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Abstrakt

Cilem této bakalarské prace bylo porovnat pét vybranych analytickych metod pro stanoveni diklofenaku
v lécivych pripraveich z hlediska pravdivosti a preciznosti. Pro stanoveni byly vybrany: titrace
v nevodném prostiedi, spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti, spektrofotometrické stanoveni ve VIS
oblasti zalozené na vzniku komplexu diklofenaku s médnatymi ionty, spektrofotometrické stanoveni ve
VIS oblasti zalozené na vzniku produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou a stanoveni
vysokouéinnou kapalinovou chromatografii. Pro stanoveni byly zvoleny tii 1ékové formy: mékké tobolky,
¢ipky a gel. Pro analyzu vsech lécivych pripravki byla pouzitelnd pouze HPLC. Spektrofotometrické
stanoveni v UV oblasti bylo mozné vyuzit pro stanoveni obsahu diklofenaku pouze v tobolkéach a gelu.
Titrace v nevodném prostfedi bylo mozné pouzit pouze u vzorku cipku. Obé spektrofotometricka
stanoveni ve viditelné oblasti se ukazala jako nepouzitelnd. VSechny metody, které bylo mozné na
stanoveni diklofenaku v 1éCivych piipravcich pouzit se ukazaly jako pravdivé. Nejpreciznéj$im
stanovenim se ukazala byt titrace v nevodném prostfedi a HPLC, naopak nejméné precizni byla

spektrometrie v UV oblasti.

Klicova slova: diklofenak, farmaceutické vzorky, HPLC, spektrofotometrie, titrace

Abstract

The aim of this bachelor thesis is to compare five chosen analytical methods for the determination of
diclofenac in pharmaceutical preparations in terms of measurement trueness and measurement accuracy.
The following methods were chosen for the determination: titration in non-aqueous media, spectro-
photometric determination in the UV region, spectrophotometric determination in the VIS region based
on the formation of a complex of diclofenac with cupric ions, spectrophotometric determination in the
VIS region area based on the formation of reaction product of diclofenac with nitric acid, and HPLC.
Three dosage forms were selected for analysis: soft capsules, suppositories, and gel. HPLC was only
applicable for the analysis of all medical forms. UV spectrophotometric determination was applicable to
determine the content of diclofenac in capsules and gel only. Titration in non-aqueous solvents was
applicable solely for suppositories. Both spectrophotometric determinations in the visible region have
proved useless. All methods, which allow for determination of diclofenac in medical forms, have proven
to be trueness. Titration in non-aqueous media and HPLC proved the most accurate determination; UV

spectrophotometry was the least accurate.

Key words: diclofenac, HPLC, pharmaceutical preparations, spectrophotometry, titration



Obsah

1.1

1.2

1.2.1
1.2.2
1.23
1.2.4
1.3

1.3.1
1.3.2
133

1.3.4

1.3.5

2.1
2.2
23
24
25

2.6

2.7
2.8

3.1
32
33

UVOA @ tEOTEHCKA BASE ...voeoveoeeoeeieeeeee e seesee s s esessee s seeneesens 7
(1) o PSS 7
Diklofenak, charakteristika 1ECIVA .........ccueeieeuvieieirieceeee e 7
Chemické a fyzikaln€-chemické vIastnoSti ........ccccovoueriirierierieeee e 7
STNLEZA ..ottt ettt ettt et e a e e et b e bbbt et et et et eaes 8
Farmakologie a farmakoKinetika ...........cccocveviiriieiiiniieii et 9
Zpisoby podani @ dAVKOVANT ......c.ceceiiiiiiiiiieiiciecieee et sbe e e eee 10
Analytické metody pro stanoveni diklofenakul ...........ccocveeiieiiiriiiniinieeece e 10
Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostredi ...........coccoveeevierieiieienieeeeeeceeeen 11
Spektrofotometrické stanoveni v UV 0blasti ........ccoeveiiiiiiiieieeeeeee e 11

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zalozené na vzniku
komplexu diklofenaku s mEdNatymi 10NLY .....c.occvvviivierieriieiieieeeeceee e 12

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZzené na vzniku

produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusiCnou ...........ccecceeeerieiieiieneniereneee e 12
Stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ...........cccceveerieciinienienieceeee 12
EXPerimentalni CASE .........oouiiiiiiieieee ettt st 13
Analyzované 1é¢ivé pripravky, standard diklofenaku ...........cccocveeviiieniinienecieieeee 13
PouZité ChemiKAIIE .......ccccovuiieiiiiiiciicce e 13
Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostfedi ...........cocceveverieriieciieiienieieeie e 14
Spektrofotometrické stanoveni v UV 0blasti .........cccoevereieiieiieieieieeee e 16

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zalozené na vzniku
komplexu diklofenaku s mEdNatymi 10NLY ........ccveveivierieriieiieieeeeceee e 17

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZzené na vzniku

produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusiCnou ..........cceceeeveeieniienieeiiencienieneeee e 18
Stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ...........cccceeveveriioiiniienienieeeeeee 19
Statistické zpracovani namefenych dat .........coocoovieiiiiiiiiii e 20
VYSIEAKY @ AISKUSE ....oeiiiieiieiieeee ettt et 21
Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostfedi ...........ocevvverieviieciieienienieieeieeeennn 21
Spektrofotometrické stanoveni v UV 0bIasti .........cceecueeierieniieieiie e 23

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zalozené na vzniku

komplexu diklofenaku s mednatymi 100t .......cccveiiriirieiieiee e 25



34

3.5
3.6

Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZzené na vzniku

produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusiCnou ..........ccecceecverieneerieeiienciesieneeee e 26
Stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ...........cccceveerieienienienieeeeee 28
DISKUSE ettt ettt st sttt et eat e bt b e b e saees 30
ZLAVET ettt bbbt et 32



Seznam pouzitych zkratek a symbolU

pKa
RP
Sy

uv

VIS

absorbance

molarni koncentrace [mol dm ]
rovnovazné napéti [mV]

faktor odmérného roztoku
vysokouéinna kapalinova chromatografie
hmotnost [g]

molarni hmotnost [g mol ']

rozdélovaci koeficient oktanol-voda
zaporny logaritmus disociacni konstanty
obracen¢ faze

relativni smérodatna odchylka

teplota [°C]

ultrafialova oblast zateni

objem [dm’]

viditelna oblast zateni

obsah latky [%]

vinova délka [nm]



1 UVOD A TEORETICKA CAST

1.1 Cil prace

Tato price je zaméfena na porovnani péti vybranych analytickych metod (titrace
v nevodném prostiedi, UV spektrofotometrie, 2 rizné metody VIS spektrofotometrie a
HPLC) pro stanoveni lé¢iva diklofenaku ve tfech 1éCivych ptipravcich (tobolky, ¢ipky a

gel) z hlediska pravdivosti a preciznosti.

1.2 Diklofenak, charakteristika léciva

-----

1é¢iv, ktera zahrnuje vice riznych chemickych slou€enin s rtiznou silou, ale podobnymi
ucinky na organismus [1, 2]. Nej€ast¢ji je uzivan pro 1é¢bu revmatoidni artritidy. Kromé
komer¢ni nazvy patii naptiklad Voltaren, Acaflon, nebo Diclomax. Poprvé byl
syntetizovan roku 1973 Alfrédem Sallmannem a Rudolfem Pfistem, spolecnosti se

soucasnym nazvem Novartis [3].
1.2.1 Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti

Diklofenak (obr. 1.1), systematicky 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]benzenoctové kyselina,
CASN [15307-86-5] je bila krystalickd latka s molarni hmotnosti 296,15 g mol ',
bodem tani 156-185 °C, disocia¢ni konstantou pK, = 4,2, rozd¢lovacim koeficientem
oktanol-voda log P= 4,5 (cit. [4-7]). Pro farmaceutick¢ ucely se z divodu lepsi
rozpustnosti pouziva jeho sodna (ptfipadné draselnd) stl. Sodna stl diklofenaku, CASN

[15307-81-0] je bily nebo slabé nazloutly, hygroskopicky, krystalicky prasek bez
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zapachu. Jeho molarni hmotnost je 318,13 g mol ™', bod tani 283-285 °C. Rozpustnost
ve vod¢ (pfi 25°C) je >9 mg/ml, je snadno rozpustny v methanolu a prakticky

nerozpustny v chloroformu, acetonitrilu a etheru.
Cl

NH
Cl OH

Obr. 1.1 Chemicka struktura diklofenaku

1.2.2 Syntéza

Diklofenak se pfipravuje synteticky [8]. Nejcastéjsi syntéza (obr. 1.2) vychazi z N-fe-
nyl-2,6-dichloranilinu, jehoz N-acylaci vznik4 a-(methylthio)acetanilid, ten se nasledné
oxiduje m-chlorperoxibenzoovou kyselinou (nebo peroxidem vodiku) za vzniku
a-(methylsulfinyl)acetanilidu. Jeho zahtivanim s p-toluensulfonylovou kyselinou v ben-
zenu dochazi k cyklizaci a vznikly produkt se desulfuruje bud’ Raneyovym niklem,
nebo zinkovym prachem. Ziskany oxindol je poté hydrolyzovan v hydroxidu sodném za

vzniku sodné soli diklofenaku.
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Obr. 1.2 Syntéza sodné soli diklofenaku.
1.2.3 Farmakologie a farmakokinetika

Diklofenak se pouziva na 1é¢bu revmatickych onemocnéni, revmatoidni artritidy, zanétu
oka, bilidrni koliky, menoragie, akutnich typa bolesti hlavy, migrény, horecky a
akutnim zachvatim dny [1]. Protizdnétlivy ucinek diklofenaku je spojen s inhibici
enzymu zvaného cyklooxygenasa-2, ktery zptisobuje pfeménu arachidonové kyseliny na
prostaglandiny, které v misté vzniku zplsobuji zanétlivou reakci. Je také prokazana
inhibice ukladani krevnich desti¢ek, coz ma ziejme za nasledek zmirnéni otoku [2].

Pii ordlnim podani se diklofenak velmi dobie absorbuje, nicméné jeho biologicka
dostupnost je asi 50 % v disledku first-pass efektu [1, 8]. V krevni plazmé se z vice jak
99 % véze na proteiny krevni plazmy. Jeho polocas eliminace v plazmé je 1-2 hodiny,
v synovidlni tekutiné pak 3—6 hodin; clearence ¢ini 4 ml/min/kg, distribu¢ni objem
0,17 I/kg. Diklofenak je biotransformovan na hydroxy derivaty, které se nasledné
vylucuji ve formé glukuronidd, nebo sulfati do moci (asi 60 %) a do zluci (okolo 35

%). Vylucovani do matetského mléka je minimalni a pro kojené dit¢ neSkodné.
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1.2.4 Zpusoby podani a davkovani

Terapeuticka koncentrace diklofenaku v plazmé se udava v rozmezi 0,1 do 2.2 mg 1™
(cit. [4]). Nejcastéji se diklofenak podava oralné (ve formé tablet, potahovanych tablet,
kapsli) nebo rektaln¢ (ve formé Cipki) v jednotlivych davkach o obsahu sodné soli
diklofenaku 70-150 mg obvykle ¢tyfikrat denné [1]. Maximalni denni davka by neméla
pfesahnout 200 mg; hlavnim vedlej$im G¢inkem je podrazdéni zaludku a Zaludecni
viedy, které vznikaji v dusledku inhibice cyklooxygendzy, kterd pomaha udrzovat stav
zalude¢ni sliznice.

Diklofenak miize byt podavan i intramuskularni injekci (zabranéni first-pass efektu)
v celkové denni davce 75 mg. Pfipadné lze pouzit i infusni podani ve fyziologickém
roztoku nebo v 5 % glukose.

Lokaln¢ se diklofenak podava ve formé& geli s obsahem 1 % diklofenaku, doba
podavani by neméla piesdhnout jeden mésic. Podobn¢ se lokalné podava diklofenak

v podobé& oc¢nich kapek s obsahem 0,1 % diklofenaku.

1.3 Analytické metody pro stanoveni diklofenaku

Od roku 1975, kdy byl diklofenak uveden na trh, byla publikovana cela fada metod pro
jeho stanoveni. Piehled starSich metod (do roku 1990) podava monografie [8], piehled
metod pro stanoveni diklofenaku v biologickych vzorcich pak monografie [4].
Lékopisnym stanovenim [5-7] je titrace kyselinou chloristou v prostiedi bezvodé
octové kyseliny. Nové¢ji publikované metody zahrnuji z elektrochemickych metod
potenciometrii  [9-11], polarografii [12], voltametrii [13] a kapilarni zonovou
elektroforézu [14]. Dale byla popsana tada spektrofotometrickych [15, 16] a spektro-
fluorimetrickych [17, 18] stanoveni. Bezesporu nejpopularnéjSimi metodami pro
stanoveni diklofenaku jak v 1éCivych ptipraveich, tak v biologickych vzorcich jsou
chromatografické metody, jako tenkovrstevnd chromatografie [19], plynova
chromatografie [13, 20] ale zejména vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV de-

tekci [21] nebo hmotnostni detekcei [22].
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Pro tuto praci bylo vybrano pét metod stanoveni. Titrace kyselinou chloristou
v nevodném prostiedi, spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti, spektrofotometrické
stanoveni ve VIS oblasti zalozené na vzniku barevného komplexu diklofenaku
s m&dnatymi ionty, spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti za vyuziti produktu
reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou a stanoveni vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii.
1.3.1 Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostiedi

Titrace kyselinou chloristou v prostfedi bezvodé octové kyseliny je I€kopisy
piedepisovéna pro stanoveni substance sodné soli diklofenaku [5—7]. Jde o klasickou
titraci, pfi nizZ se projevuje nivelizujici efekt protogenni octové kyseliny [23]. Vlastni
princip spociva ve stanoveni aminoskupiny diklofenaku, ktera se diky bezvodému
prostiedi chova jako silnd baze a jde velice snadno acidimetricky stanovit odmérnym

roztokem kyseliny chloristé

Cl Cl
NH +HCIO, —> ; :NH; +Clo,”
L . (1.1)

Cl OH H

(0] 0]

Bod ekvivalence se urci bud’ vizudlné pomoci krystalové violeti, nebo potenciometricky

se sklenénou elektrodou.
1.3.2 Spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti

Metoda vyuziva vlastnosti aromatickych jader absorbovat zafeni v UV oblasti. Pro
diklofenak byla zméfena absorpéni maxima pii vinové délce 276 nm [8]. Ve vodném
prostiedi byl zji§tén linearni dynamicky rozsah metody 4x10°-1x10* mol dm™

(cit. [24]).
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1.3.3 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti
zalozené na vzniku komplexu diklofenaku

s médnatymi ionty

Stanoveni bylo navrzeno de Souzou a Tubinem [25]. Principem je tvorba komplexu
diklofenak-méd’naté ionty a prostfedi acetatového pufru pH = 5,3 a naslednou extrakci
komplexu do chloroformu. V tomto prostfedi ma vznikly zeleny komplex absorpéni
maximum pii 680 nm. Kalibra¢ni zavislost je linedrni v rozsahu 1,0 az 25,0 mg/l

diklofenaku. Mez detekce je 0,2 mg/l a mez stanovitelnosti 0,7 mg/1 diklofenaku.

1.3.4 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti
zalozené na vzniku produktu reakce diklofenaku

s kyselinou dusi¢nou

Stanoveni navrhl Matin a kol. [26], jeho principem je nitrifikace amino skupiny
diklofenaku. K diklofenaku je pfidana koncentrovana kyselina dusi¢nd, a nasledné je
proméfovano nazloutlé zbarveni vzniklého produktu pii vinové délce 380 nm. Za
zbarveni je ziejm¢ zodpovédny nitrifikaci vznikly nitrobenzen z anilinové ¢ésti
diklofenaku. Kalibra¢ni zavislost je linearni v rozsahu 1 az 30 mg/l diklofenaku. Mez

detekce je 0,45 mg/1 diklofenaku.

1.3.5 Stanoveni vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii

Byla popsana fada metod pro HPLC stanoveni diklofenaku [4, 8, 21, 22]. V této praci
byla pouzita RP-HPLC I¢kopisna metoda [6, 7]. Jako stacionarni faze se pii ni pouziva
kolona RP-C18, mobilni fazi je smés methanol u a 0,01 M fosfatového pufru
(H3PO4/NaH,PO4, pH = 2,5) v poméru 70:30, detekce spektrofotometricka pii vlnové
délce 276 nm.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Analyzované 1é¢ivé pripravky, standard diklofenaku

Stanoveni obsahu diklofenaku v 1é¢ivych ptipravcich bylo provedeno na tfech 1é¢ivych

ptipravcich:

= Voltaren® Rapid, m&kké tobolky s deklarovanym obsahem 25 mg draselné soli
diklofenaku. Vyrobce Novartis, CR. Cislo $arze: 37804A.

» Dicloreum® 50, &ipky s deklarovanym obsahem 50 mg sodné soli diklofenaku.
Vyrobce Alfa Wassermann, Italie. Cislo $arze: 69085.

= Olfen, gel s deklarovanym obsahem 10 mg sodné soli diklofenaku v 1 g gelu.

Vyrobce Teva Pharmaceuticals, CR. Cislo $arze: 028066P.

Jako standard diklofenaku byla pouzita sodné dul diklofenaku (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
D6899).

2.2 Pouzité chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie byly analytické Cistoty (pokud neni uvedeno jinak):
anhydrid octové kyseliny (Penta, CR), bezvoda octova kyselina 99% (Penta, CR),
dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (Lachner), hydrogenftalan draselny (Lachema),
hydroxid sodny (Lachner), chloroform (Penta), krystalova violet (Fluka), kyselina
dusi¢nd 63% (Penta), kyselina fosforecna 85% (Penta), kyselina chlorista 70% (Penta,
CR), methanol pro HPLC (Sigma-Aldrich), octan mé&dnaty monohydrat
(Sigma-Aldrich).
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2.3 Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostredi

Priprava a standardizace 0, 1M odmérného roztoku kyseliny chloristé

Odmérny roztok 0,1M kyseliny chloristé byl pfipraven smiSenim 14,4 ml 70% kyseliny
chloristé s asi 30 ml anhydridu octové kyseliny v 1000 ml odmérné bafice, poté byla
barika po rysku doplnéna bezvodou octovou kyselinou. Ptipraveny roztok byl pielit do
poloautomatické byrety se vstupy chranénymi chlorkalciovymi rourkami.

Pro standardizaci ptipraveného 0,1M odmérného roztoku kyseliny chloristé bylo do
100 ml kadinky odvazeno asi 0,1 g hydrogenftalanu draselného presn¢. Navazka byla
rozpusténa v asi 30 ml bezvodé octové kyseliny, dale bylo pfiddno asi 5 ml anhydridu
octové kyseliny, n¢kolik kapek 0,2% roztoku krystalové violeti v bezvodé octové
kyseliné (indikator). Smés byla titrovana z 10 ml byrety pfipravenym 0,1 M odmérnym
roztokem kyseliny chloristé z tmavé modré do Zlutozelené barvy indikatoru. Z divodu
velké objemové roztaznosti octové kyseliny bylo nutné poznamenat teplotu

standardizace.

Postup stanoveni

Pii stanoveni diklofenaku ve zvoleném standardu bylo odvazeno asi 0,2500 g latky
presné, rozpusténo v asi 30 ml bezvodé octové kyseliny. Dale bylo pfidano asi 5 ml
anhydridu octové kyseliny, n€kolik kapek 0,2% roztoku krystalové violeti v bezvodé
octové kyselin¢ a roztok byl titrovan z 10 ml byrety pfipravenym 0,1 M odmérnym
roztokem kyseliny chloristé z tmavé modré do zlutozelené barvy indikétoru.

Pii stanoveni diklofenaku v analyzovanych lé¢ivych ptipravcich bylo zjisténo, Ze
vizualni indikace selhdva, proto bylo pouzito potenciometrické indikace kombinovanou
sklenénou elektrodou HC 103 (Theta, CR); rovnovazné napéti bylo méfeno pH metrem
Jenway 3510. Titrace byla provadéna ve 100 ml kadinkach, michéni roztoku bylo
zajisténo magnetickym michadlem. Vzorek byl rozpoustén v asi 30 ml bezvodé octové
kyseliny s ptidavkem asi 5 ml anhydridu octové kyseliny. Titrovano bylo z 10 ml byrety
pfipravenym 0,1M odmérnym roztokem kyseliny chloristé. Pfi stanoveni diklofenaku

v tobolce byla rozpousténa jedna cela tobolka. Pti stanoveni diklofenaku v ¢ipku bylo
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rozpousténi jednoho Eipku provadéno na vodni lazni, aby se Cipek rozpustil. Pro

stanoveni diklofenaku v gelu bylo odvézeno asi 5 g vzorku piesné.

Vyhodnoceni
Vzhledem k znatné objemové roztaznosti bezvodé octové kyseliny bylo nutné
korigovat faktor 0,IM odmérného roztoku kyseliny chloristé na teplotu [23] podle

vztahu

f;l

S = 1001116 —1)

2.1)

kde f» je korigovany faktor odmérného roztoku na teplotu #, [© C] pfi titraci, f; je
stanoveny faktor odmérného roztoku pii teploté ¢, [° C].
Obsah diklofenaku v analyzovaném standardu, vyjadieny v procentech, byl

vypocitan podle vztahu

_ Cucio, /i HCIO, VHC104M C,4H,,C1,NO,Na

W= (2.2)

vzorek

kde ¢yco, Je koncentrace odmémého roztoku kyseliny chlorist¢ [mol dm™],
Jucio, faktor odmérného roztoku kyseliny chloristé, Vi, spotifeba odmérného roztoku
kyseliny chlorist¢ [dm’], M i cino,ne Molarni hmotnost sodne soli diklofenaku

[318,13 g molfl] a Myzorek Navazka analyzovaného standardu sodné soli diklofenaku.
Obsah diklofenaku v analyzovanych lécivych piipravcich, vyjadifeny v procentech

deklarovaného obsahu, byl vypocitan podle vztahu

_ Cheio, fHClo4 VHCIO4MC14H10C12N02Na
W= (2.2)

mdeklan

kde ¢y, Je koncentrace odmeérne¢ho roztoku Kkyseliny chloriste [mol dm ],

Jucio, faktor odmérného roztoku kyseliny chloristé, Vyco, spotfeba odmérneho roztoku



17

kyseliny chloristé [dm’], My cinon. molarni hmotnost sodné soli diklofenaku

[318,13 g mol™'] (v ptipadé tobolek draselné soli diklofenaku, M = 334,24 gmol ') a

Mgekiar. deklarovany obsah sodné, nebo draselné soli diklofenaku v ptipravku.
24 Spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti

Priprava standardniho roztoku dikofenaku
Zasobni standardni roztok sodné soli diklofenaku o koncentraci 1310~ M byl pfipraven
rozpu$ténim 0,03181 g standardu sodné soli diklofenaku v destilované vod¢ ve 100 ml

odmeérné barice.

Postup stanoveni

Stanoveni bylo realizovano na jednopaprskovém diode-array spektrofotometru HP 8453
firmy Hewlett Packard v kiemennych kyvetdch tloustky 1 cm. Byla pouzita metoda
standardniho ptidavku.

Pii stanoveni obsahu diklofenaku ve vzorku tobolky byla jedna tobolka rozpusténa
ve 100 ml odmérné bance v destilované vodé (za pomoci ultrazvuku). Poté se do péti
10 ml odmérnych banék pipetovalo vzdy 300 pl tohoto roztoku. Nasledné bylo piidano
do prvni 0 pl a do nésledujicich ctyfech 250, 500, 750 a 1000 pl zdsobniho roztoku
sodné soli diklofenaku. Baiiky byly doplnény po rysku destilovanou vodou a byla
zmeéfena jejich absorbance proti slepému pokusu pii vinové délce 279 nm.

Pii stanoveni obsahu diklofenaku ve vzorku Cipku byl jeden Cipek rozpustén ve
100 ml odmérné bance v methanolu (za tepla). Poté se do péti 10 ml odmérnych banék
pipetovalo vzdy 150 pl tohoto roztoku. Nasledné bylo pifidano do prvni 0 ul a do
nasledujicich ¢tytech 250, 500, 750 a 1000 pl zasobniho roztoku sodné soli diklofenaku.
Bailky byly doplnény po rysku methanolem a byla zméfena jejich absorbance proti
slepému pokusu pii vinové délce 276 nm.

Pii stanoveni obsahu diklofenaku ve vzorku gelu bylo odvazeno asi 2,5 g vzorku
gelu presné. Odvazené mnozstvi bylo rozpusténo za tepla v asi 50 ml bezové octové
kyseliny. Po vychladnuti byl roztok kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné barky a
doplnén bezvodou kyselinou octovou po rysku. Poté se do péti 10 ml odmérnych ban¢k

pipetovalo vzdy 150 pl tohoto roztoku. Nasledné bylo ptfidano do prvni 0 pl a do
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nasledujicich ¢tytech 250, 500, 750 a 1000 pl zasobniho roztoku sodné soli diklofenaku.
Baiiky byly doplnény po rysku destilovanou vodou a byla zméfena jejich absorbance

proti slepému pokusu pfi vinové délce 276 nm.

Vyhodnoceni
Koncentrace sodné (draselné) soli diklofenaku v nafedéném vzorku byla zjisténa
metodou standardniho ptidavku. Po pfepocteni na hmotnost byl jeji obsah vyjadien

v procentech vii¢i deklarovanému obsahu v ptipravku.

2.5 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZené na vzniku

komplexu diklofenaku s médnatymi ionty

Priprava roztoku

Zasobni standardni roztok sodné soli diklofenaku o koncentraci 10 mg/ml byl ptipraven
rozpusténim 1,0000 g standardu sodné soli diklofenaku v destilované vodé ve 100 ml
odmérné barice.

Roztok octanu méd’natého o koncentraci 50 mg/I byl ptfipraven rozpusténim 12,5 g
monohydratu octanu médnatého ve 250 ml odmérné batice destilovanou vodou, pred
doplnénim po rysku se ptidalo 1,25 ml 2M octové kyseliny.

2M acetatovy pufr (CH;COOH/CH3COONa) o pH = 5,3 byl pfipraven ztitrovanim
500 ml 2M octové kyseliny 2M roztokem hydroxidu sodného za potenciometrického

méteni pH.

Postup stanoveni

Stanoveni bylo realizovano na jednopaprskovém diode-array spektrofotometru HP 8453
firmy Hewlett Packard v kifemennych kyvetach tloustky 1 cm. Byla pouzita metoda
standardniho ptidavku.

Do 100 ml Erlenmeyerovy baiiky bylo pipetovano 2,00 ml roztoku s obsahem sodné
soli diklofenaku v rozmezi 0,0-10,0 mg/ml, déle bylo ptidano 3,00 ml roztoku octanu
méd'natého o koncentraci 50 mg/l, 4,00 ml acetdtového pufru pH = 5,3 a 2,00
chloroformu. Smés byla tfepana na tfepacce po dobu 3 minut. Poté se do 5 ml odmérné

banky odebrala chloroformova faze a k zbylému roztoku v Erlenmeyerové bance bylo
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ptiddno 1,80 ml chloroformu a smés byla opét tfi minuty tfepana. Po odebrani organické
faze, ktera byla spojena s prvnim extraktem, bylo ke zbylému roztoku v Erlenmeyerové
baiice pfidano 1,00 ml chloroformu a smés byla opét tii minuty tfepana. I tfeti organicka
faze byla spojena s pfedchozimi extrakty a spojené extrakty byly v 5 ml odmérné baiice
doplnény po rysku chloroformem a byla zmétfena jejich absorbance proti slepému
pokusu pfi vlnové délce 680 nm.

Vzhledem k problémiim s kalibracni zéavislosti (viz kap. 3.3) nebyla tato metoda

stanoveni pouZita na vzorky 1é¢ivych ptipravkda.

2.6 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZené na vzniku

produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou

Priprava standardniho roztoku diklofenaku
Zasobni standardni roztok sodné soli diklofenaku o koncentraci 10 mg/ml byl ptipraven
rozpusténim 1,0000 g standardu sodné soli diklofenaku v destilované vodé ve 100 ml

odmérné bance.

Postup stanoveni

Stanoveni bylo realizovano na jednopaprskovém diode-array spektrofotometru HP 8453
firmy Hewlett Packard v kifemennych kyvetach tloustky 1 cm. Byla pouzita metoda
standardniho ptidavku.

Do 10 ml odmérnych ban¢k byly pipetovany 2,00 ml vzorku (o koncentraci
diklofenaku v rozmezi 0-25 mg/l), pfidano 1,00 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a
doplnéno po rysku. Absorbance takto pfipraveného roztoku byla zméfena proti slepému
pokusu pii vinové délce 380 nm.

Vzorky 1é¢ivych ptipravki byly rozpoustény za pomoci ultrazvuku. Pfi stanoveni
diklofenaku v tobolce byla rozpousténa jedna cela tobolka ve 100 ml odmérné baiice
v destilované vodé. Pti stanoveni diklofenaku v ¢ipku bylo rozpousténi jednoho Cipku
ve 100 ml destilované vody provadéno na vodni lazni, aby se ¢ipek rozpustil. Pred
vlastnim stanovenim byl tento roztok desetkrat zfedén. Pro stanoveni diklofenaku v gelu
bylo odvéazeno asi 1 g vzorku pfesn¢, jako rozpoustédlo byla pouzita koncentrovana

octova kyselina. Pied vlastnim stanovenim byl tento roztok dvakrat zfedén.
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Vzhledem k problémim s redlnymi vzorky (viz kap. 3.4) nebylo mozné touto

metodou obsah diklofenaku ve vzorcich stanovit.

2.7 Stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Priprava roztoki
Zasobni standardni roztok sodné soli diklofenaku o koncentraci 10 mg/l byl pfipraven
rozpusténim presné odvazeného mnozstvi 50 mg standardu sodné soli diklofenaku
v methanolu v 50 ml odmérné baiice a ndslednym stondsobnym natredénim.

0,0IM fosfatovy pufr o pH = 2,5 byl pfipraven rozpusténim 0,78 g dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodného v asi 800 ml destilované vody. Za potenciometrické
indikace pH byla ptfidavana 85 % kyselina fosforecna (spotieba 0,3 ml) aZz do dosazeni
pH = 2,5. Poté byl roztok kvantitativné pfeveden do odmérné baiiky objemu 1000 ml a

doplnén destilovanou vodou po rysku.

Postup stanoveni

Stanoveni bylo provadéno na kapalinovém chromatografu UHPLC Nexera XP
Shimadzu. Stacionarni fazi byla kolona Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 pum;
Agilent). Mobilni faze tvorila smés methanol-0,01M fosfatovy pufr (H;PO4/NaH,PO4)
opH = 2,5 v poméru 70:30, pratok mobilni faze byl 1 ml/min. Detekce byla spektro-
fotometricka pii vinové délce 274 nm. Nastiik vzorku na kolonu byl 20 pl.

Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena nafedénim zasobniho roztoku sodné soli
diklofenaku mobilni fazi v koncentracnim rozsahu 0,5-1,5 mg/I.

Pti stanoveni diklofenaku v tobolce byla rozpousténa jedna celd tobolka ve 100 ml
odmérné bance v destilované vodé. Tento roztok byl pied stanovenim zfedén 25krat
destilovanou vodou a pak desetkrat mobilni fazi. Pii stanoveni diklofenaku v ¢ipku bylo
rozpousténi jednoho ¢ipku ve 100 ml methanolu provadéno na vodni 14zni, aby se Cipek
rozpustil. Pfed vlastnim stanovenim byl tento roztok ziedén padesatkrat destilovanou
vodou a pak desetkrat mobilni fazi. Pro stanoveni diklofenaku v gelu bylo odvéazeno asi
2,5 g vzorku ptesné a rozpusténo za pomoci ultrazvuku ve 100 ml methanolu. Tento
roztok byl pred stanovenim zfedén 25krat destilovanou vodou a pak desetkrat mobilni

fazi.
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Vyhodnoceni
Koncentrace sodné (draselné) soli diklofenaku v nafedéném vzorku byla zjisténa
metodou kalibra¢ni zavislosti. Po pfepocteni na hmotnost byl jeji obsah vyjadien

v procentech vii¢i deklarovanému obsahu v ptipravku.

2.8 Statistické zpracovani namérenych dat

Nameétend data byla zpracovana béznymi statistickymi postupy na hladin¢ vyznamnosti
0,95 (cit. [27]). U dat ziskanych jednotlivymi stanovenimi byl proveden Deantiv-
-Dixontiv test na odlehlost a vysledek byl poté vyjadfen jako median s intervalem
spolehlivosti.

Tvorba grafli a kalibra¢nich rovnic byla provadéna prostiednictvim programu
OriginPro 6.0 (Microcal Software, USA). Vypocty byly provadény v programu
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA).



22

3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Titrace kyselinou chloristou v nevodném prostiedi

Faktor ptipraveného 0,1M odmérného roztoku kyseliny chloristé v bezvodé kyseliné byl
pomoci ¢tyf méfeni stanoven jako 1,613+0,036 (s; = 1,5 %) pfi teploté 21,9 °C.

Nejprve bylo provedeno titraéni stanoveni zvoleného standardu sodné soli
diklofenaku (tab. 3.1). V analyzovaném standardu sodné soli diklofenaku byl stanoven

jeho obsah v procentech deklarovaného obsahu na 102,2+1,3 % (s, = 0,86 %).

Tab. 3.1 Vysledky stanoveni obsahu sodné soli diklofenaku ve zvoleném standardu metodou
acidobazické titrace s vizualni indikaci konce titrace: navazka vzorku, spotfeba 0,1M odmérného roztoku
kyseliny chloristé v bezvodé kyseliné octové (f'= 1,647 pii teploté stanoveni 20,0 °C) a vypocitany obsah

sodné soli diklofenaku ve vzorku.

m[g]  V(HCIO,) [ml]  w[%]
0,2677 5,18 101,4
0,2559 5,04 103,2
0,2572 5,04 102,7
0,2600 5,05 101,8

Pti stanoveni obsahu sodné soli diklofenaku v analyzovanych 1é¢ivych ptipravcich se
ukdzalo, Ze vizudlni indikace neni pouzitelnd, protoze byly ziskdvany velmi
nadhodnocené vysledky (pravdépodobné¢ vlivem interakce pomocnych latek
s indikatorem nebo titracnim c¢inidlem). S pouzitim potenciometrické indikace bylo
mozné stanovit obsah sodné soli diklofenaku pouze ve vzorku ¢ipki. U Zelatinovych
tobolek 1 u gelu dochdzelo k nepravidelnostem na titracni kiivce, jednalo se

pravdépodobné o vliv pomocnych latek z téchto 1ékovych forem.
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Titracné bylo tedy mozné stanovit pouze obsah sodné soli diklofenaku v ¢ipcich. Na
obr. 3.1 je pro ilustraci uvedena titraéni kiivka vzorku &ipku Dicloreum® 50. Spotieby
odmérného roztoku a vysledny obsah sodné soli diklofenaku uvadi tabulka 3.2.
V analyzovaném vzorku &ipku Dicloreum® 50 byl stanoven obsah sodné soli

diklofenaku v procentech deklarovaného obsahu na 98,2+2.7 % (s, = 1,9 %).

800 T T T T T T
E[mV] }
_e—0—0—0—¢
700 | e .
./
600 | -
500 | -
/.
{ ]
S
400 | _o* -
./.
./.’
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0,0 0,5 1,0 15 2,0
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Obr. 3.1 Titratni kiivka titrace &ipku Dicloreum® 50 odmé&rnym roztokem 0,1M kyseliny chloristé

v bezvodé kyseliné octové za pouziti kombinované sklenéné pH elektrody.

Tab. 3.2 Vysledky stanoveni obsahu sodné soli diklofenaku v &ipcich Dicloreum® 50 metodou

acidobazické titrace: spotfeba 0,1M odmérného roztoku kyseliny chlorist¢ v bezvodé kyseliné¢ octové
(f = 1,610 pfi teploté stanoveni 22,0 °C pro stanoveni 1-2; f= 1,639 pfi teploté stanoveni 20,4 °C pro

stanoveni 3—4) a vypocitany obsah sodné soli diklofenaku ve vzorku v procentech deklarovaného obsahu.

stanoveni V(HCIOy) [ml]  w[%]
1 0,93 95,3
2 0,95 97.3
3 0,95 99,1
4 0,95 99,1
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3.2 Spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti

Pfed vlastnim stanovenim bylo proméfeno UV spektrum standardu sodné soli
diklofenaku pro ovéfeni vhodné vinové délky absorpcniho maxima (obr. 3.2), z n¢hoz
bylo pro dalsi méteni zvoleno absorpéni maximum pii vinové délce 276 nm.

Spektrofotometrické stanoveni sodné soli diklofenaku v UV oblasti bylo provedeno
metodou standardniho pfidavku u vSech analyzovanych lécivych ptipravkd, nicméné
uvzorku Cipkli poskytovala stanoveni zcela nekonzistentni vysledky, takze metodu
nebylo mozné pouzit. Na obr. 3.3 je znazornéna zavislost absorbance pii1 vlnové délce
276 nm na koncentraci standardniho pfidavku sodné soli diklofenaku pii stanoveni
obsahu sodné soli diklofenaku ve vzorku gelu Olfen. Vysledky jednotlivych stanoveni
jsou uvedeny v tab. 3.3.

Po statistickém zpracovani naméfenych hodnot byl v analyzovaném vzorku tobolek
Voltaren” Rapid stanoven obsah draselné soli diklofenaku v procentech deklarovaného
obsahu na 106+£24 % (s, = 11 %). V analyzovaném vzorku gelu Olfen byl stanoven
obsah sodné soli diklofenaku v procentech deklarované¢ho obsahu na 103+13 %

(s:=5,7 %).
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Obr. 3.2 UV absorpéni spektrum sodné soli diklofenaku (¢ = 4,93x10~ mol dm™) v destilované vodé

v kyveté mérné délky 1 cm.
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Obr. 3.3 Zavislost absorbance pfi vinové délce 276 nm na koncentraci standardniho piidavku sodné soli

diklofenaku pfi stanoveni obsahu sodné soli diklofenaku ve vzorku gelu Olfen.

Tab. 3.3 Vysledky stanoveni obsahu draselné/sodné soli diklofenaku v tobolkach Voltaren™ Rapid a gelu
Olfen: stanovené koncentrace draselné/sodné soli diklofenaku pfi metod¢ standardniho pridavku a
vypocitany obsah draselné/sodné soli diklofenaku v analyzovaném vzorku v procentech deklarovaného

obsahu.

1é¢ivy pripravek stanoveni ¢ x10° [mol dm ] w [%]
Voltaren™ Rapid, tobolky 1 2,51 112
2 2,37 106
3 2,10 94
Olfen, gel 1 2,69 106
2 2,54 103
3 2,44 96
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33 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZené na vzniku

komplexu diklofenaku s médnatymi ionty

Pred vlastnim stanovenim bylo proméifeno VIS absorpcni spektrum komplexu
diklofenaku s médnatymi ionty pro ovéfeni vhodné vinové délky absorpéniho maxima
(obr. 3.4), z né¢hoz bylo pro dalsi méfeni zvoleno absorpéni maximum pii vinové délce
680 nm.

Pii ovétovani pouzitelnosti metody byla nejprve namétena kalibracni zavislost pro
standard sodné soli diklofenaku. Jak je patrné z obr. 3.5, méla regresni piimka velky
zaporny usek. Presto, ze byla tato zavislost opakované pfemérovana, nepodatilo se tento
problém odstranit. Z namétenych hodnot se zd4, Ze barevny komplex vytvofeny mezi
diklofenakem a meédnatymi ionty od jistych malych koncentraci neptechdzi do
chloroformu, coz vytvaii zdporny usek kalibra¢ni zavislosti. Z tohoto diivodu nebylo

pristupovano ke stanoveni ve vzorcich 1é¢ivych pripravki.

08 ——¥———F———1————
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Obr. 3.4 VIS absorpéni spektrum komplexu diklofenaku s médnatymi ionty pro koncentraci sodné soli

diklofenaku 10 mg/ml v kyveté mérné délky 1 cm.
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Obr. 3.5 Zavislost absorbance komplexu diklofenaku s médnatymi ionty pfi vinové délce 276 nm na

koncentraci sodné soli diklofenaku v kyveté mérné délky 1 cm.

3.4 Spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZené na vzniku

produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou

Pred vlastnim stanovenim bylo proméfeno VIS absorpéni spektrum produktu reakce
diklofenaku s kyselinou dusi¢nou pro ovéteni vhodné vinové délky absorpéniho
maxima (obr. 3.6), z néhoz bylo pro dalsi méfeni zvoleno absorpéni maximum pfii
vlnove délce 380 nm.

Pti ovéfovani pouzitelnosti metody byla nejprve naméiena kalibra¢ni zavislost pro

standard sodné soli diklofenaku (obr. 3.7), kterou lze popsat rovnici

Asg=0,036 ¢ 3.1)

kde A43g0 je absorbance pii vinové délce 380 nm a ¢ koncentrace [mg/1].

Pti pouziti této metody na stanoveni diklofenaku v redlnych vzorcich bylo zjisténo,
ze metoda neposkytuje reprodukovatelné hodnoty absorbance, piesto, Ze byl postup
stanoveni dodrzen naprosto piesné a pro kazdou koncentraci byla provadéna tfi

soucasnd meétfeni (u nichz se absorbance liSily i o vice nez desetinu absorbancni



28

jednotky). Pfi tomto stanoveni maji ziejm¢ na reakci mezi kyselinou dusi¢nou a

diklofenakem velky vliv pomocné latky obsazené v piislusné lékové formé.

0,00 . 1 . 1 . 1 . 1 .
325 350 375 400 425 450

A [nm]

Obr. 3.6 VIS absorpéni spektrum produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou pro koncentraci

sodné soli diklofenaku 20 mg/l v kyveté mérné délky 1 cm.
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Obr. 3.7 Zavislost absorbance produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou pfi vinové délce 380 nm

na koncentraci sodné soli diklofenaku v kyveté mérné délky 1 cm.
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3.5 Stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Byly prométeny HPLC-UV chromatogramy standardu sodné soli diklofenaku za
podminek popsanych v kap. 2.7, bylo zjiSténo, Ze retencni ¢as sodné soli diklofenaku je
7,36 minut (obr. 3.8). Na obr. 3.9 je znazornéna kalibracni zavislost pro standard sodné

soli diklofenaku sestrojena na zéklad¢ ploch pikii. Tuto zavislost 1ze popsat rovnici

S=27c (3.2)

kde S je plocha piku diklofenaku [mAU min] ¢ je koncentrace [mg/1].

2,5

A, [mAU]
~

t [min]

Obr. 3.8 HPLC-UV chromatogram sodné soli diklofenaku (pik 1) o koncentraci 1,1 mg/l na kolon¢
Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) v mobilni fazi methanol-0,01 M fosfatovy pufr

(H3PO4/NaH,P0O,) o pH = 2,5 v pomé&ru 70:30, pratok mobilni fize 1 ml/min, detekce pfi 274 nm, nastiik
vzorku 20 pl.
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Obr. 3.9 Zavislost plochy piku diklofenaku na koncentraci sodné soli diklofenaku pii HPLC-UV

stanoveni.

Stanoveni sodné (draselné) soli diklofenaku pomoci HPLC bylo provedeno metodou
kalibracni zévislosti u vSech analyzovanych 1é¢ivych piipravka. Vysledky jednotlivych
stanoveni jsou uvedeny v tab. 3.4. Po statistickém zpracovani namétenych hodnot byl
v analyzovaném vzorku tobolek Voltaren® Rapid stanoven obsah draselné soli
diklofenaku v procentech deklarovaného obsahu na 93+23 % (s, = 1,2 %).
V analyzovaném vzorku &ipki Dicloreum® 50 byl stanoven obsah sodné soli
diklofenaku v procentech deklarovaného obsahu na 94+11 % (s, = 5,5 %).
V analyzovaném vzorku gelu Olfen byl stanoven obsah sodné soli diklofenaku

v procentech deklarovaného obsahu na 98+3,0 % (s, = 1,4 %).
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Tab. 3.4 Vysledky stanoveni obsahu draselné/sodné soli diklofenaku metodou HPLC v tobolkéach
Voltaren® Rapid, &ipcich Dicloreum® 50 a gelu Olfen: stanovené koncentrace draselné/sodné soli
diklofenaku pfi metodé kalibraéni zavislosti, vypocitany obsah draselné/sodné soli diklofenaku

v analyzovaném vzorku v procentech deklarovaného obsahu.

1é¢ivy pripravek stanoveni ¢ [mg/1] w [%]
Voltaren® Rapid, tobolky 1 0,93 93
2 0,94 94
3 0,92 92
Dicloreum® 50, ¢ipky 1 0,94 94
2 0,90 90
3 0,98 98
Olfen, gel 1 0,98 98
2 1,00 100
3 0,99 99
3.6 Diskuse

Bylo testovano pét vybranych analytickych metod pro stanoveni sodné (draselné) soli
diklofenaku ve tifech Iékovych forméch. Ackoliv se jednalo o metody popsané
v literatuie, ukazalo se, Ze jejich skute¢na pouzitelnost je velmi rGzna. Pro analyzu
vSech tfi 1éCivych ptipravkl byla pouzitelnd pouze jedind metoda: stanoveni pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Spektrofotometrické stanoveni v UV oblasti
bylo mozné vyuzit pro stanoveni obsahu sodné (draselné) soli diklofenaku v tobolkach a
gelu, pii stanoveni v Cipcich se negativné projevil obsah pomocnych latek. Posledni
pouzitelnou metodou byla titrace kyselinou chloristou v nevodném prostiedi, kterou
bylo naopak mozné pouZzit pouze na stanoveni obsahu sodné soli diklofenaku v ¢ipcich.
Obé vybrana spektrofotometrickd stanoveni ve viditelné oblasti se pfi pouZiti na vzorky
1é¢ivych piipravki ukdzala (v rozporu s literaturou) jako nepouzitelna. I zde svoji
negativni roli sehraly pomocné latky pfitomné v ptislusném lécivém piipravku.

V tab. 3.5 jsou pro porovnani uvedeny vysledky stanoveni obsahu sodné (draselné)
soli diklofenaku v analyzovanych lécivych ptipravcich dosazené pomoci jednotlivych

metod analyzy. Z tabulky je patrné, Ze pro vysledky dosazené pomoci riznych metod
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jsou dostate¢né shodné. Z hlediska 1ékopisnych parametrti [5—-7] jsou vSechna stanoveni
pravdiva, protoze se nalezeny obsah diklofenaku shoduje s obsahem deklarovanym
v povolenych mezich (pro tobolky a ¢ipky = 10 % deklarovaného obsahu, pro gel =5 %
deklarovaného obsahu). Z hlediska preciznosti, hodnocené na zaklad¢ relativni
smerodatné odchylky stanoveni, je preciznost stanoveni titraci a kapalinovou
chromatografii srovnatelna, stanoveni pomoci UV spektrometrie je vyrazné méné

precizni.

Tab. 3.5 Vysledky stanoveni obsahu draselné/sodné soli diklofenaku v tobolkdch Voltaren® Rapid,

&ipcich Dicloreum® 50 a gelu Olfen jednotlivymi pouZitymi metodami (v procentech deklarovaného
obsahu)

1écivy pripravek metoda w [%] s [%]
Voltaren™ Rapid, tobolky ~ HPLC 93423 1,2
UV spektrometrie 106+24 11
Dicloreum® 50, &ipky HPLC 94+11 55
titrace 98,2+2,7 1,9
Olfen, gel HPLC 98+3,0 1,4
UV spektrometrie 103+13 5,7
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Cilem této bakalafské prace bylo porovnat pét vybranych analytickych metod pro
stanoveni diklofenaku v 1é¢ivych ptipravcich z hlediska pravdivosti a preciznosti. Pro
porovnani byly vybrany: titrace v nevodném prostiedi, spektrofotometrické stanoveni
v UV oblasti, spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti zaloZené na vzniku
komplexu diklofenaku s médnatymi ionty, spektrofotometrické stanoveni ve VIS oblasti
zalozené na vzniku produktu reakce diklofenaku s kyselinou dusi¢nou a stanoveni
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Pro stanoveni byly zvoleny tii Iékové
formy: mékké tobolky, Cipky a gel. Aplikovatelnost stanoveni na realné vzorky byl
pomérny problém u vétSiny metod. Titraci v nevodném prostiedi bylo mozné stanovit
pouze Cipek, spektrofotometrickym stanovenim v UV oblasti pak pouze gel a tobolky.
Vsechny 1ékové formy bylo mozné analyzovat pomoci HPLC. Spektrofotometrické
metody ve VIS oblasti se ukazaly jako zcela nepouzitelné. VSechny metody, které bylo
mozné na stanoveni diklofenaku v 1éCivych ptipravcich pouzit se ukazaly jako pravdivé.
NejpreciznéjSim stanovenim se ukdzala byt titrace v nevodném prostiedi a HPLC,

naopak nejméné precizni byla spektrometrie v UV oblasti.
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