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Kapilarna zéonova elektroforéza v spojeni s UV detekciou
pre simultanne stanovenie tramadolu a paracetamolu
vo vzorkach farmaceutického a biologického charakteru

Capillary zone electrophoresis in combination with UV

detection for simultaneous determination of tramadol

and paracetamol in pharmaceutical and biological samples
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Suhrn

Prezentovana praca sa zameriava na vyvoj a validaciu
analytickej metddy na baze kapilarnej zénovej elektro-
forézy v spojeni s UV detekciou pre simultdnne stano-
venie tramadolu a paracetamolu vo farmaceutickych
a biologickych vzorkach. Zakladny elektrolyt bol tvo-
reny 50 mM uhli¢itanom aménnym, ktory predstavu-
je pomerne atypicky elektrolytovy systém. Vyvinuta
metdda disponuje vhodnymi valida¢nymi parametrami
ako linearita (koeficient determinacie r>> 0,995), selek-
tivita alebo medza dékazu na drovni 0,25 - 0,5 pg/ml.
Metdda bola charakterizovana adekvatnymi hodno-
tami presnosti a spravnosti, ktoré boli v sulade s krité-
riami valida¢nych smernic, ¢i uz pre matrice farmaceu-
tického alebo biologického charakteru. Detekcia bola
uskuto¢nend pri vinovej dizke 200 nm. Dana metéda
bola UspeSne pouzitd pre potreby stanovenia trama-
dolu a paracetamolu v rozli¢nych liekovych forméch
a v biologickej matrici mocu. Dosiahnuté vysledky indi-
kuju potencial za¢lenenia metddy do procesov kontro-
ly kvality lieCiv a/alebo bioanalyzy.
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Summary

The aim of the present study is the development and
validation of a simple method based on capillary
zone electrophoresis coupled with UV detection
for simultaneous determination of tramadol and
paracetamol in pharmaceutical and biological
samples. The background electrolyte was composed
of 50 mM ammonium carbonate, which is a type of a
non-conventional electrolyte system. The developed
method was characterized by suitable validation
parameters, such as linearity (coefficient of
determination r? > 0,995), selectivity or the limit of
detection at the level of 0.25 — 0.5 pug/ml. Acceptable
values of accuracy and precision were obtained, which
were in good agreement with the recommended
validation guidelines for analysis of pharmaceutical
and biological samples. Detection was performed
at a wavelength of 200 nm. The developed method
was successfully applied to determine tramadol
and paracetamol in various dosage forms and in
urine biological samples. Achieved results indicate
a potential of the method to be integrated in the
common quality control processes of drugs and/or in
bioanalysis.

Key words: capillary zone electrophoresis « UV
detection - tramadol - paracetamol - quality control
« bioanalysis

Uvod

Bolest predstavuje subjektivny neprijemny pocit
v dosledku skuto¢ného alebo mozného poskodenia
tkaniva a patri medzi najc¢astejsi sprievodny jav Si-
rokého spektra akutnych ¢i chronickych ochoreni.
Z tohto dévodu je timenie bolesti jednou z hlavnych
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terapeutickych priorit sucasnosti. Rozoznavame tri
zdkladné typy bolesti, a to bolest nociceptivnu (po-
Skodenie najma muskuloskeletdlne), neuropaticku
(poskodenie nervov) a psychickd?. Hlavnymi skupi-
nami lie¢iv uplathovanymi v terapii bolesti st anal-
getikd, nesteroidné antiflogistikd, opioidy a v Spe-
cidlnych pripadoch, najma pri timeni neuropatickej
bolesti, sa mézu pouzit aj tricyklické antidepresiva
alebo antiepileptika®.

Tramadol, chemicky trans-(+)-2-(dimetylaminome-
tyl)-1-(metoxyfenyl)cyklohexanol, patri do skupiny
syntetickych opioidnych analgetik. Tieto zlu¢eniny
posobia na centrdlny nervovy systém a spdsobuju
supresiu vnimania bolesti. Tramadol je indikovany na
liecbu akutnej a chronickej bolesti miernej az stredne
silnej intenzity. P6sobi dvoma hlavnymi mechaniz-
mami Ucinku, a to plnou neselektivhou agonizaciou
opioidnych y, & a k receptorov (vykazuje vsak vyssiu
afinitu k y-opioidnym receptorom) a inhibiciou spat-
ného vychytavania noradrenalinu a sérotoninu?.

Zo stereochemického hladiska je tramadol chiradl-
na molekula s dvoma chirdlnymi centrami. Stereo-
izoméry sa mierne liSia aj mechanizmom pésobenia,
avsak pritomnost oboch enantiomérov, cize ich ra-
cemickej zmesi, je doélezZitd pre zachovanie synergie
terapeutického efektu. Aktivna zlic¢enina tramadolu
predstavuje zmes (+) (1R,2R)-tramadolu, ktory pred-
nostne inhibuje spatné vychytavanie sérotoninu a (-)
(1S,25)-tramadolu, ktory aktivuje a-2 adrenergné re-
ceptory a tym znizuje spatné vychytavanie adrenali-
nu zo synaptickej Strbiny.

Tramadol vykazuje desatndsobne nizsi analgeticky
ucinok oproti morfinu, ale ma bezpecnejsi terapeutic-
ky profil a niZsie riziko vzniku zavaznych neZiaducich
ucinkov. Je indikovany hlavne pri bolestiach svalov,
kibov, pooperaé¢nych ran, chronickej bolesti chrbta,
dentélnej alebo neuropatickej bolesti. Kontraindika-
ciou je vek pod 16 rokov, tehotenstvo, laktacia, ale-
bo deficiencia enzymu CYP2D6 - zodpovedného za
metabolizaciu tramadolu. Abuzus tramadolu vedie
k zadvaznym prejavom, ako su vyrazné znizenie srdco-
vej frekvencie alebo timenie centra dychania v predi-
Zzenej mieche. Pri dlhodobom uzivani, ktoré si ¢asto
manazment terapie chronickej bolesti vyzaduje, sa
moze objavit fyzicka zavislost, tolerancia ¢i abstinenc-
ny syndrém po vynechani. V praxi sa ¢asto mozeme
stretnut s fixnou kombinaciou tramadolu s dal3im
analgetikom, a to paracetamolom. Vyhody danej fix-
nej kombinacie pramenia zo synergie Ucinku tychto
dvoch lieciv. Podanie dvoch analgeticky pésobiacich
lie¢iv s rozdielnym mechanizmom ucinku vyvola rych-
lejsi nastup ucinku a jeho dlhsie trvanie®.

Paracetamol (alebo acetaminofén), chemicky
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid, je jednym z najpouziva-
nejsich volnopredajnych lieciv, ur¢enych na terapiu
bolesti a pyrexie. Mechanizmus Ucinku nie je Uplne
objasneny ale predpokladd sa nekompetitivna re-
verzibilnd inhibicia enzymu cyklooxygenaza (COX)
s vysSou selektivitou v mozgu, taktiez dochadza

k znizovaniu tkanivovych koncentrdcii prostaglandi-
nov a inych prozapalovych mediatorov. Na rozdiel od
nesteroidnych antiflogistik (NSAID) sa ale nevyzna-
Cuje protizapalovym ucinkom a nema ani vplyv na
zrézanlivost krvi, lebo nepdsobi ako inhibitor syntézy
tromboxanu. Vyhodou vsak je, ze vykazuje vyrazne
mendSie riziko vzniku zalido¢ného krvacania a vredov
v porovnani s NSAID™ . Jednym z metabolitov para-
cetamolu je N-arachidonylaminofenol (AM404), ktory
vykazuje analgeticky ucinok. Predpoklada sa viacero
mechanizmov analgetického pdsobenia tohto meta-
bolitu v organizme, ako napriklad blokdda neuronal-
neho vychytdvania anandamidu ¢i blokada neuronal-
nych sodikovych kanalov'®.

Paracetamol je ur¢eny na terapiu miernej akutnej aj
chronickej bolesti, v kombindcii s NSAID alebo opioid-
mi aj na lie¢bu stredne silnej bolesti. Standardna jed-
norazova davka u dospelych by mala byt od 500 mg
do 1000 mg, pricom dennd dévka by nemala prekro-
¢it 3 — 4 g”. Pri dlhodobom uzivani vysokych davok
hrozi zvysené riziko kardiovaskularnych, gastrointes-
tinadlnych a rendlnych neziaducich ucinkov ¢i akutne
zlyhanie pecene®.

Metabolizmus paracetamolu je spriahnuty s enzy-
mom CYP2D6, pricom na zaklade r6znej expresie toh-
to enzymu v organizme je mozné jedincov rozdelit na
extenzivnych, ultrarychlych a pomalych metabolizé-
rov paracetamolu. Z toho vyplyva i variabilita toleran-
cie davky alebo rézna nachylnost na prejavenie ne-
Ziaducich ucinkov®. Paracetamol nie je odporucany
osobam s akutnou alebo chronickou hepatopatiou,
pri abuze alkoholu ¢i malnutricii®.

Medzi najnebezpecnejsie neZiaduce ucinky na
Urovni gastrointestindlneho traktu (GIT) patri jeho
hepatotoxicita, ktord je dosledkom nadmerného
hromadenia metabolitu N-acetyl-p-benzochinéni-
minu. Ten sa v pripade vycerpania dostupného glu-
tatiéonu nevyhnutného k jeho inaktivacii viaze na
mitochondridlne proteiny, kde dochadza k formo-
vaniu cytotoxickych aduktov, ¢o vedie k mitochon-
dridlnej dysfunkcii a zdvaznej hepatoceluldrnej
nekréze. Ako primarne antidotum sa vyuziva N-ace-
tylcystein®®),

Tramadol spolu s paracetamolom patria medzi
frekventovane predpisované lie¢ivd a s tym sa spa-
ja aj potreba vyvoja efektivnych analytickych me-
tod pre ich kvalitativne aj kvantitativne hodnotenie
v biologickych matriciach, akymi su predovietkym
krv a moc. Takéto metddy su schopné prispiet
k zefektivneniu samotnej liecby v dosledku moznosti
monitorovania compliance pacienta (zvysenie tera-
peutického Gcinku) a eliminacie/minimalizacie ne-
Ziaducich uc¢inkov. Odhliadnuc od hodnotenia lieciv
v biologickych matriciach je nevyhnutné disponovat
vhodnymi analytickymi metédami aj v procese za-
bezpecovania ich kontroly kvality. Medzi Standard-
né a rutinne aplikované analytické pristupy pre po-
treby identifikacie a kvantifikacie danych lie¢iv vo
vzorkach farmaceutického aj biologického charak-
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teru patria chromatografické techniky (kvapalinova
a plynova chromatografia) v spojeni s roznymi typ-
mi detekcie'®". Je tomu tak z dévodu ich kvéziuni-
verzality, vysokej presnosti, spravnosti, robustnosti,
schopnosti analyzy Sirokého spektra zlic¢enin a rela-
tivnej jednoduchosti obsluhy??,

Avsak v sucasnosti sa zac¢inaju ¢oraz Castejsie v ob-
lasti analyzy farmaceutickych a klinickych vzoriek
presadzovat techniky kapildrnej elektroforézy (CE),
ktoré v porovnani so standardnymi chromatografic-
kymi pristupmi prinasaju zna¢né vyhody?'2?, St nimi
napr. vysoka separacna ucinnost, relativne kratky ¢as
analyz, jednoduchost prevedenia, spotreba minimal-
neho mnozstva vzorky a organickych rozpustadiel
a minimalna az absentujlca potreba rozsiahlej exter-
nej preddpravy vzorky? 2,

Z hladiska CE moédov aplikovanych do prostre-
dia analyzy tramadolu a/alebo paracetamolu vo
vzorkach farmaceutického a/alebo biologického
charakteru v doteraz publikovanych vedeckych pra-
cach zaujima dominantné postavenie kapildrna z6-
nova elektroforéza (CZE). Tramadol bol vo vzorkach
liekovych foriem alebo modelovych vodnych vzor-
kach analyzovany CZE v spojeni s detekciou na baze
DAD?* 2%, laserom indukovanej fluorescencie (LIF)®,
vodivostnej — C*D?” alebo elektrochemiluminiscen¢-
nej detekcie®®. Jedna z prac naviac popisuje vyuZitie
CE realizovanej v nevodnom prostredi®*.. Zmieneny-
mi pristupmi bolo mozné dosiahnut hodnoty medze
dokazu (LOD) na urovni 0,008 - 2,05 pug/ml.

Rovnako v pripade analyzy paracetamolu vo vzor-
kach farmaceutického charakteru bola preferovanym
separacnym médom CZE?-39), pouzita vsak bola i mi-
celarna elektrokineticka chromatografia - MEKC?”. CE
v spojeni s UV#-32, DAD3¥, MS*4, C*D?3) alebo che-
miluminiscen¢nou®® detekciou poskytovala hodnoty
LOD na urovni 0,085 ng/ml az 5,0 pg/ml. Pri analyze
paracetamolu vo farmaceutickych vzorkach bola vy-
uzitd aj metdéda CZE s ampérometrickou detekciou
v prevedeni na mikrocipe3®. V pripade vzoriek farma-
ceutického charakteru je dolezité podotknut, Ze Ziad-
na z vyssie uvedenych metdd nevyzadovala extenziv-
nu predupravu vzorky.

Z doteraz publikovanych S$tudii zameranych na
bioanalyzu tramadolu a paracetamolu vyplyva, ze
preferovanymi matricami boli biologické vzorky mo-
Cu®343639-44 plazmy3® a krvného séra3 449 Testované
vsakboliivzorkyslin®”alebo pecenovéhoaobli¢kové-
ho tkaniva*). Popisané boli CZE metddy s UVy39-41.45-49),
MS8 343950 - elektrochemiluminiscen¢nou** *¥ alebo
chemiluminiscen¢nou®® detekciou. Pre biologic-
ki matricu moc¢u sa hodnoty LOD pohybovali na
urovni 0,004 - 0,1 ug/ml pre tramadol a na urovni
0,085 ng/ml az 5,2 ug/ml pre paracetamol. Hodno-
ty LOD pre tramadol a paracetamol v krvnej plazme
a sére boli 0,1 pg/ml (tramadol) a 0,3 - 5,2 pg/ml
(paracetamol). Drvivd vacsina vyvinutych metéd vy-
zadovala pomerne rozsiahlejsiu a viackrokovu pre-
dupravu vzorky, ktora zahfnala napr. extrakciu na

tuhej faze - SPE*"*Y, mikrodialyzu*?, elektromembra-
novu extrakciu — EME*?, mikroextrakciu na kvapalnej
faze - LPME*Y, extrakciu podporenud mikrovinnym
Ziarenim - MAE®?, precipitaciu proteinov a naslednu
centrifugaciu3® 447,

Z doteraz publikovanych prac vyplyva, Ze na se-
paraciu tramadolu a paracetamolu v CZE moéde
su zvycajne pouzivané konvencné zakladné elek-
trolyty (BGE) reprezentované prevazne fosfatovy-
mi28, 30-33, 37, 40, 42, 43) alebo bora’tovymi24, 26, 29, 36, 39, 46, 48)
tiImivymi roztokmi. Vyber BGE je vSak vo velkej miere
determinovany pouzitou detekénou technikou. Elek-
trolytové systémy vhodné pre CZE-UV su Castokrat
nevhodné pre CZE-MS. Cieflom predkladanej pra-
ce bol preto vyvoj relativne rychlej a jednoduchej
CZE-UV metddy pre potreby simultdanneho hodnote-
nia tramadolu a paracetamolu vo vzorkach farmaceu-
tického a biologického charakteru, ktorad by sucasne
poskytovala z hladiska zlozenia BGE vysokd mieru
kompatibility s MS detekciou. Takéto pristupy k ana-
lyze lieciv v rozli¢nych typoch matric su zaujimavé
z hladiska kontroly kvality lie¢iv a liekov, a sucasne
i z hladiska bioanalytickych aplikacii.

Pokusna ¢ast

InStrumentdcia

Elektroforetické experimenty boli prevedené s pouzi-
tim systému Agilent 7100 CE vybaveného UV detek-
torom (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
USA). Separacia bola realizovana v kremennej kapi-
ldre s vnutornym priemerom 50 pum, vonkajsim prie-
merom 300 pm, celkovou dizkou 70 cm a efektivnou
dizkou kapilary 62,5 cm. Pred prvym pouzitim bola
kapildra premyta roztokom 1 M NaOH po dobu 30
minut, demineralizovanou vodou (10 minut) a nos-
nym elektrolytom - BGE (10 minut). Kazdy den pred
zaciatkom merani bola kapilara preplachovana 0,1 M
NaOH 10 minut, demineralizovanou vodou 10 minut
a BGE 10 minut. Na konci kazdého dria sa kapilara pre-
plachla demineralizovanou vodou po dobu 10 minut.
Vzorky boli injektované do kapilary hydrodynamicky
tlakom 50 mbar pocas 10 sekund. Separacia bola pre-
vedena v méde pozitivnej polarity aplikdciou napatia
o hodnote +20 kV, ktoré sa zvySovalo na zaciatku se-
paracie z 0 kV na +20 kV po dobu 20 sekund. Pred ka-
zdym injektovanim vzorky bola kapilara prekondicio-
vana aplikaciou negativneho napatia -25 kV pocas 15
sekdnd s naslednym premytim nosnym elektrolytom
1 mindtu, aby sa predislo ,carry-over” efektu. Mera-
nia boli realizované pri teplote 20 °C a detekcia bola
uskuto¢nena pri vinovej dizke 200 nm.

Chemikadlie a vzorky

Standardy analytickej ¢istoty — hydrochlorid trama-
dolu a paracetamol - boli ziskané od spolo¢nosti
Zentiva (Praha, Ceska republika). Chemikélie pou-
Zité na pripravu elektrolytovych systémov uhlicitan
amonny ((NH,),CO,) a hydrogenuhli¢itan aménny
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(NH,HCO,) disponovali LC-MS (istotou a boli zaku-
pené od spoloc¢nosti Merck (Darmstadt, Nemecko)
a Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko). V3etky rozto-
ky Standardov lieciv aj roztoky elektrolytov boli pri-
pravované s pouzitim demineralizovanej vody, ktord
bola ziskana purifikacnym systémom Millipore Sim-
plicity 185 (UV) (Millipore, Molsheim, Francuzsko).
Vsetky zdsobné roztoky Standardov a elektrolytov
boli skladované pri teplote 2-8 °C.

Vzorky liekovych foriem Doreta (tbl), Zaldiar (tbl)
a Tramabene (gtt) boli ziskané z miestnej lekarne. Pri-
slusné lieky boli po dobe expiracie a boli k dispozicii
v nasom laboratériu.

Priprava roztokov standardov

Zasobné roztoky Standardov dvojice liec¢iv tramado-
lu a pracetamolu boli pripravené rozpustenim 10 mg
Standardu tramadolu v 10 ml demineralizovanej vody
arozpustenim 10 mg Standardu paracetamolu vzme-
si 5 ml metanolu s 5 ml demineralizovanej vody. Kali-
bra¢né roztoky Standardov boli pripravené zriedenim
zasobnych roztokov Standardov na pozadované kon-
centra¢né Urovne 5, 10, 20, 50 a 100 ug/ml tramadolu
a paracetamolu pridanim demineralizovanej vody.
Vzorky boli premeriavané 3-krat.

Biologickd vzorka mocu, ktord bola ziskand od
dvoch zdravych dobrovolnikov, nebola nijakym spo-
sobom predupravovana, iba zriedena 5-krat prida-
nim demineralizovanej vody. Do zriedeného mocu
sa pridali alikvotne mnozstva standardov tramadolu
a paracetamolu tak, aby boli dosiahnuté pozadova-
né kalibra¢né koncentracie na urovni 5, 10, 20, 50
a 100 pg/ml. Vzorky boli premeriavané 3-krat.

a)

“ 10 mM (NH,),CO; PAR

TRA

“ 20 mM (NH,),CO; PAR

TRA

"\ 50 mM (NH,),CO, PAR
] TRA

Priprava farmaceutickych vzoriek liekovych foriem
Vzorky tabliet liekov Doreta a Zaldiar boli upravené
nasledovnym postupom pre oba lieky. Pat tabliet sa
odvazilo, nasledne rozdrvilo v maziari a navazila sa
priemerna hodnota hmotnosti jednej tablety, ktora sa
rozpustila v 100 ml demineralizovanej vody. Takto pri-
praveny roztok sa dal na 45 minut do ultrazvukového
kupela a nasledne bol prefiltrovany pouzitim filtrac-
ného papiera Whatman s velkostou pérov 11 um (Sig-
ma Aldrich). Zasobné roztoky liekovych foriem boli
pred injektovanim do CE-UV zriedené na pozadovanu
koncentraciu pouzitim demineralizovanej vody.

Pri priprave vzoriek lieku Tramabene (gtt) bol 1 ml
kvapiek doplneny na objem 10 ml pouzitim demine-
ralizovanej vody. Takto pripraveny roztok sa nasledne
zriedil demineralizovanou vodou na pozadovanu kon-
centraciu a bol injektovany do CE-UV analyzatora. Vzor-
ky vietkych liekovych foriem boli premeriavané 3-krat.

Priprava vzoriek liekovych foriem na hodnotenie
vytazZnosti

Pri hodnoteni vytaznosti liekovych foriem sa vyuzi-
la metéda Standardného pridavku. Do pripravenych
roztokov redlnych matric liekovych foriem sa pridali
Standardy tramadolu a paracetamolu na troch kon-
centracnych drovniach, a to 5, 10 a 20 pg/ml. Pripra-
vili sa aj individudlne vzorky liekovych foriem bez pri-
davku, ktoré sluzili ako porovndvaci standard. Vietky
vzorky sa premerali 3-krat.

Priprava QC vzoriek
QC vzorky boli pripravené na troch koncentracnych
urovniach, a to 5 pg/ml (nizka), 15 pg/ml (stredna)

b)
* 10 mM NH,HCO, PAR
TRA
" 20 mM NH,HCO, PAR
| TRA
PAR

" 50 mM NH,HCO; TRA

Obr. 1. Elektroforeogramy ziskané z optimalizacného procesu separacného prostredia pre simultdnnu analyzu

tramadolu (TRA) a paracetamolu (PAR)

a - testovanie separacného elektrolytu tvoreného (NH,) 2CO, o rozlicnych koncentrdcidch, b - testovanie
separacného elektrolytu tvoreného NH HCO, o rozlicnych koncentrdcidch
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a 70 pg/ml (vysokd) pridanim standardov tramadolu
a paracetamolu do mocu 5-krat zriedeného demine-
ralizovanou vodou. Vzorky boli zhomogenizované
a injektované do CE analyzatora. Kazda koncentraéna
uroven bola premerana 3-krat.

Vysledky a diskusia

Optimalizdcia CZE-UV metody

Medzi najdolezitejsie optimaliza¢né aspekty pri vy-
voji CE metdd patri vyber vhodného zlozenia BGE,
volba separa¢ného napitia a vinovej dizky, pri ktorej
je analyza realizovana. Nosny elektrolyt je esencialne
zvolit tak, aby bola zabezpecend adekvatna separac-
na uc¢innost a minimalizacia negativnych disperznych
javov. Testované boli dva typy elektrolytovych systé-
mov, a to (NH,),CO,a NH,HCO,, na troch koncentrac-
nych drovniach (10, 20 a 50 mM). Dané testované
systémy pritom predstavuju bezne odporucané se-
parac¢né prostredie kompatibilné s MS detekciou®",
¢o vytvara dobry predpoklad pre budice spojenie
navrhovanej metédy s takymto pokrocilym typom
detekcie. Jednotlivé vysledky z optimalizacného pro-
cesu vyberu BGE nazorne priblizuje obrazok 1.

Z dvojice testovanych elektrolytov sa zhladiska mig-
racnych casov, rozlisenia, tvaru a intenzity pikov ako
vhodnejsi ukazal byt elektrolyt zlozeny z (NH,),CO..
Optimaliza¢ny proces preukdazal, Ze zvySovanie kon-
centracie BGE viedlo k predlzovaniu migra¢nych ca-
sov jednotlivych analytov. Na druhej strane sa v3ak
zvySovalo rozliSenie medzi jednotlivymi analytmi,
symetria pikov a separa¢nd ucinnost. Vyssie koncen-
trdcie BGE zaroven minimalizovali mieru chvostova-

nia pikov analytov. Ako je mozné vidiet na obrazku 1,
paracetamol pri nizsich koncentraciach BGE migroval
velmi blizko elektroosmotického toku, ¢o by v ko-
ne¢nom dbésledku spdsobovalo vyrazné skreslenie
a zvysenu variabilitu vysledkov. V zmysle danych sku-
tocnosti sa ako optimalny ukazal byt elektrolytovy
systém tvoreny 50 mM (NH,),CO, (pH 9,23).

Detekcia pomocou UV bola optimalizovana porov-
nanim analytickych signdlov tramadolu a paraceta-
molu pri vinovych dizkach 200, 210, 220, 254 a 272 nm.
Ako vhodny kompromis pre simultannu detekciu tra-
madolu a paracetamolu bola nakoniec zvolena vino-
vé dizka 200 nm.

Validdcia

Vyvinutad CZE-UV metdda bola validovand na zakla-
de odporucani dvojice smernic - ICH Q2(R1)*? a US
FDA¥, a to v zavislosti od typu analyzovanych vzo-
riek. Smernica ICH Q2(R1) bola vyuzitd pri validacii
metddy pre analyzu liekovych foriem a FDA smerni-
ca bola vyuzita pri validacii metddy pre analyzu bio-
logickej matrice mocu. Medzi zakladné hodnotené
parametre v procese validacie patri linearita, medza
dokazu (LOD - limit of detection), dolnd medza sta-
novenia (LLOQ - lower limit of quantification), pres-
nost, spravnost, selektivita alebo robustnost metddy.
Prehlad zdkladnych valida¢nych a opera¢nych para-
metrov CZE-UV metdédy je prehladne zosumarizova-
ny v tabulke 1.

Selektivita sa radi medzi délezité valida¢né para-
metre a predstavuje schopnost jednoznac¢ne urcit
sledovany analyt aj v pritomnosti inych moznych
zloziek, ktoré su sucastou matrice. Ako dokumen-

a)
- PAR

Doreta TRA

blank
b)

) blankmog
PAR
moc¢ s pridavkom TRA
] ] e

Obr. 2. Reprezentativne elektroforeogramy ziskané z analyzy tramadolu a paracetamolu v redinych vzorkdch: a -
farmaceutického charakteru (liek Doreta), b - biologickej matrice mocu s pridavkom standardu tramadolu (TRA)

a paracetamolu (PAR) na koncentracnej trovni 5 ug/ml
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tuje obrazok 2, tak v priebehu analyz nedochadzalo
k ziadnym interferenciam medzi migra¢nymi ¢asmi
sledovanych analytov a ostatnych zloZiek matrice.

Linearita bola hodnotena na zaklade merani zmesi
standardov tramadolu a paracetamolu na koncentrac-
nych hladinach 5, 10, 20, 50 a 100 pg/ml. Vyhotovenim
kalibracnych kriviek, ktoré predstavuju zavislost plo-
chy piku od koncentracie Standardu, sme ziskali udaje
o kalibra¢nych rovniciach a hodnote koeficientu sta-
novenia (r?), ktord bola vyssia nez 0,995 pre oba analy-
ty, ¢o potvrdilo akceptovatelnu mieru linearity danej
metody v testovanom rozsahu koncentracii.

Hodnoty LOD a LLOQ boli predikované na drovni
0,5 pg/ml a 5 ug/ml pre tramadol vo vodnej i biologic-
kej matrici (5-krat zriedeny moc), na drovni 0,5 pg/ml
a 5 ug/ml pre paracetamol vo vodnej matrici a na
urovni 0,25 pug/ml a 1 pg/ml pre paracetamol v matrici
5-krat zriedeného mocu. Tieto hodnoty boli ziskané
experimentdlne premeriavanim standardov analytov
SO znizujucou sa koncentraciou v prislusnych mat-
riciach. Sucasne musela platit podmienka ohladne
pomeru signalu a Sumu (S/N), ked hodnota LOD zod-
poveda 3xS/N a hodnota LLOQ zodpovedd 5xS/N.
Ziskané hodnoty LOD a LLOQ boli naviac postacuju-

Tab. 1. Prehlad vybranych operacnych a validacnych parametrov navrhnutej CZE-UV metddy pre simultdnne stanovenie tramadolu

aparacetamolu
Voda Mo¢
tramadol paracetamol tramadol paracetamol
t, (min) 9,00 12,28 9,44 12,90
RSD,_ (%), n=3 2,1 22 0,70 1,28
RSDM (%),n=3 3,61 3,68 1,02 9,6
linearny rozsah (pg/ml) 5-100 5-100 5-100 5-100
rovnica kalibracnej krivky y=1,559x+1,6497 | y=3,381x-3,0418 | y=1,798x+1,1015 | y=2,912x+ 3,2791
r 0,9962 0,9973 0,9992 0,9958
LOD (ug/ml) 0,5 0,5 0,5 0,25
LLOQ (ng/ml) 5 5 5 1
N 617837 565836 720019 634088

t - migracny cas, N - separacna ucinnost (pocitana na zaklade vztahu N = 5,545(tm/wl/2)2, kde w

vy3ky), RSD, aRSD,

locha

,»je Sirka piku v polovici jeho

(relativne Standardné odchylky) boli pocitané zo vzoriek na koncentracnej Urovni zodpovedajlcej

5 pg/ml. Vysledky pre biologickd matricu mocu sa vztahuju na predupravenu (5-krat zriedenu) vzorku.

Tab. 2. Hodnotenie presnosti a sprdavnosti CZE-UV metddy pre potreby analyzy vzoriek farmaceutického charakteru

L. Namerana koncentracia (ng/ml) RSD (%) RE (%)
Koncentracia (pg/ml)
TRA PAR TRA PAR TRA PAR
5 5,52 511 2,9 3,2 +10,4 +2,3
Vnutrodiova 10 9,57 10,07 34 2,4 -4,3 +0,7
presnost 20 20,2 19,75 5,0 0,7 +1,0 -1,3
n=3 50 46,04 45,29 7,2 3,0 7,9 9,4
100 101,93 101,59 14 1,1 +1,9 +1,6
5 4,70 5,36 14,1 51 -6,0 +7,2
Medzidiiova 10 9,14 9,93 838 6,2 -8,6 -0,8
presnost 20 20,51 19,64 6,1 74 +2,6 -1,8
n=9 50 50,59 46,99 11,2 4,6 +1,2 -6,0
100 99,83 101,4 3,0 1,2 -0,2 +1,4
Tab. 3. Hodnotenie vytaznosti CZE-UV metody pre vzorky farmaceutického charakteru
Doreta Zaldiar Tramabene
TRA PAR TRA PAR TRA

Koncentracia (pug/ml) | 5 10 20 5 10 20

5 10 20 5 10 20 5 10 20

Namerana

koncentracia (pg/ml) >A48 | 9,05

1995 5,38 | 9,27 [ 18,01

530 (991|189 | 4,95 | 10,53 (18,38 | 5,20 | 10,17 | 19,53

Vytaznost (%) 109,6 | 90,5 | 99,7

107,5] 92,7 | 90,1

106,01 99,1 | 94,8 | 99,1 |105,3| 91,9 {104,0|101,7| 97,6
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ce pre potreby aplikacie vyvinutej metédy na analy-
zu farmaceutickych vzoriek aj biologickych vzoriek
mocu. Vyvinutd metdéda navyse disponovala mimo-
riadne vysokou separa¢nou Ucinnostou, ked' pocet te-
oretickych priehradiek presahoval hodnotu 550 000.

Hodnotenie presnosti a spravnosti metédy v pripa-
de vzoriek farmaceutického charakteru bolo realizo-
vané na zaklade odporucani smernice ICH Q2(R1)%?
analyzou piatich koncentra¢nych hladin od 5 do
100 pug/ml pre tramadol aj paracetamol. Vnutrodro-
va presnost bola vyhodnotena trojnasobnym pre-
meranim vzoriek v rdmci jedného dna a medzidnova
presnost bola vyhodnotend trojndsobnym premeria-
vanim vzoriek po dobu 3 dni. Vysledky su zosumari-
zované v tabulke 2 a na zaklade ziskanych udajov mo6-
Zeme povedat, Ze metdda je dostatocne presnd, lebo
hodnoty RSD (relativnej Standardnej odchylky) a RE
(relativnej chyby) neprekrocili odchylky +15%, ktoré
predpisuje i smernica FDA%,

Vytaznost metédy sa hodnotila metédou Standard-
nych pridavkov standardov tramadolu a paracetamo-
lu k redlnym matriciam farmaceutickych vzoriek. Pri-
davky boli na troch koncentracnych drovniach, ato 5,
10 a 20 pg/ml. Vzorky sa premerali trikrdt a sucasne
sa premerala aj vzorka bez pridavku, ktora sldzila ako
porovnavaci $tandard. Vytaznost sa nasledne vypo-
¢itala vztahom: vytaznost(%) = 100 x [c(matrica+pri-
davok) - c(matrica)l/c(pridavok). Jednotlivé hodnoty
vytaznosti pre tramadol a paracetamol su uvedené
v tabulke 3.

Podobna valida¢na schéma sa aplikovala aj na vzor-
ky biologickej matrice 5-krat zriedeného mocu, kde sa
postupovalo na zadklade odporucani smernice FDA pre
vyvoj bioanalytickych metdd®. Bioanalytické meté-
dy sa zvycajne validuju pouzitim Specifickych vzoriek
kontroly kvality (QC - quality control) na troch koncen-
tracnych drovniach - nizkej, strednej a vysokej. Pris-
lusné koncentréacie QC vzoriek boli zvolené na zéklade

Tab. 4. Hodnotenie presnosti a sprdvnosti CZE-UV metédy prostrednictvom QC vzoriek 5-krdt zriedenej matrice mocu

Koncentracia | Namerana koncentracia (ug/ml) RSD (%) RE (%)
(ug/ml) TRA PAR TRA PAR TRA PAR
Vnutrodihova 5 4,50 4,41 4,5 12,1 -99 -11,8
:’_e;““" 15 14,71 15,7 5,0 3,6 1,9 49
70 76,79 67,67 0,7 6,5 9,7 -33
Medzidiiova 5 4,65 4,25 13,8 13,9 -6,9 =151
:’_esg"“f 15 14,89 15,78 34 4,0 -0,7 5,2
70 70,85 72,30 6,5 7,8 1,2 3,3
Tab. 5. Testovanie stability analytov a vytaznosti CZE-UV metddy
Analyt QC hladina Stabilita v autosampleri ~Freeze-to-thaw” stabilita Vytaznost®
(ng/ml) | namerana koncentracia (ug/ml) | RE (%) |namerana koncentracia (pg/ml) | RE (%) (%)
5 5,03 +0,6 5,50 +9,9 99,4
TRA 15 16,56 +10,0 15,69 +4,6 100,3
70 66,61 -4,9 67,48 -3,6 101,5
5 4,80 -4,1 4,37 -12,7 103,7
PAR 15 16,02 +6,8 15,89 +5,9 104,0
70 65,24 -6,8 67,17 -4,0 105,7

"Vysledky vytaznosti predstavuju hodnoty ziskané v ramci samostatnych merani. Nevztahuju sa na proces testovania stability.

Tab. 6. Analyza tramadolu a paracetamolu v rozli¢nych liekovych formdch a modelovych vzorkdch 5-krdt zriedeného mocu

Tramadol Paracetamol
Vzorka deklarovana namerana deklarovana namerana
koncentracia (ug/ml) | koncentracia (ug/ml) | koncentracia (ug/ml) | koncentracia (pg/ml)

Doreta (tbl) 7,5 6,76 £ 0,54 65 64,99 £ 2,35
Zaldiar (tbl) 3,75 3,42+0,10 32,5 30,59+ 0,55
Tramabene (gtt) 10 7,35+0,34

modelovy moc 1 5 5,36+0,28 15 15,9+0,07
modelovy mo¢ 2 15 14,86 + 0,14 70 67,68 + 4,38
modelovy moc 3 10 9,34+£0,22 20 20,94 +0,73
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odporucani smernice FDA, ktora preferuje ich vyber
tak, aby spadali do definovaného rozsahu kalibra¢nej
krivky. Priprava takychto vzoriek, ktoré boli pouzité pre
potreby validacie vyvinutej CZE-UV metddy, je detailne
popisana v Casti Priprava QC vzoriek.

Presnost a spravnost CZE-UV metdédy (tab. 4) bola
hodnotena na zdklade vnutrodriovej a medzidrove;j
presnosti s pouzitim QC vzoriek 5-krat zriedeného
mocu s pridavkom Standardov tramadolu a para-
cetamolu na troch koncentra¢nych hladinach, a to
5 pg/ml (nizka QC), 15 pug/ml (strednd QC) a 70 pg/ml
(vysokd QC). Vnutrodnova presnost bola na urovni
0,7 - 5,0 % pre tramadol a na urovni 3,6 - 12,1 % pre
paracetamol. Medzidhova presnost sa pohybovala na
urovni 3,4 - 13,8 % pre tramadol a 4,0 - 13,9 % pre pa-
racetamol. V oboch pripadoch dosiahnuté hodnoty
nepresahovali smernicou stanovenu hodnotu £15 %,
resp. +20 % v pripade QC vzoriek zodpovedajucich
koncentra¢nej trovni LLOQ.

Vysledky zosumarizované v tabulke 5 taktieZ ho-
voria o akceptovatelnej miere spravnosti vyvinutej
metody, kedze vytaznost sa pohybovala na drovni
99,4 - 101,5 % pre tramadol a 103,7 - 105,7 % pre
paracetamol.

Stabilita analytov bola testovana na ich QC vzorkach
kratkodobymi stabilitnymi studiami zalozenymi na po-
nechani vzoriek po dobu 24 h v autosampleri (stabilita
v autosampleri) a opakovanom zmrazeni a rozmrazeni
(tri cykly) testovanych vzoriek (,freeze-to-thaw” stabi-
lita). Na zéklade dosiahnutych vysledkov, ktoré su pre-
hladne zosumarizované v tabulke 5, mozno potvrdit
akceptovatelnt mieru stability v oboch pripadoch tes-
tovacich podmienok, kedZe hodnoty RE (%) nepresiahli
smernicou pozadovanych £15 %.

V poslednej faze valida¢nych studii sme sa zamerali
na testovanie robustnosti vyvinutej CZE-UV metddy,
ktoré zahfnalo sledovanie vplyvu malych zmien se-
para¢nych podmienok na analyticky signdl tramado-
lu a paracetamolu. Testovanym vplyvom bola zmena
koncentracie BGE o 1 mM. Dosiahnuté vysledky po-
tvrdili adekvatnu robustnost, kedZe odchylky ploch
sledovanych analytov v porovnani s originalnymi
podmienkami neprekrocili hodnoty 1,9 % (paraceta-
mol), resp. 3,8 % (tramadol).

Aplikdcia

Po procese validacie bola CZE-UV metdda aplikovana
na stanovenie obsahu lie¢iv tramadol a paracetamol
v liekoch Doreta, Zaldiar a Tramabene. Vietky analy-
zované lieky boli po exspiracii, ¢ize o¢akavany obsah
lieciv by mal byt nizsi, nez je deklarovany obsah, ke-
dZe lieciva podliehaju ¢asom prirodzenému rozkladu.
Vysledky analyz (tab. 6) potvrdili spravnost nasho
predpokladu, kedZe v tabletovych liekovych formach
bol obsah tramadolu nizsi o 8,8 % (Doreta), resp.
9,9 % (Zaldiar) a paracetamolu nizsi 0 0,1 % (Zaldiar),
resp. 5,9 % (Doreta) v porovnani s deklarovanym ob-
sahom. Najvyraznejsi pokles v obsahu tramadolu bol
identifikovany v lieku Tramabene, a to az 0 26,5 %

v porovnani s vyrobcom deklarovanym obsahom.
Z danych vysledkov mozno usudzovat, Ze jednotlivé
lieCivd vykazuju vyssiu mieru stability v tuhych lie-
kovych formach (lieky Doreta, Zaldiar) v porovnani
s liekovymi formami kvapalnymi (liek Tramabene).
Zaroven tramadol vykazoval nizsiu dlhodobu stabi-
litu nez paracetamol. Bolo preukdzané, Ze ¢as je vy-
raznym faktorom ovplyvnujicim stabilitu lieciv (¢as,
ktory presiel od datumu exspiracie, bol najdlhsi v pri-
pade lieku Tramabene - 9 rokov). llustrativny zdznam
z analyzy tramadolu a paracetamolu v lieku Doreta je
znazorneny na obrazku 2a.

Bioanalyticky aplika¢ny potencial vyvinutej CZE-
UV metoédy pre potreby stanovenia tramadolu a pa-
racetamolu v biologickej matrici mocu bol overeny
zaslepenou studiou. Pracovnici laboratéria pripravili
tri zaslepené vzorky pridanim Standardov tramado-
lu a paracetamolu do 5-krat zriedenej biologickej
matrice mocu na réznych koncentra¢nych urovniach
v ramci kalibra¢ného rozsahu, pricom pracovnici re-
alizujuci meranie nevedeli, aké koncentracie danych
lieCiv boli pridané do matrice mocu. Vysledky z da-
nych experimentov si predmetom tabulky 6 a ilu-
strativny zdznam ziskany z merania takejto zaslepe-
nej vzorky je znazorneny na obrazku 2b. Dosiahnuté
vysledky po porovnani s odslepenymi koncentraény-
mi hladinami pridanymi do biologickej matrice mocu
preukazali aplikovatelnost vyvinutej CZE-UV metody
v oblasti bioanalyzy.

Zaver

Hlavnym zdmerom prace bol vyvoj a validacia meto-
dy CZE v spojeni s UV detekciou pre potreby simu-
[tdnneho stanovenia tramadolu a paracetamolu vo
vzorkach farmaceutického (liekové formy) a biologic-
kého (mo¢) charakteru. Takato metéda bola charak-
terizovand vyraznymi vyhodami, ako je napr. vysoka
miera selektivity, relativne kratky ¢as analyzy (celko-
vy Cas analyzy bol 15 minut), nizka spotreba vzoriek,
rozpustadiel a chemikalii, z coho prameni aj nizke
ekonomické zataZenie analyz. Signifikantnym bene-
fitom je aj absencia potreby extenzivnej predupra-
vy vzoriek (predovsetkym biologickych). Pridanou
hodnotou prace je i to, ze separatnym prostredim
bol elektrolytovy systém odporucany predovietkym
pre prevedenie CE analyz s MS detekciou. Tento fakt
umocnuje potencidl budiuceho prenesenia metody
do prostredia CE-MS bez akychkolvek tazkosti. Do-
siahnuté validacné parametre a nasledné aplikacné
priklady preukazali, Ze nami vyvinutd metéda dispo-
nuje moznostou byt implementovand do prostredia
kontroly kvality lieciv a liekov, resp. klinickych aplika-
cii.

Eticka komisia

Studia realizovana na biologickych vzorkach bola
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