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Kratak sadrzaj

Postavljena je metoda reverzno—fazne teCne hromatografije pod
visokim pritiskom (RP-HPLC) za analizu hidrokortizon—acetata u
mastima za o€i. Analiza je izvrSena na hromatografskom sistemu Hewlett
Packard 1100 koji ¢ine HP 1100 binarna pumpa, HP 1100 UV-VIS
detektor i HP ChemStation za automatsku obradu podataka. Postupak je
obuhvatio izbor odgovaraju¢ih hromatografskih uslova, izbor pogodnog
postupka ekstrakcije hidrokortizon—acetata iz masti, kao i validaciju
metode. Za hromatografsku analizu odabrana je kolona Bio-Sil Cig
250 mm x 4,6 mm, Sum veli¢ine Cestica, termostatirana na 30,5°C.
Volumen injiciranja bio je 20 pL. Mobilnu fazu dinila je smeSa
metanol—voda (75 : 25 V/V) ¢iji je pH podesen na 4,0 sa 85%—tnom
ortofosfatnom kiselinom. Protok mobilne faze bio je 1,15 ml/min.,
a talasna duzina detekcije 254 nm. Kao interni standard koriS¢en je
mometazon—furoat. Postavljena RP-HPLC metoda je validirana, tj.
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ispitana je robusnost, selektivnost, linearnost, tacnost, preciznost —
ponovljivost 1 odredeni su limit detekcije 1 limit kvantifikacije. Kako je
predlozena metoda pouzdana i robusna moze se koristiti u rutinskoj
analizi doziranih oblika koji sadrze hidrokortizon—acetat.

Kljucne reci: validacija, hidrokortizon—acetat, ekstrakcija,
RP-HPLC

Uvod

Hidrokortizon—acetat  predstavlja acetatni estar prirodnog
glikokortikoida hidrokortizona cije je antiinflamatorno dejstvo osnovna
indikacija za lokalnu primenu. U oftalmologiji se koristi u obliku 1%
kapi kao 1 0,5%, 1% 1 2,5% masti za o€i. Hemijski je 1103, 17,
21—trihidroksipregn—4en—3,20—dion 21-il acetat (1). Oficinalan je prema
propisu mnogih farmakopeja: Ph. Eur., USP, BP, DAB, Aust., Belg.,
Jap., itd. (2), koje za odredivanje sadrzaja propisuju uglavnom UV
spektrofotometrijsku ili HPLC metodu.

Pregledom literature nadeno je da su za odredivanje hidrokortizon—
acetata koriS¢ene indirektna (3—6) 1 direktna spektrofotometrija nakon
cvrsto—tecne ekstrakcije (7), kao 1 metoda derivativne spektrofotometrije
(8, 9). HPLC metoda je predloZzena za analizu hidrokortizon—acetata
samog ili u smesi sa drugim supstancijama (10-12). Za potvrdivanje
prisustva hidrokortizona u hrani (13), kao i za odredivanje sadrzaja u
serumu (14) i urinu (15) koriS¢ena je RP—HPLC metoda.

Cilj ovog rada bio je da se definiSu optimalni hromatografski uslovi
(kolona, sastav mobilne faze, protok, temperatura) za odredivanje
hidrokortizon—acetata, zatim da se izvrSi validacija postavljene metode
(ispitivanje robusnosti, selektivnosti, linearnosti, preciznosti, tacnosti,
odredivanje limita detekcije—LOD i limita kvantifikacije—-LOQ), kao i da
se postavi odgovarajuci postupak ekstrakcije ispitivane komponente iz
masti za oci.
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Aparatura i reagensi

Hemikalije. Svi koriS¢eni reagensi bili su HPLC Ccistoce. Za
pripremu mobilne faze koriS¢eni su metanol — gradient grade (Merck,
Darmstadt, Germany), HPLC grade voda i 85%—tna ortofosfatna kiselina
(Carlo Erba, Milano, Italy).

Standardi i uzorci. Hidrokortizon—acetat i mometazon—furoat su
USP referentni standardi. Uzorak je 1% Hydrocortizoni oculentum
izraden kao sterilni preparat u Galenskoj laboratoriji Apoteke KCS,
Beograd, Srbija 1 Crna Gora.

Hromatografski uslovi. Hromatografski sistem Hewlett Packard
1100 koji ¢ini HP 1100 binarna pumpa, HP 1100 UV-VIS detektor 1 HP
ChemStation za automatsku obradu podataka koris¢en je za
hromatografsko ispitivanje. Separacija je postignuta na koloni Bio-Sil
Cig 250 mm x 4.6 mm, 5 um veli¢ine Cestica pri temperaturi od 30,5°C.
Volumen injiciranja bio je 20 pL. Mobilna faza bila je smesa
metanol—voda (75 : 25 V/V) ¢iji je pH podeSen na 4,0 sa 85 %—tnom
ortofosfatnom kiselinom. Mobilna faza filtrirana je kroz 0,2 pum
Millipore filter i deaerizovana u ultrazvu¢nom kupatilu (UZK) u trajanju
od 30 minuta Protok je bio 1,15 ml/min., a talasna duzina detekcije
254 nm. Kao interni standard kori$¢eno je strukturno slicano jedinjenje,
mometazon—furoat.

Statisticka obrada podataka vrSena je u programu Exel, Microsoft
Word 98. Za izraCunavanje matematickog modela i1 konstruisanje 3—-D
dijagrama kori$c¢en je program STATISTIKA 5.

Priprema rastvora internog standarda

Odmereno je tacno 20 mg standardne supstancije mometazon—
furoata, preneto u odmerni sud od 100 ml, rastvoreno u metanolu i sud
dopunjen do oznake. Koncentracija rastvora je 0,2 mg/ml.

Priprema rastvora standarda za procenu linearnosti

Odmereno je tatno 20 mg standardne supstancije hidrokortizon—
acetata, preneto u odmerni sud od 100 ml, dodato 70 ml metanola,
rastvoreno na UZK i sud dopunjen do oznake. Koncentracija rastvora je
0,2 mg/ml. Od ovog rastvora pripremljeni su, u mobilnoj fazi, rastvori
koncentracija 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,100 i 120 pg/ml. Svakom
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rastvoru dodat je interni standard, tako da je njegova koncentracija u
pripremljenim rastvorima 40 pg/ml.

Rastvori su injektovani po tri puta pod datim hromatografskim
uslovima i odredene su povrSine pikova.

Priprema rastvora standarda za procenu preciznosti

Odmereno je tatno 20 mg standardne supstancije hidrokortizon—
acetata, preneto u odmerni sud od 100 ml, dodato 70 ml metanola,
rastvoreno na UZK 1 sud dopunjen do oznake. Koncentracija rastvora je
0,2 mg/ml. Od ovog rastvora, u mobilnoj fazi, pripremljeni su rastvori
koncentracija 50, 60 1 70 pg/ml. Svakom rastvoru dodat je interni
standard, tako da je njegova koncentracija u pripremljenim rastvorima
40 pg/ml.

Pripremljeno je po 10 rastvora za svaku koncentraciju i rastvori su
injektovani pod navedenim hromatografskim uslovima, a zatim su
odredene povrSine pikova.

Priprema rastvora uzorka

Odmereno je 2,0 g masti (1,0 g masti sadrzi 10 mg hidrokortizon—
acetata) 1 rastvoreno u 100 ml zagrejanog n—heksana. Nakon hladenja
izvrSena je ekstrakcija sa 20 ml prethodno pripremljene smeSe metanol—
15% natrijum-hlorid (3:1 V/V). Odvojena je vodena faza i ekstrakcija
ponovljena jo§ dva puta sa po 10 ml iste smeSe. Spojene vodene, faze
kvantitativno su prenete u odmerni sud od 50 ml i mobilnom fazom i sud
je dopunjen do oznake. Koncentracija hidrokortizon—acetata je
0,4 mg/ml. Od ovog rastvora pripremljen je rastvor koji sadrzi 60 pg/ml
hidrokortizon—acetata i 40 pg/ml internog standarda.

Pripremljeno je po 10 rastvora za svaku koncentraciju i rastvori su
injektovani pod navedenim hromatografskim uslovima, a zatim su
odredene povrsine pikova.

Priprema rastvora standarda za procenu ta¢nosti metode

U odmerena 2 g placebo uzorka dodato je 5,0 ml rastvora
standardne supstancije hidrokortizon—acetata koncentracije 2,0 mg/ml i
izvrSena homogenizacija. Ekstrakcija je izvrSena prema postupku
opisanom kod pripreme rastvora uzorka. Od dobijenog rastvora
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hidrokortizon—acetata, koncentracije 0,2 mg/ml, u mobilnoj fazi,
pripremljeni su rastvori koncentracija 48 pg/ml, 60 pg/ml i 72 pg/ml.
Svakom rastvoru dodat je interni standard, tako da je njegova
koncentracija u pripremljenim rastvorima 40 pg/ml.

Postupak ekstrakcije ponovljen je tri puta i za svaku koncentraciju
pripremljena su po tri rastvora.

Rezultati

Da bi se definisali optimalni hromatografski uslovi za RP-HPLC
analizu hidrokortizon—acetata, a na osnovu preliminarnih testova,
izvrSena je optimizacija uticaja sadrzaja metanola i protoka mobilne faze.
Rezultati za faktor kapaciteta hidrokortizon—acetata prikazani su u
tabeli 1.

Tabela I Uticaj sadrzaja metanola i protoka mobilne faze na
retenciono vreme hidrokortizon—acetata

Table I Influence of methanol content and flow rate on retention
behavior of hydrocortisone acetate

Protok mobilne faze SadrZaj metanola
Flow rate Methanol content
(ml/min) (%)
65 70 75 80 85
1,00 8,369 6,233 5,066 4,173 3,728
1,05 8,228 5,943 4,826 3,983 3,556
1,10 7,871 5,678 4,616 3,803 3,395
1,15 7,525 5,44 4,419 3,635 3,246
1,20 7,218 5,225 4,233 3,489 3,112
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Na osnovu rezultata  konstruisan je  3-D

dijagram
t=f (protok, % metanola) i1 prikazan na slici 1.

ik OOOTIRTR

Slika 1.

3-D dijagram t,=f (protok, % metanola)
Figure 1. Three-D graph t, =f (flow rate, % Methanol)

Pod definisanim optimalnim uslovima izvr§ena je hromatografska
analiza, a reprezentativni hromatogram prikazan na slici 2.
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Slika 2. Reprezentativni hromatogram
A. smesa standarda hidrokortizon-acetata (1) i
mometazon—furoata (2) i
B. uzorka masti sa hidrokortizon—acetatom (mobilna faza:
metanol-voda (75:25 V/V), pH 4,0 podeSen sa 85%—tnom
ortofosfatnom kiselinom, protok: 1,15 ml/min.;
temperatura 30,5°C; talasna duZina 254 nm)
Figure 2. Representative chromatogram of
A. Laboratory mixture of hydrocortisone acetate (1) and
mometasone furoate (2) and
B. Sample (mobile phase: methanol-water (75:25 V/V) pH 4.0
adjusted with 85% ortophosphoric acid;
flow rate 1.15 ml/min.; temperature 30.5°C;
UV detection 254 nm)

U opsegu koncentracija od 10-120 pg/ml ispitana je linearnost
metode. Rezultati za linearnost metode dati su u tabeli 1.
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Tabela II Znacajni parametri kalibracione krive
hidrokortizon-acetata

Table I The important parameters for the calibration curve of
hydrocortisone acetate

Komponenta Opseg y=ax+b r Sy tp
Compound koncentracija
Concentratio
n range
(ng/ml)

Hidrokortizon-acetat 10-120 0,0160x-0,055 0,9999 0,0071 1,21

r— koeficijent korelacije;
Sy — standardna devijacija odsecka;
t, — izraunata vrednost studentovog t—testa za procenu znacajnosti odsecka na ordinati

Ispitana je preciznost—ponovljivost metode i rezultati su prikazani u
tabeli I11.

Tabela III Procena preciznosti RP-HPLC metode
Table III Precission of the RP-HPLC method

Komponenta Injektovano Nadeno Ccv Recovery
Compound Injected Found (%) (%)
(pg/ml) (ng/ml)
50 51,53 + 0,29* 0,6 103,0
Hidrokortizon—acetat 60 60,80 + 0,82 1.0 1013
70 71,67 £ 0,71 1,0 102,4

'S (n=10)

Postavljena metoda primenjena je za odredivanje sadrzaja
hidrokortizon—acetata u mastima za o¢i, a dobijene vrednosti za sadrzaj,
izrazene kroz Recovery vrednosti, prikazane su u tabeli I'V.
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Tabela IV Odredivanje sadrZaja hidrokortizon—acetata u mastima

za oCi
Table IV Determination of hydrocortisone acetate content in eye
ointment
Uzeto Nadeno Nadeno Cv R
Taken Found Found (%) (%)
(ng/ml) (ng/ml) (%)
60 56,24 +0,94" 0,94 1,7 94

'S (n=10)
Rezultati dobijeni za procenu ta¢nosti metode dati su u tabeli V.

Tabela V Procena ta¢nosti RP—-HPLC metode
Table V Accuracy of the RP—HPLC method

Komponenta Uzeto Nadeno Cv Recovery
Compound Taken Found (%) (%)
(ng/ml) (pg/ml)
48 47,47 £0,15° 0,3 98,9
Hidrokortizon- 60 56,90 + 0,15 0,2 94,8
acetat
72 70,11 £0,55 0,8 97,4
'S (n=10)
Diskusija

Hidrokortizon-acetat je jedinjenje steroidne strukture. Analiza
jedinjenja ovakve strukture primenom HPLC tehnike podrazumeva
primenu mobilnih faza sa velikim procentom organskog modifikatora
(> 75%) kako bi se postiglo optimalno vreme separacije 1 odgovarajuca
simetrija pika. S obzirom na nepolarnost ispitivanog jedinjenja za
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ispitivanje hromatografskog ponaSanja ovog steroida izabrane su
nepolarne oktil (Cg) 1 oktadecil (C;g) stacionarne faze. IzvrSeno je
poredenje hromatografskog ponaSanja ispitivanog jedinjenja na Cs (250 x
4,6 mm, 5 pm veli¢ine Cestica) 1 Ciz (250 x 4,6 mm, 5 pm veli¢ine
Cestica) koloni. Pri sadrzaju metanola ve¢em od 80% na Cg koloni
dobijen je asimetrican pik, pa kako su na C;g koloni dobijeni bolji
rezultati ova kolona je koriS¢ena u daljim ispitivanjima

Preliminarna ispitivanja pokazala su da je najveci uticaj sadrzaja
metanola i protoka mobilne faze, dok su promene ostalih faktora
(pH mobilne faze, temperatura) imale mali uticaj na hromatografsko
ponasanje hidrokortizon—acetata. Da bi se utvrdilo koji je odgovarajuci
procenat metanola u mobilnoj fazi 1 odgovarajuci protok, izvrSena je
optimizacija primenom metode povrsine odgovora (Response Surface
Methodology — RSM). Postupak podrazumeva da se svi ostali faktori
drze na jednom, ve¢ definisanom i ta¢no odredenom nivou, dok se druga
dva faktora istovremeno menjaju. Ovaj pristup optimizaciji metode
omogucava da se definiSu uticaji ispitivanih faktora kao i njihove
medusobne interakcije. U skladu s tim, pripremljene su mobilne faze sa
65%, 70%, 75%, 80% 1 85% metanola ¢iji je pH podeSen na 4,0 sa
85%—tnom ortofosfatnom kiselinom. Protok mobilne faze menjan je u
malom intervalu (1,0 ml/min., 1,05 ml/min., 1,1 ml/min., 1,15 ml/min. i
1,20 ml/min.). Temperatura kolone bila je 30,5°C. Kao parametar za
prac¢enje hromatografskog ponaSanja hidrokortizon—acetata izabrano je
retenciono vreme. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli I, dok slika 1
pokazuje trodimenzionalnu zavisnost t=f (protok, % metanola). Na
osnovu dobijenih rezultata izraCunati su koeficijenti polinoma drugog
reda (jednacina 1).

z=108,018-2,067x-27,848y+0,011x2+0,192xy+4,029y" (Jed 1.)
gde z—predstavlja retenciono vreme hidrokortizon—acetata,

x—protok mobilne faze i
y—sadrzaj metanola u mobilnoj fazi izrazen u %.
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Na osnovu dobijenih rezultata jasno se vidi da povecanje protoka i
sadrzaja metanola imaju veliki uticaj na retenciono ponasanje analizirane
supstancije. Moze se zakljuciti da je optimalno zadrZavanja
hidrokortizon—acetata na koloni pri protoku od 1,10 do 1,15 ml/min 1
sadrzaju metanola oko 75%. Za hromatogratku analizu izabrana je
mobilna faza sa 75% metanola, jer ve¢i sadrZaj metanola dovodi u pitanje
rentabilnost RP-HPLC metode, s jedne strane, dok se s druge stane ne
dobijaju bitno bolji rezultati. U postupku optimizacije ujedno je ispitana i
robusnost metode, odnosno njena sposobnost da se ,,odupre” malim,
namernim promenama hromatografskih uslova. Ispitivanje robusnosti
metode je deo validacionog postupka i prema najnovijim literaturnim
podacima mora se izvrSiti pre ostalih ispitivanja (16). Potvrdeno je da pH
mobilne faze i temperatura nemaju uticaja na odredivanje, ali se protok
mobilne faze 1 sadrzaj metanola moraju drzati u ta¢no definisanim
granicama.

Optimalni  hromatografski uslovi za odredivanje sadrzaja
hidrokortizon—acetata su mobilna faza metanol-voda (75:25 V/V) ¢iji je
pH podeSen na 4,0 sa 85%—tnom ortofosfatnom kiselinom, pri protoku
1,15 ml/min., a talasna duzina detekcije je 254 nm. Za interni standard
izabran je steroidni estar mometazon—furoat. Strukturne formule
hidrokortizon—acetata i mometazon—furoata prikazane su na Semi 1.

CH,OCOCH;
C=0

Hidrokortizon—acetat Mometazon—furoat

Sema 1.
Schema 1.
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Pod ovim uslovima retenciona vremena bila su: za hidrokortizon—
acetat 3,783 min. i mometazon—furoat 5,417 min. Faktor kapaciteta (k')
za hidrokortizon—acetat je 2,050 Sto ukazuje na optimalno vreme
zadrzavanja komponente na stacionarnoj fazi. Izmedu hidrokortizon—
acetata i internog standarda postignuta je zadovoljavajuca separacija §to
je potvrdeno izracunavanjem faktora selektivnosti & koji iznosi 1,643.

Postavljena RP-HPLC metoda je validirana, tj. definisana je
selektivnost, linearnost, preciznost, tacnost, odredeni su LOD i LOQ, kao
1 postupak ekstrakcije hidrokortizona—acetata iz masti. Kako bi se
potvrdila pouzdanost metode i mogucénost dobijanja pouzdanih rezultata,
validacija metode predstavlja postupak od presudnog znacaja.

Selektivnost metode potvrdena je injektovanjem ekstrakta placebo
uzorka (sadrzi sve sem aktivne komponente) i smeSe standarda.
Poredenjem dobijenih hromatograma zakljuCeno je da je postavljena
metoda selektivna, jer se na hromatogramu placebo uzorka na
retencionim vremenima koja odgovaraju hidrokortizon—acetatu 1
mometazon—furoatu ne javljaju interferirajuéi pikovi.

Linearnost metode analizirana je u opsegu koncentracija od 10-120
ug/ml. Dobijeni rezultati, prikazani u tabeli II, potvrduju dobru linearnost
metode. Za injektovane rastvore izracunat je faktor odgovora detektora.

Preciznost metode procenjena je u tri tacke, za koncentracije 50, 60
1 70 pg/ml. Rezultati dobijeni za Recovery (R), koeficijent varijacije
(CV) i standardnu devijaciju za sve tri ispitane koncentracije ukazuju na
dobru preciznost metode (Tabela III).

Validirana RP-HPLC metoda, nakon odgovaraju¢eg postupka
ekstrakcije, primenjena je za odredivanje sadrzaja hidrokortizon—acetata
u mastima za o€i. Dobijeni sadrzaj izrazen kroz vrednost R (Tabela IV)
odgovara farmakopejskim zahtevima, tj. da sadrzaj mora biti od 90% do
110%.

Prema ICH zahtevima taCnost metode procenjena je
»optere¢ivanjem” placebo uzorka sa 80%, 100% 1 120% u odnosu na
deklarisani sadrzaj hidrokrtizon—acetata. Dobijene vredosti za R (od
94,8% do 98,9%) i za CV (od 0,2 % do 0,8%) potvrduju dobru tacnost
metode (Tabela V).
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Vrednosti limita kvantifikacije (LOQ) i limita detekcije (LOD)
hidrokortizon—acetata eksperimentalno su odredene, a dobijene vrednosti
iznose: LOQ = 1,0 pg/ml; LOD = 0,15 pg/ml.

Zakljucak

Predlozena RP-HPLC metoda predstavlja brzu, jednostavnu i
selektivnu metodu za analizu hidrokortizon—acetata u mastima za o¢i.
Validacijom metode prema ICH zahtevima potvrdena je selektivnost,
linearnost, preciznost i tacnost metode. Sem toga, tacno je definisan
postupak ekstrakcije ispitivanog jedinjenja iz masne podloge Sto je od
velikog znaCaja za rutinsku analizu. Metoda je pouzdana, a
optimizacijom je ujedno ispitana i robusnost metode, pa se prikazana
metoda moze primeniti za odredivanje hidrokortizon—acetata ne samo u
mastima za o¢i ve¢ 1 u drugim farmaceutskim preparatima.
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ANALYSIS OF HYDROCORTISONE ACETATE
IN EYE OINTMENT APPLYING REVERSED-PHASE
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC
METHOD

MARIJA JOVOVIC!, DARKO IVANOVIC?, BILJANA JANCICY,
ANDELIJA MALENOVIC?

! Clinical Center of Serbia, Pharmacy and Medical Supplies, Visegradska 26, Belgrade,
Serbia & Montenegro

2 Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis, Faculty of Pharmacy,
Vojvode Stepe 450, Belgrade, Serbia & Montenegro

Abstract

In this paper the reversed—phase high performance liquid
chromatographic method (RP-HPLC) was applied for the determination
of hydrocortisone acetate in eye ointment. Analysis were performed on
the chromatographic system Hewlett Packard 1100 which consisted of a
HP 1100 pump, HP 1100 UV-VIS Detector and HP ChemStation
integrator. Separations were performed on a Bio—Sil C;3 250 mm x 4,6 mm,
Sum particle size column at 30.5 °C. The samples were introduced
through a Rheodyne injector valve with a 20 uL. sample loop. Methanol —
water (75:25 V/V) was used as a mobile phase, at flow rate 1.15 mL/min
and pH was adjusted to 4.0 with ortophosphoric acid. UV detection was
performed at 254 nm. Mometasone furoate was used as an internal
standard. Developed RP-HPLC method was validated and all the
validation parameters of the method are given. The proposed method is
rapid, accurate, selective and because of its sensitivity and
reproducibility, it may be used in routine control of pharmaceutical
dosage forms which contain hydrocortisone acetate.

Key words: validation, hydrocortisone acetate, extraction,
RP-HPLC
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