VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VYVOJ A VALIDACIA ANALYTICKEJ
METODY PRE HODNOTENIE CISTOTY
NALBUFIN HYDROCHLORIDU

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE ANALYTICAL METHOD FOR THE
PURITY ASSESSMENT OF NALBUFIN HYDROCHLORIDE

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bec. Jozef Dé&d
AUTHOR

VEDOUCI PRACE RNDr. Viera Mrazova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2018



VYSOKE UCENI IFNJITRY
LN [H 4] CHEMICKA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1216/2017 Akademicky rok: 2017/18
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student: Bc. Jozef Déd

Studijni program: Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinaiska chemie a biotechnologie

Vedouci prace: RNDr. Viera Mrazova, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Vyvoj a validacia analytickej metody pre hodnotenie &istoty Nalbufin hydrochloridu

Zadani diplomové prace:

Teoreticka ¢ast:

1) Nalbufin hydrochlorid - viastnosti a pouziti

2) Popis kapalinové chromatografie

3) Reserse stanoveni nalbufinu hydrochloridu kapalinovou chromatografii
4) Opiaty a alkohol

5) Stru¢ny prehled stanovovanych validagnich parametrti

Experimentalni ¢ast:

1) Vyvoj metody stanoveni nalbufinu, oxykodonu a noroxykodonu v jedné analyze
2) Validace vyvinuté metody

3) Vyhodnoceni a diskuse ziskanych vysledk

Termin odevzdani diplomové prace: 7.5.2018

Diplomové prace se odevzdava v dékanem stanoveném podtu exemplafii na sekretariat Ustavu. Toto
zadani je soucasti diplomové prace.

77 ) /
/ /é/eZ{ / o Jp/ﬁ\!
/7

/  Bec. Jozef Déd RN{Dr. Viera Mrazova, Ph.D. prof. RNDr. Ilvana Méarova, CSc.
Student Vedouci prace Reditel ustavu
2 [
V Brné, dne 31. 1. 2018 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
Dékan

Fakulta chemicka, Vysoké u¢eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Vysokouc¢inna kvapalinovd chromatografia sa v sacasnej dobe vyuziva za tucelom
analytického hodnotenia lieCiv. Je to predovsetkym preto, ze ako separacna metoda umoznuje
stCasne kvalitativnu, ako aj kvantitativnu analyzu hodnotenia zmesi s vysokou selektivitou
a citlivostou. Diplomova praca sa venuje problematike hodnotenia Cdistoty aktivnej
farmaceutickej substancie Nalbufin hydrochloridu. Cielom experimentalnej ¢asti diplomovej
prace bol vyvoj a validéacia analytickej metddy pre hodnotenie Cistoty Nalbufin hydrochloridu.
Bola vyvinuta HPLC metéda na koléne Nova-Pak C18. Mobilna faza pozostavala z dvoch
zloziek A a B. Zlozenie MF A bolo nasledujtce: 0,97 g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo
v 900 mL vody, ku ktorej sa pridalo 100 mL acetonitrilu a2 mL trietylaminu. Vzniknuty
roztok bol upraveny kyselinou fosfore¢nou na pH 2,5. MF B mala nasledujuce zlozenie: 0,86
g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo v 800 mL vody, ku ktorej sa pridalo 200 mL
acetonitrilu a2 mL TEA. Vysledné pH bolo upravené kyselinou fosfore¢nou na 2,5. Gradient
MF mal nasledujuce zlozenie: Od nultej minity zo 100 %A do 30 min. na 0 %A. V 30-60
min. 0 %A, 60-61 min. slinearnou zmenou na 100 %A, 61-70 min. ekvilibracia do
povodnych podmienok na 100 %A pri prietoku 1 mL/min.

V nasledujticej Casti sme hodnotili zdkladné validacné parametre: linearny dynamicky
rozsah 0,3 — 4,5 pg/mL, vypoditali sme rovnicu linearnej regresie pre NalbufinR? (0,9999),
Oxykodén R?(0,9999) a Noroxykodén R?(0,9998). Metoda nam poskytla limity detekcie pre
Nalbufin 0,069 pg/mL. Oxykodon mal limit detekcie 0,053 pg/mL a Noroxykodon 0,048
pg/mL. Limity kvantifikécie v tychto pripadoch boli 0,209 pg/mL pre Nalbufin, 0,161 pg/mL
pre Oxykodon a 0,147 pug/mL pre Noroxykodon. Stanovena bola aj opakovatelnost” pre limit
kvantifikacie vyjadrena relativnou smerodajnou odchylkou. Pre Nalbufin - RSD= 0,40%,
Oxykodon — RSD= 2,39% a Noroxykodon — RSD= 1,25% (RSD< 7,0%). Nasledujucim
validaénym parametrom bola presnost. Vysledna hodnota RSD bola 0,44% (RSD<
5,0%).Poslednym hodnotenym parametrom, bola robustnost’. Pre pH 2,4 bola hodnota zmeny
rozliSenia 1,5% a opakovatel'nost’ RSD= 0,85%. Hodnota zmeny rozliSenia pre pH 2,6 bola
2,8% a opakovatelnost RSD= 1,29% (max. limit 5%). Druhym sledovanym faktorom pre
robustnost bola zmena teploty kolony. Zjednotlivych  ploch pikov bol vypocitany
aritmeticky priemer a vyhodnotend relativna smerodajna odchylka RSD=3,45% spolu so
zmenou rozliSenia, ktora mala hodnotu 3,34%.

Modzeme teda konStatovat’, Ze vyvinutd chromatografickd metdda bola overend v danych
validacnych parametroch a je vhodnd na stanovenie Cistoty Nalbufin hydrochloridu.

KLUCOVE SLOVA
opiaty, Nalbufin hydrochlorid, HPLC



ABSTRACT

High Performance Liquid Chromatography is currently used for the purpose of analytical
evaluation of drugs. This is mainly because it allows the separation method both, a qualitative
and a quantitative, analysis of high selectivity mixture evaluation and sensitivity. The diploma
thesis deals with the issue of purity evaluation of pharmaceutical substance Nalbufin
hydrochloride. The aim of the experimental part of the diploma thesis deals with the
development and validation of the analytical method for assessing the purity of Nalbufin
hydrochloride.An HPLC method was developed on a Nova-Pak C18 column. The mobile
phase consisted of two components A and B. MF A composition was as follows: 0.97 g of
sodium octane sulfonate was dissolved in 900 mL of water to which were added 100 mL of
acetonitrile and 2 mL of triethylamine. Created solution was treated with phosphoric acid to
pH 2.5. MF B had the following composition: 0.86g of sodium octanesulfonate was dissolved
in 800 mL of water to which 200 mL was added acetonitrile of 2 mL of TEA. The resulting
pH was adjusted to pH 2.5 with phosphoric acid. gradient MF had the following composition:
From zero minutes from 100% A to 30 min. to 0% A. The 30-60min. 0% A, 60-61 min. with
a linear change to 100% A, 61-70 min. equilibrium into the original conditions to 100% A at a
flow rate of 1 mL/min.,

In the following section we evaluated the basic validation parameters: linear dynamic
range 0.3 - 4.5 pg/mL, we calculated the linear regression equation for Nalbuphine in R?
(0.9999), Oxycodone R? (0.9999) and Noroxycodone R? (0.9998). The method gave us
detection limits for Nalbuphine 0.069 pg/mL. Oxycodone had a detection limit of 0.053
ug/mL and Noroxycodone 0.048mg / mL. The limist of quantification in these cases were
0.209 pg / mL for Nalbuphine, 0.161 pg/mL for Oxycodone and 0.147 ug/mL for
Noroxycodone. Repeatability for the limit of quantification was also set expressed by the
relative standard deviation. For Nalbuphine - RSD = 0.40%,0xycodone - RSD = 2.39% and
Noroxycodone - RSD = 1.25% (RSD< 7.0%). The following validation parameter was
accuracy. The resulting RSD was 0.44% (RSD< 5.0%).The last evaluated parameter was
robustness. For pH 2.4, the change value was resolution of 1.5% and repeatability of RSD =
0.85%. The change of resolution value for pH 2.6 was 2.8% and repeatability RSD = 1.29%
(max. 5% limit). The second factor observed for the robustness was the temperature change of
the column. The arithmetic average was calculated from the individual peak areas and relative
standard deviation RSD = 3.45% was evaluated with the change ofresolution, which had a
value of 3.34%.

Thus, we can state that the developed chromatographic method has been verified in the
givenvalidation parameters and is suitable for determining the purity of Nalbuphine
hydrochloride.

KEYWORDS
opiates, Nalbuphine hydrochloride, HPLC
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1 UVOD

Vysokoucinna kvapalinovd chromatogratia (HPLC) je velmi casto vyuzivanou metdédou
Vv analytickom hodnoteni lieCiv. Je to predovsetkym preto, ze ako separacna metdéda umoznuje
stcasne ako kvalitativne, tak kvantitativne hodnotenie zloziek zmesi s vysokou selektivitou
a citlivostou v relativne kratkom case s relativne malym mnoZzstvom analyzovanej zmesi.

Hlavnou stcastou systému je kolona naplnena staciondrnou fazou (SF). Vzorka je po
rozpusteni nastreknutd do HPLC systému, kde je unasana mobilnou fazou (MF) na kolonu, na
ktorej dochadza k separacii jednotlivych zloziek. Separacia je zaloZena na rozdielnej afinite
jednotlivych zloziek ku staciondrnej faze. Vd’aka tejto chromatografickej technikemdézeme a
vieme stanovit’ pritomnost’ ¢i koncentraciu jednotlivych zloziek vo vzorke. Doba, pocas ktorej
separovany analyt zotrvava na sorbente, zavisi od vel’kosti interakcii a urCuje poradie, v akom
vychiadza z kolény. Cim st vicsie interakcie analytu so stacionarnou fazou, tym vAGsi je
elucny cas, t.j. tym neskor analyt opusta kolonu. Vyseparované analyty st pomocou detektoru
(napr. UV/VIS, hmotnostny, fluorimetricky atd’.) zaznamenané ako elu¢né krivky - piky.
Vizudlnym vystupom chromatografu je chromatogram.

Nalbufin hydrochlorid je semisynteticky opioidny agonista-antagonista. Indikuje sa na
zmiernenie strednej az tazkej poopera¢nej ¢i popdrodnej bolesti. Vystupuje ako analgetikum
pod ré6znymi obchodnymi nazvami ako su: Nubain, Nalbin, Analin a iné.

V teoretickej Casti sa diplomova praca venuje — vlastnostiam a pouzitiu Nalbufin
hydrochloridu, principu HPLC, interakcii opiatov s alkoholom, no i prehl'adu zakladnych
validaénych parametrov.

Experimentalna Cast’ prace sa venuje vyvoju a validacii analytickej metody pre hodnotenie
Cistoty Nalbufin hydrochloridu.

Tato diplomova praca vznikla na zaklade poziadavky farmaceutickej spolocnosti Saneca
pharma a.s., vyvinut a validovat metédu pre hodnotenie Cistoty aktivnej farmaceutickej
substancie Nalbufin hydrochlorid.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Chromatografia

2.1.1 Historia chromatografie
Rusky chemik a botanik Michael Tswett (1972-1919) sa povazuje za prickopnika v oblasti

chromatografie. V roku 1901 dokazal odseparovat’ zmes rastlinnych farbiv na kolone so
stacionarnou fazou z uhli¢itanu vapenatého na zItu, oranzovu a zelent zlozku. Ako mobilnu
fazu v tejto separacii pouzil petroléter. O niekol’ko rokov neskor pouzil vyraz chromatografia,
odvodeny z gréckych slov chroma — farba a graphein — pisat’. [1] Lederer naviazal na jeho
pracu az za¢iatkom 30. rokov a to odseparovanim luteinu a Xynthinu z rastlinného extraktu.

Obrazok 1: Tswettsov pokus rozdelenia rastlinného extraktu (prevzaté z [9])

Zaciatkom 40. rokov minulého storocia prislo k vel’kému medzniku. Predstavena bola
Casticova chromatografia panmi Archer J.P. Martinom a Richardom L.M. Syngomom.
Pouzili kolonu, v ktorej okrem silikagélu bola aj voda. Martin a Syngom spolo¢ne popisali
zéklady plynovo-kvapalinovej chromatografie. [2] Ich praca dala zaklad d’alSiemu rozvoju
chromatografickych metdd, papierovej chromatografii ( Consden et al.), iontovo-vymennej
chromatografii (Mayer a Tompkins, Samuelson), elektroforéze (Haugaard a Kroner)
a mnohym d’al$im. [3]

Janak, Martin a James spolupracovali na vyvoji plynovo-kvapalinovej a plynovo-pevno
fazovej chromatografii. Prvé zaklady a studie tykajuce sa plynovej chromatografie boli
publikované az koncom druhej svetovej vojny. Plynova chromatografia naSla Siroké
uplatnenie vo vednych odboroch ako su: chémia, biochémia a iné. Stala sa vel'mi kvalitnou
separacnou technikou, ktorej uspesné vysledky sa postupne aplikovali aj do starSich metod
v kvapalinovej chromatografii. Vzhl'adom k tomu, Ze pri separacii sa vyuzivalo vysokych
tlakov, bol zavedeny termin HPLC. [4]



Historiu chromatografie netvori teda nejaky sled za sebou idacich objavov, no je to skor
splet’ vzajomne sa inSpirovanych prac a vynalezov.

2.1.2 Stacionarne a mobilné fazy pre systém kvapalina-kvapalina
Podl'a polarity stacionarnej fadzy sa rozliSuji dve zakladné usporiadania LLC, a to systém

s normalnymi fdzami NP (staciondrna faza je polarna a mobilna faza je nepolarna) a systém
S obratenymi fazami RP (stacionarna faza je nepolarna a mobilné faza je polarna).

Ak sa zloZenie mobilnej fazy pocas elucie analytu z kolony nemeni a zostava konstantné,
ide o tzv. izokratickt elticiu. Tento typ elucie sa pouziva vtedy, ak sa afinita zloziek vzorky
k nepohyblivej faze vyrazne nelisi, Cize separujeme latky s priblizne rovnakymi fyzikalno-
chemickymi vlastnostami.

Ak sa zlozenie mobilnej fazy pocas elicie meni ide o tzv. gradientovi eluciu. T4 sa
pouziva predovSetkym na urychlenie separaéného procesu so znacne rozdielnymi
chromatografickymi vlastnostami v danom separa¢nom systéme. Zlozenie pohyblivej fazy sa
meni tak, aby sa zvySovala eluéna sila. Zmenu zloZzenia moézeme uskutocnit
naprogramovanym priddvanim vzijomne mieSatelnych rozpustadiel aleboroztokov do
mobilnej fazy, ¢im menime polaritu, pH a iénovu silu pohyblivej fdzy. Gradient pridavania
moze byt naprogramovany rézne a moze mat’ rozlicny priebeh. [5]

2.1.3 Separaéné metody
Separa¢né metody st vicSinou zalozené na rozdielnej distribucii latok medzi rozne

nemiesatelné fazy. ZvySuju selektivitu a Specifickost’ v analytickej chémii. MoZeme ich
vyuzit’ pre kvalitativnu i kvantitativnu analyzu.
Chromatografia je separacna (deliaca) a sucasne 1 analyticka metdda. Rozdel'ujeme ju na:
e Plynovu chromatografiu (GC) — adsorp¢nt a rozdel'ovaciu
o Superkritickt fluidni chromatografiu (SFC)
e Kvapalinovt chromatografiu (LC)
- kolénova (HPLC) — adsorpcnd, rozdelovacia, gélova permeacnd, afinitna,
16novo vymenna a chirdlna
— planarna (plosna) — papierova (PC) a tenkovrstvova (TLC)

Separacia jednotlivych analytov vo vzorke na kolone aich postupnad detekcia moze
prebiehat’ na zaklade niekol’kych fyzikalno-chemickych principov.[8]

Adsorpéna chromatografia funguje na zaklade rozdielnych medzimolekularnych sil
medzi jednotlivymi zlozkami analytu a stacionarnou fazou. Ako sorbent je primarne
vyuzivany silikagel, ktorého velky povrch zabezpecuje podrovitost' jednotlivych castic.
V adsorpcnej chromatografii su taktiez vyuzivané materialy ako adsorpcné uhlie, celuloza
¢i uhli¢itan véapenaty. Plati vSeobecné pravidlo, Ze nepoldrne zlozky sa eluuji nepolarnou
mobilnou fazou.

Rozdelovacia kvapalinova chromatografia
Principom separacie zmesi zloziek je ich rézna rozpustnost’ v dvoch vzdjomne obmedzene
mieSatelnych kvapalindch, z ktorych jedna je zakotvena na nosi¢i v podobe tenkého filmu
(stacionarna faza) a druhd pretekd cez kolonu (mobilna faza). Stacionarna kvapalina sa
zakotvi na nosi¢i odparenim prchavého rozpustadla, v ktorom je rozpustend stacionarna

10



kvapalina apridany nosi¢. Rozdelenie arychlost eliicie potom zavisi od rozpustnosti
v danych kvapalinach.

Iénovo vymenna chromatografia je urCena na separaciu idénov a d’alSich nabitych
Gastic. Castice bez naboja prechadzajii kolonou bez zadrzania. Separacia sa uskuto¢fiuje na
idbnomenicoch, ktoré maji na svojom povrchu chemicky viazané idnové skupiny a na nich st
elektrostatickymi silami viazané opacne nabité protiiény. Tieto protiidny su zhodné s jednym
Z i6nov, ktoré tvoria mobilni fazu. Protiidon je pri separacii doCasne vymeneny rovnako
nabitym i6nom separovanej zlozky. Prebytok i6onov v mobilnej faze spdsobi, ze 16n zlozky je
Z tohto miesta vytesneny a unaSany mobilnou fazou k d’alSej Casti sorbentu. Takmer vSetky
i6nové vymeny prebiehaji vo vodnych roztokoch. Separované, a teda aj vymienané moézu byt’
kladne aj zdporne nabité i6ny, teda katexy alebo anexy.

Gélova permeacna chromatografia predstavuje najjednoduchsi separacny princip,
mechanickej separacie na zéklade rozdielnych velkosti molekul delenych zloziek. Stacionarna
faza je tuha latka — gél, ktory je nasyteny mobilnou fazou. Podstatou metddy je rozdielne
prenikanie separovanych molekdl do kvapalnej fazy uzavretej v dutindch gélu. Pri tejto
separdcii sa uplatiiyje ,,silovy efekt™, pri ktorom molekuly menSich rozmerov, ako je velkost’
dutin gélu budu difundovat’ do mobilnej fazy v dutindch gélu a tym sa budl v nich zachytavat’
a systtmom prenikat pomalSie. Molekuly vécSie, prejdi systémom rychlejSie spolu
S mobilnou fazou.

Afinitna chromatografia predstavuje separaciu latok na zaklade ich Specifickych
interakcii so staciondrnou fazou. Principom je Specificka vdzba — afinita urcitého Struktirneho
proteinového motivu so $pecifickym ligandom, kovalentne naviazanym na matricu. Je to teda
princip vézby protilatok s antigénom. Proteiny bez tohto motivu sa za idedlnych podmienok
na matricu neviazu, takze selektivita a vysoka rozliSovacia schopnost’, su pri tejto separacne;j
technike vel'mi vysoké. Casto je potrebné hl'adat’ optimalne zloZzenie premyvacieho roztoku,
ktory odstrani neSpecificky naviazané proteiny. Vizba proteinu je docasnd, takZe so zmenou
zlozenia mobilnej fazy je protein z kolony vytesneny. Elu¢ny roztok pdsobi nespecificky, t..
zmenou 1i6novej sily, pH ¢i polarity, alebo vyviazanie proteinu sposobuje vézba
S kompetitivnym ligandom.

Chiralna chromatografia reprezentuje separdciu dvoch stereoizomérov od seba
navzajom. V tomto pripade musi byt’ chirdlna stacionarna alebo mobilna faza. To dosiahneme
naviazanim chiralnej latky na achiralnu, t.j. silikagel. [21][22][23]

2.14 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Chromatografia je analytickd metdda separacie latok. Separované latky sa rozdel'uji medzi

dve fazy, zktorej jedna je nepohybliva (stacionarna) a druhda (mobilnd) pohybuje sa
v definovanom smere.

Kvapalinova chromatografia (LC) je separa¢na metdda, kde pohyblivou fazou je kvapalina
a nepohyblivou tuhd latka alebo kvapalina zakotvend na inertnom nosi¢i. Pri prechode
separovaného analytu kolonou prejde kazdd molekula vzorky mnohokrat z pretekajucej fazy
do sorbentu a spit. Doba, pocas ktorej separovany analyt zotrvava na sorbente, zavisi od
velkosti interakcii a uréuje poradie, v akom vychadza z kolény. Cim su vidsie interakcie
analytu so stacionarnou fazou, tym vicsi je elucény Cas, t.j. tym neskor analyt optsta kolonu.
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Ak sa od seba dostato¢ne liSia distribu¢né konsStanty delenych analytov, ddjde po urcitom Case
kich ¢iastotnému az Gplnému rozdeleniu do izolovanych pasov — zén. Po vystupe prvého
analytu z kolony indikuje jeho pritomnost’ v eluate detektor a zaznamenava elu¢ny pik.
Obidva rozdelené analyty st zdznamovym zariadenim zaznacené ako dve elu¢né krivky.
Vizudlnym vystupom chromatografu je chromatogram. V pripade optimalnej separacie,
jednotlivé piky chromatogramu zodpovedaju jednotlivym zlozkam separovanej zmesi. Zony
separovanych latok sa pocas prechodu kolonou rozsiruja. Zoéne analytu odpoveda pik, ktory
charakterizuje koncentraény profil analytu v zone. Sirka pikov odraza $irku zony prislusného
analytu v kolone. [6] [7]

V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fazou kvapalina. Na rozdiel od plynovej
chromatografie rozhoduju o separécii zloziek vzoriek nie len ich interakcie so stacionarnou
fazou, ale vel'mi vyrazne aj pouzita mobilnd faza. Separacné delenie prebicha v separacnej
kolone, ktora obsahuje stacionarnu (nepohyblivil) fazu — sorbent a mobilnt (pohybliv) fazu —
eluent. Rozdielne analyty maji rozdielnu afinitu ku stacionarnej fdze. Rozdielne analyty
podliehaji réznej distribucii medzi mobilnt a staciondrnu fadzu. Rozdielne analyty st
rozdielne zadrziavané a rozlicne zabrzd'ované.

V chromatografickej kolone modzu prebiehat’ rdézne druhy interakcii ako napriklad
hydrofébne interakcie (van der Waalsove sily), interakcie dipdl — dip6l, vodikové vazby alebo
elektrostatické interakcie. [6]

Pretoze je mozno pracovat’ za laboratornej teploty bez nutnosti prevadzat vzorku na plyn je
kvapalinova chromatografia vhodna aj pre separaciu tepelne nestalych a netecucich zlucenin.
Pracuje sa obvykle elu¢nou metédou.

V kvapalinovej chromatografii je nizsi prispevok molekularnej diftzie zlozky ako
Vv plynnej, pretoze kvapalina ma vyssiu viskozitu ako plyn. [7]

Pozname dva typy kvapalinovej chromatografie:

e chromatografiu s normalnymi fazami (NPC) — mobilna faza je nepolarna a stacionarna
polarna,

Obrazok 2. Pristroj pre vysokoucinnu kvapalinovii chromatografiu Dionex Ultimate 3000 -
davkovacie zariadenie, cerpadlo, termostat, detektor, software
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e chromatografiu s reverznymi fazami (RPC) — mobilna faza je polarna a stacionarna
nepolarna.

Kedze je to velmi citlivda metoda, postacuju k analyze vzorky o objeme niekol’kych
mikrolitrov. Moderné HPLC pristroje obsahuju automatické davkovace — autosamplery a cez
pocitacovy program sa uskutocnuju dané analyzy bez obsluhy. Vysledkom analyzy je vzdy
chromatogram. Zony, kde sa vyskytuju analyzované latky, oznaCujeme ako elu¢né krivky
alebo piky. Ak je pik idedlny, tak je ostry, symetricky, bez chvostovania a md minimalnu
Sirku pri zékladni. Kvoli tymto vlastnostiam pikov je nutné casto optimalizovat
chromatografické podmienky.

Pred samotnou analyzou je potrebné odvzdusnit’ mobilni fazu, aby nedochadzalo pocas
analyzy k zmenam tlaku, ¢im sa znehodnocuje analyza. V HPLC sa pouzivaju vysokotlakové
cerpadla a pracuju pri tlakoch do 400 bar. Mobilnd fdza musi mat konStantny a bezpulzny
prietok. Eluent prechadza z Cerpadla do davkovacieho zariadenia. Dévkovanie vzorky sa
uskutociiuje Specidlnou injekénou striekackou alebo pomocou automatického dévkovaca —
autosamplera. [8] [9]

Samotna separacia vzoriek prebiecha na koléne, ktora je dlhd zvédcsa 10 — 25 cm,
s vel'kost'ou Castic 3 — 10 um a jej vnutorny priemer sa pohybuje od niekolkych milimetrov
po priblizne 1 cm. Cim v&&si je vniitorny priemer kolony, tym sa rychlost’ prietoku znizuje,
piky chromatogramu sa rozSiruju a znizuje sa aj citlivost kolony. Koloény sa vécSinou
vyrabaju z inertného materialu ako napriklad nerezova ocel’ alebo mézu byt aj zo skla c¢i
plastu. Vo vnutri kolony sa nachddza stacionarna faza, ktora tvoria polymérne Castice alebo
najcastejSie mikrocastice silikagélu. Na povrchu silikagélu sa nachadzaji hydroxylové
skupiny, na ktoré sa pomocou silylacie viazu rozne skupiny. Véac¢Sinou st to uhlovodikové
ret’azce obsahujuce 18 (oktadecyl) alebo 8 (oktyl) atomov uhlika.

Si —OH NS Si—o0 R

Si —OH Cl R Si—o0 R

Obrazok 3: Silylacia silikagélu (prevzaté z [12])

Eluat prechadza z kolony do detektoru, ktory trvale meria urcitu fyzikalnu vlastnost’ akou
je napriklad index lomu, absorbancia, vodivost, fluorescencia a podobne. Detektory su
v HPLC vysoko citlivé amaju Co najnizS§iu medzu detekcie, ich signdl musi byt
reprodukovatel'ny a stabilny, pre analyt by mali byt selektivne. Pozndme absorpiny
fotometricky detektor, fluorimetricky detektor, refraktometricky detektor, ampérometricky
detektor, vodivostny detektor, detektor sdiddovym polom (DAD) alebo hmotnostny
spektrometer ako detektor. [7] [8] [9]
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Signaly z detektoru spracuvaju pocitacové softvéry — vyhodnocovacie zariadenia, ktoré
prevadzaju hodnoty, zaznamenané do chromatogramu. NajcastejSie sa pouziva DAD detektor
s diodovym polom, ktorého vysledkom je 3D chromatogram aten predstavuje zavislost
absorbancie na vinovej diZke a retenénom &ase. Ked’ sa skonéi separacia a vyhodnotia sa
signdly, tak sa eluent vymyje do zasobniku na odpad.

Elucia zabezpecuje vymyvanie latok z kolony a mobilna faza, ktora sa tiez nazyva eluent
alebo elu¢né ¢inidlo, zabezpecuje eluovanie. Su dva typy elucie v HPLC:
e izokratickd elucia — pocCas trvania celej analyzy je mobilna faza konStantnd
a nemeni sa
e gradientova elucia — pocas analyzy sa zlozenie mobilnej fazy meni, ¢o je potrebné
pri komplikovanych matriciach, ide o plynulé pridavanie rasticeho mnozstva
zlozky mobilnej fazy s va¢sim elucnym uc¢inkom do druhej zlozky mobilnej fazy,
tymto sa vytvori plynuly koncentraény gradient mobilnej fazy. [7] [8] [9] [10]

2.1.5 Hlavné elu¢né charakteristiky
Chromatografické vlastnosti separovanych latok charakterizuji elucné charakteristiky.

Veliciny patriace medzi zdkladné elu¢né charakteristiky:

Elucny (retencny) cas tr . Je to Cas, ktory uplynie od momentu nadavkovania vzorky,
az po vymytie vzorky z chromatografickej kolony a Vv jej maximalnej koncentracii. Je zavisly
od rychlosti prietoku mobilnej fizy arozmerov kolony. Cim lepsie analyt reaguje so
staciondrnou fazou, tym viac sa zadrzi v kolone a hodnota retenéného Casu je vyssia.

Elucny (retencny) objem Vg : Je to objem mobilnej fazy preteceny cez kolonu, od
naddvkovania vzorky, az kym sa vzorka nevymyje z kolony a v jej maximalnej koncentrécii.
Je to teda objem, ktory je potrebny na eluciu vzorky z kolony. Vypocitame ho podl'a vztahu
2):

VR = FM tR (1)

Fwm je veli€ina, predstavuje objemovy prietok mobilnej fazy v kolone.

Mitvy elucny cas ty : Je to &as materialu, ktory nie je zadrziavany v kolone. Cize
rychlost zvolenej mobilnej fazy je rovnaka ako rychlost materialu v danom
chromatografickom systéme.

Mrtvy elucny objem V@ Je to mnoZstvo mobilnej fazy v kolone. Jeho hodnota je zavisla
od vel’kosti Castic v stacionarnej faze. Vypocitame ho podl'a vztahu (2):

V|\/| = FM t|\/| (2)

Redukovany elucny cas t'r : Je to Casovy usek, v priebehu ktorého je vzorka zadrziavana
stacionarnou fazou. Vypocitame ho podl'a vztahu (3):
tR=tr—1tu (3)

Redukovany elucny objem V'g: Je vyjadreny rozdielom elu¢ného objemu a mftveho

objemu, vypocitame ho podl'a vztahu (4):
V®rR=VrR-Vm 4)
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Existuju irelativne elucné charakteristiky, ktoré su nezéavislé od parametrov ako st
rychlost’ mobilnej fazy alebo diZka chromatografickej kolény, ¢o je ich vyhodou. Je mozné
ich pouzit’ pri porovnavani viacerych merani v roznych laboratéridch. Medzi tieto veliCiny
patria:

Retencny (kapacitny) faktor k : Je to pomer dvoch latkovych mnozstiev vzorky
v mobilnej a v stacionarnej faze. Hovorime o faktore sluziacom na zhodnotenie interakcie
vzorky so stacionarnou fazou. CiZe latkové mnoZstvo vzorky v stacionarnej faze je priamo
umerné ¢asovému useku, ked’ sa vzorka nachadza v staciondrnej faze, z toho vyplyva, ze
latkové mnozstvo vzorky v mobilnej faze je priamo tumerné ¢asovému useku, ked’ sa vzorka
nachadza v mobilnej faze. Na zaklade toho sa reten¢ny faktor vypocita podl'a vztahu (5):

k= ©)

tm

Retardacny (zbrzdovaci) faktor Rs : Charakterizuje rychlost’ vzorky v kolone vzhl'adom na
rychlost’ mobilnej fazy. Vypocitame ho podl'a vzt'ahu (6):

Ui

Ri=—" (6)

U vyjadruje rychlost mobilnej fazy a u; rychlost’ danej vzorky v kolone.
Rozlisovaci faktor (R;j) : Charakterizuje separaciu dvoch vzoriek eluujicich pri sebe

Vv definovanom chromatografickom systéme. Vypocitame ho podl'a vztahu (7):

k.
Rij=1 @

kde ki vyjadruje retenény pomer v poradi prvej eluovanej vzorky akj retenény pomer
druhej eluovanej vzorky. Na to, aby sme kvalitativne mohli vyhodnotit’ separované vzorky,
by mala byt hodnota rozliSovacieho faktoru asponi 1,5. Pri tejto hodnote sa piky dvoch
separovanych vzoriek, ktoré po sebe eluuju, neprekryvaji asu Uplne rozliSitelné na
chromatograme.

Pocet teoretickych priehradiek n : Teoretickd priehradka je pomyselnd cast’
chromatografickej kolony, kde prichddza k jednej teoretickej separacii analytu medzi fazu
stacionarnu a mobilnl a nasledne dojde k ustileniu rovnovéhy separovaného analytu medzi
oboma fazami. PocCet teoretickych priehradiek vypocitame podl'a vztahu (8):

2
n=16 (%R)Z: 5,54 (;—’;> (8)

tr vyjadruje eluény ¢as analytu, Y vyjadruje Sirku piku analytu pri zdkladni a Y» vyjadruje
2

Sirku piku analytu v polovi¢nej vyske.

Termodynamika separacie sa zaoberd vplyvmi, ktoré ovplyviiuju velkost’ interakcie medzi
sorbentom a analytom, zadrziavanie (retenciu) a zbrzd’ovanie (retardaciu) analytov, rychlost’
migracie analytov kolonou, rozdiel v retencnych ¢asoch analytov a delenie analytov od seba
navzajom.
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Kinetika separacie sa zaobera vplyvmi, ktoré ovplyviiuji rozsirovanie (rozmyvanie) zoén
analytov behom postupu kolénou a Sirky pikov v chromatograme.

Termodynamika a kinetika separacie spolu tizko suvisia a obidve urcuji ako vel'mi sa
susedné piky v chromatograme prekryvaja, t. j. ako dokonalé alebo nedokonalé¢ st zény
susednych analytov vzajomne oddelené. [6] [11] [12]

2.2 Opioidy a opiaty

Nazov 6pium je odvodené z gréckeho slova ,,opion“, ¢o znamena makova Stava. NajstarSie
zachované zbytky makovych semien pochadzaju zo Svajéiarskych stavieb v obdobi neolitu.
Nalezy sa morfologicky podobaju maku Stetinatému, ktory je povazovany za predchodcu
maka siateho. Z tejto doby neexistuju spravy o tom, ¢i sa tento mak pestoval iba pre olejnaté
semena, alebo tiez pre svoje omamné a bolest’ tiSiace vlastnosti.

Historicky prva zmienka o poZzivani §tavy z makovic sa nachadza v starom sumerskom
texte (asi 4000 rokov pred n.l.).

V roku 1803 sa podarilo nemeckému lekéarovi Sertlirnerovi izolovat’ z 6pia jeho hlavny
alkaloid, ktory pre jeho vlastnosti pomenoval po gréckom bohu spanku Morfeovi morfium.

Na prelome 19. a 20. storo¢ia nastala v Eurdpe prva morfiova vina a v 20. rokoch d’al$ia,
druha morfiova vlna.

Okolo roku 1898 bol ako liek proti kasl'u predstaveny polysynteticky derivat morfinu 3,6-
diacetylmorfin (heroin). Heroin potla¢oval abstinen¢né priznaky u morfinistov. Dnes je heroin
povazovany za jednu z najnebezpecnejSich navykovych latok vobec. Drogova zavislost
opiatového typu moze vyvolat’ cela rada latok prirodného i syntetického povodu. [13]

Termin opidaty je vSeobecne vyuzivany v uzSom slova zmysle pre morfin, heroin, kodein
alatky izolované z opia. Pojem opioidy sa potom vztahuje ku vSetkym prirodnym
a syntetickym substanciam, ktoré maju uc¢inky podobné morfinu.[14]

2.2.1 Rozdelenie opioidov
Opioidy mdzeme rozdelit’ nasledujiicim spdsobom:
o Starsie opioidy
a) Prirodného povodu: 6pium, morfin, kodein
b) Syntetické derivaty:
. Latky odvodené od morfinu: heroin, hydromorfon, oxymorfon,
hydrokodén, oxykodon, dihydrokodein
Il.  Latky odvodené od pethidinu: pethidin, anileridin, difenoxylat,
fentanyl, loperamid
.  Dalsie: pentazocin, butorfanol, nalbufin, naloxon, naltrexon,
buprenorfin, propoxyfen, dextrometorfan

e Novsie opioidy
tilidin, tramadol, pentamorfon, dezocin, dextromoramid

2.2.2 Mechanizmus ucinku
Mechanizmus u¢inku je dany vidzbou latky na opioidné receptory, ktoré sa vyskytuju v celom

centralnom nervovom systéme. Opioidné receptory existuju vo viacerych podtypoch:
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p (mi receptory) —stimulacia vyvolava analgetické ucinky, vedie k euforii, sedacii,

utlmu dychového centra. S zodpovedné za vznik zavislosti.

e 0§ (delta receptory) — su lokalizované periférne a podiel’aju sa na analgézii.

e « (kappa receptory) — podielaju sa na analgézii na Grovni miechy. Veda k sedacii
a dysforii.

e o (sigma receptory) — podielaji sa na posobeni niektorych sympatomimetik a na

dysforii sposobenej opioidmi. [15]

Podla pomeru afinity a vnutornej aktivity (sily aktivacie receptoru) sa opioidy delia na
niekol’ko skupin:
e agonisty — maju silnu afinitu aj vnitornu aktivitu, vyvolavaju typické Gc¢inky opiatov
(morfin, kodein)
e antagonisty — maja silna afinitu ale nulova vnatorna aktivitu, blokuju teda receptor
a zabrania u¢inku iného opioidu, preto sa uzivaju ako liek pri predavkovani (naloxon)
e C(iastofny agonisty — antagonisty - viazu sa na receptory, niektoré aktivuji a iné
blokuju (butorphanol, pentazocin)
e (Ciastofny antagonisty — maju pevnl vidzbu na receptor, ale slabti vnatorna aktivitu
(buprenorfin)

Mechanizmus ucinku na bunkovej urovni — 0 mechanizme pdsobenia opioidov na Grovni
buniek je zndme, ze obsadenim opioidného receptoru agonisticky pdsobiacim opioidom sa
prostrednictvom G-proteinu bud’ zvysi permeabilita membrany presynaptického nervového

v . + rve e e . 9 2+ % 4 I M
zakonCenia pre K', alebo sa znizi jej priepustnost’ pre Ca“’, takZe sa membrdna tazsie
depolarizuje. To znizuje prenos vzruchu v synapsii. [16]

7 s we

2.2.3 Somatické ucinky opioidov
Somatické G¢inky (plne plati iba pre opioidne agonisty, u Ciastocnych agonistov je efekt
modifikovany predovsetkym do kvantity, u agonistov — antagonistov aj ¢o do kvality).

Utlm CNS - opioidy potlacaju percepéné a lokalizaéné vnimanie bolesti(schopnost’ vnimat’
a urCit’ miesto), ako aj psychicku a emocionalnu zloZku bolesti, posobia sedaciu aZ ospalost’
a euforiu. Spdsobuju depresiu dychového centra, pokles citlivosti na drazdivy ucinok acidozy
a CO,. MozZe dojst’ az k zastave dychania. Opioidy tlmia centrum pre kaSel’, drazdia zénu pre
vracanie, vyvoldvaju miozu (stiahnutie zornice do typickej velkosti Spendlikovej hlavicky),
centralne tiez hypotermiu — pokles telesnej teploty.

Krvny obeh — vazodilatacia (zvdcSenie priesvitu cievneho rie€iska), bradykardia (spomalenie
srdcovej ¢innosti), atym hypotenzia (znizenie krvného tlaku). V toxickych déavkach pri
hypoxii (nedostatok kyslika a pokles parcialneho tlaku v krvi), moze dojst k poSkodeniu
vegetativnych centier mozgu, ktoré riadia srdcovu ¢innost’ a k zastave krvného obehu.

Dychanie — opioidy svojim centralnym ucinkom znizuju dychovi frekvenciu a zmensuju
dychovy objem. Dosledkom toho modze byt intoxikovany az cyanoticky (modrofialové
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sfarbenie koze sposobené nedostatonym okysli¢enim ¢ervenych krviniek). Znizena ventilacia
pluc apokles motility hladkého svalstva riasinkovitého epitelu byva castou pri¢inou
pneuménii (zapalu pluc). Specifickym efektom je bronchokonstrikcia (zZenie priesvitu
dychacich ciest, U astmatikov mdze vyvolat’ astmaticky zachvat a dusenie).

Traviaci trakt — opioidy vyvolavaju zapchu (zniZzenie motility a zvySenie tonu hladkého
svalstva Crevnej steny). Vzostup napétia Oddiho sfinkteru (zviera¢ pri vyusteni zlcovodu do
dvanastnika) moze vyvolat’ biliarnu koliku (zaklinenie zl¢ového kamena v zl¢ovode).

Urogenitalny trakt - znizena produkcia aretencia mocu v dosledku vzostupu napitia
svaloviny mo¢ového mechtra. Dochadza tiez k zvySeniu tonu maternice a k poklesu motility
riasinkového epitelu vo vajcovodoch a tym k sterilite.

KoZza — svrbenie, typické je Skriabanie sa po celom tele, dokonca aj v stave
bezvedomia.[17][20]

2.2.4 Terapeutické vyuZitie opioidov
Morfin a ostatné opioidné analgetika sa, ako uz z nazvu vyplyva, pouzivaju pri ulave od
tazkej neustupujicej bolesti. Intraven6zne (vnutrozilovo) podany morfin poskytuje vyraznu
ulavu pri stavoch dychavi¢nosti v dosledku plicneho edému sprevadzajuceho lavostranné
srdcové zlyhanie.

Opioidné analgetika taktiez potlacaju kasel'. V poslednych rokoch sa vSak od ich vyuzitia
v tejto indikécii upusta, pretoze boli vyvinuté mnohé iné Ucinné syntetické lieCiva, ktoré
nespdsobuju zavislost’, teda nie st navykové. Ich d’alSim vyuzitim je liecba hnacky prakticky
akejkol'vek etiologie. Vynimkou st infekéné hnacky, kedy ich pouZitie je kontraindikované
z dovodu retencie patogéna v trdviacom trakte. Pre sedativne, anxiolytické a analgetické
u¢inky sa opioidy, vratane morfinu, pouzivaji ako premedikacia pred anestéziou
a chirurgickymi vykonmi. Opioidy maju Siroké uplatnenie aj ako anestetika, bud’ to primérne
celkové anestetikd, alebo ako doplnok k inym anestetikdm.
Metadon a buprenorphin sa uplatituji pri substitucnej liecbe abstinen¢nych stavov.[14] [17]

2.2.5 Interakcie opiatov s alkoholom
Interakcia liekov s alkoholom je zavazny a Vv praxi ¢asty problém.

Alkohol, vtomto kontexte etanol, je sedativne-hypnoticka latka l'udstvu znama uz po
tisicroc¢ia. V Eurdpe boli pocas stredoveku pivo a vino hlavnym zdrojom prijmu tekutin.
Okrem toho sa alkohol vyuzival ako lieCivo pri najréznejSich ochoreniach. V sucasnosti je
etanol Siroko spolocensky tolerovanou a legalnou drogou, ktora vedie k jeho naduzivaniu
spojenému s mnohymi zdravotnymi, socidlnymi a ekonomickymi problémami. [27]

Utinky etanolu v organizme:

I.  CNS: Etanol zdsadnym sposobom ovplyviiuje centradlny nervovy systém, na ktory
poOsobi tlmivo. Zdanlivo excitacny tc¢inok nizkych koncentracii etanolu je dosledkom
utlmu inhibi¢nej aktivity mozgu. ZvySujuca sa koncentracia etanolu vedie
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k prehibeniu utlmu nervovych funkcii a navodi aZ stav celkovej anestézie. Koncetracia
etanolu v krvi 3-5 g/l znamena silnu intoxikaciu, pri ktorej nastava koma, depresia
dychového centra az smrt’.

Ovplyvnenie funkcii CNS je dané priamym poOsobenim etanolu na i6nové kanaly

a receptory:

e etanol potencuje inhibi¢né pdsobenic GABA na GABAA- receptoroch (podobne
ako benzodiazepiny)

e etanol inhibuje glutamatové receptory, resp. inhibuje schopnost’ glutamatu otvarat’
katibnové kanaly spojené s glutamatovymi receptormi, ktorymi st ovplyvnené
kognitivne funkcie

e Vneuronoch etanol inhibuje otvaranie napatovo riadenych vapnikovych kanélov,
¢im inhibuje vedenie vzruchu a odpoved’ nan

e aktivacia acetylcholinovych nikotinovych receptorov a serotoninovych receptorov,
aktivacia opioidového systému

e Pozn.: Chronické pozivanie alkoholu navodzuje v neurénoch presne opacéné
ucinky ako st vyssie uvedené ucinky akutneho uzitia alkoholu, aj ked’ ovplyvnené
molekularne systémy st rovnaké.

Kardiovaskularny sytém: hlavnym t¢inkom etanolu je kozna vazodilatacia (rozSirenie
priesvitu ciev), objavuje sa s¢ervenanie koze, pocit tepla, pri nizkych teplotach okolia
dochadza k podchladeniu. Tlak krvi ani srdcovy vydaj sa po malych davkach alkoholu
nemeni, zhorSena kontraktilita (schopnost st'ahu) myokardu (srdového svalu) sa
objavuje aZ pri koncentracii 1g/l alkoholu v krvi. Oproti tomu pravidelna konzumacia
malych davok alkoholu (cca 1-2 dcl vina), zvySuje koncentraciu anti-aterogénneho
HDL-cholesterolu v plazme. V toto pripade by teda mohol mat’ etanol protektivny
vplyv pri vzniku a rozvoji kardiovaskularnych ochoreni.

Hladké svalstvo: Relaxéacia hladkého svalstva je Ciastocne entrdlneho povodu, dalej
vznikd priamym posobenim acetaldehydu, hlavného metabolitu etanolu, na hladku
svalovinu.

Gastrointestindlny trakt: etanol zvySuje salivaciu, Zalido¢nu a pankreatickll sekréciu.
Toto sa deje reflexne, jednak chutou alkoholu, jednak zdrazdenim senzorickych
nervovych zakonceni v bukélnej a Zaludocnej sliznici.

Oblicky: zvySené mocenie v dosledku utlmu sekrécie ADH (antidiuretického
hormoénu), na tento ucinok etanolu vznika rychlo tolerancia. [16] [20]

Interakcie liekov s alkoholom:
Alkohol vstupuje do interakcie s liekmi trojakym sposobom:

1. Spomal'uje metabolizmus lieku pri intoxikécii etanolom, alebo naopak je spomalené

odburanie etanolu. Alkohol mdze byt kompetitivnym inhibitorom biodegradacie
liekov.
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2. Zrychlenie metabolizmu lieku pri intoxikacii alkoholom. Této situacia vedie
k niz§iemu t¢inku lieiva.
3. Zosilnenie neziaducich ucinkov alkoholu/ lie¢iva pri vzajomne;j interakcii. [28]

Z vyssie uvedeného vyplyva, ze G¢inky etanolu a opioidov sa Vv organizme stretaji najma na
urovni CNS.

Alkohol potencuje sedativne ucinky opioidov ako aj utlm dychacieho centra. V krajnych
pripadoch moéze viest’ k zdvaznym porucham vedomia az k smrti.
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2.3 Vlastnosti a pouzitie Nalbufin hydrochloridu

2.3.1 Fyzikalno - chemické vlastnosti

Systematicky nazov:(5a,60)-17-(Cyklobutylmetyl)-4,5-epoxymorfinan-3,6,14-
triolhydrochlorid
Sumarny vzorec: Cp1H27NO,4. HCI
Molekulova hmotnost:393,9[g/mol]
Teplota topenia: 228-235°C
Rozpustnost’ vo vode: 2,09 mg/ml pri teplote 25°C
Rozpustnost:  a) dobre rozpustny — voda, metanol a etanol
b) nerozpustny — chloroform, éter [24][26]

HO

«HCL

Obrdzok 4: Zakladna Struktura nalbufin hydrochloridu (prevzaté z [25])

2.3.2 Nalbufin hydrochlorid
Nalbufin je opioidné analgetikum zo skupiny morfinanov, ktory je agonistom k receptorov a

antagonistom p receptorov. Antagonistické U¢inky nalbufinu dosahuji asi Stvrtinu G¢inku
nalorfinu a desatnasobok ucinku pentazocinu. V porovnani s pentazocinom ma nizSie
dysforické ucinky.

Vyhodou podavania nalbufinu je fakt, Ze jeho potencidl na vyvolanie zavislosti je
minimalny, neovplyviiuje hladku svalovinu traviaceho traktu, mocovych ciest, minimalne
ovplyviiuje vyprazditovanie zaludka, ¢revnu pasdz a mocenie. Intramuskularne podanie 10 mg
nalbufinu mé podobny analgeticky Gc¢inok ako 10 mg morfinu. Maximalne stropové mnoZstvo
nalbufinu na dosiahnutie analgetického ucinku je 30 mg.
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Psychomimetické ucinky sa vyskytuju pri davke vyssej ako 70 mg. U pacientov, ktorym su
podavané opioidné analgetikd zo skupiny agonistov p receptorov nalbufin vyvolava
abstinen¢ny syndrom. [18][20]

2.3.3 Sposob podania a davkovanie
Nalbufin sa podava parenterdlne (intravendzne, intramuskularne alebo subkutanne).

Parenteralne sa odportcéa pre dospelych pacientov davka 0,1 — 0,3 mg/kg telesnej hmotnosti.
Maximalna jednotlivd davka by u dospelych nemala byt vysSia ako 20 mg. Detom sa
odporuca davka 0,1 — 0,2 mg/kg telesnej hmotnosti. [19]

2.3.4 Farmakokinetické vlastnosti
Nalbufin ma po parenteralnom podani rychly nastup ucinku, 3-5 minGt po intravenoznej
aplikacii a menej ako 15 minut po intramuskularnej alebo subkutdnnej injekcii. Trvanie
posobenia je od 3 do 6 hodin. Vézba nalbufinu na bielkoviny plazmy je priblizne 50%.
Nalbufin sa metabolizuje v pecCeni na sedem metabolitov, ktoré vSak nie st
farmakodynamicky aktivne. [19] [20].

2.3.5 Indikacie
Nalbufin sa pouziva v parenteralnej forme na kratkodobé zmiernenie stredne zavaznej az

zavaznej bolesti. Mozno ho tiez pouZit’ na predopera¢nu a pooperaénu analgéziu. [20]
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2.4 Rozlicné metody HPLC stanovenia Nalbufin hydrochloridu v réznych
matriciach
Ako je zrejmé z Tab.l na stanovenie Nalbufin hydrochloridu sa najéastejSie pouziva

kvapalinova chromatografia. Ako mobilna faza sa najcastejSie pouziva acetonitril a metanol
v kombinacii s vodnym roztokom slabej organickej kyseliny s upravenym pH.

Jedna z vyvinutych a najnovsich metdd popisuje jednoduché a citlivé stanovenie Nalbufin
hydrochloridu z krvnych vzoriek. Vzorky boli extrahované etylacetatom. Metdda bola
prevedend na HPLC pristroji Shimadzu s elektrochemickym detektorom. Bola vyuzita RP
kolona Ultrasphere C18; (150 x 4,6 mm; 5,0um), Ktorej separacia prebichala pri konstantnej
teplote 30°C. MF bola tvorend zlozkami A a B. Separacia prebiehala izokraticky pri zlozeni
65%A. Zlozkou A bol pouzity 0,1 M roztok fosfore¢nanu sodného s upravenym pH na 5,5.
Zlozkou B bol metanol. Prietok mobilnej fazy bol 1mL/min. Limity kvantifikacie vo vzorkach
krvi boli pre Nalbufin hydrochlorid 25 ng/mL. Na zaklade citlivosti a reprodukovatel'nosti je
tato metdda vhodna pre farmakokinetické ¢i farmakodynamické stadie. [29]

V starSej S§tadii bola vyvinutd metdoda na stanovenie Nalbufin hydrochloridu v plazme
¢loveka. Latka bola extrahovana s hexan-izoamylalkoholom pri pH 9,25. V HPLC systéme
s UV detekciou pri 210 nm bola pouzita kolona mPorasil C18; s rozmermi 300 x 3,9 mm;
10,0um. Mobilnu fazu tvorili dve zlozky: A a B. Eltcia prebiehala izokraticky pri zlozeni
40% A. Zlozkou A bol 5 mM roztok octanu sodného, s upravenym pH na 6,6. Zlozkou B bol
acetonitril. Prietok mobilnej fazy bol 1,2 mL/min. Limit kvantifikacie v krvej plazme bol
stanoveny na 0,75 ng/mL. Tato metdda, ktora bola vyvinutd v roku 1996, nasla vyuzitie
Vv rozli¢nych farmaceutickych laboratériach pre svoju jednoduchost’, rychlost a citlivost’. [30]

Frank de Cazanove, Jean-Marie Kinowski a kol. vo svojej s§tadii stanovovali koncentraciu
Nalbufinu v krvnej plazme u deti. Bola vyvinuta chromatograficka metéda pre vysokouéinnu
kvapalinovii chromatografiu. Metéda zahifhiala vycistenie vzoriek extrakciou kvapalina-
kvapalina zmesou chloroform-izopropanol. Po centrifugicii sa organicka faza opéat
extrahovala 17 mM kyselinou fosforecnou a az potom bola vodna faza injektovana do kolony.
Separécia sa uskutocnila na analytickej kolone s obratenymi fdzami (Ultrasphere ODS, 250 x
4,6mm; 50um ). Mobilnd faza pozostavala zo zloziek A aB. Zlozku A tvoril metanol.
Zlozkou B bol fosfatovy pufr supravenym pH na 3,4. Izokratickda elucia prebiehala
s prietokom 1mL/min a elektrochemickou detekciou. LOQ bol stanoveny na hodnotu 0,3
ng/mL a limit detekcie bol 0,1 ng/mL. Opakovatel'nost bola pod 10%. Tato metdda bola
validovana pre koncentracie vV rozmedzi od 1 do 14 ng / mL, ¢o sa v si¢asnosti povazuje za
klinicky relevantny rozsah pre koncentracie Nalbufinu v plazme. Tento test je selektivny,
spolahlivy a mé4 dobrua t¢innost’.

Stcasnad metdda s nizkym limitom kvantifikacie (0,3 ng/mL) je dostato¢ne rychla, citliva a
Specifickd na stanovenie Nalbufinu vo velkom pocte vzoriek plazmy pocas terapeutického
monitorovania liekov. [31]

E. Nicolle, S. Michaut a kol. sa vo svojej praci venovali vyvoju metddy, ktorda mala byt
citliva, presnd a Specifickd pre farmakokinetické Stidie Nalbufinu. Ich praca bola zamerana
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najmi na monitorovanie lie¢by u novorodencov a doj¢iat narodenych z matiek, ktoré boli
liecené Nalbufinom. Vyvinutd metéda bola urcend pre vysokoucinni kvapalinovu
chormatografiu s coulometrickym detektorom. Ako extrakéné rozpustadla boli zvolené
hexéan:dichlérmetan:izopropanol v pomere 69:30:1. Tymto sposobom bola adekvatne
odstranend organickd vrstva. Metdda bola prevedenda na HPLC pristroji Waters
s coulometrickym detektorom. Bola vyuzita RP koléna 1. D. Lichrospher C18; (150 x 4,6 mm;
5,0um), ktorej separacia prebiehala pri laboratornej teplote. MF bola tvorena zlozkami A a B.
Separacia prebiehala izokraticky pri zlozeni 20% A s prietokom 0,8 mL/min. Zlozku A tvoril
metanol. Zlozku B tvoril vodny roztok, ktory obsahoval: 24 mM dihydrogénfosfore¢nanu
draselného, 0,06 mM disodnu sol’ EDTA.Kyselinou ortofosfore¢nou bolo upravené vysledné
pH na hodnotu 3,4. Limit detekcie (LOD) bol stanoveny na 0,1 ng/mL a limit kvantifikacie
(LOQ) bol vyhodnoteny no hodnotu 0,5 ng/mL.

Vyvinuta metdéda dosahuje nizky limit detekcie s vysokou selektivitou a spolahlivost'ou. Tato
vlastnost’ ju preduréuje k pouzitiu na farmakokinetické alebo terapeutické ucely. [32]

M.A.Quarry, D.S. Sebastian a kol. vo svojej $tadii vyvijali HPLC metodu a stanovovali
mnozstvo Nalbufinu v injekénom roztoku Nalbufin hydrochloridu. Separacia prebiehala na
chromatografickej kolone Zorbax SC-C8; (150x4,6 mm; 5,0um) S obratenymi fazami (RP).
Mobilné faza sa skladala z dvoch zloziek: A aB. Zlozku A tvoril 0,05% roztok zlozeny
z kyseliny trifluéroctovej, acetonitrilu a tetrahydrofuranu v pomere 92:5:3. Zlozku B tvoril
acetonitril. Separacia prebichala gradientovym typom elucie s prietokom 2 mL/min v zloZeni:
100% A prvych 6 minuat, potom linearny gradient od 0% B do 60% B za 10 minut. Podrzat’ na
60% B pocas dvoch minut a nasledny navrat do 100% A. Ekvilibracia — navrat k povodnym
podmienkam trvala 8 minat pred d’alsim nastrekom. Kvantifikacia bola dosiahnuta s UV
detekciou pri 280 nm. Vyvinuta metdda bola uspesne pouzita na stanovenie Nalbufinu a inych
latok obsiahnutych v injekénom roztoku Nalbufin hydrochloridu. [33]

Jednou z najnovsich chromatografickych metdéd pre stanovenie Nalbufin hydrochloridu je
metoda, ktortt vyvinuli avalidovali vo svojej stadii A. Attia Khalid a kol. (2014). Bola
vyvinuta a zvalidovana jednoduchid a citliva metdda pre systém vysokoucinnej kvapalinove;j
chromatografie. Analyza bola uskuto¢nena na kolone BDS Hypersil C18 (250 x 4,6mm; 5
pum). Mobilna faza pozostavala z dvoch zloziek. Zlozkou A bol roztok 5 mM octanu sodného,
ktory mal upravené pH na hodnotu 5,5. Zlozkou B bol acetonitril. Separacia prebichala
izokraticky pri zlozeni 40% A s prietokom 1,0 mL/min. Separacia sa uskutocnila pri
laboratornej teplote s UV detekciou pri 210 nm. Metdda ukazala dobru linearnost’ S
detekénym limitom 0,243 a limitom kvantifikacie 0,737 pg/mL. Metoda bola validovana a
uspesne pouZzitd na stanovenie

nalbufinu v komerénom pripravku.

Navrhovany HPLC postup bol pouzity na stanovenie nalbufinu v ampuliach Nalufin®.
Ziskané vysledky boli uspokojivé aVv dobrej zhode s tvrdenim na Stitku vyrobcu, co
naznacuje, ze rusivé ucinky excipientov a aditiv by mali byt minimalne.

Vyvinuta metdda je jednoduchd, rychla, sprdvna apresnd. MoZe sa pouzit na analyzu
Nalbufin hydrochloridu v ¢istej forme a vo forme farmaceutickej davky.[34]
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Tab.1 Podmienky HPLC analyzy Nalbufin hydrochloridu v roznych matriciach

Matrica Analyt Stacionarna faza Mobilna faza Typ elicie/prietok Detekcia Odkaz
) .y , Dorien
Cors wrorky | Nalbufin | Ultrasphere c1g; | 40! M f";fosreg)“an sodny 6596 A 1.0 mLjmin | Elekirochemické | Groenendaal
Y1 Hcl [150x4,6mm;  5,0um 8 Moo ’ | detekcia | etal. (2005)
' [29]
Nalbufin- mPorasil C18; A: 5,0 mM octan sodny (pH Shung-Tai-
plazma HCl 300 x 3,9 mm; 6,0) 40% A 1,2mL/min.| UV; 210 nm Ho et al.
10,0um B: ACN (1996) [30]
Frank de
. Ultrasphere ODS C18; A: MeOH i
plazma Naﬁg‘;‘”' 250 X 4,6 mm; B: Fosfatovy pufr, 20% A 1,0 mLimin, | Fektrochemicls | Cazarioue
5.0um oH 3.4 detekcia al. (1996)
’ ’ [31]
A: MeOH
.| 1. D. Lichrospher C18; | B:24 mM KH;PO,4+ 0,06 . - .| E. Nicolle et
plazma Nag’g‘;‘” 150 x 4,6 mm; mM disodna sof EDTA, | 20% A 0,8 mL/min. Elekggﬁgﬁg?g“’ka al. (1994)
5,0um pH 3,4 (upravené kys. [32]
ortofosfore¢nou)
A: 0,05 % roztok; kyselina
i ekens Nalbufin- Zorbax SC-CS8; trifludroctova : acetonitril : M.A.Quarry
rJO Ztoky HCl 150 X 4,6 mm; tetrahydrofuran v pomere | Gradient; 2,0 mL/min. | UV; 280 nm | et al.(1998)
5,0um (92:5:3) [33]
B: Acetonitril
Standard |\ o | BDS Hypersil C18; A: 3,0 mM %“53;“ sodny (pH Q‘Qit;'z t
Nalbufin HCl 250 x 4,6 mm; B: ACN 40% A 1,0 mL/min. UV; 210 nm al.(2014)
hydrochloridu 5,0um ' '[34]

24



2.5 Validacia analytickej metody
Validécia je proces prostrednictvom ktorého sa stanovuje vhodnost’ pouzitia dané¢ho systému

za UCelom ziskania relevantnych udajov. Pri procese validacie hodnotime, nakolko st
parametre metddy porovnatelné s poziadavkami na analytické vysledky. [35]Hlavnym cielom
procesu validacie je posudzovanie analytickych znakov metddy a zéroven nadobudnutie
dokazov, ze bola dosiahnuta pozadovana miera vymedzenych znakov. Mdzeme teda povedat,
ze podstatnym cielom validacie je zabezpecit, aby pri opakovanom pouziti v réznych
laboratoriach metoda zaist'ovala vzdy rovnako spolahlivé vysledky.[36]

Validaény proces zahffia Specifikaciu podmienok, ktoré u HPLC systému je potrebné
striktne dodrzat, aby validacia analytickej metody bola spravna a presna. Validacia obsahuje
kontrolu, Ze stanovené kritéria moézu byt’ pouzitim analytickej metddy splnené a platné. [37]
Metdda bola validovana v nasledujicich parametroch: presnost, linearita, robustnost’ a boli
stanovené limity detekcie (LOD) a limity kvantifikacie (LOQ).

2.5.1 Selektivita metody
Selektivita metddy je zamerana na rozliSovanie medzi analytom, ktory ma byt stanoveny

a d’alsimi zlozkami vzorky (matrica). Do matrice mozno zaclenit' neéistoty, metabolity,
Stiepne produkty a iné. [38]
Signal zodpovedajuci pozorovanému analytu méze byt ovplyvneny troma sposobmi:

a) zvySuje alebo znizuje citlivost merania

b) vybrané zlozky matrice prispievaji k analytickému signalu analytu bez
ovplyviiovania citlivosti merania. V tejto suvislosti hovorime o vplyve
interferentov.

c) kombinacia vplyvu matrice a interferentov

Vyuzitim vhodnych separanych technik moZno minimalizovat’ vplyv matricnych efektov
a interferentov. [37]

2.5.2 Spravnost’ — aritmeticky priemer a presnost’ — relativna smerodajna odchylka
Aritmeticky priemer X je exaktnym odhadom strednej hodnoty. [39]

Relativna smerodajna odchylka sa pouziva na komparaciu smerodajnej odchylky s priemerom
sérii merani. Relativna smerodajna odchylka vyjadruje smerodajni odchylku ako percento
z priemeru. [40] Pod smerodajnou odchylkou sa rozumie miera presnosti vysledkov
stanovani. Hodnota smerodajnej odchylky vyjadruje rozptylenie jednotlivych hodndt x; okolo
priemerux.

Relativnu smerodajni odchylku moZzno vymedzit ako zhodu medzi opakovanymi
meraniami rovnakej vzorky. Ide o mieru nahodnej chyby, ktora je vyjadrena ako percentualny
koeficient rozptylu, alebo sa oznacuje ako relativna Standardna odchylka (RSD) opakovaného
merania.

2.5.3 Pracovny rozsah
Pracovny rozsah je interval hodndt koncentracii alebo obsahov, tzko suvisi s tvarom

zavislosti analytického signalu na koncentraciu analytu Vv SirSom intervale koncentracii
(obsahov). [37]
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2.5.4 Linearita
Linearita analytickej metédy sa oznacuje schopnost’ nadobudnut’ vysledky testov, ktoré su

priamo imerné koncentraciam stanovovanych latok vo vzorke.[40]

Regresnou zavislost'ou sa rozumie vztah zavislej premennej, zvy€ajne ur¢ovanej meranim
k nezavislej premennej, ktorej hodnoty st zname. Ak je hodnota zavislej a nezavislej
premennej urCovana meranim, ich vzt'ah sa nazyva korelacia. [41]

Lineéarna regresna zavislost’ je vyjadrena vzt'ahom:

y= a+bx

a- usek posunutia

b- smernica kalibracnej priamky

Korelacny koeficient — R charakterizuje tesnost’ vzajomnej zavislosti dvoch nahodnych
premennych. Nadobuda hodnoty + 1 a ¢im sa viac priblizuje k hodnote jedna, tym je zavislost’
oboch ndhodnych premennych tesnejSia. Hodnota 0,98 je pre korelacny koeficient limitna.
[42]

Pre hodnotenie stuptia zavislosti pouzivame koeficient determinacie R?, ktory vyjadruje
podiel spolo¢nej variability medzi dvoma premennymi. [43]

Pocet vzoriek znameho obsahu x; sa od¢ita prislichajuca intenzita signalu y; nasledne pre
kazdu z nameranych hodnét sa vypocita odchylka od priemeru Yi= y; —y a Xi= X; — x,a kdey je
priemer hodnoty y; axje priemer hodnoty X; Akceptovatel'na hodnota korela¢ného koeficientu
nesmie klesnut’ pod hodnotu 0, 98. [44]

Kalibra¢na krivka je krivka vyjadrujica vztah medzi koncentraciou analytu vo vzorke
a nameranym udajom. Kalibra¢nt krivku moZno zostavit’ na zédklade namerania adekvatneho
mnozstva Standardov (5-8), tak aby bolo mozné zabezpeéit’ reprodukovatelna zavislost'. Je
relevantné pouZzivat kalibraéné krivky pokryvajuce cely rozsah koncentracii neznamych
vzoriek. [45]

2.5.5 Robustnost’
Je charakterizovana ako miera schopnosti metddy zostat’ nedotknutd malymi, ale zdmernymi

odchylkami v parametroch metody. Taktiez posktuje udaj o spolahlivosti metddy pri
normalnom pouzivani.

Robustnost’ preukazuje tesnost’ zhody medzi ziskanymi vysledkami Meranie je realizované
za r6znych podmienok. [35]

2.5.6 Medza detekcie a kvantifikacie
Medza detekcie vyjadruje koncentraciu, pre ktora je analyticky signal Statisticky signifikantne

odli$ny od Sumu a vyjadruje sa ako trojnasobok Sumu zékladnej linie. Typicky signal (Sum) je
merany od zdkladnej linie po vrchol pilu.

LOD (limit detekcie) analytu je vo vSeobecnosti najniz§ie mnozstvo analytu vo vzorke,
ktoré sme schopni deletekovat’, ale ktoré nie je nutné kvantifikovatel'né ako exaktna hodnota.
. Vypocitame ho podl'a vztahu (9):

LOD=33*c6/S 9)

O  je smerodajna odchylka odozvy

S je smernica kalibra¢nej krivky
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vwe

S prijatelnou mierou spravnosti a presnosti.[40] Medza stanoviteInosti zodpoveda
koncentracii vramci ktorej presnost’ stanovenia umoziiuje kvantitativne vyhodnotenie
a vyjadruje sa ako desat” nasobok Sumu zakladnej linie. [46]Vypocitame ho podla vztahu
(10):

LOQ=10*c/S (10)

O  je smerodajna odchylka odozvy

S je smernica kalibragnej krivky

27



3 CIELE PRACE
Pocet prac ktoré sa zaoberaju HPLC analyzou Nalbufin hydrochloridu je doposial’ nizky.

Z tohto dovodu cielom predlozenej diplomovej prace je vyvoj a validacia analytickej metody
pre hodnotenie Cistoty aktivnej farmaceutickej substancie Nalbufin hydrochloridu metédami
kvapalinovej chromatografie.

Nalbufin hydrochlorid je semisynteticky opioidny agonista-antagonista zo skupiny
morfinanov. Indikuje sa na zmiernenie strednej az tazkej pooperacnej €i popdrodnej bolesti.
Vystupuje ako analgetikum pod réznymi obchodnymi nazvami ako su: Nubain, Nalbin,
Analin a iné.

Na dosiahnutie tohto ciel’a boli zvolené nasledovné pristupy:

e spracovat’ literarny prehl'ad o moznostiach stanovenia Nalbufin hydrochloridu
kvapalinovou chromatografiou

e vyvinut' chromatograficki metédu pre stanovenie Nalbufin hydrochloridu,
Oxykodonu a Noroxykodonu v jednej analyze s pouzitim systému RP-HPLC a DAD
detekciou

e validovat’ metédu pre rutinné pouZitie a zabezpeéit, aby spiiiala zakladné validaéné
parametre
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1
411

Material a metody

Pristroje a zariadenia

Kvapalinovy chromatograf bol zostaveny z tychto Casti:

Cerpadlo:Dionex UltiMate 3000 RS Pump

Detektor:Dionex UltiMate 3000 RS Diode Array Detector
Davkovacie zariadenie:Dionex UltiMate 3000 RS Autosampler
Termostat:Dionex UltiMate 3000 RS Column Compartment
Software: Empower 3, WATERS

Ultrazvukovy kapel’:Sonorex Super 10P, Bandelin

Pristroj pre ultra¢isti vodu:Millipore Milli-Q Gradient A-10
Vahy: Mettler Toledo XS205
pH meter:WTW inoLab pH7310

Pocas experimentov boli pouZité viaceré typy kolén:

— Symmetry Shield C18; 150 x 4,6mm; Sum

— Lichrospher RP60 SelectB; 125 x 4,0mm; Sum
— Eclipse XDB-C8; 150 x 4,6mm; 3,5um

— Luna C8; 150 x 4,6mm; Spum

— Luna Phenyl-hexyl; 75 x 4,6mm; 3um

— Nova-Pak C8; 250 x 4,6mm; 4um

Chemikalie

Oktansulfonat sodny, Fisher (1560807)
Hexansulfonat sodny, Merck (K44186005308)
Kyselina fosforecnd, Merck (K47168363542)
Hydroxid sodny, Sigma Aldrich (71690500-6)
Acetonitril, Merck (10890930722)

Metanol, Merck (10887607718)
Tetrahydrofuran, Merck (1814201604)
Triethylamin, Acros (A0380808)

Octan sodny, Mikrochem (A152380)

Kyselina octova, Mikrochem (MK44279256308)
Ultracista voda
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4.1.3 Testované latky
JG-01415-17K1 - Oxykodon

JG-026-17 - Noroxykodon
JG-033-17 — Nalbufin hydrochlorid

4.1.4 Priprava testovanych roztokov
I.  Navazili sme si 20,03 mg Nalbufin hydrochloridu, ktory sme rozpustili v 0,1M

roztoku kyseliny chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky.
Vysledna koncentracia bola 2 mg/mL.

[l.  Navazili sme si 2,02 mg Oxykodonu, ktory sme rozpustili v 0,1M roztoku kyseliny
chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky (zasobny roztok).
Vzorka bola este 10x zriedena roztokom kyseliny chlorovodikovej (odobraté 1 mL zo
zasobného roztoku Oxykodonu adoplnenie do objemu 10 mL).. Vysledna
koncentracia teda bola 0,02 mg/mL.

I1l.  Navazili sme si 2,04 mg Noroxykodoénu, ktory sme rozpustili v 0,1M roztoku kyseliny
chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky (zasobny roztok).
Vzorka bola este 10x zriedena 0,1M roztokom kyseliny chlorovodikovej (odobraté 1
mL zo zasobného roztoku Noroxykodonu a doplnenie do objemu 10 mL). Vysledna
koncentracia teda bola 0,02 mg/mL.

4.2 Vyvoj metody

S vyvojom metddy suviseli testy viacerych moznych postupov na detekciu Nalbufin
hydrochloridu  aneéistét Oxykodénu a Noroxykodénu. Bolo testovanych  Sest’
chromatografickych kolon, niekol’ko mobilnych faz, rozne gradienty (izokratické elucie) MF
pocas separacie.

4.2.1 Mobilna faza
Testované boli viaceré mobilné fazy:

— Specifikacia podl'a PhEur Naltrexon hydrochlorid (oktansulfonat sodny - 1,1 g/L, pH
2,3: ACN)

— Specifikdcia podla PhEur Naloxone hydrochloride dihyrdrate (MFA —
ACN:THF:Roztok A (1,1 g/L)v pomere 2:4:94; MFB — THF:ACN:Roztok A (1,1
g/L) v pomere 4:17:79)

— Oktansulfonat sodny (1,1 g/L) pH 2,3 : ACN

— Oktansulfonat sodny (1,1 g/L) pH 5,5; TEA : ACN

— Hexansulfonat sodny (0,93 g/L), voda, MeOH, TEA, H3POy; pH 2,5

— Oktansulfonat sodny (1,1 g/L), voda, ACN, TEA; pH 2,5

— MFA - oktansulfonat sodny (1,1 g/L), voda, ACN, TEA; pH 2,5 (90:10), MFB —
oktansulfonat sodny (1,1 g/L), voda, ACN, TEA; pH 2,5 (80:20)
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4.2.2 Chromatografické podmienky

Pri vyvoji metédy sme zacinali vyberom najvhodnejsej koldony a upravou podmienok
stanovenia ako zlozenie MF, teplota a rychlosti prietoku tak aby prislo k selekcii Oxykodénu,
Noroxykodénu a Nalbufinu.

Ciel'om vyvoja bola separacia troch pikov az na zakladna liniu s oh'adom na velkost’,
symetriu jednotlivych pikov a zachovanie vhodnych chromatografickych podmienok.

Nésledne sme vyvinutia metédu validovali podla platnych podmienok Standardného
operaéného postupu ,,Validacia analytickych met6d“ (SOP-05390) spolo¢nosti Saneca
pharmaceuticals.

Nakol'’ko Naltrexon a Naloxon su §truktirne vel'mi podobné latky Nalbufinu (Obrazok 5,
Obrazok 6, Obrazok 7), otestovali sme ich liekopisné chromatografické metody (podmienky)
pre HPLC cistotu Nalbufinu.

Medzi prvymi boli testované chromatografické metédy podla Specifikacie PhEur pre
Naltrexon a Naloxon hydrochlorid. Vysledkom tychto analyz bola identifikacia
medziproduktov, ktoré vznikaji v procese vyroby ako zname necistoty. V Tabulke 2
uvadzame identifikdciu medziproduktov s ich retencnymi (RT) a relativnymi retenénymi
casmi (RRT).

Tab.2 Testované podmienky HPLC analyzycistoty Nalbufin hydrochloridu

Nalbufin - identifikacia medziproduktov

metoda Naltrexon Hydrochlorid Ph. Eur.

RT |RRT
3-metoxynalbufin 23,6 | 1,29
Nalbufon 19,7 | 1,08
Noroxykodon 17,18 | 0,94
Oxykodon karbamat 26,71 | 1,46
Oxykodoén 16,63 | 0,91
Nalbufin 18,3

metéda Naloxon Hydrochlorid Ph. Eur.

RT |RRT
3-metoxynalbufin 352 | 1,58
Nalbufon 26,1 | 1,17
Noroxykodon 21,1 | 0,95
Oxykodonkarbamat 35,6 | 1,60
Oxykodon 18,1 | 0,81
Nalbufin 22,3
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Nasledne boli testované viaceré zloZzenia mobilnych faz s rozlicnymi podmienkami
separacie (zmena pH, teploty, typ elicie) no Ziadna z nich nevyhovovala poZzadovanym
vlastnostiam.

Pri separacii na C18 koléone sme pouzili mobilnt fazu, ktora sa preukazala ako
najvhodnejsia a pozostavala z dvoch zloziek A a B. Mobilna faza v spojeni s kolonou Nova-
Pak C18 nam poskytla dostacujuce rozliSenie analytov a s oh'adom na vnutorny priemer
kolony sa zlepsil pomer signal/Sum v nizkych koncentraciach. Ako zlozka A bol zvoleny
vodny roztok modifikatora ako rozpustadla s mensim podiclom acetonitirilu. Zlozenie MF
A bolo nasledujtce: 0,97 g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo v 900 mL vody ku ktorej sa
pridalo 100 mL acetonitrilu a 2 mL trietylaminu. Vzniknuty roztok bol upraveny kyselinou
fosforecnou na vysledné pH 2,5. Zlozkou B bol vodny roztok modifikatora s va¢$im podielom
ACN. MF B mala nasledujuce zlozenie: 0,86 g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo v 800
mL vody ku ktorej sa pridalo 200 mL acetonitrrilu a2 mL TEA. Vysledné pH bolo upravené
kyselinou fosfore¢nou na 2,5. Gradient MF bol upraveny tak, aby bolo dosiahnuté dostatocné
rozliSenie Nalbufinu, Oxykodénu a Noroxykodonu. Od nultej minuty zo 100 %A do 30 min.
na 0 %A. V 30-60 min. 0 %A, 60-61 min. s linedrnou zmenou na 100 %A, 61-70 min.
ekvilibracia do povodnych podmienok na 100 %A pri prietoku 1 mL/min. Pre idealny
chromatograficky pik, ktory ma Gaussovsky profil sa bolo nutné vyhnat dvom
najvyraznej$im asymetriam: ,,frontovanie* a chvostovanie ,,tailing. Prvd zmienend asymetria
byva najcastejSie dosledkom pretazenia kolony vzorkou. Druha menovana asymetria byva
sposobend, ak niektoré miesta stacionarnej fazy zachytavaji stanovovanu latku silnejsie ako
iné. Ako kompenzaciu sme sa snazili vyvazit' gradient mobilnej fazy, prietokovi rychlost’
a jej pH. Pre ekvilibraciu kolony medzi jednotlivymi stanoveniami je vhodné sptastat’ d’al$iu
analyzu v 10 minatovych intervaloch. Davkovany objem vzorky autosamplerom bol po celu
dobu analyzy 10 pl.

Obrazok 5: Zakladna struktura Naltrexonu (prevzaté z [4T])
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Obrazok 6: Zdkladna Struktira Naloxonu (prevzaté z [48])

Obrazok 7: Zakladna Struktura Nalbufinu (prevzaté z [49])

4.2.3 HPLC analyza

K vyvoju chromatografickej metody boli merané testovacie vzorky. Analyza s naslednym
vyhodnotenim prebehla ipre jednotlivé roztoky Standardov. Vysledné parametre HPLC
systému po vyvoji metddy pre hodnotenie Cistoty Nalbufin hydrochloridu st:

Pripravok: Nalbufin hydrochlorid
Specifikacia: N/A

Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Koléna: Nova Pak C18 150x3,9mm, 4um
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Mobilna faza: MF A: 0,97 g oktansulfonat sodny do 900 mL H20 + 100 mL ACN + 2 mL
TEA, tiprava pH = 2,5 s H3PO,

MF B: 0,86 g oktansulfonat sodny do 800 mL H20 + 200 mL ACN + 2 mL
TEA, uprava pH = 2,5 s H3PO4

Priebeh gradientu:

t %A %B
0-30 100-0  0-100
30-60 0 100
60-61 0-100 100-0
61-70 100 0

Prietok: 1,0 mL/min.
Nastrek: 10 mL

Teplota kolony: 50°C
Teplota autosamplera: lab.
Detekcia: UV 206nm
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4.3 Validacia metody
Analytické metody, ktoré st pouzivané pre monitorovanie kvality lie¢iv musia byt vhodné,

presné a spol’ahlivé.

Validacia analytickej metddy je séria experimentov, ktorymi sa zistia najddlezitejSie
charakteristiky metody. Cielom validacie je zabezpecit, aby pri opakovanom pouziti
Vv rozlicnych laboratoriach metéoda zabezpecovala rovnako spolahlivé vysledky. U metod,
ktoré sa tykaji vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie je nutné dbat na dodrzanie
analytickych parametrov, nakolko su doélezit¢ pre validaciu chromatografickej metody.
Metoda bola validované v nasledujicich parametroch: presnost’, linearita, robustnost’. Taktiez
boli stanovené limity detekcie (LOD) a limity kvantifikacie (LOQ) s opakovatel'nost'ou pri
stanoveni LOQ.

Tab.3Doporucené limity jednotlivych validacnych parametrov

Valida¢ny parameter Jednotky/vyjadrenie Doporucené limity
presnost’ (opakovatelnost)  [% RSD] RSD< 5,0%
linearita korela¢ny koeficient R*>0,9990
linearita graficky rovnica priamky -

LOD [%, pg/mL] -
LOQ [%, pg/mL] LOQ <0,02 %
LOQ - opakovatel'nost [% RSD] RSD< 7,0 %

4.3.1 Priprava zasobnych roztokov Standardov
o Priprava zasobného roztoku Nalbufinu

Navazili sme si 20,03 mg Nalbufinu, ktory sme rozpustili v 0,1M roztoku kyseliny
chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky. Z tohto roztoku sme vytvorili
zasobny roztok odpipetovanim 2 mL, ktoré sme preniesli do 100 mL odmernej banky
a doplnili do tohto objemu 0,1M roztokom kyseliny chlorovodikovej. Vysledna koncentracia
zasobného roztoku Nalbufinu bola 40,06 pg/mL.

o Priprava zasobného roztoku Oxykodonu
Navazili sme si 20,32 mg Oxykodonu, ktory sme rozpustili v 0,1M roztoku kyseliny
chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky. Z tohto roztoku sme vytvorili
zasobny roztok odpipetovanim 2 mL, ktoré sme preniesli do 100 mL odmernej banky
a doplnili do tohto objemu 0,1M roztokom kyseliny chlorovodikovej. Vysledna koncentracia
zasobného roztoku Oxykodonu bola 40,64 pg/mL.

o Priprava zasobného roztoku Noroxykodonu
Navazili sme si 20,10 mg Noroxykodonu, ktory sme rozpustili v 0,1M roztoku kyseliny
chlorovodikovej a doplnili do objemu 10 mL odmernej banky. Z tohto roztoku sme vytvorili
zasobny roztok odpipetovanim 2 mL, ktoré sme preniesli do 100 mL odmernej banky
a doplnili do tohto objemu 0,1M roztokom kyseliny chlorovodikovej. Vysledna koncentracia
zasobného roztoku Noroxykodénu bola 40,20 pg/mL.
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4.3.2 Presnost
Pre stanovenie presnosti bol pouzity Standard Nalbufin hydrochloridu.

Presnost” (precision) analytickej metddy je miera zhody medzi jednotlivymi vysledkami
merania a prijatou referen¢nou hodnotou. Pri stanoveni opakovatelnosti (repeatability) sa
metoda analyzuje jednym analytikom, na rovnakom pristroji s rovnakymi cinidlami.
Opakovatel'nost’ podava informaciu o variabilite nameranych vysledkov. Vyjadrujeme ju ako
relativnu smerodajni  odchylku (%) Siestich stanoveni podla predpisaného postupu.
V neposlednom rade je pri presnosti popisovana i reprodukovatelnost’, ktorou sa vyjadruje
zhoda medzi jednotlivymi laboratériami. Tento parameter nebol v nasom projekte hodnoteny.

4.3.3 Linearita
Pod pojmom linearita rozumieme priamkovi zavislost medzi dvoma nahodnymi

premennymi. Jednd sa o vzajomnu spojitost medzi odozvou inStrumentdcie (analyticky
signal) a koncentraciou analytu. Dalsim parametrom je rozsah. Ide o interval medzi dvoma
hladinami koncentracie stanovovanej latky (vratane tychto hladin), v ktorom je latka
stanovend s takou presnost'ou, spravnostou a linearitou, ako dokladaju vysledky validacie.
Rozsah sa bezne vyjadruje v rovnakych jednotkach ako vysledky analyzy (najéastejsie %).
Potvrdenie linearity pozadujeme v rozmedzi 10% az 150%. Linearita analytickej metody sa
dokazuje jednak graficky ako zavislost’ vysledkov na koncentracii stanovenej latky a jednak
matematicky pomocou vysledkov linearnej regresie(smernica a usek priamky). Uvadza sa
korela¢ny koeficient (R?), ktory je mierou linearity.

Po vyvoji chromatografickej metédy s dostatoénym rozlisenim pri danej vinovej dizke boli
pre pozadované Standardy stanovené retenéné casy. Nasledne boli roztoky Standardov
nariedené tak, aby mohli byt pouzité pre vytvorenie kalibracnej krivky v koncentraénom
rozsahu 0,02% - 0,30%. Pripravenych bolo 7 pracovnych roztokov 0 rozdielnej koncentracii.
Prislusny kalibraény rad bol zostaveny jednotlivym riedenim zo zasobného roztoku
prislusného Standardu. Na riedenie bol pouzity roztok 0,IM kyseliny chlorovodikove;.
Zavislost’ priemernych ploch pikov roztokov na ich koncentracii bola vyhodnotend metdédou
linearnej regresie. Kalibraéna krivka bola zostavena zo siedmych bodov. Linearita bola
stanovena pre Standardy uvedenych analytov: Nalbufin hydrochlorid, necistota — Oxykodon
a necistota — Noroxykodon.

4.3.4 Limit detekcie — LOD, limit kvantifikacie — LOQ s opakovatel’'nost’ou stanovenia
Detekény limit, alebo tieZ medza detekcie (LOD) je najmenSie mnozstvo analytu vo vzorke,

ktoré modZe byt detekovateI'né, nutne nemusi byt kvantifikované ako exaktnd hodnota.
U inStrumentalnych metod sa detekény limit zistuje na zaklade Sumu pozadia systému.
Metoda je zaloZend na stanoveni smernice kalibranej priamky a smerodajnej odchylky
odozvy detektora.
presnost'ou a spravnostou. Tento parameter sa pouziva u nizkych hladin latok vo vzorkach
alebo pri stanoveni obsahu necistot. NajCastejSie sa vyjadruje ako koncentracia (
v miligramoch na liter, % a pod.). Metdda je zaloZena na stanoveni smernice kalibracnej
priamky a smerodajnej odchylky odozvy detektora.

LOD a LOQ bol stanoveny pre standardy jednotlivych analytov (Oxykodon, Noroxykodon
a Nalbufin).
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Standardne sa pre vyjadrenie LOD a LOQ pouziva vztah pre vypocet na zaklade
smerodajnej odchylky odozvy a smernice. Vypocitané boli pomocou regresnej analyzy.

3,3%0 10*0
, kde LOQ = S

LOD = , kde

O  je smerodajna odchylka odozvy

S je smernica kalibragnej krivky

4.3.5 Robustnost’
Je definovana ako miera schopnosti metdédy zostat’ nedotknutd malymi, ale zdmernymi

odchylkami v parametroch chromatografickej metédy. Robustnost’ poskytuje udaj
0 spol’ahlivosti chromatografickej metddy pri beZznom pouZivani. Sledovany bol vplyv zmeny
pH (2,4; 2,6) a vplyv teploty kolony pocas analyzy (45°C)

4.3.6 Vyhodnotenie, vypolty a chromatogramy
Namerané plochy a vySky pikov spolu so vSetkymi potrebnymi vypoctami boli spracované

pomocou Statistickych funkcii v programe Microsoft Excel 2016.
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4.4 Vysledky a diskusia

V nasledujtce;j Casti diplomovej prace su uvedené vysledky, ktoré boli ziskané pocas vyvoja a
validacie chromatografickej metddy pre hodnotenie Cistoty Nalbufinu. Samotny vyvoj metody
pre HPLC stanovenie prebiehal od jina do novembra 2017.

441 Vyvoj metody

4.4.1.1 UV spektrum — Oxykodon, Noroxykodon a Nalbufin

Na Obrazku 8, 9 a 10st znazornené chromatogramy sich UV spektrami Oxykodonu,
Noroxykodonu a Nalbufinu. Spektra boli namerané pri koncentracii 4,5 pg/mL v 0,1M
roztoku kyseliny chlorovodikovej v rozsahu vlnovej dizky 190-400 nm. Meranie prebehlo na
HPLC pristroji za pouzitia detektora sdiddovym polom. Citlivost detekcie
spektrofotometrického detektora zavisi podl'a Lambert-Beerovho zakona od molového
absorpéného koeficientu danej latky. Preto je vhodné vybrat’ taka vinova dizku, pri ktorej je
molovy absorpény koeficient ateda aj citlivost maximéalna. V naSom pripade sme na
detekciu vybrali vlnovii dizku 206 nm. Pri vy3§ie uvedenych chromatografickych
podmienkach boli retencné casy Oxykodonu 16,87 min., Noroxykodoénu 18,05 min.
a Nalbufinu 22,75 min.
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Obrdzok 8: Chromatogram Oxykodénu a jeho absorpcného spektru a zavislého na vinovej dizke
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Obrdzok 9: Chromatogram Noroxykodénu a jeho absorpcného spektra zavislého na vinovej dizke
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Obrazok 10: Chromatogram Nalbufinu a jeho absorpcné spektrum zavislé na vinovej dizke

4.4.1.2 Testované chromatografické podmienky separacie

Pri vyvoji metdody sme zacali vyberom najvhodnejSej kolony a upravou podmienok stanovenia
ako zlozenie MF, teplota, rychlost’ prietoku a detekcia tak, aby priSlo k selekcii Nalbufinu
a necistot Oxykodoén a Noroxykodon.

Ako prva bola testovana liekopisna metoda podl'a Specifikacie PhEur Naltrexon hydrochlorid.
Tato metoda bola zvolena ako primarna kvoli Struktarnej podobnosti Naltrexonu a Nalbufinu.
V Tab.4 prindSame podrobnu Specifikdciu metddy. Pri testovani zvolenych podmienok sa ako
jediny vhodny pik na analyzu eluoval pik Nalbufinu ako mézeme vidiet' na Obrazku 11.
Moézeme teda konStatovat’, Ze metdda TP | nie je vhodna pre pouZitie. Separacia jednotlivych
analytov prebehla nedostatocne.

Tab.4 Testované chromatografické podmienky a vysledky I — TP |

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: podl'a PhEur Naltrexon hydrochlorid
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolona: Symmetry Shield C18 150x4,6mm; Sum

MF A: 1,1 g oktansulfonat sodny do 1000 ml
vody, pH = 2,3 s H3PO,
MF B: Acetonitril
Mobilna faza: ; %A %B
0-45 90-55 10-45
45-47  55-90 45-10
47-55 90 10

Prietok: 1,2 mL/min
Nastrek: 10 pL
Teplota kolony: 40°C
Teplota o
autosamplera: 5E
Detekcia: UV 230nm
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Obrazok 11: Vysledny chromatogram pri pouziti TP [

Dalfou testovanou analyzou bola lickopisnd metoda podla $pecifikdcie PhEur. Naloxon
hydrochlorid dihydrat. V Tab.5 podrobne uvadzame podmienky separacie. Tato metdda bola
zvolena ako sekundarna kvoli Struktirnej podobnosti Naloxonu a Nalbufinu. Pri testovani
tychto chromatografickych podmienok sme vdaka selektivite a uspokojivym retenénym
¢asom identifikovali medziprodukty Nalbufinu, ktoré uvadzame v Tab.2 (vid’ kapitola 4.2.2).
Na Obrazku 12 je zaznamenany vysledny chromatogram separacie. Ako je zrejmé zo
zaznamu ani v tomto pripade neprislo k dostato¢nej separacii Oxykodénu a Noroxykodonu.

Tab.5 Testované chromatografické podmienky a vysledky IT— TP |l

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: podl'a PhEur Naloxon hydrochlorid dihydrat
Zariadenie: LC 2010 Shimadzu
Kolona: Lichrosphere RP60 SelectB 125x4mm; 5um

Roztok A: 4,4 g oktansulfonat sodny do 4000
ml vody, pH = 2,0 s H3PO,
MF A: ACN : THF : Roztok A (2:4:94)
Mobilna faza: MF B: THF : ACN : Roztok A (4:17:79)
t %A %B
0-40 100-0  0-100
40-50 0 100

Prietok: 1,5 mL/min
Nastrek: 20 pL
Teplota kolony: 40°C
Teplota o
autosamplera: 5E
Detekcia: UV 230nm
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Obrazok 12: Vysledny chromatogram pri pouziti TP 11

Pri separacii na C18 kolone Symmetry Shield sme pouzili mobilné fazy, ktoré pozostavali z
dvoch zloziek A aB.Ako zlozka A boli zvolené vodné roztoky modifikdtorov ako
rozpustadiel s mensou elu¢nou silou. V tomto pripade bol pouzity roztok oktansulfonatu
sodného s pH = 2,3 upraveny kyselinou orto-fosfore¢nou. Zlozkou B (rozpustadlo s viac¢Sou
eluc¢nou silou) bol Cisty acetonitril. Upraveny bol gradient elucie a zmenena bola i kolona.
Podrobnejsie a uplné chromatografické charakteristiky danej metédy uvadzame v Tab.6. Ako
mdzeme vidiet zo zaznamu chromatogramu na Obrazku 13, separdcia Oxykoddénu
a Noroxykodénu nebola dostatoéna. Dalej sme pozorovali mierne rozsirovanie spolu
s frontujicim tvarom pikov.

Tab.6 Testované chromatografické podmienky a vysledky I — TP 1lI

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolona: Symmetry Shield C18 150x4,6mm; Sum

MF A: 2,2 g oktansulfonat sodny do 2000 ml
vody, pH = 2,3 s H3PO,
MF B: Acetonitril

Mobilna faza: ¢ %A %B
0 90 10
45 55 45
47-60 90 10

Prietok: 1,2 mL/min

Nastrek: 10 pL

Teplota kolony: 40°C

Teplota _ lab.

autosamplera:

Detekcia: UV 230nm
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Obrazok 13: Vysledny chromatogram pri pouziti TP IIT

Nasledujicou testovanou metédou bola TP IV. Ako je zrejmé z Tab.7, chromatografické
podmienky zostali rovnaké ako v predoslom pripade. Zmena nastala v pH, ktorého hodnotu
sme mierne posunuli k alkalickej oblasti. Vysledna hodnota pH bola 5,5.Vd’aka zvySeniu pH
su piky vysSie a StihlejSie, no maju vyrazny frontujici tvar. Ten byva najcastejSie dosledkom
pretazenia kolony vzorkou. Moézeme konsStatovat, Zze podmienky pre separaciu boli
nedostato¢né a elucia jednotlivych pikov s podmienkou separacie na zakladnua liniu nebola
splnena.

Tab.7 Testované chromatografické podmienky a vysledky IV — TP IV

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolona: Symmetry Shield C18 150x4,6mm; 5um

MF A: 2,2 g oktansulfonat sodny do 2000 ml
vody + ImL TEA; pH = 5,5 s H3PO,

MF B: Acetonitril

Mobilna faza:
t %A %B

0 90 10
45 55 45
47-60 90 10

Prietok: 1,2 mL/min

Nastrek: 10 i

Teplota kolony: 40°C

Iﬁtﬁ))l:at;plera: o

Detekcia: UV 230nm
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Obrazok 14: Vysledny chromatogram pri pouziti TP IV

V dalSich dvoch testovanych chromatografickych podmienkach sme pouzili dlh§iu kolonu
Nova-Pak C8 srozmermi 250x4,6mm a priemerom 4um. Zmena nastala aj v zlozeni MF,
kedy sme sodnu sol’ oktansulfonatu zamenili za hexansulfonat sodny. Gradient sme nahradili
za izokraticky typ eltcie s dizkou analyzy 70 min.

Vysledkom testovania chromatografickych podmienok TP V a TP VI je zistenie, ze ani pri
zmene podmienok nepriSlo k zlepSeniu separdcie jednotlivych analytov. RozliSenie pikov
aich tvar (frontovanie) nebol dostato¢ny. Testovanie tychto mobilnych faz nespliiovalo
podmienky pre optimalnu analyzu apreto neboli zohladnené pri vybere vhodnych
separacnych podmienok pre hodnotenie Cistoty Nalbufinu.

Tab.8 Testované chromatografické podmienky a vysledky V —TP V

Nalbufin hydrochlorid — 13.10.

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolona: Nova-Pak C8 250x4,6mm; 4um

MEF: 0,65 g hexansulfonat sodny do 700 ml
vody + 300 mL MeOH + 2 mL TEA +5mL
H3PO,(70:30, v/v)

Mobilna faza: - uprava pH = 2,5 s roztokom NaOH

Izokraticka metoda; t = 70 min.

Prietok: 1,0 mL/min.
Nastrek: 10 pl
Teplota kolony: 50°C
;rjtF()JIsoz:?nplera: e
Detekcia: UV 206nm
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Tab.9 Testované chromatografické podmienky a vysledky VI— TP VI

Nalbufin hydrochlorid-17.10.

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Koléna: Nova-Pak C8 250x4,6mm; 4um

MF: 0,65 g hexansulfonat sodny do 800 ml
vody + 200 mL MeOH + 2 mL TEA +5 mL
H3PO, (80:20, v/v)

Mobilna faza: - uprava pH = 2,5 s roztokom NaOH

Izokraticka metoda; t = 70 min.

Prietok: 1,0 mL/min.
Nastrek: 10 ul
Teplota kolony: 50°C
:Strz)l:at?nplera: Eo.
Detekcia: UV 206nm

Siedme testované chromatografické podmienky boli v zlozeni mobilnej fazy, ktora sa skladala
z dvoch zloziek A a B. I8lo o gradientovy typ eltcie s upravou pH na hodnotu 2,5 hydroxidom
sodnym. Zlozku A tvoril vodny podiel s rozpustenym hexansulfondtom sodnym ku ktorému
sa pridal podiel metanolu v objeme 100 mL (90:10, v/v). Zlozkou B bol hexansulfonat sodny
rozpusteny v objeme 850 mL ku ktorému bolo pridanych 150 mL MeOH (85:15, v/v).
V oboch pripadoch sa ku jednotlivym zlozkam A a B pridalo po 2 mL TEA a5 mL kyseliny
fosfore¢nej. Suhrnné podmienky separdcie su uvedené v Tab.10. Ako mdzeme vidiet
Z chromatografického zdznamu na Obrazku 15, separacia Oxykodonu a Noroxykodonu
prebehla v dostato¢nej miere. Dovodom neuspesnosti tejto analyzy je fakt, ze absentuje eltcia
piku Nalbufinu.

Tab.10 Testované chromatografické podmienky a vysledky VII — TP VII

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolona: Nova-Pak C8 250x4,6mm; 4um

MF A: 0,85 g hexansulfonat sodny do 900 ml
vody + 100 mL MeOH + 2 mL TEA +5mL
H3PO,4(90:10, v/v)

Mobilna faza: - uprava pH = 2,5 s roztokom NaOH

MF B: 0,80 g hexansulfonat sodny do 850 ml
vody + 150 mL MeOH + 2 mL TEA +5mL
H3PO, (85:15, v/v)
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Prietok:
Nastrek:
Teplota kolony:

Teplota
autosamplera:

Detekcia:

- uprava pH = 2,5 s roztokom NaOH

t %A
0-30 100-0
30-60 0
60-61 0-100
61-70 100
1,0 mL/min.

10 pl
50°C

lab.

UV 206nm
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Obrazok 15: Vysledny chromatogram pri pouziti TP VII

60,0 70,0

V nasledujucej analyze sme zvolili izokraticky typ elucie s dizkou separacie 70 min. Mobilna
faza bola v zloZeni vodny roztok oktansulfonatu sodného s acetonitrilom v pomere 85:15 (v/v)
a2 mL TEA.pH bolo upravené na hodnotu 2,5 kyselinou fosforecnou. Detailné zloZenie
separacnych podmienok uvadzame v Tab.11l. Ako moézeme vidiet na chromatografickom

zazname na Obrazku 16,

za tychto podmienok nepriSlo k separécii

a Noroxykodonu. Predpokladame, ze obe necistoty eluovali v jednom piku.

Oxykodonu
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Tab.11 Testované chromatografické podmienky a vysledky VIII — TP VIII

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: N/A
Zariadenie: Dionex Ultimate 3000
Kolo6na: Nova-Pak C18 150x3,9mm; 4um

MEF: 0,92 g oktansulfonat sodny do 850 mL
vody + 150 mL ACN + 2 mL TEA

Mobilna faza: uprava pH = 2,5 s H3PO4

Izokraticka metoda; t = 70 min.

Prietok: 1,0 mL/min.
Nastrek: 10 pl
Teplota kolony: 50°C
Teplota
P , lab,
autosamplera:
Detekcia: UV 206nm
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Obrazok 16: Vysledny chromatogram pri pouziti TP VIII

Pri separacii na C18 kolone sme pouzili mobilnu fazu, ktora sa preukazala ako najvhodnejsia
a pozostavala z dvoch zlozieck A a B. Mobilna faza v spojeni s kolonou Nova-Pak C18
s rozmermi 150x3,9mm a priemerom 4um nam poskytla vyhovujuce rozlisenie analytov
asohladom na wvnltorny priemer kolony sa zlepSil pomer signal/Sum v nizkych
koncentraciach. Ako zlozka A bol zvoleny vodny roztok modifikatora ako rozpustadla
s menSim podielom acetonitirilu. ZloZenie MF A bolo nasledujuce: 0,97 g oktansulfonatu
sodného sa rozpustilo v 900 mL vody ku ktorej sa pridalo 100 mL acetonitrilu a2 mL
trietylaminu. Vzniknuty roztok bol upraveny kyselinou fosfore¢nou na vysledné pH 2,5.
Zlozkou B bol vodny roztok modifikatora s vicSim podielom ACN. MF B mala nasledujuce
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zlozenie: 0,86 g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo v 800 mL vody ku ktorej sa pridalo 200
mL acetonitrrilu a2 mL TEA. Vysledné pH bolo upravené kyselinou fosfore¢nou na 2,5.
Gradient MF bol upraveny tak, aby bolo dosiahnuté dostatocné rozliSenie Nalbufinu,
Oxykodonu a Noroxykodonu. Od nultej minuty zo 100 %A do 30 min. na 0 %A. V 30-60
min. 0 %A, 60-61 min. slinearnou zmenou na 100 %A, 61-70 min. ekvilibriacia do
povodnych podmienok na 100 %A pri prietoku 1 mL/min. Pre ideadlny chromatograficky pik,
ktory méa Gaussovsky profil sa bolo nutné vyhnit dvom najvyraznejSim asymetriam:
»frontovanie* a chvostovanie ,,tailing.” Prva zmienena asymetria byva najcastejSie dosledkom
pretazenia koloény vzorkou. Druhd menovana asymetria byva sposobend, ak niektoré miesta
stacionarnej fazy zachytavaju stanovovanu latku silnejSie ako iné. Ako kompenzéciu sme sa
snazili vyvazit’ gradient mobilnej fazy, prietokovu rychlost’ a jej pH. Pre ekvilibraciu kolony
medzi jednotlivymi stanoveniami je vhodné spustat’ dal§iu analyzu v 10 minatovych
intervaloch. Davkovany objem vzorky autosamplerom bol po celt dobu analyzy 10 pl.

Z jednotlivych chromatografickych zdznamovmdézeme potvrdit’, Ze sa jednd o separacné
podmienky, ktoré jednoznaéne rozdeluji Nalbufin ajeho necistoty (Oxykodon

a Noroxykodon).Vysledkom vyvoja je presnd a dostatocne citlivd analyticka metdéda RP-
HPLC s UV detekciou.

Tab.12 Testované chromatografické podmienky a vysledky IX — TP 1X

Nalbufin hydrochlorid

Specifikacia: N/A

Zariadenie: Dionex Ultimate 3000

Vahy: Mettler Toledo XS 205

Koléna: Nova Pak C18 150x3,9mm, 4um

MF A: 0,97 g oktansulfonat sodny do 900 mL
H,0 + 100 mL ACN + 2 mL TEA, uprava pH =
2,55 H3PO,

MF B: 0,86 g oktansulfonat sodny do 800 mL
H,0 + 200 mL ACN + 2 mL TEA, uprava pH =

Mobilna faza: 2,55 H3PO,
t %A %B
0-30 100-0 0-100
30-60 0 100
60-61 0-100 100-0
61-70 100 0

Prietok: 1,0 mL/min.
Nastrek: 10 pl
Teplota kolony: 50°C
jarlj)tpols(,)at?111pIera: o
Detekcia: UV 206nm
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Obrazok 17: Vysledny chromatogram pri pouziti TP IX
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4.4.2 Validacia metody

4421 Linearita

Koncentra¢ny rozsah Nalbufinu sa v nasej praci pohyboval v rozpati 0,3 az 4,5 pg/mL. Na
Obrazku 19 je znazorneny chromatogram elicie tychto Standardov pri uvedenom
koncentratnom rozmedzi 0,30; 0,75; 1,50; 2,25; 3,00; 3,75; 4,50. Rovnica linedrnej regresie
pre tento koncentra¢ny interval je y = 616847x + 1261,8 a koeficient determinacie 0,9999.

Nalbufin hydrochlorid Nalbufin - linearita
zékladny roztok: 20,03 mg /10 mL, zr. 2/200 mL
Tab.13 Hodnoty pre vypocet kalibracnej krivky Nalbufinu
riedenie ' plocha
zékladného | koncentracia | koncentracia . plocha /
piku rozsah (%)
roztoku (%) (ng/mL) (MV.5) konc.
(mL/100mL) '
1,0 0,0200 0,3005 13649 681428 10
2,5 0,0501 0,7511 31009 619251 25
5,0 0,1002 1,5023 64175 640789 50
7,5 0,1502 2,2534 94241 627332 75
10,0 0,2003 3,0045 124761 622871 100
12,5 0,2504 3,7556 154674 617769 125
15,0 0,3005 4,5068 186658 621261 150
Priemer: 634907
SD: 24248
RSD (%): 3,82
% 200000 -
E 180000 -
}: 160000 -
2 140000 |
% 120000 -
B 100000 -+
80000 -
60000 -
40000 -+ y =61684x + 1261,
20000 - R2=0,999
0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
koncentracia (%)

Obrazok 18: Kalibracna krivka Nalbufinu

poziadavka: R2>0,9990 vysledok: R2=0,9999
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Obrdzok 19: Chromatograficky zdznam elicie roztokov Standardu Nalbufinu Vv koncentracnom
rozsahu 0,3 - 4,5 ug/mlL..

Koncentra¢ny rozsah necistoty Oxykodoénu sa Vv naSej praci pohyboval v rozpiti 0,3 az 4,5
pg/mL. Na Obrazku 21 je znazorneny chromatogram eltcie tychto Standardov pri uvedenom
koncentracnom rozmedzi 0,30; 0,75; 1,50; 2,25; 3,00; 3,75; 4,50. Rovnica linedrnej regresie
pre tento koncentra¢ny interval je y = 849484x - 2328,5 a koeficient determinacie 0,9999.

Nalbufin hydrochlorid necistota Oxykodoén - linearita
zékladny roztok: 20,320 mg / 10 mL, zr. 2/100 mL
Tab.14 Hodnoty pre vypocet kalibracnej krivky necistoty Oxykodonu
riedenie ' . plocha
zakladného | koncentracia | koncentracia , plocha /
piku rozsah (%)
roztoku (%) (ng/mL) (MV.5) konc.
(mL/100mL) ’
1 0,020 0,3048 15521 763829 10
2,5 0,051 0,7620 41039 807854 25
5 0,102 1,5240 83736 824173 50
7,5 0,152 2,2860 126546 | 830354 75
10 0,203 3,0480 169700 | 835138 100
12,5 0,254 3,8100 212313 | 835878 125
15 0,305 4,5720 258235 | 847228 150
Priemer: 816204
SD: 27648
RSD(%0) 3,39
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Obrazok 20: Kalibracna krivka Oxykodonu
poziadavka: R?>0,9990 vysledok: R>=0,9999
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Obrdzok 21: Chromatograficky zdznam elucie roztokov Standardu Oxykodonu v koncentracnom
rozsahu 0,02-0,3%

Koncentra¢ny rozsah necistoty Noroxykodénu sa Vv praci pohyboval v rozpiti 0,3 az 4,5
ug/mL. Na Obrazku 23 je znazorneny chromatogram elucie tychto Standardov pri uvedenom
koncentraénom rozmedzi 0,30; 0,75; 1,50; 2,25; 3,00; 3,75; 4,50. Rovnica linearnej regresie
pre tento koncentra¢ny interval je y = 675363x - 2969,3 a koeficient determinacie 0,9998.

Nalbufin hydrochlorid necistota Noroxykodon -linearita
zékladny roztok: 20,320 mg / 10 mL, zr. 2/100 mL
Tab.15 Hodnoty pre vypocet kalibracnej krivky necistoty Noroxykodonu
riedenie
. . . L plocha
zakladného | koncentracia | koncentracia , plocha /
piku rozsah (%)
roztoku (%) (ng/mL) (MV.s) konc.
(mL/100mL) '
1 0,020 0,3015 10009 497960 10
2,5 0,050 0,7538 30937 615662 25
5 0,101 1,5075 64328 640080 50
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riedenie locha
zékladného | koncentrécia | koncentracia| P , plocha /
piku rozsah (%)
roztoku (%) (ng/mL) (MV.5) konc.
(mL/100mL) i
7,5 0,151 2,2613 100609 667390 75
10 0,201 3,0150 133283 663100 100
12,5 0,251 3,7688 166660 663323 125
15 0,302 4,5225 200079 663612 150
Priemer: 624586
SD: 65069
RSD (%): 10,42
< 250000 -
>
E
2 200000 -
3
£
S 150000 -
i
100000 -
50000 - y = 67536X - 2969,
R?=0,999
0
000 005 010 015 020 025 030 035
koncentracia (%)

Obrazok 22: Kalibracna krivka Noroxykodonu

poziadavka: R%> 0,9990 vysledok: R?=0,9998
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Obrdzok 23: Chromatograficky zaznam elucie roztokov Standardu Noroxykodonu v koncentracnom
rozsahu 0,02-0,3%
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4.4.2.2 Presnost

Nalbufin hydrochlorid presnost’

Pri testoch na presnost’ bola merana tesnost zhody Sest po sebe iducich merani pri
koncentracii 2 mg/mL. Z vyslednych ploch pikov boli vypocitané relativne smerodajné
odchylky. Vysledna hodnota RSD bola 0,44%, ¢o vyjadruje hodnotu, ktora spina
maximalny povoleny limit.

Tab.16 Parametre presnosti pre hodnotenie Nalbufinu

n.vz (mg) Pvz n.§t (mg) Pst obsah (%)
20,09 59562 20,05 58635 0,2028
20,06 59416 20,05 58635 0,2026
20,07 59799 20,05 58635 0,2038
20,07 60088 20,05 58635 0,2048
20,04 59336 20,05 58635 0,2025
20,07 59786 20,05 58635 0,2037
Priemer: 0,2033
SD: 0,001
RSD (%): 0,44

poziadavka: RSD <5,0% vysledok: RSD =0,44 %



4.4.2.3 Limit detekcie — LOD, limit kvantifikdicie — LOQ

Nalbufin hydrochlorid Nalbufin - LOD, LOQ

V Tab.17 je uvedeny detekény limit LOD a limit kvantifikacie LOQ pre Standardny roztok
Nalbufinu v koncentraénom rozsahu 0,02-0,3%. Limit detekcie LOD bol stanoveny na
hodnotu 0,069 pg/mL. Limit kvantifikdcie LOQ mal hodnotu 0,209 pg/mL.

Tab.17 Zdikladné analytické parametre Nalbufinu metédou HPLC

LOD LOQ Vinova

Analyt Konceﬁtr%ﬁny Rovnica regresie R? |[ug/mL]|[ug/mL]| dizka
rozsah [%] | % 1 % [nm]
_ 0,069/ | 0,209/
NBF 0,02-0,3 y = 350591x + 174,12 |0,9999 0,01 0.01 206
poziadavka: LOQ 0,02 % vysledok: LOQ =0,01%

4.30

420

4.10
4.00

2
E 3.90

3.80

oxycodone - 16.645=

noroxycodone - 17.780
nalbuphine - 22, 428

370

3.60

3.50

1645 16.92 1739 1786 18 33 1880 1927 974 2021 2068 2115 2162 2209 2256 23.03
Minute s

Obrdzok 24: Chromatograficky zdznam eliicie Oxykodonu, Noroxykodonu a Nalbufinu, roztoky
Standardov s koncentraciou 0,015%.

Nalbufin hydrochlorid Nalbufin - LOQ opakovatel’nost’
zékladny roztok: 20,03 mg /10 mL, zr. 2/100 mL
LOQ opakovatel’nost’ LOD opakovatelnost’
1. nastrek 507 1. nastrek 196
2. nastrek 507 2. nastrek 220
3. nastrek 502 3. nastrek 222
4. nastrek 504
5. nastrek 507
6. nastrek 505
Priemer: 505 Priemer: 213
SD: 2 SD: 14
RSD (%): 0,40 RSD (%): 6,57
poziadavka: RSD < 7,0% vysledok: RSD = 0,40 %
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Nalbufin hydrochlorid necistota Oxykodon - LOQ opakovatel’nost’

V Tab.18 je uvedeny detekény limit LOD a limit kvantifikacie LOQ pre Standardny roztok
Oxykodénu v koncentraénom rozsahu 0,02-0,3%. Limit detekcie LOD bol stanoveny na
hodnotu 0,053 pg/mL. Limit kvantifikacie LOQ mal hodnotu 0,161 pg/mL.

Tab.18 Zdkladné analytické parametre necistoty Oxykodonu metédou HPLC

Koncentracny ol HIG le e
Analyt h % Y Rovnica regresie R® |[ug/mL]|[ng/mL]| dizka
rozsah [%] 1 % m [nm]
OoXY 0,02-0,3 y = 41035x - 136,24 | 0,9999 O’Oog‘:i / 0’0181 4 206
poziadavka: LOQ <0,02% vysledok: LOQ =0,01%

Chromatograficky zaznam elucie Oxykodénu so Standardnou koncentraciou 0,015% vid’
Obrazok 24.

Nalbufin hydrochlorid nelistota Oxykodon - LOQ opakovatel’nost’

zakladny roztok: 20,320 mg / 10 mL, zr. 2/100 mL
LOQ opakovatel’nost’ LOD opakovatel’nost’

1. nastrek 572 1. nastrek 190
2. nastrek 590 2. nastrek 210
3. nastrek 592 3. nastrek 210
4. nastrek 563
5. nastrek 593
6. nastrek 598
Priemer: 585 Priemer: 203
SD: 14 SD: 12
RSD (%0): 2,39 RSD (%): 5,91

poziadavka: RSD < 7,0 % vysledok: RSD =2,39 %




Nalbufin hydrochlorid necistota Noroxykodén - LOD, LOQ

V Tab.19 je uvedeny detekény limit LOD a limit kvantifikacie LOQ pre Standardny roztok
Noroxykodénu Vv koncentra¢nom rozsahu 0,02-0,3%. Limit detekcie LOD bol stanoveny na
hodnotu 0,048 pg/mL. Limit kvantifikdcie LOQ mal hodnotu 0,147 pg/mL.

Tab.19Zdkladné analytické parametre necistoty Oxykodonu metédou HPLC

Koncentracny oI HO WinoE
Analyt h (% Y Rovnica regresie R? |[ug/mL]|[ug/mL]| dizka
rozsah [%] 1 % 1% [m]
NRX | 0,02-03 | y=33354x-44716 | 0,9999 0’0032/ 0’0131/ 206
poziadavka: LOQ <0,02 % vysledok: LOQ =0,01%

Chromatograficky zaznam elucie Noroxykodonu so Standardnou koncentraciou 0,015% vid’
Obrazok 24.

Nalbufin hydrochlorid necistota Noroxykodon - LOQ opakovatel’nost’

zékladny roztok: 20,320 mg / 10 mL, zr. 2/100 mL
LOQ opakovatel’nost’ LOD opakovatel’nost’

1. néstrek 485 1. nastrek 134
2. nastrek 478 2. nastrek 157
3. nastrek 487 3. nastrek 144
4. nastrek 471
5. nastrek 473
6. nastrek 478
Priemer: 479 Priemer: 145
SD: 6 SD: 12
RSD (%): 1,25 RSD (%): 8,28

poziadavka: RSD < 7,0 % vysledok: RSD =1,25 %

4.42.4 Robustnost
Po vyvoji metddy a vybere cielovych chromatografickych podmienok s najlepSim pomerom
medzi rozliSenim a dizkou analyzy (zlozenie MF vid’ kap. 4.2.3) bola testovana citlivost
metody na zmeny pH tejto mobilnej fazy. Pre kazdé pH(2,4 a 2,6) bolo meranie zaznamenané
Sestkrat. Z jednotlivych ploch pikov bol vypoclitany aritmeticky priemer a vyhodnotena
relativna smerodajna odchylka.

Testy roznych pH (2,4 a2,6), nevykazali ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v RT
analytov ani tvare pikov na chromatograme. Ako mdézeme vidiet v Tab.20 sthrnnych
parametrov, boli splnené jednotlivé parametre s ich akcepta¢nymi limitmi.
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Druhym sledovanym faktorom pre robustnost’ metédy bola zmena teploty kolony. Teplota
bola testovana iba v jednom smere ato 05°C nizSou teplotou. Podmienky Specifikacie
udavaju teplotu koloény 50°C. Naslednym zvysenim teploty kolony na 55°C by mohlo prist’ k
jej znehodnoteniu a znic¢eniu.

Pre teplotu 45°C bolo meranie zaznamenané Sestkrat. Z jednotlivych ploch pikov bol
vypocitany aritmeticky priemer a vyhodnotenad relativna smerodajnd odchylka. Hodnotena
bola aj zmena rozliSenia pre testovanu teplotu.

Test zmeny teploty kolony v priebehu separacie nezaznamenal Ziadne Statisticky vyznamné
rozdiely v RT analytov ani tvare pikov na chromatograme. Ako mézeme vidiet' v Tab.20
sthrnnych parametrov, boli splnené jednotlivé parametre s ich akcepta¢nymi limitmi, ktoré
sme mali stanovené ako hrani¢né.

Chromatografickd metoda bola overena v danych validaénych parametroch a mézeme
povedat, Ze je vhodna na stanovenie Cistoty Nalbufin hydrochloridu.

Nalbufin hydrochlorid robustnost’
zariadenie: Dionex Ultimate 300
kolo6na: Nova-Pak C18 150 x 3,9 mm; 4 um

Tab.20 Suhrn parametrov pri testovani robustnosti metody pre hodnotenie Cistoty Nalbufinu

podmienky

parameter akceptacny limit vyvinutej T=45°C pH=24 | pH=2,6
metody

rozliSenie min 2,0 3,24 3,34 3,19 3,15
zmena (%) max 5,0 % — 3,1 15 2,8
opakovatel'nost’ 0
RSD (%) max 5,0 % 1,36 3,45 0,85 1,29
RT NBF (min) | priblizne 22,5 min 22,48 23,64 21,97 21,56
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5 ZAVER
Diplomova praca sa zaobera vyvojom a validdciou analytickej metody pre hodnotenie Cistoty
Nalbufin hydrochloridu.

Prva Cast’” diplomovej prace sa venuje literarnemu prehladu a je rozdelena na nickolko
podkapitol. Prva podkapitola sa venuje vSeobecnej charakteristike chromatografie. Druha
podkapitola priblizuje problematiku opioidov a opiatov, ich rozdelenie, mechanizmus uc¢inku,
terapeutické vyuzitie a v neposlednej rade interakcie opiatov s alkoholom. Tretia podkapitola
literarneho prehladu je zamerana na vlastnosti a pouzitie Nalbufin hydrochloridu. Stvrta
podkapitola je venovana podmienkam HPLC analyzy Nalbufin hydrochloridu v réznych
matriciach. Piata, posledna podkapitola definuje zakladné validacné parametre.

Druha cast’ diplomovej prace je experimentalna a zaobera sa vyvojom a validaciou HPLC
metody s UV detekciou na hodnotenie Cistoty Nalbufin hydrochloridu.

V prvom pripade sme vyvijali chromatografickii metédu na kolone s reverznou fazou C18.

Metoda bola v priebehu vyvoja modifikovana (viz kapitola 4.4.1). Zmeny zahriiovali testy
viacerych mobilnych faz v spojeni s viacerymi chromatografickymi kolénami.
Pri separacii na kolone Nova-Pak C18 sme pouzili mobilna fazu, ktora sa preukazala ako
najvhodnejSia a pozostavala z dvoch zloziek A a B. Mobilna faza v spojeni s kolénou Nova-
Pak C18 nam poskytla dostacujuce rozliSenie analytov. Ako zlozka A bol zvoleny vodny
roztok modifikatora ako rozpustadla s mensim podiclom acetonitirilu. ZloZzenie MF A bolo
nasledujuce: 0,97 g oktansulfonatu sodného sa rozpustilo v 900 mL vody ku ktorej sa pridalo
100 mL acetonitrilu a2 mL trietylaminu. Vzniknuty roztok bol upraveny kyselinou
fosfore¢nou na vysledné pH 2,5. Zlozkou B bol vodny roztok modifikatora s va¢s$im podielom
ACN. MF B mala nasledujtce zloZenie: 0,86 g oktansulfondtu sodného sa rozpustilo v 800
mL vody ku ktorej sa pridalo 200 mL acetonitrrilu a 2 mL TEA. Vysledné pH bolo upravené
kyselinou fosfore¢nou na 2,5. Gradient MF bol upraveny tak, aby bolo dosiahnuté dostatocné
rozliSenie Nalbufinu, Oxykodénu a Noroxykodonu. Od nultej minuty zo 100 %A do 30 min.
na 0 %A. V 30-60 min. 0 %A, 60-61 min. s linedrnou zmenou na 100 %A, 61-70 min.
ekvilibracia do pdovodnych podmienok na 100 %A pri prietoku 1 mL/min. Pre idedlny
chromatograficky pik, ktory ma Gaussovsky profil sa bolo nutné vyhnat dvom
najvyraznej$im asymetriam: ,,frontovanie* a chvostovanie ,,tailing.“ Ako kompenzaciu sme sa
snazili vyvazit' gradient mobilnej fazy, prietokovl rychlost’ a jej pH. Pre ekvilibraciu kolony
medzi jednotlivymi stanoveniami bolo vhodné spustat d’alSiu analyzu v 10 minGtovych
intervaloch. Davkovany objem vzorky autosamplerom bol po celt dobu analyzy 10 ul. Takto
vyvinuta metéda dosiahla dobrého rozliSenia pri zachovani akceptovanej dizky analyzy.

V nasledujlicej Casti sme hodnotili zakladné valida¢né parametre: linedrny dynamicky
rozsah 0,3 — 4,5 pg/mL, vypo&itali sme rovnicu linearnej regresie pre NalbufinR? (0,9999),
Oxykodon R?(0,9999) a Noroxykodén R?(0,9998). Metoda nam poskytla limity detekcie pre
Nalbufin 0,069 pg/mL. Oxykodon mal limit detekcie 0,053 pg/mL a Noroxykodon 0,048
pg/mL. Limity kvantifikécie v tychto pripadoch boli 0,209 pg/mL pre Nalbufin, 0,161 pg/mL
pre Oxykodén a 0,147 pg/mL pre Noroxykodon. Stanovena bola aj opakovatelnost’ pre limit
kvantifikacie vyjadrend relativnou smerodajnou odchylkou. Pre Nalbufin - RSD= 0,40%,
Oxykodon — RSD= 2,39% a Noroxykodéon — RSD= 1,25%. VSetky tri stanovené analyty
splnili podmienku, ze RSD< 7,0%. Nasledujicim validacnym parametrom bola presnost’.
Vysledna hodnota RSD bola 0,44%, ¢o vyjadruje hodnotu, ktora spiiia maximalny povoleny
limit (RSD< 5,0%). V ramci presnosti je popisovand ireprodukovatelnost’, ktorou sa
vyjadruje zhoda medzi jednotlivymi laboratériami. Tento parameter nebol v naSom projekte
hodnoteny. Poslednym hodnotenym validaénym parametrom, bola robustnost’. Testy roznych
pH (2,4 a 2,6), nevykazali ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v RT analytov ani tvare pikov
na chromatograme. Hodnotend bola zmena rozliSenia a opakovatelnost s maximalnym
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limitom do 5,0%. Pre pH 2,4 bola hodnota zmeny rozliSenia 1,5% a opakovatel'nost RSD=
0,85%. Hodnota zmeny rozliSenia pre pH 2,6 bola 2,8% a opakovatel'nost RSD= 1,29%.

Druhym sledovanym faktorom pre robustnost’ bola zmena teploty kolony. Teplota bola
testovand iba v jednom smere. Podmienky Specifikdcie udavaju teplotu kolony 50°C.
Naslednym zvysSenim teploty kolony nad 50°C by mohlo prist’ k jej znehodnoteniu a zniceniu.
Pre teplotu 45°C bolo meranie zaznamenané Sestkrat. Z jednotlivych ploch pikov bol
vypocitany aritmeticky priemer a vyhodnotena relativna smerodajnéd odchylka RSD=3,45%
spolu so zmenou rozlisenia, ktora mala hodnotu 3,34%

Test zmeny teploty kolony v priebehu separacie nezaznamenal Ziadne Statisticky vyznamné
rozdiely v RT analytov ani tvare pikov na chromatograme.

Na zaver konStatujeme, ze vyvinuta chromatografickd metdda bola overend v danych
validacnych parametroch a moézeme povedat’, Ze je vhodnd na stanovenie Cistoty Nalbufin
hydrochloridu.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A ZNACIEK

7.1 Pouzité skratky

skratka Z anglictiny slovensky preklad
ACN Acetonitrile Acetonitril
TEA Triethylamin Trietylamin
DAD Photodiode detector Detektor s pol'om diod
MF Mobile phase Mobilna faza
RSD Relative standard deviation Relativna smerodajna
odchylka
SF Stationary phase Stacionarna faza
HPLC High Performance Liquid Vysokouéinna kvapalinova
Chromatography chromatografia
CNS Central nervous system Centralny nervovy systém
K Retention factor Reten¢ny faktor
MeOH Methanol Metanol
LC Liquid chromatography Kvapalinova chromatografia
LLC Liquid-liquid chromatography Chromatografia v systéme
kvapalina-kvapalina
MF A Mobile phase A Mobilna faza A
MF B Mobile phase B Mobilné faza B
THF Tetrahydrofuran Tetrahydrofuran
HDL High density lipoproteins Vysokohustotné lipoproteiny
LOD Limit of detection Limit detekcie
LOQ Limit of quantification Limit kvantifikéacie
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid K. etyléndiaminotetraoctova
NBF Nalbuphine Nalbufin
NP-HPLC Normal Phase-High Performance Vysokoucinna kvapalinova
Liquid Chromatography chromatografia na normalne;j
faze
R Correlation coefficient Korela¢ny koeficient
Ri2 Resolution RozliSenie
R® Coefficient of determination Koeficient determinacie
RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Vysokoucinna kvapalinova
Liquid Chromatography chromatografia na obratene;j
faze
t'Rii Reduced retention time Redukovany reten¢ny Cas
tm Dead elution time Mitvy elu¢ny objem
tr Retention time Retencny cas
uv Ultraviolet-visible ultrafialovy
W12 Half high peak Polovi¢na vyska piku
Wi Width peak Sirka piku

64



