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SUHRN
Stanovenie dimetindenu v réznych liekovych formach kapilarnou izotachoforézou

Kapildrna izotachoforéza bola vyuZitd na stanovenie dimetindenu v rdznych liekovych formach. Bolo preskiSa-
nych niekolko elektrolytovych systémov s réznym zloZenim a roznym pH. Pre validiciu metédy a stanovenie
dimetindenu v realnych vzorkach (gél, kvapky, kapsule) boli vybrané dva elektrolytové systémy. Bola hodnotend
presnost, spravnost, linearita, robustnost a selektivita ITP metddy pre obidva elektrolytové systémy. Prediprava
vzorky pred analyzou spocivala v rozpusteni a nariedeni prisluSnej liekovej formy s obsahom dimetindenu demi-
neralizovanou vodou na pozadovani koncentraciu. Takto upravend vzorka bola priamo davkovana do pristroja.
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SUMMARY
Dimethindene Determination in Various Dosage Forms by Means of Capillary Isotachophoresis

Capillary isotachophoresis was employed to determine dimethindene in various dosage forms. Several
electrolyte systems of varying compositions and varying pH were tested. For validation of the method and the
determination of dimethindene in real samples (gel, drops, capsules), two electrolyte systems were selected.
Precision, correctness, linearity, robustness, and selectivity of the ITP method were evaluated for both electrolyte
systems. The pre-treatment of the sample prior to analysis consisted in dissolving and diluting the pertinent
dosage form containing dimethindene with demineralized water to the required concentration. The sample
adjusted in this way was directly dosed into the apparatus.
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Uvod

Dimetinden (obr. 1) [2-[1-[2-[(2-dimetylamino)ety]]
inden-3-yl]etyl]pyridin] je silne u¢inné H -antihistamini-
kum 1. generacie vhodné na liecbu beznych alergickych
reakcii. Ma stredne vyjadreny sedativny ucinok a bol
u neho popisany aj stabilizujici G¢inok na membrany Zir-
nych buniek. Inhibuje taktiezZ posobenie dalsich mediato-
rov v€asnej hypersenzitivnej reakcie (serotonin a bradyki-
nin), ¢im vyvoldva zniZenie zvySenej permeability kapilar.
Okrem liecby alergickej nadchy, urtikarie a angioedému
sa jeho vyrazny antiprurigindzny u¢inok vyuZziva pri liec-
be roznych koznych ochoreni. Maximalny d¢inok dosahu-
je za 2-4 hodiny po aplikécii a 5-10 % absorbovaného
mnoZstva sa vylu¢uje nezmenené mocom V.

V literatire je uvedenych niekolko pric zaoberaji-
cich sa stanovenim dimetindenu najmi v matriciach
biologického pdvodu. Kapildrna zénova elektroforéza
(CZE) bola pouzita na stanovenie jeho enantiomérov
v Tudskom moéi 2 ¥, sére a moci potkanov ¥ a pri $tadii
opacnej migracie jeho enantiomérov v substancii s vy-
uzitim metéd NMR ¥ a ioniza¢nej hmotnostnej spekt-
roskopie a kryS$talografie ©. Spolu s inymi béazickymi
lie¢ivami bol dimetinden chirdlne separovany metdédou
CZE s vyuzitim metylovaného B—CD 7. Na stanovenie
dimetindenu v biologickom materidle boli tiez vyuzité
metody HPLC 3'2 a kombinacia GC a MS '®. Vo far-
maceutickych pripravkoch bol dimetinden stanovovany
spolu s inymi antihistaminikami derivatiza¢nou spekt-
rofotometriou '¥.
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Obr. 1. Vzorec dimetindenu

Monografia dimetindenu nie je uvedend v Slovenskom
liekopise, uvddza sa v Eur6pskom liekopise 4, ktory pre
jeho stanovenie predpisuje acidimetricku titraciu kyseli-
nou chloristou v bezvodnom prostredi za poteciometric-
kej indikacie ekvivalen¢ného bodu .

Cielom naSej prace bolo vypracovanie podmienok pre
separéciu, identifikdciu a kvantifikdciu dimetindenu
v troch jeho liekovych formach (Fenistil® kapsule, Fenis-
til® kvapky a Fenistil® gél) metédou kapilarnej izotacho-
forézy (ITP) v jednej analyze, ako aj zhodnotenie vali-
dacnych parametrov pouzitej metodiky.

POKUSNA CAST

Chemikdlie a roztoky

Elektrolytové systémy pre ITP analyzu mali nasledujice
zloZenie:
Systém ¢. 1

Vodiaci elektrolyt: 1.10 mol.I"! octan sodny a kyselina octo-
va ako protiiéon do vyslednej hodnoty pH 4,0 a 0,1% m-hydro-
xyetylcelul6za ako aditivum.

Zakoncujuci elektrolyt: 5.10° mol.I"" kyselina glutimova.
Systém ¢. 2

Vodiaci elektrolyt: 1.102 mol.I'" octan draselny a kyselina
octovd ako protiiéon do vyslednej hodnoty pH 4,8 a 0,2 %
m-hydroxyetylcelul6za ako aditivum.

Zakon&ujuci elektrolyt: 1.10 mol.I"! B—alanin.

Roztoky vodiacich a zakoncujucich elektrolytov boli ziska-
né z Chemického dstavu PRIF UK v Bratislave. Dimetinden
maleinat dodala MP Biomedicals, Inc., USA, Fenistil® kapsule
(obsah dimetindenu 4 mg v 1 kapsule), Fenistil® kvapky (obsah
dimetindenu 1 mg v 1 ml roztoku) a Fenistil® gél (obsah dime-
tindenu 1 mg v 1 g gélu) boli od vyrobcu Novartis Consumer
Health SA, Nyon, Svajciarsko. Voda pouZivand na pripravu
roztokov bola demineralizovand reverznou osmézou na stipci
zmesného ionexu zariadenim Rowapur a docistovana zariade-
nim Ultrapur (obidva Premier, Arizona, USA).

Priprava vzoriek

Obsah desiatich kapsiil s obsahom dimetindenu bol zvazeny
a nasledne homogenizovany. MnozZstvo zmesi zodpovedajtice
8 mg dimetindenu bolo suspendované v 40 ml demineralizova-
nej vody po dobu 24 hodin. 5 ml tejto suspenzie bolo podrobe-
né cenrtifugacii (5000 ot/min) po dobu 10 min a po nariedeni
supernatantu na vysledni koncentraciu 100 mg/l davkované
(30 ul) priamo do pristroja cez jednordzovy membranovy filter
(velkost pérov 1,2 um).

10 g gélu (obsahujice 10 mg dimetindenu) sa rozpustilo
v 50 ml demineralizovanej vody. Z tohto roztoku sa pred ana-
lyzou pripravili merané vzorky riedenim vodou na vyslednd
koncentraciu 100 mg/1 a priamo dévkované do pristroja cez jed-
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norazovy membranovy filter (1,2 um).

Kvapky s obsahom dimetindenu boli riedené priamo pred
analyzou na pozadovanu koncentraciu (100 mg/l) a davkované
priamo do pristroja.

Pristroje

[zotachoforetické merania boli uskuto¢nené na pristroji CS
Isotachophoretic Analyser (Villa-Labeco, SpiSska Nova Ves,
SR) v jednokolénovom usporiadani (dizka 90 mm, vniitorny
priemer 800 um) a vodivostnou detekciou.. Zber dit a vyhod-
nocovanie vysledkov bolo realizované pocitacom. ITP analyzy
boli uskuto¢nené v kationickom reZime s priamym injektova-
nim vzoriek, ddvkovany objem 30 pl, hnaci prad 250 LA, tep-
lota laboratérna, dizka analyzy 6 minit.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V préci boli sledované podmienky pre separéciu, iden-
tifikaciu a stanovenie dimetindenu v troch jeho lieko-
vych formach (Fenistil® kapsule, Fenistil® kvapky
a Fenistil® gél) metddou kapilarnej izotachoforézy (ITP).
KedZe ide o bazické lie¢ivo, merania boli robené v katio-
nickom reZime, pri¢om sa overovalo niekolko elektroly-
tovych systémov. Pre validiciu metédy a stanovenie
dimetindenu v redlnych vzorkach boli vybrané dva elek-
trolytové systémy s réznym zloZenim a r6znym pH.

Vlastna analyza bola robend najprv so Standardnym
roztokom dimetindenu s koncentraciou 100 mg/I a nasled-

dimetinden

Obr. 2. Izotachoforeogramy vodnych roztokov troch liekovych
foriem dimetindenu Fenistil® kapsule (a), Fenistil® kvapky
(b) a Fenistil® gél (c) v elektrolytovom systéme ¢&. 2.
Koncentrdcia dimetindenu 100 mg/l, ddvkovany objem 30 pl,
hnaci prud 250 yA, LE-vodiact elektrolyt, TE-zakoncujici
elektrolyt, R,t-rastici odpor a ¢as
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Tab. 1. Linearita ITP metédy pre stanovenie dimetindenu
v elektrolytovom systéme é. 1 a ¢ 2

Linearita
y=a+bx elktrolyt. elktrolyt.
systém €. 1 systém ¢. 2

usek na 'y osi a -0,0751 -0,0817
smernica b 0,1264 0,1036
smerodajnd odchylka s

(mg/l) 0,2539 0,2749
korelacny koeficient r 0,9990 0,9993
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za pouzitia inych roztokoch, ktorych zloZenie vSak bolo
rovnaké ako v predchadzajicom pripade. Relativna sme-
rodajna odchylka (s) pre tieto stanovenia md hodnotu
1,15 % pre el. systém ¢.1 a 1,23 % pre el. systém €. 2.
Merania boli robené na dvoch pristrojoch, liSiacich sa
dizkami kapilar. Tolerancia hodnot pH elektrolytovych
systémov bola + 0,8 jednotky. Tymto bola zaroven ove-
rena robustnost metody.

Detek¢ny limit pre stanovenie dimetindenu dosiahnu-
ty za pracovnych podmienok, pri ktorych sa analyzovali

Tab. 2. Stanovenie dimetindenu v jednotlivych liekovych formdch v elektrolytovom systéme é. 1 a ¢&. 2

Liekova forma deklarovany obsah

stanoveny obsah s (%)

elktrolyt. systém ¢.1 elktrolyt. systém ¢.2

Fenistil® kapsule 4 mg/1 kapsulu

Fenistil® kvapky 1 mg/1 ml kvap.

Fenistil® gél 1 mg/l g gélu

98,57+2,42 98,87+1,93
100,13+1,24 99,68+0,91
101,28+1,77 101,89+1,04

Tab. 3. Hodnoty vytaZnosti ITP metédy zistené standardnym pridavkom dimetindenu do liekovych foriem v elektrolytovom

systéme ¢. 1 a ¢. 2

Liekova forma pridané mnozstvo (mg/1)
Fenistil® kapsule 50
Fenistil® kvapky 50
Fenistil® gél 50

stanovené mnoZstvo (mg/l) +s (%) vytaznost (%)
49,05+1,82 98,10
49,54x1,75 99,08
49,48+1,53 98,97

ne boli analyzované vodné roztoky troch jeho liekovych
foriem. Vzorky boli pripravené riedenim zasobného rozto-
ku (kapsule, gél) alebo priamo liekovej formy (kvapky)
demineralizovanou vodou na koncentraciu 100 mg/I tesne
pred analyzou. Na obrdzku 2 st uvedené realne izotacho-
foreogramy troch liekovych foriem dimetindenu v elekt-
rolytovom systéme ¢. 2. Z uvedenych zdznamov je zrejmé,
7e za danych pracovnych podmienok neinterferuju Ziadne
iné zlozky pritomné v analyzovanych vzorkéch, ¢o potvr-
dzuje selektivitu stanovenia.

Pri volbe koncentra¢nych oblasti pre meranie kalibrac-
nych zavislosti sa vychddzalo zo zloZenia liekov. Lineari-
ta bola hodnotend na piatich réznych koncentraciach
v rozsahu kalibra¢nych merani 40 aZ 200 mg/1 dimetinde-
nu pre obidva elektrolytové systémy. Vyhodnotenim
kalibra¢nych zévislosti y = a + bx boli ziskané regresné
rovnice, ktorych parametre st uvedené v tabulke 1. Hod-
noty korela¢nych koeficientov st blizke jednej, ¢o potvr-
dzuje dobru linearitu kalibra¢nych zavislosti. Smerodajné
odchylky zodpovedaji presnosti metody.

Presnost izotachoforetického stanovenia bola hodno-
tend na zaklade opakovanych stanoveni (n=6) roztoku
Standardu, pri¢om vzorky boli analyzované v priebehu
jedného diia s pouzitim rovnakych pracovnych roztokov.
Relativna smerodajna odchylka (s ) tychto stanoveni ma
hodnotu 1,28 % pre el. systém ¢. 1 a 1,61 % pre el.
systém ¢. 2. Pre posidenie reprodukovatelnosti boli pri-
pravené a analyzované vzorky (n=6) za rovnakych pra-
covnych podmienok. Analyzu vykonaval iny pracovnik

redlne vzorky, ma hodnotu 8 mg/l a za medzu stanovenia
mozno pokladat koncentraciu 16 mg/l. Pri analyzach
redlnych vzoriek bolo pouZitie hydrodynamicky zatvore-
ného separa¢ného systému (vyuZivaju kapilary s vnator-
nymi priemermi >300 nm) vyhodou, pretoZe takymto
spdsobom bolo mozné zvysit separacnu kapacitu.

Validovana metdda bola pouZzita na stanovenie dime-
tindenu v troch liekovych formach (kapsule, kvapky,
gél), pricom vysledky jednotlivych stanoveni st uvedené
v tabulke 2. Spravnost metddy je vyjadrend ako vytaz-
nost (%), ktora bola hodnotend kompletnou analyzou
Siestich modelovych vzoriek metédou Standardného pri-
davku (50 %). Vysledky analyz uvadza tabulka 3. KedZe
hodnoty vytaznosti boli blizke 100 %, md6zZeme metédu
povaZzovat za spravnu.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze nami navrhnu-
td metodika je jednoduchd, rychla, presnd, selektivna
a poskytuje reprodukovatelné vysledky. V porovnani
s titraénym stanovenim alebo s neselektivnym spektrofo-
tometrickym stanovenim predstavuje zjednodusenie ako
aj zvySenie selektivity stanovenia. V porovnani s HPLC
stanovenim je ITP metdéda komer¢ne menej narocna
a v pripade sériovych analyz aj ekologickejSia. Vypraco-
vana metodika je pouZitelna i na stanovenie dimetindenu
v inych liekovych forméch.

Praca je sucastou vyskumného programu podporovaného v ramci
grantovych dloh &. 1/1196/04 a & 1/2310/05 grantovou agentirou MS
SR VEGA.
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