu koncentraci 0,0025-0,1 g/I.
U stanovené kalibraéni p¥imky byl koeficient determinace R® = 0,9999, coz odpovida
témer  idedlni linedrni zdvislosti. Relativni smérodatna odchylka, vyjadiujici
opakovatelnost odezvy, byla RSDy, = 0,34 %, coZ je méné nez hodnota maximalni
dovolené relativni odchylky (RSDmax = 0,42%) vypoétené dle CL 2009. Robustnost
metody byla testovana zménou Ctyi parametr: slozeni mobilni faze, pH mobilni faze,
pratoku mobilni faze a teploty. Prokazalo se, ze metoda je ve zvolenych parametrech

robustni.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ACN
BB

SSP
SSRI
SST
TCA
UV-VIS

acetonitril

betablokétor

oktadecylovy uhlikovy fetézec

Cesky 1ékopis

diode-array detektor

hydrofilni interakéni chromatografie
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
inhibitor monoaminooxidazy B

limit detekce

limit kvantifikace

polyester

polymer kyseliny mlécné
poly(laktid-co-glykolid)

polymerace za otevieni kruhu

reverzni faze

polymerace v pevném stavu

selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu
test zpisobilosti systému

tricyklické antidepresivum

ultrafialova/viditelna oblast svétla
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