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1. Đvod 
 

Na sledov§n² stability l®ļivĨch l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ je celosvŊtovŊ kladen st§le 

vŊtġ² dŢraz. L®ļiv® pŚ²pravky nejsou neomezenŊ nemŊnn® syst®my. Prob²haj² v nich 

rozkladn® dŊje a ļasem mŢģe klesat ¼ļinnost pŚ²pravku. L®ļivĨ pŚ²pravek, kterĨ se 

dostane k pacientovi, mus² vyhovovat vġem jakostn²m poģadavkŢm, bĨt bezpeļnĨ, 

kvalitn² a ¼ļinnĨ. Proto je sledovan§ tak® jeho stabilita nejen po stanovenou dobu 

pouģitelnosti.  

Testov§n² stability ¼ļinnĨch l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ vyģaduje pouģit² vhodnŊ 

zvolen® analytick® metody, kter§ je schopna sledovat obsah l§tky bez interferenc² 

s rozkladnĨmi produkty a ostatn²mi neļistotami. JakĨkoliv pŚ²stup pro jejich hodnocen² 

by mŊl bĨt komplexn², jednoduchĨ a snadno proveditelnĨ. 

L®ļiv® l§tky (¼ļinn® l§tky, aktivn² substance, substance) pŚedstavuj² skupinu 

rozliļnĨch molekul od malĨch po velk®, nav²c v souļasnosti zahrnuj² i biol®ļiva a l§tky 

pŚ²rodn²ho pŢvodu.  

Stabilita l§tek se v analytick® laboratoŚi sleduje na nŊkolika ¼rovn²ch od jejich 

vĨroby, pŚes dobu pouģitelnosti aģ po jejich likvidaci. L§tka se z§mŊrnŊ podrob² 

stresovĨm podm²nk§m a sleduje se jej² stabilita a vznik rozkladnĨch produktŢ. VĨsledek 

je dŢleģitĨm vstupem pro vĨvoj a validaci stabilitu indikuj²c²ch metod l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. 

DŢleģit® je si hned na zaļ§tku d§t c²le analytick®ho hodnocen² a t²m si i stanovit 

poģadavky na analytickou metodu. Ļasto je potŚeba identifikovat a stanovit pouze jeden 

analyt, nebo naopak celou skupinu analytŢ, kter® se mohou liġit pouze nepatrnŊ ve svĨch 

vlastnostech a mol§rn² hmotnosti anebo naopak skupinu analytŢ, kter® maj² vĨraznŊ 

rozd²ln® fyzik§lnŊ chemick® vlastnosti, a jeġtŊ jsou obsaģeny ve vĨraznŊ odliġnĨch 

koncentraļn²ch hladin§ch (l®ļiv® l§tky a neļistoty). Analytick® hodnocen² zahrnuje 

monitorov§n² kvalitativn² i kvantitativn² charakteristiky neļistot, sledov§n² kinetiky 

rozkladnĨch reakc² prob²haj²c²ch v l§tk§ch a l®ļivĨch pŚ²pravc²ch.   

Pod§n²m do organizmu nebo dobou pouģitelnosti ale Ăģivotn²ñ stabilita l§tek nekonļ². 

Pomoc² analytickĨch metod se hodnot² osud l®ļiv® l§tky v organizmu a sleduj² se 

farmakokinetick® parametry. Sleduj² se mechanizmy absorpce l§tky z m²sta pod§n², 

distribuce tŊln²m obŊhem, eliminace l§tky, jej² biotransformace a exkrece. Analyticky se 

hodnot² ļasov® z§vislosti zmŊn koncentrace l§tky v jednotlivĨch tŊln²ch kompartmentech 

a popisuj² se vznikaj²c² metabolity.  

L®ļiv§ l§tka mŢģe bĨt v nezmŊnŊn® podobŊ vylouļena z organizmu moļ² nebo stolic² 

a dostat se i pŚes ļistiļky odpadn²ch vod do ģivotn²ho prostŚed², napŚ²klad do pŢdy, 

podzemn²ch a povrchovĨch vod. Do ģivotn²ho prostŚed² se dostane i nespr§vnou 

manipulac² s l§tkou bŊhem vĨroby, nebo nespr§vnou likvidac² pŚ²pravku po vyprġen² 

exspiraļn² doby. V souļasn® dobŊ roste pozornost a zpŚ²sŔuje se legislativa vŊnovan§ 
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problematice zneļistŊn² ģivotn²ho prostŚed² l®ļivĨmi l§tkami. Đlohou analytick® 

laboratoŚe je sledovat hladinu l§tek ve vġech matric²ch ģivotn²ho prostŚed² a pod²let se na 

hodnocen² efektivity metod vyv²jenĨch pro odbour§n² rezidu² tŊchto l§tek.  
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2. C²l 
 

C²lem pŚedloģen® habilitaļn² pr§ce je na z§kladŊ prezentovanĨch odbornĨch prac² 

uk§zat vĨznam analytick® chemie v problematice stability l®ļivĨch l§tek a l®ļivĨch 

pŚ²pravkŢ od jejich vĨroby, pŚes dobu pouģitelnosti aģ po jejich likvidaci.  

Habilitaļn² pr§ce volnŊ navazuje svĨm t®matem na Dizertaļn² pr§ci uchazeļky. 

Pozornost teoretick® ļ§sti je vŊnov§na zejm®na stresovĨm testŢm, stabilitu indikuj²c²m 

metod§m a tvoŚen² profilu neļistot.  

Mal§ kapitola teoretick® ļ§sti habilitaļn² pr§ce je vŊnov§na i problematice stability 

l§tek po ukonļen² jejich doby pouģitelnosti, jejich perzistence v ģivotn²m prostŚed² a 

modern²m metod§m pouģitĨch k jejich odbour§n².  

Hodnocen² parametrŢ farmakokinetiky nen² pŚedmŊtem pŚedloģen® habilitaļn² pr§ce. 

T®matem odbornĨch prac² zaŚazenĨch do habilitaļn² pr§ce byla tak® problematika 

pŚ²pravy vzorkŢ pŚed analĨzou l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu, kratġ² kapitola je vŊnov§na i on-

line spojen² extrakce na tuhou f§zi s vysoko¼ļinnou kapalinovou chromatografi². 
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3. Teoretick§ ļ§st 
 

3.1. Stabilita 
 

Stabilita ¼ļinn® l§tky nebo l®ļiv®ho pŚ²pravku je vlastnost, zachovat si ve stanovenĨch 

mez²ch, po urļitou dobu a za stanovenĨch podm²nek skladov§n² deklarovan® jakostn² 

znaky, a t²m i bezpeļnost, ¼ļinnost a aplikovatelnost. Sledov§n² stability je dŢleģit® pro 

zajiġtŊn² kvalitn²ho, bezpeļn®ho a ¼ļinn®ho l®ļiv®ho pŚ²pravku po celu dobu jeho 

pouģitelnosti (1) (2).  

Ve stabilitn² studii se sleduj² vġechny parametry l®ļiv® l§tky a koneļn®ho pŚ²pravku, 

kter® se mohou s ļasem mŊnit a kter® by mohly m²t vliv na jakost, bezpeļnost a ¼ļinnost. 

Stabilitn² studie m§ hodnotit fyzik§ln², chemick®, biologick® a mikrobiologick® vlastnosti 

l®ļiv® l§tky. Na zaļ§tku se vypracuje pl§n studie, kterĨ definuje c²l, ¼ļel a rozsah zkouġek 

a podm²nky zkouġen². Pl§n stabilitn²ch studi² l®ļiv®ho pŚ²pravku by mŊl vych§zet ze 

znalost² chov§n² a vlastnost² ¼ļinn® l§tky a l®kov® formy. 

L®ļiv§ l§tka je povaģov§na za stabiln², jestliģe vyhovuje specifikaci za podm²nek 

uchov§v§n² 25 ÁC/60% RV po dobu 2 let a za podm²nek uchov§v§n² 40 ÁC/75% RV po 

dobu 6 mŊs²cŢ (3). L§tka a l®ļivĨ pŚ²pravek vyhovuj² poģadavkŢm na stabilitu, pokud 

splŔuj² n§roky uveden® v tabulce 1. Vġechny zkouġky mus² bĨt provedeny za pouģit² 

validovanĨch a stabilitu indikuj²c²ch kontroln²ch metod (3). 

 

Tabulka 1: Poģadavky na znaky jakosti pŚi stabilitn² zkouġce (2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hlavn²m c²lem hodnocen² stability a vĨsledkem stabilitn²ch studi² je popis zmŊny kvality 

l§tky nebo pŚ²pravku s ļasem vlivem rŢznĨch faktorŢ prostŚed², doporuļen² podm²nek 

uchov§v§n² a stanoven² doby reatestace pro l®ļivou l§tku a doby pouģitelnosti pro 

koneļnĨ l®ļivĨ pŚ²pravek. Hlavn²mi dŢsledky nevyhovuj²c² stability l®ļiv®ho pŚ²pravku 

Znaky jakosti Poģadavky na stabilitu 

Fyzik§ln² PŢvodn² fyzik§ln² vlastnosti vļetnŊ vzhledu zŢst§vaj² zachov§ny ve 

stanovenĨch mez²ch 

Chemick® Obsah l®ļivĨch l§tek, pomocnĨch l§tek a rozkladnĨch produktŢ je 

ve stanovenĨch mez²ch (minim§lnŊ 90% ¼ļinn® l§tky, 80% 

konzervaļn²ch pŚ²sad) 

Biologick® Biologick§ ¼ļinnost se nemŊn² nebo jej² m²ra zŢst§v§ ve 

stanovenĨch mez²ch, nedoch§z² ke zvĨġen² toxicity a jinĨch 

negativn²ch biologickĨch jevŢ 

Mikrobiologick® ZŢst§v§ zachov§na poģadovan§ mikrobiologick§ ļistota 
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mŢģe bĨt sn²ģen² nebo zvĨġen² koncentrace ¼ļinn® l§tky, zmŊna biologick® dostupnosti, 

ztr§ta mikrobiologick® nez§vadnosti a zvĨġen² obsahu toxickĨch rozkladnĨch produktŢ 

(1). 

Stabilita je aktu§ln² ot§zkou po celou dobu Ăģivotnostiñ ¼ļinn® l§tky a l®ļiv®ho pŚ²pravku. 

Ve f§zi vĨvoje l§tek se prov§dŊj² stresov® testy a zakl§daj² se zrychlen® stabilitn² zkouġky 

pro porovn§n² pŚ²pravkŢ i jeġtŊ nefin§ln²ho sloģen². D§le se zakl§daj² dlouhodob® 

stabilitn² studie s jiģ koneļnĨm sloģen²m l®ļiv®ho pŚ²pravku a koneļnou technologi² 

vĨroby. PŚi pod§n² ģ§dosti o registraci je souļ§st² registraļn² dokumentace i kompletn² 

dokumentace stabilitn²ch studi² koneļn®ho sloģen² l®ļiv®ho pŚ²pravku. VĨsledky jsou 

doloģeny zrychlenĨmi a dlouhodobĨmi stabilitn²mi studiemi (alespoŔ trvaj²c² po dobu 

ġesti mŊs²cŢ) (3). Zaveden² nov® l®ļiv® l§tky nebo l®ļiv®ho pŚ²pravku do vĨroby nebo 

zmŊna technologie vĨroby ļi vnitŚn²ho obalu jsou hlavn²mi dŢvody pro opŊtovn® 

proveden² stabilitn²ch studi² (1).  

Problematikou sledov§n² stability l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ se autority zaļaly zabĨvat 

koncem sedmdes§tĨch let minul®ho stolet². V roce 1975 se v Americk®m l®kopisu 

objevila zm²nka o dobŊ pouģitelnosti l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. KromŊ toho v roce 1984 FDA 

(U.S. Food and Drug Administration, FDA) zavedla prvn² dokument zahrnuj²c² testov§n² 

stability. V roce 1993 ICH vydala smŊrnici tĨkaj²c² se testov§n² stability novĨch substanc² 

a pŚ²pravkŢ (Q1A) (4). 

Autority vyd§vaj² smŊrnice a pokyny, kter® pom§haj² ģadatelŢm o registraci l®ļivĨch 

l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. Ģadatel® o registraci by mŊly postupovat podle smŊrnic svĨch 

n§rodn²ch regulaļn²ch org§nŢ, kter® odr§ģej² poģadavky zem² Evropsk® unie vytvoŚen® 

mezin§rodn²mi autoritami. Mezi tyto autority patŚ² Mezin§rodn² rada pro harmonizaci 

technickĨch poģadavkŢ na hum§nn² l®ļiva (International Council for Harmonisation of 

Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) a Evropsk§ l®kov§ 

agentura (European medicines agency, EMA). 

ICH sjednotila poģadavky pro registraci a zajiġtŊn² kvality, bezpeļnosti a ¼ļinnosti 

pŚ²pravkŢ pro oblast Evropy, USA a Japonska. ICH vydala smŊrnice, rozdŊlen® do 4 

kategori² ï kvalita, bezpeļnost, ¼ļinnost a multidisciplin§rn² kategorie.  

EMA zajiġŠuje vŊdeck® hodnocen², dohled a kontrolu bezpeļnosti hum§nn²ch i 

veterin§rn²ch l®ļivĨch pŚ²pravkŢ v Evropsk® unii.   

ObdobnĨm org§nem v USA je AmerickĨ ¼Śad pro kontrolu potravin a l®ļiv (U.S. Food 

and Drug Administration, FDA).  

Pokyny s t®matikou zajiġtŊn² kvality, bezpeļnosti a ¼ļinnosti l®ļivĨch pŚ²pravkŢ se 

zabĨv§ i SvŊtov§ zdravotnick§ organizace (World Health Organization, WHO). SmŊrnice 

WHO jsou urļeny pro ļinitele zdravotnick® politiky. Maj² bĨt nez§vislĨm a vĨzkumem 

podloģenĨm vod²tkem pŚi pŚ²pravŊ n§rodn²ch strategi² kvality a bezpeļnosti, 

vyhovuj²c²ch m²stn²m podm²nk§m.  

Hlavn²m c²lem je ochrana a podpora lidsk®ho zdrav² i zdrav² zv²Śat.  
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V Ļesk® republice je autoritou pro oblast l®ļivĨch l§tek a pŚ²pravkŢ St§tn² ¼stav pro 

kontrolu l®ļiv (SĐKL). SĐKL Śeġ² poģadavky na informace o stabilitŊ l®ļiv® l§tky a 

koneļn®ho pŚ²pravku, kter® jsou souļ§st² registraļn² dokumentace, ve sv®m pokynu 

ĂREG-83-Poģadavky na stabilitn² studie v registraļn² dokumentaciñ (3). Problematika 

registrac² je tak® Śeġena v tak zvan® Ăregistraļn² vyhl§ġceñ: Vyhl§ġka 255/2013, kterou 

se mŊn² vyhl§ġka ļ. 228/2008 Sb. o registraci l®ļivĨch pŚ²pravkŢ, ve znŊn² pozdŊjġ²ch 

pŚedpisŢ (Vyhl§ġka 228/2008 Sb., Vyhl§ġka, kterou se stanov² podrobnosti o registraci 

l®ļivĨch pŚ²pravkŢ, jejich zmŊn§ch, prodlouģen², klasifikaci l®ļivĨch pŚ²pravkŢ pro 

vĨdej, pŚevodu registrace, vyd§v§n² povolen² pro soubŊģnĨ dovoz, pŚedkl§d§n² a 

navrhov§n² specifickĨch l®ļebnĨch programŢ s vyuģit²m neregistrovanĨch hum§nn²ch 

l®ļivĨch pŚ²pravkŢ, o zpŢsobu oznamov§n² a vyhodnocov§n² neģ§douc²ch ¼ļinkŢ 

l®ļiv®ho pŚ²pravku, vļetnŊ n§leģitost² periodicky aktualizovanĨch zpr§v o bezpeļnosti, a 

zpŢsob a rozsah ozn§men² o pouģit² neregistrovan®ho l®ļiv®ho pŚ²pravku) (5).  

REG-83 shrnuje z§kladn² poģadavky o doloģen² stability l®ļiv® l§tky a koneļn®ho 

pŚ²pravku, pŚiļemģ je moģn§ urļit§ flexibilita pro specifick® praktick® situace, kdy je 

moģn® zvolit alternativn² postup, kterĨ je vŊdecky zdŢvodnŊnĨ (3). Tento pokyn se ve 

sv®m z§vŊru odkazuje na pokyny ICH (6) (7) a EMA (8). Texty jsou rozdŊleny zvl§ġŠ pro 

l®ļivou l§tku a pro koneļnĨ pŚ²pravek. Jsou zde shrnuty poģadavky na vĨbŊr ġarģ², na 

specifikace, ļetnost zkouġen², podm²nky uchov§v§n² a obaly. Jsou zde uvedeny obecn® 

pŚ²pady hodnocen² stabilitn²ch studi², podm²nky uchov§v§n² i pro l§tky a pŚ²pravky 

skladovan® v rozd²lnĨch podm²nk§ch, pokyny pro vyhodnocen² vĨsledkŢ a informace o 

sledov§n² stability v poregistraļn²m obdob².  

V n§sleduj²c²ch odstavc²ch je struļnĨ popis vybranĨch bodŢ z jednotlivĨch pokynŢ, 

zejm®na pokynu REG-83. Detailn² informace jsou uvedeny v jednotlivĨch pokynech (6) 

(7) (8) a tak® v dizertaļn² pr§ci ĂStudium problematiky stability l®ļivĨch pŚ²pravkŢ 

metodou HPLCñ (9).  

Informace o stabilitŊ l§tky a koneļn®ho pŚ²pravku jsou souļ§st² hodnocen² stability. Pro 

l§tky, kter® nejsou popsan® v monografii uzn§van®ho l®kopisu, jsou poģadov§ny 

stabilitn² zkouġky (stabilitn² studie).  

Stabilitn² studie jsou dlouhodob®, zrychlen® a pŚechodn®. Souļ§st² hodnocen² l®ļiv® 

l§tky a pŚ²pravku by mŊly bĨt i stresov® testy (z§tŊģov® zkouġky), kter® se prov§dŊj² 

zejm®na za ¼ļelem z²sk§n² informac² o moģnĨch rozkladnĨch produktech.  

Dlouhodob® stabilitn² zkouġky se prov§dŊj² za doporuļenĨch podm²nek skladov§n² pro 

urļen² doby pouģitelnosti (1). Dlouhodob® stabilitn² zkouġky maj² bĨt prov§dŊny s 

dostateļnou ļetnost², aby byl zjiġtŊn stabilitn² profil l®ļiv® l§tky a pŚ²pravku. Zkouġky 

uveden® ve specifikaci se obvykle prov§dŊj² na poļ§tku studie, kaģd® 3 mŊs²ce bŊhem 

prvn²ho roku, kaģdĨch 6 mŊs²cŢ bŊhem druh®ho roku a d§le jednou roļnŊ aģ do 

navrhovan® doby reatestace a doby pouģitelnosti (3) (6).  

Zrychlen§ studie se prov§d² za extr®mn²ch skladovac²ch podm²nek za ¼ļelem urychlen² 

chemick®ho rozkladu nebo fyzik§ln² zmŊny l§tky nebo pŚ²pravku (1). U zrychlen® 
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stabilitn² studie je tŚeba prov®st stanoven² v minim§lnŊ tŚech ļasovĨch bodech (0, 3 a 6 

mŊs²cŢ). Je-li na z§kladŊ zkuġenost² z vĨvoje pŚedpoklad, ģe vĨsledky zrychlen® studie 

povedou k vĨznamn® zmŊnŊ (zmŊna, kdy l§tka nebo pŚ²pravek nevyhovuj² specifikaci), 

mŊlo by bĨt zkouġen² pos²leno buŅ pŚid§n²m dalġ²ch vzorkŢ v posledn²m ļasov®m bodŊ 

nebo zaŚazen²m ļtvrt®ho ļasov®ho bodu (3). Pokud je po proveden² zrychlen® studie 

pŚ²pravek stabiln², lze extrapolovat dobu pouģitelnosti na dva roky.  

Zkouġky se prov§dŊj² za pŚedepsanĨch podm²nek platnĨch pro dan® klimatick® p§smo. 

U zkouġek se uvedou krit®ria popsanĨch zkouġek (ļ²seln® limity, rozmez²), vļetnŊ 

horn²ch limitŢ pro obsah jednotlivĨch neļistot a rozkladnĨch produktŢ i pro jejich 

celkovĨ obsah. ZdŢvodnŊn² tŊchto limitŢ m§ bĨt zaloģeno na poģadavc²ch bezpeļnosti 

nebo ¼ļinnosti. Pro l®ļiv® l§tky popsan® v monografii uzn§van®ho l®kopisu (EvropskĨ 

l®kopis nebo l®kopisy ļlenskĨch st§tŢ EU) maj² bĨt zkouġky provedeny v souladu s touto 

monografi² nebo za pouģit² metody, kter§ byla validov§na oproti metodŊ l®kopisn® 

(Ăcross-validationñ). RovnŊģ je tŚeba doloģit, ģe vġechny potenci§ln² neļistoty (rozkladn® 

produkty i neļistoty poch§zej²c² ze synt®zy nebo vĨrobn²ho postupu) jsou dostateļnŊ 

kontrolov§ny (3). 

Specifikace, kter® m§ pŚ²pravek vyhovovat po celou navrhovanou dobu pouģitelnosti 

(Ăshelf-lifeñ specifikace), m§ br§t v ¼vahu jiģ dostupn® informace o stabilitŊ. PŚ²padn® 

odchylky Ăshelf-lifeñ specifikace od specifikace platn® pŚi propouġtŊn² z vĨroby 

(Ăreleaseñ specifikace) maj² bĨt zdŢvodnŊny vyhodnocen²m stability a zmŊn 

pozorovanĨch bŊhem skladov§n² (3) (6) (7) (8).  

Souļ§st² registraļn² dokumentace je protokol o stabilitŊ. Tento protokol obsahuje 

informace o sloģen² l®ļiv®ho pŚ²pravku, n§zev pŚ²pravku, vĨrobce pŚ²pravku, s²lu a 

l®kovou formu, ļ²sla a velikosti zkouġenĨch ġarģ², datum a m²sto vĨroby, sloģen² 

zkouġenĨch ġarģ², vĨrobce l®ļiv® l§tky, popis vnitŚn²ho obalu.  

Souļ§st² protokolu jsou limity pro jednotliv® zkouġky platn® bŊhem doby pouģitelnosti a 

podrobnŊ se pop²ġou metody, jakĨmi byly zkouġky provedeny. Souļ§st² je i validaļn² 

protokol. VĨsledky zkouġek maj² bĨt shrnuty pŚehlednŊ do tabulek pro kaģdou ġarģi. V 

tabulce maj² bĨt uvedeny poļ§teļn² hodnoty, vĨsledky z²skan® bŊhem stabilitn²ch studi² 

v pŚedepsanĨch intervalech a limity jednotlivĨch zkouġek. V z§vŊru protokolu o stabilitŊ 

maj² bĨt vĨsledky vyhodnoceny, komentov§ny a na jejich z§kladŊ urļeny podm²nky pro 

uchov§v§n², druh vnitŚn²ho obalu a doba pouģitelnosti l®ļiv®ho pŚ²pravku (3).  

Vyhodnocen² by se nemŊlo tĨkat jen stanoven² obsahu l§tky, ale tak® rozkladnĨch 

produktŢ a dalġ²ch parametrŢ. Informace o profilu neļistot, zejm®na o rozkladnĨch 

produktech, jejich struktuŚe, vzniku, vĨskytu se z²sk§ prostŚednictv²m proveden² 

stresovĨch testŢ. Hodnocen² studi² se prov§d² pomoc² validovanĨch stabilitu 

indikuj²c²ch metod.  

KromŊ stability se pŚi vĨvoji l®ļivĨch pŚ²pravkŢ hodnot² tak® kompatibilita  (2). 

Kompatibilita vyjadŚuje vz§jemnou sn§ġenlivost jednotlivĨch sloģek l®ļiv®ho pŚ²pravku. 
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Jak jiģ z definice vyplĨv§, kompatibilita souvis² se stabilitou. Na rozd²l od stability je 

sledov§n² kompatibility kr§tkodob§ zkouġka (hodiny aģ tĨdny). Rozd²l mezi 

kompatibilitou a stabilitou je v rychlosti zmŊn jakostn²ch znakŢ a v tom, ģe kompatibilita 

se hodnot² pouze u l®ļivĨch pŚ²pravkŢ, zat²mco stabilita se hodnot² i u substanc². 

K inkompatibilitŊ mŢģe doj²t mezi substancemi, mezi substanc² a pomocnou l§tkou nebo 

mezi pomocnĨmi l§tkami. Inkompatibilita mŢģe bĨt fyzik§ln² nebo chemick§, skryt§ nebo 

zjevn§. Skrytou je nutn® odhalit vhodnĨmi analytickĨmi metodami (2). 

VŊtġina smŊrnic, kter® jsou zahrnuty do habilitaļn² pr§ce, se nevŊnuj² problematice 

stability oligonukleotidŢ, radiofarmak, semisyntetickĨm produktŢm, ani se nevztahuj² na 

l§tky rostlinn®ho nebo ģivoļiġn®ho pŢvodu, nebo na rostlinn® produkty. Tyto skupiny 

l§tek pŚ²pravkŢ se hodnot² podle vlastn²ch stat² a kapitol.  

Biologick§ a biotechnologick§ l®ļiva (d²ky sv® vĨrazn® odliġnosti od klasickĨch l®ļiv) 

maj² zpravidla tak® vlastn² smŊrnice, z nichģ nŊkter® jsou v habilitaļn² pr§ci zahrnuty 

(10). DŢvodem je skuteļnost, ģe biotechnologick§ l®ļiva pŚestavuj² rychle se rozv²jej²c² 

skupinu l®ļiv, tvoŚ²c² jiģ kolem 20% objemu dostupnĨch pŚ²pravkŢ. Definice 

biologickĨch a biotechnologickĨch l®ļiv (biofarmaceutik) zat²m nen² zcela vyŚeġena. 

Evropsk§ legislativn² autorita EMA definuje biologick§ l®ļiva (Biological medicinal 

products, Biopharmaceutics) jako substance pŚipraven® rekombinantn² DNA technologi² 

krevn² a plazmatick® deriv§ty a imunologika. Mezi tyto l®ļiva patŚ² napŚ²klad l§tky typu 

proteinŢ (somatotropin), enzymy (insulin), peptidy (interferony), vakc²ny, alergeny a 

krevn² a plasmatick® deriv§ty a jejich rekombinantn² alternativy.  
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3.1.1. Definice pojmŢ 

V n§sleduj²c² kapitole jsou uvedeny definice pojmŢ, kter® se vztahuj² k problematice 

stability. S uvedenĨmi pojmy a s jejich detailnŊjġ²m vysvŊtlen²m se v habilitaļn² pr§ci 

d§le pracuje.  

Stabilita je vlastnost, zachovat si ve stanovenĨch mez²ch, po urļitou dobu a za 

stanovenĨch podm²nek skladov§n² deklarovan® jakostn² znaky (1). 

Stabilitn² studie ï soubor zkouġek, kter® maj² obs§hnout vġechny zmŊny v kvalitŊ 

testovan®ho vzorku (1).  

Stabilitu indikuj²c² metoda je validovan§ analytick§ metoda, kter§ je schopna pŚesnŊ a 

spr§vnŊ hodnotit pokles obsahu ¼ļinn® l§tky v ļase a kter§ je d§le schopna odliġit 

neļistoty od ¼ļinn® l§tky (4). 

Stresov® testy - jsou zkouġky, bŊhem kterĨch jsou l®ļiv® l§tky nebo l®ļivĨ pŚ²pravek 

z§mŊrnŊ vystaveny stresovĨm podm²nk§m za ¼ļelem rozkladu l®ļiv® l§tky s c²lem 

z²sk§n² informac² o stabilitŊ.  

Validace analytick® metody je s®rie experimentŢ, kterĨmi se zjist² nejdŢleģitŊjġ² 

charakteristiky metody. Potvrd² se, ģe d§v§ reprodukovateln® a spolehliv® vĨsledky a je 

vhodn§ pro zamĨġlen® pouģit² (11). 

Neļistota je definov§na jako jak§koliv sloģka nov® l®ļiv® l§tky, kter§ nen² chemickou 

entitou definovanou jako nov§ l®ļiv§ l§tka (12) (13).  

Definovan® (specifikovan®) neļistoty jsou individu§lnŊ vyjmenov§ny a limitov§ny 

krit®riem pŚijatelnosti ve specifikaci a jsou buŅ identifikovan® (byla provedena 

identifikace jejich struktury) nebo neidentifikovan® (neļistota bez urļen® strukturn² 

charakteristiky). Neļistoty nezn§m® struktury jsou definovan® pouze kvalitativn² 

analytickou vlastnost² (napŚ²klad relativn² retence) (12) (13).  

Nedefinovan® (nespecifikovan®) neļistoty jsou limitov§ny obecnĨm akceptaļn²m 

krit®riem a nemaj² vlastn² specifick® rozmez² tolerance jejich pŚ²tomnosti (12).  

Potenci§ln² neļistota - neļistota, kter§ se teoreticky mŢģe objevit bŊhem vĨroby nebo 

skladov§n². MŢģe, ale nemus² bĨt skuteļnŊ v l§tce pŚ²tomna. Pokud je potenci§ln² 

neļistota detekovateln§ zkouġkami uvedenĨmi v l®kopisn®m ļl§nku, ale nen² zn§mo, ģe 

by byla norm§lnŊ pŚ²tomna v l§tk§ch pouģitĨch v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch, zaŚad² se pro 

informaci do odstavce Neļistoty pod oznaļen²m Jin® detekovateln® neļistoty (13). 

Jin® detekovateln® neļistoty jsou potenci§ln² neļistoty s definovanou strukturou, kter® 

jsou detekovateln® zkouġkami uvedenĨmi v ļl§nku, ale nen² zn§mo, ģe by byly norm§lnŊ 

pŚ²tomny v mnoģstv² nad mez² identifikace (mezn² hodnotou pro identifikaci) v l§tk§ch 

pouģitĨch v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch. Jsou to nespecifikovan® neļistoty limitovan® obecnĨm 

krit®riem pŚijatelnosti. Krit®ria pŚijatelnosti pro zkouġku PŚ²buzn® l§tky se uv§dŊj² 

v l®kopisnĨch ļl§nc²ch buŅ porovn§n²m ploch p²kŢ (porovn§vac² zkouġky), nebo 

ļ²selnĨmi hodnotami (13). 
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RozkladnĨ (degradaļn²) produkt je definov§n jako neļistota poch§zej²c² z chemick® 

zmŊny v substanci bŊhem vĨrobn²ho procesu anebo vznikaj²c² bŊhem skladov§n² l®ļiv®ho 

pŚ²pravku vlivem svŊtla, teploty, pH, vlhkosti nebo reakc² s pomocnou l§tkou nebo 

obalovĨm materi§lem. Rozkladn® produkty jsou buŅ definovan®, nebo nedefinovan® (pro 

rozdŊlen² plat² stejn§ pravidla, jako bylo uvedeno u neļistot) (14).  

Identifikaļn² pr§h (mez identifikace) - horn² hranice, nad kterou by neļistota mŊla bĨt 

identifikov§na (12) (13). 

Kvalifikaļn² pr§h (mez kvalifikace) - limit, nad kterĨm by mŊla bĨt neļistota 

kvalifikov§na, coģ znamen§ stanoven² biologick® bezpeļnosti neļistoty (12) (13).  

Mez uv§dŊn² (hladina uv§dŊn² neļistoty) je limit, nad kterĨm se neļistota uv§d² (13).  

Profil neļistot ï popis definovanĨch a nedefinovanĨch neļistot v substanci (12). 

Limit zanedbatelnosti - jmenovitĨ obsah pŚi chromatografickĨch zkouġk§ch, pŚi kter®m 

nebo pod kterĨm se p²ky pŚi vĨpoļtu souļtu neļistot neberou v ¼vahu (13).  

Specifikace l§tky nebo pŚ²pravku stanovuje soubor krit®ri², kter§ mus² dan§ l§tka/ 

pŚ²pravek splŔovat, aby mohly bĨt povaģov§ny za pŚijateln® pro zamĨġlen® pouģit². Jde 

v podstatŊ o seznam zkouġek s odkazy na analytick® metody a tak® s uvedenĨmi krit®rii 

pŚijatelnosti pro jednotliv® zkouġky, pŚ²padnŊ rozmez²mi pŚijatelnosti nebo dalġ²mi 

krit®rii pro popsan® zkouġky (9) (15). 

L§tky pro farmaceutick® pouģit² jsou jak®koliv organick® nebo anorganick® l§tky, kter® 

se pouģ²vaj² jako l®ļiv® l§tky nebo pomocn® l§tky pro vĨrobu l®ļivĨch pŚ²pravkŢ pro 

hum§nn² nebo veterin§rn² pouģit² (13). 

L®ļiv§ l§tka je jak§koliv l§tka nebo smŊs l§tek urļen§ k pouģit² pŚi vĨrobŊ nebo pŚ²pravŊ 

l®ļiv®ho pŚ²pravku, kter§ se po pouģit² pŚi t®to vĨrobŊ nebo pŚ²pravŊ stane ¼ļinnou 

sloģkou l®ļiv®ho pŚ²pravku urļenou k vyvinut² farmakologick®ho, imunologick®ho nebo 

metabolick®ho ¼ļinku za ¼ļelem obnovy, ¼pravy nebo ovlivnŊn² fyziologickĨch funkc² 

anebo ke stanoven² l®kaŚsk® diagn·zy (16). L®ļiv® l§tky lze tak® nazvat ¼ļinnĨmi l§tkami 

anebo aktivn² farmaceutickou substanc², zkr§cenŊ aktivn² substanc² nebo substanc². 

L®ļivĨm pŚ²pravkem se rozum² 

a) l§tka nebo kombinace l§tek prezentovan§ s t²m, ģe m§ l®ļebn® nebo preventivn² 

vlastnosti v pŚ²padŊ onemocnŊn² lid² nebo zv²Śat 

b) l§tka nebo kombinace l§tek, kterou lze pouģ²t u lid² nebo podat lidem, nebo pouģ²t u 

zv²Śat ļi podat zv²ŚatŢm, a to buŅ za ¼ļelem obnovy, ¼pravy ļi ovlivnŊn² fyziologickĨch 

funkc² prostŚednictv²m farmakologick®ho, imunologick®ho nebo metabolick®ho ¼ļinku, 

nebo za ¼ļelem stanoven² l®kaŚsk® diagn·zy (16). V Ļesk®m l®kopisu je definice 

obdobn§ - farmaceutick® pŚ²pravky jsou l®ļiv® pŚ²pravky obvykle tvoŚen® l®ļivĨmi 

l§tkami, kter® mohou bĨt kombinov§ny s pomocnĨmi l§tkami a jsou zpracov§ny do 

l®kov® formy vhodn® pro zamĨġlen® pod§n² (13). 
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3.2. Stresov® testy (z§tŊģov® zkouġky) 

 

Stresov® testy (z§tŊģov® zkouġky, z§tŊģov§ studie) jsou zkouġky, bŊhem kterĨch jsou 

aktivn² substance nebo l®ļivĨ pŚ²pravek z§mŊrnŊ vystaveny stresovĨm podm²nk§m za 

¼ļelem rozkladu aktivn² substance s c²lem z²sk§n² informac² o stabilitŊ. Pod pojmem 

stresov® podm²nky se rozum² vystaven² vlivu s®rie nadmŊrnĨch fyzik§ln²ch a chemickĨch 

z§tŊģ² (teplota, svŊtlo, pH), jejichģ pŢsoben²m se mohou v kr§tk® dobŊ tvoŚit dosud 

nezn§m® rozkladn® produkty, kter® se mohou vyskytnout ve fin§ln²m l®ļiv®m pŚ²pravku 

bŊhem skladov§n². Stresov® testy se prov§dŊj² za podm²nek o vyġġ² z§tŊģi neģ ve 

zrychlenĨch stabilitn²ch testech. V porovn§n² s dlouhodobou stabilitn² studi², jsou 

vĨsledky stresovĨch testŢ z²sk§ny rychleji, a to bŊhem nŊkolika tĨdnŢ. VĨsledek je 

dŢleģitĨ vstup pro vĨvoj a validaci stabilitu indikuj²c²ch metod. Stresov® testy jsou 

souļ§st² validace vŊtġiny metod pro stanoven² obsahu neļistot. Podm²nky pro proveden² 

stresovĨch testŢ by mŊly bĨt re§ln® a ne nepŚimŊŚen® (17). DŢkladn§ znalost stability 

aktivn² substance je dŢleģit§ pŚi vĨbŊru vhodn® l®kov® formy, balen², definov§n² 

podm²nek skladov§n² a urļen² doby pouģitelnosti l®ļiv®ho pŚ²pravku (18).  

Stresov® testy se prov§dŊj² s c²lem (18): 

¶ porozumŊt vlastnostem molekuly 

¶ popsat vnitŚn² stabilitu substance 

¶ odhalit rozkladn® mechanismy ï oxidace, hydrolĨza, rozklad za zvĨġen® teploty, 

rozklad pŢsoben²m svŊtla 

¶ popsat rozkladn® produkty (RP) 

¶ vytvoŚit profil neļistot substance, pŚedch§z² ĂpŚekvapen²mñ v prŢbŊhu stabilitn² 

studie 

¶ vytvoŚit vod²tko pro vĨvoj stabilitu indikuj²c²ch metod 

¶ odliġit rozkladn® produkty substance od rozkladnĨch produktŢ, kter® v l®ļiv®m 

pŚ²pravku se substanc² nesouvis² 

¶ Śeġit stabilitn² probl®my l®ļiv®ho pŚ²pravku, nast²nit podm²nky skladov§n², obaly. 

StresovĨm testŢm se ve svĨch pokynech vŊnuj² l®kov® autority. Prvn² smŊrnice, kter§ se 

zmiŔovala o stresovĨch testech byla ICH smŊrnice Q1A z roku 1993 (Stability Testing of 

New Drug Substances and Products). SmŊrnice zpravidla uv§dŊj², u kterĨch substanc² a 

pŚ²pravkŢ maj² bĨt stresov® testy provedeny. Postup proveden² stresovĨch testŢ je uveden 

ve smŊrnici jen velmi obecnŊ a neuv§d² praktick® detaily jednotlivĨch zkouġek. Tento 

fakt je pochopitelnĨ i z vlastn² podstaty a c²lŢ stresovĨch testŢ. Kaģd§ aktivn² substance 

bude v z§tŊģovĨch podm²nk§ch reagovat jinak a bude rozd²lnŊ stabiln², proto nen² moģn® 

uv®st detailn² univerz§ln² protokol pro postup jejich proveden².  

Nejednotnost je v n§zvu, kterĨ se pro stresov® testy pouģ²v§. SĐKL pouģ²v§ vĨraz 

Ăz§tŊģov® zkouġkyñ (3). ICH pouģ²v§ vŊtġinou vĨraz Ăstress testingñ. Ve smŊrnici Q1B a 

v dokumentu tĨkaj²c²ho se CTD (M4Q(R1) je vġak uvedeno Ăforced degradationñ (19) 

(20). WHO pouģ²v§ Ăstress testingñ, Ļ²nskĨ l®kopis pouģ²v§ Ăaffecting factors testingñ 
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(21). Evropsk§ l®kov§ agentura (EMA) v textu dokumentu EMA/454576/2016 pouģ²v§ 

vĨraz Ăforced degradation studyñ (22), zat²mco v dokumentu CPMP/QWO/122/02, rev 

1, kterĨ navazuje na smŊrnici ICH, pouģ²v§ vĨraz Ăstress testingñ (23). FDA pouģ²v§ 

term²n Ăstress studiesñ (24). 

Nicm®nŊ vġechny vĨġe uveden® term²ny znamenaj² ve sv® podstatŊ tot®ģ. Pro ¼ļely 

habilitaļn² pr§ce byl zvolen term²n Ăstresov® testyñ. 

 

3.2.1. Stresov® testy ve smŊrnic²ch autorit 

N§sleduj²c² kapitola je vŊnov§na stresovĨm testŢm z pohledu l®kovĨch autorit. V textu 

jsou uvedeny vĨŔatky z jednotlivĨch smŊrnic a dokumentŢ, ve kterĨch jsou stresov® testy 

uvedeny. C²lem tohoto shrnut² je nast²nit pohled na to, jakĨm zpŢsobem k proveden² testŢ 

jednotliv® autority pŚistupuj². NejvŊtġ² pozornost je vŊnovan§ dokumentŢm ICH a EMA, 

na kter® se odkazuje i SĐKL v Reg-83 (3). Aby byl obr§zek pohledu autorit kompletnŊjġ², 

je d§le v pr§ci vŊnov§na kapitola i FDA a WHO.  

 

The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use (ICH)  

ICH smŊrnice Q1A(R2) definuje stresov® testy pro aktivn² substanci a l®ļivĨ pŚ²pravek 

(6). U substanc² se prov§dŊj² s c²lem z²sk§n² informac² o vnitŚn² stabilitŊ l§tky. Stresov® 

testy pom§haj² charakterizovat rozkladn® produkty, odhalit rozkladn® mechanismy a tak® 

pom§haj² optimalizovat a validovat stabilitu indikuj²c² metodu. Povaha a rozsah 

stresovĨch testŢ z§vis² na testovan® substanci a l®ļiv®m pŚ²pravku. Testy se prov§dŊj² 

s jednou ġarģ² substance. Testov§n² by mŊlo zahrnovat sledov§n² vlivu teploty (rostouc² 

teplota v deseti stupŔovĨch intervalech, napŚ²klad 50 ÁC a 60 ÁC a teplotŊ vyġġ² neģ ve 

zrychlen® stabilitn² studii), vlivu vlhkosti (75% RV a vyġġ²), vlivu svŊtla (fotostabilita) a 

oxidaci. D§le by mŊl bĨt zahrnut popis n§chylnosti k hydrolĨze v ġirok®m rozmez² pH, 

pokud se jedn§ o roztok nebo suspenzi. Toto testov§n² je souļ§st² vĨvojovĨch f§z² a mŊlo 

by bĨt provedeno za podm²nek z§tŊģe vyġġ² neģ zrychlen§ stabilitn² studie. U l®ļivĨch 

pŚ²pravkŢ se hodnot² vliv rŢznĨch podm²nek, zejm®na testov§n² vlivu svŊtla (podle 

smŊrnice ICH Q1B) a specifick® testov§n² v souvislosti s konkr®tn² l®kovou formou 

(emulze, kr®m) (6).  

ICH d§le doporuļuje porovnat vĨsledky stresovĨch testŢ a vĨsledky dlouhodob® a 

zrychlen® stabilitn² studie Rozkladn® produkty nen² nutn® zahrnout ve stabilitn² studii, 

pokud nebyly prok§z§ny v prŢbŊhu zrychlen® nebo dlouhodob® stabilitn² studie. 

VĨsledky stresovĨch testŢ jsou souļ§st² registraļn² dokumentace (6). 

Ve smŊrnici Q2(R1), kter§ se vŊnuje validaci, se o stresovĨch testech mluv² v kapitole 

selektivita. Pokud nejsou k dispozici standardy rozkladn®ho produktu, je vhodn® 

skladovat vzorky za stresovĨch podm²nek a hodnotit vliv parametrŢ svŊtlo, teplo, vlhkost, 

oxidace, kysel§ a bazick§ hydrolĨza (25).  
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Ve smŊrnici Q3A(R2), vŊnovan® neļistot§m v novĨch substanc²ch, je uvedeno, ģe by 

mŊly bĨt provedeny studie, kter® najdou nov®, tedy dosud nepopsan®, neļistoty. MŊly by 

bĨt uvedeny vĨsledky stresovĨch testŢ, kter® se prov§dŊj² k identifikaci neļistot 

vzniklĨch bŊhem uchov§v§n². Profil neļistot by mŊl bĨt porovn§n s vĨsledky studi² 

provedenĨch pŚi vĨvoji l§tky a v pŚ²padn® rozd²ly by mŊly bĨt vysvŊtleny (12). 

SmŊrnice Q3B(R2), vŊnovan® neļistot§m v novĨch l®ļivĨch pŚ²pravc²ch, zmiŔuje 

stresov® testy v kapitole analytick® metody. Ve smŊrnici je uvedeno, ģe validovan® 

analytick® metody by mŊly zahrnovat vĨsledky rozboru vzorkŢ skladovanĨch za 

stresovĨch podm²nek (sledov§n² vlivu svŊtla, tepla, vlhkosti, kysel® a z§sadit® hydrolĨzy 

a oxidace). Pokud analytick§ metoda odhal² pŚ²tomnost jinĨch neļistot, neģ jsou zn§m® 

(popsan®) rozkladn® produkty, maj² bĨt tyto neļistoty oznaļeny a jej²ch pŢvod m§ bĨt ve 

validaļn² dokumentaci diskutov§n (14).  

SmŊrnice Q5C, vŊnovan§ stabilitŊ biotechnologickĨch l®ļiv a biol®ļiv, uv§d², ģe stresov® 

testy jsou uģiteļn® pŚi hodnocen² vlivu ne¼mysln®ho vystaven² neoļek§vanĨm 

podm²nk§m (napŚ²klad bŊhem pŚevozu) na stabilitu l®ļiv®ho pŚ²pravku. Stresov® testy 

pom§haj² odhalit sch®ma rozkladnĨch mechanismŢ. Podm²nky pro proveden² testŢ u 

biol®ļiv mus² bĨt peļlivŊ vybr§ny podle charakteru hodnocen®ho produktu individu§lnŊ, 

tedy ĂpŚ²pad od pŚ²paduñ (10).  

SmŊrnice Q5E, kter§ se tak® tĨk§ biol®ļiv a zmŊn v jejich vĨrobŊ, uv§d², ģe stresov® testy 

by mŊly bĨt souļ§st² informac² o stabilitŊ a o rozkladnĨch mechanismech. Testy jsou 

vhodnĨm n§strojem k porovn§n² napŚ²klad profilu neļistot produktŢ pŚed a po zmŊnŊ 

technologick®ho postupu. 

CTD (Common technical document ï form§t Registraļn² dokumentace) v ļ§sti 

M4Q(R1), v kapitole vŊnovan® stabilitŊ (3.2.S.7), uv§d², ģe souļ§st² CTD m§ bĨt shrnut² 

vĨsledkŢ provedenĨch stabilitn²ch studi². Souļ§st² shrnut² maj² bĨt vĨsledky provedenĨch 

stresovĨch testŢ a pouģit® stresov® podm²nky, stejnŊ tak jako z§vŊry vġech studi² 

s ohledem na podm²nky uchov§v§n² a doporouļenou dobu pouģitelnosti. VĨsledky 

stresovĨch testŢ maj² bĨt prezentov§ny formou tabulek, grafŢ anebo pops§ny v textu (20). 

V dokumentu je odkaz na smŊrnice ICH Q1A(R2), Q1B, Q2(R1) a Q5C. 

 

Evropsk§ l®kov§ agentura (European medicine Agency, EMA)  

EMA se na svĨch str§nk§ch vŊnovanĨch stabilitŊ odkazuje na smŊrnice ICH. Uv§d² i 

vlastn² smŊrnice, kter® mohou bĨt rozġ²Śen²m ICH smŊrnic vŊnovanĨch stabilitŊ.  

Ve smŊrnici CPMP/QWP/122/02, kter§ se tĨk§ stability l§tek a pŚ²pravkŢ, je kapitola 

vŊnovan§ stresovĨm testŢm, ve kter® je struļnŊ pops§n ¼ļel stresovĨch testŢ. U aktivn²ch 

substanc² popisuje variantu, kdy aktivn² substance splŔuje poģadavky uzn§van® l®kopisn® 

monografie, zejm®na ļl§nku o rozkladnĨch produktech s vhodnĨmi limity (zkouġky na 

ļistotu nebo neļistoty). Pokud ģadatel o registraci potvrd², ģe substance splŔuje tuto 

specifikaci, stabilitn² studie nemus² bĨt provedena. Ģadatel m§ stanovit periodu 
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opŊtovn®ho testu. Pro substance, kter® nejsou zahrnuty v l®kopisnĨch ļl§nc²ch, rozliġuje 

smŊrnice dvŊ mnoģnosti. Lze se odk§zat na vĨsledky relevantn²ch vŊdeckĨch studi². 

Pokud informace nejsou dostupn®, je nutn® prov®st stresov® testy (23). U substanc² a 

pŚ²pravkŢ rostlinn®ho pŢvodu nen² obvykle nutn® prov§dŊt stresov® testy. Stresov® 

podm²nky jsou popsan® v rozsahu stejn®m jako je ve smŊrnici ICH Q1A(R2) (6). 

V dokumentu EMA/454576/2016, tĨkaj²c² se substanc², EMA uv§d², ģe protokol 

vŊnovanĨ stabilitŊ by mŊl uv§dŊt detailn² vĨsledky stabilitn²ch studi² vļetnŊ stresovĨch 

testŢ a popisu stresovĨch podm²nek. Stabilita m§ bĨt sledov§na pomoc² validovan® 

metody. Hlavn² rozkladn® mechanismy testovan® substance by mŊly bĨt diskutov§ny. 

OpŊt je uvedeno, ģe pokud l®kopisn§ monografie obsahuje ļl§nek o substanci, kterĨ 

zahrnuje i rozkladn® produkty s vhodnĨmi limity a substance vyhovuje specifikaci, nen² 

nutn® prov§dŊt stabilitn² studie (22). 

V dalġ²ch dokumentech se EMA zmiŔuje o stresovĨch testech ve smyslu, ģe stresov® testy 

jsou doporuļen®, protoģe pom§haj² porozumŊt stabilitŊ a rozkladnĨm mechanismŢm 

substance a stanovit dobu pouģitelnosti (26) (27). O stabilitŊ a stresovĨ testech se kr§tce 

zmiŔuje i ve smŊrnic²ch, kter® jsou vŊnovan® konkr®tn²m l®kovĨm form§m a 

radiofarmakŢm.  

 

St§tn² ¼stav pro kontrolu l®ļiv (SĐKL)  

SĐKL ve sv®m pokynu REG-83 (3) uv§d², ģe za z§klad sv®ho textu povaģuje pokyn 

Evropsk® l®kov® agentury CPMP/QWP/122/02, rev.1 ĂGuideline on Stability Testing: 

Stability Testing of Existing Active Substances and Related Finished Productsñ (23). 

Pokyn se shoduje s vĨġe uvedenĨm pokynem EMA a i smŊrnic² ICH Q1A(R2) (6). PŚesto 

je text tohoto pokynu v habilitaļn² pr§ci zahrnut ve sv®m nezkr§cen®m znŊn². 

V kapitole ĂZ§tŊģov® zkouġkyñ je uvedeno, ģe zkouġky l®ļiv® l§tky mohou pomoci 

identifikovat pravdŊpodobn® rozkladn® produkty, coģ mŢģe n§slednŊ pomoci stanovit 

mechanismus degradace a vnitŚn² stabilitu molekuly. Zkouġky maj² ovŊŚit, ģe pouģit® 

analytick® metody jsou stabilitu indikuj²c².  

Pro l®ļivou l§tku mohou bĨt pouģity tyto postupy: 1) pokud je l®ļiv§ l§tka pops§na 

v monografii uzn§van®ho l®kopisu (EvropskĨ l®kopis nebo l®kopisy ļlenskĨch st§tŢ EU) 

a zcela splŔuje jej² poģadavky, nejsou poģadov§ny ģ§dn® ¼daje o rozkladnĨch produktech 

(odstavec ĂZkouġky na ļistotuñ a/nebo ĂPŚ²buzn® l§tkyñ) a 2) pro l®ļivou l§tku 

nepopsanou v monografii uzn§van®ho l®kopisu mohou bĨt pouģity dva postupy: 

a) pŚedpokl§danĨ mechanismus rozkladu mŢģe bĨt doloģen ¼daji publikovanĨmi 

ve vŊdeck® literatuŚe, b) jestliģe ve vŊdeck® literatuŚe, vļetnŊ ofici§ln²ch l®kopisŢ, nejsou 

dostupn® ģ§dn® ¼daje, je tŚeba prov®st z§tŊģov® zkouġky.  

Z§tŊģov® zkouġky je moģn® prov§dŊt s jednou ġarģ² l®ļiv® l§tky. Maj² zahrnovat vliv 

teploty (pŚ²rŢstky po 10 ÁC - napŚ²klad 50 ÁC, 60 ÁC - oproti teplotŊ, pŚi n²ģ je prov§dŊna 

zrychlen§ stabilitn² studie), vliv vlhkosti (napŚ²klad 75% RV nebo v²ce), je-li to vhodn®, 
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vliv vzduġn®ho kysl²ku (oxidace), vliv svŊtla (fotolĨza) na l®ļivou l§tku. Zkouġky tak® 

maj² hodnotit stabilitu l®ļiv® l§tky v roztoku nebo v suspenzi (hydrolĨza) v r§mci 

ġirok®ho rozmez² hodnot pH. Ned²lnou souļ§st² z§tŊģovĨch zkouġek maj² bĨt zkouġky 

fotostability.  

Sledov§n² rozkladnĨch produktŢ bŊhem z§tŊģovĨch zkouġek je uģiteļn® pro stanoven² 

mechanismu rozkladu a pro vĨvoj a validaci vhodnĨch analytickĨch metod. Nemus² vġak 

bĨt nutn® uv§dŊt ve specifikaci ty rozkladn® produkty, pro nŊģ bylo prok§z§no, ģe 

nevznikaj² za podm²nek dlouhodob® ani zrychlen® studie (3). 

 

ĐŚad pro kontrolu potravin a l®ļiv (U.S. Food and Drug Administration, FDA)  

U FDA je rozsah informac² o stresovĨch testech obdobnĨ jako u ostatn²ch autorit, 

s odkazy na smŊrnice ICH (24). SmŊrnice ĂAnalytick® postupy a validace metodyñ, 

napŚ²klad uv§d², ģe informace z provedenĨch stresovĨch testŢ (kysel§, z§sadit§ 

hydrolĨza, vliv zvĨġen® teploty, svŊtla, oxidace) o rozkladu aktivn² substance jsou 

dŢleģit® k prok§z§n² selektivity analytick® metody pro hodnocen² neļistot. Stresov® testy 

maj² prok§zat, ģe neļistoty a rozkladn® produkty neinterferuj² se stanoven²m aktivn² 

substance. VĨsledky stresovĨch testŢ maj² bĨt souļ§st² informac² o stabilitŊ. VĨsledky 

maj² bĨt dokl§d§ny chromatogramy, tabulkami apod. (28).   

Ve sv® dalġ² smŊrnici se FDA zabĨv§ ot§zkou, ve kter® f§zi pŚ²pravy k registraci by se 

mŊly stresov® testy prov®st. FDA je pomŊrnŊ benevolentn², uv§d², ģe informace o stabilitŊ 

aktivn² substance by mŊly bĨt provedeny co nejdŚ²ve, protoģe vĨsledky stresovĨch testŢ 

jsou kl²ļov® pro vĨvoj stabilitu indikuj²c² metody. Informace o stabilitŊ by mŊly bĨt 

doloģeny v druh® f§zi klinick®ho hodnocen². D§le vġak uv§d², ģe pokud nejsou stabilitn² 

studie provedeny dŚ²ve, tak maj² bĨt doloģeny aģ ve tŚet² f§zi klinick®ho zkouġen² (29).  

 

SvŊtov§ zdravotnick§ organizace (World Health Organization, WHO)  

WHO se ve sv®m technick®m dokumentu TRS 970 (ĂSpecifications for Pharmaceutical 

Formulations, Forty-sixth reportñ), v kapitole o stabilitŊ, tak® vŊnuje stresovĨm testŢm. 

V textu se odkazuje na smŊrnice ICH. V dokumentu je mimo jin® uvedeno, ģe rozumnĨ 

je rozklad substance z 10-30%. D§le je uvedeno, ģe pokud nedoch§z² za uvedenĨch 

podm²nek k rozkladu v prŢbŊhu 10 dn², je aktivn² substance povaģov§na za stabiln². 

Z§roveŔ jde zde uvedeno, ģe informace o stabilitŊ substance a pŚ²padnĨch rozkladnĨch 

produktech a mechanismech mŢģe bĨt tak® doloģena relevantn²mi daty publikovanĨmi 

ve vŊdeck® literatuŚe. Pokud nejsou informace v literatuŚe dostupn®, mŊly by bĨt 

provedeny stresov® testy (30). Dokument navazuje na TRS 953 (PŚ²loha 2) (31) a TRS 

929 (Dodatek 3, Tabulka 1) (32), kde je uvedenĨ i pŚ²klad podm²nek pro proveden² testŢ.  
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3.2.2. Postup proveden² stresovĨch testŢ 

Jak je z vĨġe uvedenĨch pokynŢ patrn®, jednotliv® l®kov® autority hovoŚ² o ¼ļelech 

stresovĨch testŢ a tak® diskutuj² pŚ²pady, kdy je nutn® stresov® testy prov®st a kter® 

stresov® podm²nky by mŊly bĨt v testech zahrnuty. Bliģġ² informace ve smŊrnic²ch 

nejsou. Zaj²mavĨ je pŚ²stup farmaceutickĨch firem k proveden² stresovĨch testŢ (21) (33) 

(34). NŊkter® firmy pouģ²vaj² vytvoŚen® Standardn² operaļn² postupy (SOP), jin® 

pŚistupuj² k proveden² stresovĨch testŢ individu§lnŊ podle charakteru studovanĨch 

substanc² a l®kov® formŊ pŚ²pravku, vġechny postupy mus² bĨt v souladu s poģadavky 

autorit. DruhĨ pŚ²stup je racion§lnŊjġ². Zat²mco stejn® podm²nky proveden² stresovĨch 

testŢ mohou u jedn® l§tky vyvolat rozklad v rozmez² 5-15%, u druh® l§tky mohou v®st 

k rozkladu z v²ce neģ 50%. Aplikace pŚ²liġ ĂdrsnĨchñ podm²nek po kr§tkĨ ļasovĨ ¼sek 

mŢģe v®st k rozkladu rozd²lnou rozkladnou reakc², neģ ke kter® dojde v prŢbŊhu 

zrychlen® nebo dlouhodob® stabiln² studie, coģ nen² ģ§douc². Shrnut² podm²nek proveden² 

stresovĨch testŢ od nŊkolika farmaceutickĨch firem uvedli ve sv® pr§ci Singh a Bakshi 

(33).  

V literatuŚe je dostupn§ Śada vŊdeckĨch experiment§ln²ch i reġerġn²ch prac², kter® se 

t®matikou stresovĨch testŢ tak® zabĨvaj². AutoŚi popisuj² proveden² stresovĨch testŢ u 

konkr®tn²ch l§tek, ļasto uv§dŊj² postupy testov§n², a vĨsledky, kter® zahrnuj² popis a 

charakterizaci rozkladnĨch produktŢ a zpravidla jsou testovan® substance kompletnŊ 

rozloģeny a jsou diskutov§na reakļn² sch®mata.  

V n§sleduj²c² ļ§sti habilitaļn² pr§ce je vypracov§n pŚehled z§kladn²ch ot§zek a n§stin 

postupŢ, kter® lze pŚi prov§dŊn² stresovĨch testŢ pouģ²t.  

Z§kladn² ot§zky jsou:  

¶ jak® zvolit podm²nky pro proveden² stresovĨch testŢ 

¶ pouģit² ļinidel 

¶ kdy ukonļit stresov® testy, pokud se l§tka nerozkl§d§ 

¶ kdy ukonļit stresov® testy, pokud se l§tka rozkl§d§, tedy stanovit limity rozkladu. 

 

3.2.3. Strategie volby a vĨbŊru podm²nek proveden² stresovĨch testŢ 

Jak jiģ bylo uvedeno vĨġe, v dostupn® literatuŚe nen² jednotnŊ uvedeno, jak stresov® testy 

prov®st. Na jedn® stranŊ je jasn®, ģe nen² moģn® uv®st jeden univerz§ln² protokol pro 

proveden² stresovĨch testŢ platnĨ pro vġechny substance, na druhou stranu univerz§ln² 

n§vod by usnadnil proveden² testŢ a zamezil by nespr§vn®mu testov§n² a napŚ²klad vniku 

sekund§rn²ch rozkladnĨch produktŢ a podobnŊ.  

Je nutn® peļlivŊ uv§ģit charakter l§tky, zamĨġlenou l®kovou formu a zamyslet se tak® nad 

oļek§vanĨmi vĨsledky a podle toho zvolit podm²nky testov§n² (18) (34). Je jasn®, ģe l§tky 

se liġ² n§chylnost² k rozkladu, rozkladnĨmi mechanismy i kinetikou rozkladnĨch reakc² 

(33). 
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VĨbŊr podm²nek pro proveden² stresovĨch testŢ mus² bĨt v souladu s rozkladem l§tky za 

bŊģnĨch podm²nek. Tedy nen² vhodn® zvolit pŚ²liġ agresivn² podm²nky. Pod pojmem 

agresivn² podm²nky se rozum² napŚ²klad delġ² doba vystaven² nebo vyġġ² teplota, neģ je 

uvedeno ve vŊtġinŊ doporuļen². V prŢbŊhu stresovĨch testŢ se sleduj² vĨsledky vlivu 

svŊtla, oxidace, hydrolĨzy a zvĨġen® teploty. Nen² nutn® prov§dŊt vġechny testy u vġech 

typŢ l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. ObecnĨ diagram a doporuļen², kter® testy je vhodn® 

prov§dŊt u l§tek a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ je uveden na obr§zku 1 (18). 

 

 

Obr§zek 1: ObecnĨ diagram pro vĨbŊr zkouġek v r§mci stresovĨch testŢ (18)  

 

V ģ§dn®m pokynu autorit nebo smŊrnici nen² bl²ģe specifikov§no jak® rozmez² hodnot 

pH je vhodn® testovat, jak® rozmez² teploty, a jak§ oxidaļn² ļinidla je vhodn® pouģ²t. 

VĨjimkou je testov§n² fotostability, na kter® je pŚ²mo smŊrnice ICH (19).  

Prvotn² pokus by mŊl zahrnovat podm²nky, pŚi kterĨch doch§z² k rozkladu l§tky z 10%. 

NŊkdy je doporuļeno zaļ²t s extr®mnŊjġ²mi podm²nkami (napŚ²klad 80 ÁC) a testovat po 

kratġ² dobu. T²m se z²sk§ informace o m²Śe rozkladu. Prim§rn² a sekund§rn² rozkladn® 

produkty, tedy rozkladn® produkty poch§zej²c² z testovan® l§tky a rozkladn® produkty 

poch§zej²c² jiģ z rozkladnĨch produktŢ testovan® l§tky mohou bĨt odliġeny pouģit²m 

postupnŊ m²rnŊjġ²ch podm²nek rozkladu. T²m lze l®pe porozumŊt cel®mu rozkladn®mu 

mechanismu (18). Nebo lze naopak zaļ²t m²rnĨmi podm²nkami a podle vĨsledkŢ lze 

podm²nky upravit, aby mohl bĨt sledov§n ļasovĨ profil rozkladu. DruhĨ pŚ²stup je 

vĨhodnŊjġ² z praktick®ho pohledu, kdy pŚ²liġ kysel® nebo z§sadit® vzorky mohou bĨt 

obt²ģnŊ neutralizov§ny, pokud je to nutn® pŚed vlastn²m analytickĨm hodnocen²m (35). 

DruhĨm dŢvodem je, ģe v²ce extr®mn² podm²nky mohou zpŢsobit zmŊnu mechanismu 

rozkladu (34) (35). V n§sleduj²c²ch odstavc²ch je vypracov§n pŚehled proveden² 

jednotlivĨch testŢ.  

Jeden z pŚ²kladŢ pouģ²vanĨch podm²nek rozkladu je uveden v tabulce 2 (18). Jin® postupy 

jsou uvedeny na obr§zc²ch 2-5. 
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Tabulka 2: Podm²nky pro proveden² stresovĨch testŢ (18) 

Stresov§ 

zkouġka 
Experiment§ln² podm²nky Teplota 

D®lka testu (dny) 

(analĨza vzorku)  

HydrolĨza 

Kontroln² vzorek 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

0,1M HCl + substance 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

0,1M NaOH + substance 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

0,1M HCl kontrola 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

0,1M NaOH kontrola 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

pH: 2,4,6,8 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

Oxidace 

3% H2O2 + substance 25 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

3% H2O2 kontrola 25 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

Azodiisobutyronitril + substance 40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

Azodiisobutyronitril  kontrola  40 ÁC, 60 ÁC 1,3,5 

Vliv svŊtla 

SvŊtlo 1Ĭ ICH (19) - 1,3,5 

SvŊtlo 3Ĭ ICH (19) - 1,3,5 

SvŊtlo kontrola - 1,3,5 

Vliv teploty 

 60 ÁC 1,3,5 

 60 ÁC/75% RV 1,3,5 

 80 ÁC 1,3,5 

 80 ÁC/75% RV 1,3,5 

 Laboratorn² teplota 1,3,5 

 

 HydrolĨza 

HydrolĨza v ġirġ²m rozmez² pH je jednou z nejbŊģnŊjġ²ch reakc², ke kter® mŢģe doj²t. 

Kysel§ a z§sadit§ hydrolĨza zahrnuje reakci ionizovatelnĨch skupin v molekule. VĨbŊr 

typu a koncentrace pouģit® kyseliny a z§sady z§vis² na povaze testovan® l§tky. Kyselina 

chlorovod²kov§ nebo kyselina s²rov§ a hydroxid sodnĨ nebo draselnĨ jsou vhodnĨmi 

ļinidly pro proveden² hydrolĨzy. Vhodn§ koncentrace ļinidel se uv§d² v rozmez² 0,1-1M. 

Kyselina s²rov§ jako oxidaļn² ļinidlo mŢģe kromŊ hydrolytick® reakce zpŢsobit i oxidaci 

nŊkterĨch l§tek. Tedy pokud je c²lem testov§n² zjistit rozkladn® produkty vznikl® 

v kysel®m prostŚed² je vhodn® pouģ²t sp²ġe kyselinu chlorovod²kovou. Pokus se prov§d² 

za laboratorn² teploty, pokud k rozkladu nedoch§z², pouģije se teplota vyġġ². Testov§n² by 

nemŊlo pŚes§hnout 7 dn². KyselĨ nebo z§saditĨ vzorek je pot® neutralizov§n, aby se 

zamezilo dalġ²mu rozkladu. Na obr§zc²ch 2 a 3 je nast²nŊn jeden z moģnĨch postupŢ 

proveden² hydrolĨzy.  
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Obr§zek 2: Proveden² testu kysel®/z§sadit® hydrolĨzy (33). 

 

 

Obr§zek 3: Proveden² testu kysel®/z§sadit® hydrolĨzy (33). 

 

Oxidace 

Pro ¼ļely oxidace se nejļastŊji vol² jako ļinidlo peroxid vod²ku. Lze pouģ²t i jin§ oxidaļn² 

ļinidla, kovy nebo termick® inici§tory, mezi kter® patŚ² napŚ²klad azodiisobutyronitril. 

Oxidace se zpravidla prov§d² s peroxidem vod²ku 0,1-3%, pŚi neutr§ln²m pH a pokojov® 

teplotŊ po dobu 7 dn². Funkļn² skupiny podl®haj²c² oxidaci jsou napŚ²klad aminy, sulfidy 

a fenoly za vzniku N-oxidŢ, hydroxylaminu, sulfonŢ a sulfoxidŢ. Oxidaļn² reakce jsou 

citliv® na reakļn² podm²nky (teplota, koncentrace, katalyz§tory), koneļnĨm produktem 

tŊchto reakc² mŢģe bĨt aģ oxid uhliļitĨ. Na obr§zku 4 je nast²nŊn jeden z moģnĨch 

postupŢ proveden² oxidace.  
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Obr§zek 4: Postup proveden² testu oxidace (33). 

 

Vliv tepla 

Testov§n² vlivu zvĨġen® teploty (such® teplo anebo vlhk® teplo, kde se poļ²t§ i s vlivem 

hydrolĨzy) by mŊlo bĨt provedeno za vyġġ² teploty neģ u zrychlen® stabilitn² studie. 

Doporuļuje se rozmez² 40-80 ÁC. Vzorky l®ļiv® substance a l®ļiv®ho pŚ²pravku pevn® 

l®kov® formy by mŊly bĨt vystaveny such®mu, a i vlhk®mu teplu. Vzorky l®ļiv®ho 

pŚ²pravku kapaln® l®kov® formy by mŊly bĨt vystaveny such®mu teplu.  

 

Vliv svŊtla (fotostabilita) 

CelĨ proces fotostability je podrobnŊ pops§n ve smŊrnice ICH Q1B (19). VĨsledkem 

testov§n² fotostability je zhodnocen², zda svŊtlo zpŢsob² zmŊny v molekule l®ļiv® l§tky a 

tak® ve sloģen² l®ļiv®ho pŚ²pravku (34). Na obr§zku 5 je nast²nŊn jeden z moģnĨch 

postupŢ proveden² testu, tak® vych§zej²c² ze smŊrnice ICH Q1B.  

 

 

Obr§zek 5: Proveden² testu sledov§n² vlivu svŊtla (33). 
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Jak uģ bylo uvedeno vĨġe, smŊrnice ICH Q1B  se zabĨv§ tematikou testov§n² vlivu svŊtla 

na stabilitu substanc² a l®ļivĨch pŚ²pravkŢ (fotostabilita). Hodnocen² fotostability by mŊlo 

bĨt souļ§st² stresovĨch testŢ. Testov§n² by mŊlo potvrdit, ģe svŊtlo nepŢsob² ģ§dn® zmŊny 

ve vnitŚn² stabilitŊ substance nebo ve stabilitŊ l®ļiv®ho pŚ²pravku. Testov§n² se prov§d² 

s jednou ġarģ² substance nebo l®ļiv®ho pŚ²pravku. Test je doporuļeno prov§dŊt pŚi bŊģn® 

teplotŊ, aby se vylouļil vliv tepla na rozklad, a z§roveŔ je doporuļeno prov®st souļasnŊ 

pokus za stejnĨch teplotn²ch podm²nek, ale za nepŚ²stupu svŊtla. Vzorky by mŊly bĨt 

um²stŊny tak, aby byly oz§Śeny homogennŊ a v co nejniģġ² vrstvŊ. L®ļiv® pŚ²pravky se 

testuj² pŚ²mo bez obalu, v prim§rn²m obalu a obalu pro distribuci. Po ukonļen² testu se 

sleduj² zmŊny ve fyzik§ln²ch vlastnostech (vzhled, barva) a tak® se hodnot² obsah 

rozkladnĨch produktŢ validovanĨmi analytickĨmi metodami. K proveden² testu lze 

pouģ²t jakĨkoliv zdroj svŊtla, kterĨ produkuje vĨstup totoģnĨ s mezin§rodnŊ uzn§vanĨm 

standardem D65/ID65. D65 je simulovan® denn² svŊtlo, ID65 je simulovan® nepŚ²m® 

vnitŚn² osvŊtlen². Lze pouģ²t napŚ²klad umŊl® denn² svŊtlo fluorescenļn² lampy, kter§ 

kombinuje viditeln® a UV z§Śen², nebo xenonovou ļi halogenovou lampu. UV lampa by 

mŊla vyzaŚovat paprsky o vlnov® d®lce od 320 do 400 nm a maxim§ln² energii pŚi vlnov® 

d®lce v rozmez² 350 aģ 370 nm. CelkovĨ osvit by mŊl bĨt minim§lnŊ 1,200000 lx.h. 

D§vka oz§Śen² by nemŊla bĨt v pŚ²padŊ UV svŊtla niģġ² neģ 200 W.h.m-2 (19).  

Farmaceutick® firmy doporuļuj² prov®st test vlivu svŊtla za podm²nek 1-3 kr§t nebo 2-5 

kr§t silnŊjġ² neģ je doporuļen² ICH (21).  

 

3.2.4. Limity rozkladu, d®lka proveden² testov§n² 

PŚedmŊtem diskuz² zŢst§v§, jak moc by mŊla bĨt substance v prŢbŊhu stresovĨch testŢ 

rozloģena. NŊkteŚ² autoŚi a autority povaģuj² za vhodnĨ rozklad 5-15%, pot® by mŊlo bĨt 

testov§n² ukonļeno (34) (36) (37). Jin² popisuj², ģe 10% je dostaļuj²c²ch vzhledem 

k tomu, ģe obsah l®ļiv® l§tky 90% se povaģuje za vyhovuj²c² (17) (18). Rozklad 

maxim§lnŊ 20% substance je povaģov§n za standardn² (38). Rozmez² rozkladu do 20% 

vych§z² z myġlenky, ģe vyġġ² rozklad by uģ mohl v®st k rozkladu vlastn²ch vzniklĨch 

rozkladnĨch produktŢ, coģ nen² ģ§douc² (4) (34). VĨsledky stresovĨch testŢ mus² 

poskytnout reprezentativn² vĨsledky. Na druhou stranu kompletn²m rozkladem substance 

lze z²skat komplexn² pohled na stabilitu substance.  

D®lka a intenzita proveden² stresovĨch testŢ jsou dalġ² diskutabiln² oblast², kter§ nen² 

nikde pŚesnŊ definov§na. PŚi prov§dŊn² testŢ je nutn® si uvŊdomit, ģe kaģd§ l§tka je 

individualita, na kterou budou podm²nky pŢsobit rozd²lnŊ, a je nutn® pŚizpŢsobit stresov® 

podm²nky charakteru individu§ln² l§tky. Pokud k rozkladu l§tky nedoch§z², lze zvolit 

podm²nky agresivnŊjġ². Dalġ²m bodem pro zv§ģen² je, jak dlouho je potŚeba pokraļovat 

v proveden² stresovĨch testŢ, pokud k rozkladu nedoch§z². ObecnŊ se doporuļuje 14 dn² 

pro substance a l®ļiv® pŚ²pravky v roztoku a 3 mŊs²ce pro tuh® substance a l®kov® formy. 

VĨjimkou je oxidace, kterou je vhodn® ukonļit po 24 hodin§ch (34). Fotostabilita se 

prov§d² podle smŊrnice ICH (19). Je vhodn® porovnat vĨsledky stresovĨch testŢ a 
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vĨsledky dlouhodobĨch a zrychlenĨch stabilitn²ch studi² po jejich ukonļen² k ovŊŚen² 

relevantnosti proveden² a vĨsledkŢ stresovĨch testŢ.  

Jak jiģ bylo uvedeno vĨġe, samostatnou kapitolou by mohlo bĨt proveden² stresovĨch 

testŢ pro vŊdeck® ¼ļely a z²sk§n² komplexn² informace o testovan® l§tce. V tŊchto 

pŚ²padech se rozklad neukonļuje a reakļn² kinetika se sleduje aģ do ¼pln®ho rozkladu 

l§tky (34). 

 

3.2.5. Koncentrace substance 

Stresov® testy nejsou poģadov§ny, u jiģ zn§mĨch substanc², pokud je substance popsan§ 

v l®kopisn® monografii vļetnŊ kapitoly o rozkladnĨch produktech (pŚ²buzn® l§tky, 

neļistoty) anebo pokud je informace o stabilitŊ substance podloģen§ dostateļnĨm 

mnoģstv²m informac² v odborn® literatuŚe (3) (21) (23). 

Koncentrace testovan® substance je dalġ²m bodem, kterĨ nen² bl²ģe specifikov§n 

v doporuļen²ch. DŢleģit® je si uvŊdomit, ģe rozkladn® produkty vznikaj² jen ve velmi 

malĨch koncentrac²ch. Z toho vyplĨv§, ģe koncentrace testovan® l§tky by mŊla bĨt 

dostateļnŊ vysok§, aby zvolen§ detekļn² technika umoģnila hodnocen² i rozkladnĨch 

produktŢ. PŚi pŚ²liġ vysok® vĨchoz² koncentraci testovan® substance vġak mŢģe bĨt 

problematick§ jej² rozpustnost (34). Jedno z doporuļen² rad² pouģ²t koncentraci 1 mg/ml 

(21) (33). NŊkteŚ² autoŚi doporuļuj² prov®st testov§n² s koncentrac², kter§ bude 

v zamĨġlen®m l®ļiv®m pŚ²pravku (35).  

 

3.2.6. Stresov® testy ve f§z²ch vĨroby substance 

Farmaceutick® firmy prov§dŊj² stresov® testy bŊhem optimalizace sloģen² l®ļiv®ho 

pŚ²pravku. VĨsledky testŢ jsou vod²tkem k volbŊ pomocnĨch l§tek a obalu. Stresov® testy 

jsou zopakov§ny i s fin§ln²m pŚ²pravkem a substanc² po dokonļen² vĨvojovĨch prac² (34) 

(39). Zat²mco ICH hovoŚ² o uveden² vĨsledkŢ stresovĨch testŢ v celkov®m shrnut² 

informac² o stabilitŊ (6), kter® je souļ§st² registraļn² dokumentace, FDA zdŢrazŔuje 

proveden² stresovĨch testŢ ve druh® nebo tŚet² f§zi klinickĨch testŢ (29).  

C²lem testŢ v prvn² f§zi vĨvoje je z²sk§n² informace o tom, zda je nebo nen² substance 

stabiln². Teprve pŚi zopakov§n² testŢ s fin§ln² substanc² a pŚ²pravkem se provede bliģġ² 

charakterizace rozkladnĨch produktŢ, vļetnŊ stanoven² hladin vĨskytu a popisu moģnĨch 

rozkladnĨch mechanismŢ (39). 

VĨsledky testŢ by mŊly bĨt souļ§st² registraļn² dokumentace pŚ²sluġn®ho l®ļiv®ho 

pŚ²pravku.  
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3.2.7. PŚ²prava vzorku 

Jedn²m krokem je vytvoŚen² vzorkŢ za podm²nek stresovĨch testŢ a t²m druhĨm je 

vyhodnocen² rozkladnĨch produktŢ, kter® bŊhem testov§n² vznikly. Lze analyzovat 

jednotliv® vzorky samostatnŊ a druhĨm zpŢsobem je analyzov§n² smŊsi vzorkŢ (smŊs 

vzorkŢ z jednotlivĨch zkouġek). Prvn² zpŢsob je ļasovŊ n§roļnŊjġ², ale z²sk§me tak 

informace o rozkladnĨch produktech vznikaj²c²ch bŊhem jednotlivĨch testŢ. U druh®ho 

zpŢsobu hroz² vznik pseudo rozkladnĨch produktŢ vlivem smŊsi stresovĨch faktorŢ po 

sm²ch§n² vzorkŢ (21). PŚed vlastn² analĨzou je zpravidla potŚeba upravit napŚ²klad pH 

vzorku (neutralizace u kyselĨch nebo z§saditĨch vzorkŢ nebo naŚedŊn² mobiln² f§z²) (21). 

 

3.2.8. Rozkladn® reakce a mechanismy 

Ze struktury, zejm®na z charakteristickĨch funkļn²ch skupin, lze navrhnout 

pŚedpokl§dan® reakļn² mechanismy. Velk® mnoģstv² novĨch substanc² je strukturn² 

obmŊnou l§tek st§vaj²c²ch, a proto ze znalosti stability tŊchto l§tek lze navrhnout i 

rozkladnou cestu novĨch deriv§tŢ (35).  

NejļastŊji prob²haj²c² reakce jsou reakce hydrolytick® a oxidaļn². K hydrolytick®mu 

rozkladu jsou n§chyln® l§tky typu esterŢ, amidy, anilidy a karbam§ty, ale i laktony, 

thiostery a thioamidy a dalġ². Na oxidaci jsou citliv® pŚedevġ²m slouļeniny obsahuj²c² ve 

sv® molekule n§sobn® vazby (nenasycen® mastn® kyseliny, terpeny), oxidaci podl®haj² 

aldehydy, ketony, fenoly, terci§rn² aminy a dalġ² skupiny l§tek. Oxidace je ļasto spojena 

s pŚijet²m kysl²ku nebo s odebr§n²m vod²ku. L§tka se oxiduje t²m snadnŊji, ļ²m m§ menġ² 

redoxn² potenci§l, a tak se bude jej² oxidace pŚi vyġġ²m pH zrychlovat (redoxn² potenci§l 

se zmenġuje zvĨġen²m pH). Oxidaci vzduġnĨm kysl²kem ovlivŔuje kromŊ pH i svŊtlo, 

teplo, katalyticky pŢsob² tŊģk® kovy. Ke zmŊnŊ optick® aktivity doch§z² u chir§ln²ch 

l§tek. PŚi racemizaci se opticky aktivn² slouļenina mŊn² na smŊs enantiomerŢ. PŚitom 

jeden z enantiomerŢ mŢģe m²t odliġnĨ farmakodynamickĨ efekt, coģ se projev² ztr§tou 

¼ļinnosti (33). V tabulce 3 jsou uvedeny nŊkter® moģn® reakce rozkladu u nŊkterĨch 

funkļn²ch skupin. Rozkladn® mechanismy v roztoku se mohou liġit od mechanismŢ 

prob²haj²c²ch pŚi testov§n² v pevn® formŊ, proto je vhodn® prov§dŊt testov§n² u obou 

forem substance, je-li to moģn® (21).  
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Tabulka 3: Rozkladn® reakce u vybranĨch funkļn²ch skupin (33) 

Funkļn² skupina Rozkladn§ reakce Produkt reakce 

ester hydrolĨza karboxylov§ kyselina a alkohol 

amid hydrolĨza karboxylov§ kyselina a amin 

lakton hydrolĨza otevŚen² kruhu, karboxylov§ kyselina 

imid hydrolĨza otevŚen² kruhu 

alkylchlorid hydrolĨza alkohol 

thiol oxidace tvorba S-oxidŢ nebo disulfidu 

thioether oxidace S-oxid 

Bi- a tricyklick® fenolick® slouļeniny oxidace dimerizace 

polyhydroxybenzen oxidace chinon 

thiazin oxidace S-oxid 

 

3.2.9. Stresov® testy biologickĨch a biotechnologickĨch l®ļiv 

Biol®ļiva jsou sloģitŊjġ² struktury neģ chemick§ l®ļiva a jsou zde i nŊkter® specifika 

k pŚ²stupu proveden² stresovĨch testŢ a jejich hodnocen² (40). 

Stabilita biol®ļiv je jedn²m z limituj²c²ch faktorŢ jejich pouģit² v praxi a jejich registrace. 

Stabilitu lze rozdŊlit na chemickou a fyzik§ln². Fyzik§ln² stabilita souvis² s prostorovĨm 

uspoŚ§d§n²m molekuly. NapŚ²klad vlivem teploty mŢģe doj²t k rozbalen² proteinŢ, 

disociaci, denaturaci, agregaci, nebo precipitaci v molekule biol®ļiva. Chemick§ stabilita 

souvis² se zmŊnami v chemickĨch kovalentn²ch vazb§ch molekuly, kter® jsou vyvolan® 

rŢznĨmi rozkladnĨmi reakcemi, jako jsou napŚ²klad oxidace, redukce, deaminace a 

hydrolĨza (33) (41). 

U kaģd® proveden® zkouġky je vhodn® se pŚedem zamyslet nad t²m, kter§ Ăm²stañ 

v molekule biol®ļiva jsou n§chyln§ k nŊkterĨm reakc²m. Hlavn² rozkladn® reakce, ke 

kterĨm mŢģe bŊhem testov§n² doj²t, jsou shrnuty v n§sleduj²c²ch odstavc²ch. 

ĂZranitelnĨmñ m²stem proteinŢ a peptidŢ jsou aminokyseliny a tak® jejich poŚad² 

v ŚetŊzci, tedy prim§rn² struktura. Deaminace je jednou z hlavn²ch rozkladnĨch reakc²ch 

prob²haj²c²ch u peptidŢ a proteinŢ. Deaminaci mŢģe vyvolat zmŊna hodnoty pH a zvĨġen§ 

teplota. Nejv²ce n§chyln® aminokyseliny k deaminaci jsou glutamin a asparagin.  

Sklon k oxidaci je vysokĨ u aminokyselin methionin a cystein, vzhledem k pŚ²tomnosti 

molekuly s²ry. Oxidace methioninu a cysteinu vede ke vzniku sulfoxidu a sulfonu. 

K oxidaci jsou n§chyln® i histidin, tyrosin a tryptamin. Jako oxidaļn² ļinidla se pouģ²v§ 

peroxid vod²ku a tert-butylhydroperoxid (t-BHP). Oxidaļn² reakce nŊkterĨch 

aminokyselin mŢģe bĨt katalyzov§na ionty kovŢ.  

Ļastou reakc² je i hydrolĨza. Reakļn² m²sto n§chyln® k hydrolĨze je dvojice asparagov§ 

kyselina-glycin nebo prolin. Asparagov§ kyselina a serin maj² sklon k tvorbŊ imidu, coģ 

mŢģe v®st aģ k pŚeruġen² ŚetŊzce aminokyselin.  
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Dalġ²m reakļn²m mechanismem je i izomerizace. Asparagin a asparagov§ kyselina 

podl®haj² izomerizaci za tvorby cyklick®ho sukcinimidu a n§slednŊ aspartylu a 

isoaspartylu.  

U monoklon§ln²ch protil§tek je dŢleģitĨm faktorem rozkladu teplota a oxidace, kdy 

doch§z² k fragmentaci molekuly, v bazick®m prostŚed² doch§z² k agregaci nebo 

deaminaci.  

Terci§rn² struktura b²lkovin hraje dŢleģitou roli nejenom v jejich biologick® aktivitŊ, ale 

tak® ovlivŔuje jejich rozpustnost, sklon k agregaci a povrchov® aktivitŊ. Tato struktura je 

termodynamicky stabiln² v urļit®m rozmez² fyzik§ln²ch podm²nek. ZahŚ§t²m vzorku, 

zmŊnou pH, pŚid§n²m nŊkterĨch chaotropn²ch ļinidel (moļovina), konzervaļn²ch l§tek a 

sol² mŢģe doj²t ke zmŊn§m nativn² prostorov® struktury b²lkovin, tedy k denaturaci. 

Proteiny jsou z podstaty nestabiln² a snadno podl®haj² tvorbŊ inaktivn²ch agreg§tŢ 

shrom§ģdŊn²m nativn²ch nebo strukturnŊ naruġenĨch proteinŢ, kter® pak tvoŚ² neaktivn² 

struktury. NŊkter® chemick® rozkladn® reakce mohou pokraļovat ve fyzik§ln² nestabilitu 

b²lkovin. PŚ²kladem mŢģe bĨt oxidace histidinu a tyrosinu, kter§ mŢģe v®st k agregaci a 

precipitaci (41).  

StejnŊ jako u malĨch molekul, je pŚi proveden² stresovĨch testŢ kladen dŢraz zejm®na na 

rozsah rozkladnĨch reakc², zjiġtŊn² rozkladn®ho mechanismu a zabr§nŊn² vzniku 

sekund§rn²ch rozkladnĨch produktŢ, kter® jsou rozd²ln® od re§lnĨch podm²nek 

dlouhodobĨch a zrychlenĨch stabilitn²ch studi².  

Jak jiģ bylo uvedeno vĨġe, proveden² stresovĨch testŢ u biol®ļiv se vŊnuje smŊrnice ICH 

Q5C (10). V kapitole vŊnovan® zrychlenĨm a stresovĨm testŢm je ve smŊrnici uvedeno, 

ģe vĨbŊru podm²nek pro proveden² stresovĨch testŢ by mŊla bĨt vŊnov§na pozornost 

ĂpŚ²pad od pŚ²paduñ, tedy individu§lnŊ u kaģd®ho biol®ļiva (10). U biol®ļiv je 

doporuļeno sledovat vliv hydrolĨzy, vliv teploty, prŢbŊh oxidace, deaminace, 

fotostabilitu, hodnotit mechanickĨ stres a prŢbŊh cyklu opakovan®ho t§n² a mraģen². 

Biol®ļiva podl®haj² v r§mci testŢ rŢznĨm rozkladnĨm mechanismŢm v z§vislosti na 

pod²lu reaktivn²ch skupin v molekule (4) (18) (41). 
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3.3. Stabilitu indikuj²c² metoda 

 

Stabilitu indikuj²c² metoda (Ăstability indicating methodñ, Ăstability-indicating assayñ, 

SIM) je validovan§ analytick§ metoda, kter§ je schopna pŚesnŊ a spr§vnŊ hodnotit pokles 

obsahu ¼ļinn® l§tky v ļase, a kter§ je d§le schopna odliġit neļistoty od ¼ļinn® l§tky (4) 

(18) (38). Stabilitu indikuj²c² metoda pŚesnŊ mŊŚ² obsah ¼ļinn® l§tky bez interferenc² 

rozkladnĨch produktŢ, neļistot z vĨroby, pomocnĨch l§tek a ostatn²ch potenci§ln²ch 

neļistot (28). Stabilitu indikuj²c² metoda napom§h§ vytvoŚen² vhodn® l®kov® formy a 

stanoven² podm²nek skladov§n² l®ļiv®ho pŚ²pravku. DŢleģitĨm vod²tkem pro vĨvoj 

tŊchto metod jsou vĨsledky stresovĨch testŢ (kapitola Stresov® testy) (36).  

V prŢbŊhu vĨvoje stabilitu indikuj²c² metody je dŢleģit® zvolit, kter® rozkladn® produkty 

jsou relevantn² pro dalġ² hodnocen², to znamen§, kter® by vznikly i bŊhem zrychlenĨch a 

dlouhodobĨch stabilitn² studi². DŢleģitou souļ§st² je i identifikace pravdŊpodobnĨch 

rozkladnĨch produktŢ, kter® vznikly bŊhem stresovĨch testŢ, metodami s vysokĨm 

rozliġen²m a stanoven² jejich obsahu v prŢbŊhu stabilitn²ch studi² (42). 

ICH smŊrnice se tak® vŊnuj² t®matice stabilitu indikuj²c²ch metod. V dokumentech je 

uvedeno, ģe analytick® metody pro stanoven² obsahu aktivn²ch substanc² a neļistot maj² 

bĨt selektivn² validovan® stabilitu indikuj²c² (6) (15) (43). Bliģġ² definice v dokumentech 

chyb². EMA se odkazuje na ICH smŊrnice.  

NŊkteŚ² autoŚi rozliġuj² selektivn² a specifickou stabilitu indikuj²c² metodu. Specifick§ je 

schopna jednoznaļnŊ hodnotit obsah ¼ļinn® substance v pŚ²tomnosti rozkladnĨch 

produktŢ, neļistot a pomocnĨch l§tek. Selektivn² metoda je schopna jednoznaļnŊ stanovit 

obsah ¼ļinn® substance a jej²ch rozkladnĨch produktŢ v pŚ²tomnosti vġech ostatn²ch 

neļistot, pomocnĨch l§tek a podobnŊ (35).   

AŠ uģ je do metody zahrnuto hodnocen² pouze ¼ļinn® substance nebo jsou zahrnuty i 

rozkladn® produkty, vģdy mus² bĨt selektivn² pro sledovanou substanci. 

T®matika stresovĨch testŢ a vĨvoje stabilitu indikuj²c²ch metod je ġiroce diskutovan§ 

v odborn® literatuŚe. Pouze mal§ ļ§st prac² je opravdu stabilitu indikuj²c², postihuj²c² 

proveden² stresovĨch testŢ v cel®m rozsahu a vŊnuj²c² pozornost vznikaj²c²m rozkladnĨm 

produktŢm (35).  

 

3.3.1. Strategie vĨvoje stabilitu indikuj²c² metody 

Z§kladn² kroky pŚi vĨvoji stabilitu indikuj²c² metody jsou (4) (38): 

¶ PŚ²prava vhodnĨch vzorkŢ pro testov§n² selektivity metody 

¶ Volba vhodn® techniky 

¶ Optimalizace metody 

¶ Validace metody. 
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Na zaļ§tku vĨvoje metody je dŢleģit® stanovit si c²le metody. PotŚeba je zhodnotit, jak® 

citlivosti je potŚeba dos§hnout a kolik neļistot bude nebo by mŊlo bĨt do studie zahrnuto 

a podobnŊ. 

Nem®nŊ dŢleģitĨm krokem je studium fyzik§lnŊ chemickĨch vlastnost² c²lov® substance 

(polarita, molekulov§ hmotnost, acidobazick® vlastnosti), studium struktury substance 

vzhledem k moģnĨm rozkladnĨm cest§m jeġtŊ pŚed zapoļet²m vĨvoje metody, proveden² 

stresovĨch testŢ, identifikace a charakterizace rozkladnĨch produktŢ a tak® vytvoŚen² 

podrobn® liter§rn² reġerġe o dan® substanci.  

 

3.3.2. PŚ²prava vzorku 

PŚ²prava vhodn®ho vzorku pro vĨvoj selektivitu indikuj²c² metody je kl²ļov§ pro 

hodnocen² selektivity metody. Je potŚeba hodnotit vzorky substance a l®ļiv®ho pŚ²pravku, 

kter® obsahuj² tak® rozkladn® produkty substance. Zpravidla je vhodn® vzorek substance 

a l®ļiv®ho pŚ²pravku podrobit stresovĨm testŢm a zrychlen® stabilitn² studii (4) (18). 

Vzorek pro vĨvoj metody tedy nen² jeden, ale je to cel§ s®rie vzorkŢ substance a l®ļiv®ho 

pŚ²pravku, kter® byly podrobeny stresovĨm podm²nk§m (38). 

Ned²lnou souļ§st² hodnocen² l®ļivĨch pŚ²pravkŢ je tak® jejich ¼prava pŚed vlastn²m 

analytickĨm stanoven²m. PŚ²prava vzorku mus² bĨt dostateļnŊ selektivn² a nedestruktivn² 

na c²lov® analyty, mŊla by zahrnovat co nejm®nŊ krokŢ. Mezi konvenļn² zpŢsoby ¼pravy 

vzorku patŚ² pŚ²m§ extrakce rozpouġtŊdlem, extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a 

extrakce na tuhou f§zi (SPE). Modern² trendy v pŚ²pravŊ vzorku si kladou za c²l zkr§tit 

ļas potŚebnĨ pro pŚ²pravu vzorku, sn²ģit objem pouģ²vanĨch organickĨch rozpouġtŊdel, 

sn²ģit spotŚebu vzorku, zvĨġit selektivitu procesu a umoģnit automatizaci cel®ho postupu. 

Jedn²m z moģnĨch postupŢ automatizace je pouģit² on-line SPE HPLC.  

 

3.3.3. Volba techniky  

Hlavn²m c²lem je vĨbŊr techniky a optimalizace metody, zejm®na smŊrem k selektivitŊ a 

citlivosti, aby bylo zajiġtŊno, ģe vġechny sledovan® analyty budou oddŊleny a n§leģitŊ 

detekov§ny. PŚi volbŊ techniky je nutn® si uvŊdomit, ģe obsah rozkladnĨch produktŢ a 

ostatn²ch neļistot je mnohon§sobnŊ niģġ² neģ obsah c²lov® substance. VĨbŊr metody se 

odv²j² od charakteru substance, a i l®ļiv®ho pŚ²pravku.  

Metodami volby jsou metody separaļn², v prvn² ŚadŊ HPLC /UHPLC, a to na reverzn² 

f§zi. HPLC techniku lze pouģ²t pro hodnocen² velk®ho mnoģstv² substanc². HPLC 

v z§vislosti na zvolen® detekļn² technice umoģŔuje dosaģen² potŚebn® citlivosti metody. 

UHPLC vynik§ zejm®na v rychlosti separace, rozliġen², citlivosti a v kombinaci s PDA 

detektorem nebo ve spojen² s hmotnostn² spektrometri² se st§v§ silnou technikou pro 

stabilitu indikuj²c² metody (4).  
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K vĨhod§m HPLC patŚ² kompatibilita s vodnĨmi i organickĨmi rozpouġtŊdly, vysok§ 

pŚesnost a spr§vnost, moģnost analyzovat i termolabiln² a pol§rn² slouļeniny, variabiln² 

citlivost v souvislosti se zvolenou detekļn² technikou. Dalġ² vĨhodou HPLC je, ģe lze 

z²skat nejenom pŚedstavu o klesaj²c² koncentraci sledovan®ho analytu, ale i o rostouc²m 

obsahu rozkladnĨch produktŢ v prŢbŊhu ļasu (4) (44).  

V menġ² m²Śe se vyuģ²vaj² i jin® m·dy kapalinov® chromatografie, napŚ²klad na 

norm§ln²ch f§z²ch, iontovŊ vĨmŊnn§ chromatografie a hydrofiln² interakļn² 

chromatografie (HILIC) (44). 

Sv® m²sto mezi technikami pouģ²vanĨmi pro vĨvoj tohoto typu metod zaļ²n§ zauj²mat i 

superkritick§ fluidn² chromatografie (SFC). SFC je separaļn² metoda, kde mobiln² f§z² je 

kapalina v superkritick®m stavu (oxid uhliļitĨ). D²ky unik§tn²m vlastnostem mobiln² f§ze 

umoģŔuje SFC velmi rychlou analĨzu vzorkŢ Ś§dovŊ v nŊkolika minut§ch (4).  

Pro ¼ļely vĨvoje stabilitu indikuj²c² metody nebĨv§ vhodn® zvolit plynovou 

chromatografii (GC). GC nen² univerz§ln² metoda, je vhodn§ pro tŊkav® analyty nebo 

l§tky, kter® lze vhodnŊ derivatizovat. Tyto faktory omezuj² jej² pouģit² pŚi hodnocen² 

stability l§tek (4) (35).  

Vyuģit² tenkovrstv® chromatografie (TLC) jako stabilitu indikuj²c² metody ustupuje do 

pozad², zejm®na z dŢvodu problematick®ho kvantitativn²ho hodnocen² (35). 

Vysoko¼ļinn§ tenkovrstv§ chromatografie (HPLTC) by mohla vyŚeġit problematickou 

oblast TLC, zejm®na v pŚ²padech, kdy nen² potŚeba separovat v²ce analytŢ. Je to metoda 

finanļnŊ nen§roļn§, spolehliv§, nen§roļn§ na spotŚebu organickĨch rozpouġtŊdel, 

nicm®nŊ ani HPTLC vedouc² pozici HPLC urļitŊ neohroz².  

Kapil§rn² elektrofor®za m§ sice Śadu vĨhod, mezi kter® patŚ² pomŊrnŊ dobr§ citlivost a 

vysok§ separaļn² ¼ļinnost, ale na druh® stranŊ ļasto niģġ² pŚesnost a robustnost. 

Spektroskopick® metody, jako je UV spektrofotometrie a fluorimetrie, nejsou pro vĨvoj 

stabilitu indikuj²c² metody vhodn®, vzhledem k jejich n²zk® selektivitŊ. NŊkteŚ² autoŚi 

pouģili i NMR (4) (36).  

VĨznamnou roli hraj² i tandemov® techniky. PŚedevġ²m n²zk® koncentrace rozkladnĨch 

produktŢ, kter® se vyskytuj² ve vzorc²ch, a snaha zvĨġit spolehlivost identifikace 

separovanĨch sloģek a zvĨġen² separaļn² ¼ļinnosti vedlo analytick® chemiky ke kroku 

kombinovat rŢzn® vysoko¼ļinn® separaļn² techniky a citliv® detekļn² techniky. Prvn² 

skupinu tandemovĨch technik tvoŚ² metody zaloģen® na kombinaci dvou separaļn²ch 

mechanismŢ s c²lem zvĨġit separaļn² ¼ļinnost cel®ho syst®mu (dvourozmŊrn§ 2D HPLC 

nebo GC). Druh§ skupina vyuģ²v§ spektrometrick® techniky jako detekļn² metody 

v chromatografii (LC-MS, GC-MS, LC-MS/MS, LC-NMR) (4) (35) (45). 

V dalġ² ļ§sti (optimalizace metody, validace) se bude pr§ce vŊnovat shrnut² jednotlivĨch 

krokŢ, kter® zahrnuj² optimalizaci HPLC metody pro vĨvoj spolehliv® stability indikuj²c² 

metody. 
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3.3.4. Optimalizace metody 

Optimalizace metody se prov§d² s c²lem dos§hnout co nejlepġ² separace vġech analytŢ 

v co nejkratġ²m ļase, s pouģit²m robustn² metody a vhodn® detekļn² techniky. Jak jiģ bylo 

uvedeno vĨġe, oļek§van§ hladina vĨskytu rozkladn®ho produktu je v oblasti 0,05% 

sledovan® l§tky. PŚi optimalizaci metody je potŚeba dos§hnout separace sledovan® l§tky 

a ostatn²ch neļistot alespoŔ na z§kladn² linii (parametr rozliġen² vyġġ² neģ 1,5).  

Kroky, kter® je potŚeba optimalizovat jsou: 

¶ vĨbŊr vhodn® stacion§rn² f§ze 

¶ vĨbŊr mobiln² f§ze a separaļn²ho modu 

¶ vĨbŊr vhodn® detekļn² techniky. 

Optimalizaci metody je moģn® prov®st experiment§lnŊ krok za krokem anebo s vyuģit²m 

nŊkterĨch z optimalizaļn²ch chromatografickĨch programŢ (Chromsword, Drylab). 

Zpravidla je vhodn® postupovat tak, ģe se nejprve provede prvotn² screening podm²nek 

na nŊkolika vzorc²ch (ze stresovĨch testŢ) a slep®m vzorku. Vhodn® je vych§zet z liter§rn² 

reġerġe a vlastn²ch zkuġenost². Volba stacion§rn² a mobiln² f§ze spolu ¼zce souvis² a ļasto 

se prol²naj². Vhodn® je pouģ²t napŚ²klad tŚi rŢzn® stacion§rn² f§ze (napŚ²klad C8, C18 a 

kyano) a kombinovat je s rŢznĨm sloģen²m mobiln² f§ze (dva organick® modifik§tory ï 

methanol a acetonitril a dva pufry ï kysel® a bazick® pH) pomoc² automatick®ho vĨvoje 

metody. Na z§kladŊ vĨsledkŢ se provede doladŊn² podm²nek. PŚi t®to fin§ln² optimalizaci 

metody je vģdy vhodn® mŊnit postupnŊ pouze jeden parametr metody, ne najednou v²ce 

podm²nek, neģ se dos§hne poģadovan® separace. Optimalizovanou metodou by se mŊlo 

dos§hnout vyhovuj²c² separace vġech sledovanĨch analytŢ, pŚi vysok® ¼ļinnosti, 

dostateļn® selektivitŊ a za co nejkratġ² doby analĨzy (4) (44).  

Podle charakteru analyzovan® substance, zejm®na fyzik§lnŊ chemickĨm vlastnostem, se 

zvol² vhodnĨ chromatografickĨ syst®m ï norm§ln² f§ze, reverzn² f§ze, iontovŊ vĨmŊnn§ 

chromatografie nebo HILIC. 

 

VĨbŊr stacion§rn² f§ze 

PŚi vĨbŊru stacion§rn² f§ze je potŚeba zv§ģit vhodnost sorbentu pro zamĨġlen® uģit² 

s ohledem na pH mobiln² f§ze, teplotu separace, poģadovanou ¼ļinnost a rychlost 

separace a tlakovĨch moģnost² pouģit® instrumentace (HPLC/UHPLC) (46).  

NejvŊtġ² skupinu analytŢ tvoŚ² n²zkomolekul§rn² substance. Podle polarity substance se 

pro separaci zvol² norm§ln² nebo reverzn² f§ze (logP Ó 1). Pro mal® pol§rn² molekuly by 

byl vhodnĨm syst®mem HILIC (46).  

St§le nejv²ce pouģ²vanĨm syst®mem je chromatografie na reverzn²ch f§z²ch a stacion§rn² 

f§ze na b§zi modifikovan®ho silikagelu (chemicky v§zan§ stacion§rn² f§ze) (4). Vhodnost 
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sorbentu je urļena selektivitou sorbentu a jejich porovn§n² lze prov®st experiment§lnŊ. 

NejļastŊji pouģ²vanou f§z² je C18 nebo C8. S ostatn²mi modifikacemi (fenylov§ f§ze, 

pentafluorofenyl, diolov§ f§ze, propylaminov§ f§ze) se v pŚ²padŊ stabilitu indikuj²c²ch 

metod pŚ²liġ nesetk§v§me.  

VhodnĨ rozmŊr kolony souvis² s n§roļnost² separace a poģadovanou rychlost² analĨzy. 

D®lka kolony a jej² vnitŚn² prŢmŊr ovlivŔuj² rozliġen², ġ²Śku p²ku, mez stanovitelnosti a 

tlakovĨ sp§d na kolonŊ (46). Ļasto pouģ²vanou d®lkou kolony je kolona o d®lce 25 cm 

nebo 15 cm. Kratġ² kolony se pouģ²vaj² m®nŊ, s d®lkou kolony se sniģuje ¼ļinnost kolony 

a rozliġen². AutoŚi prac² se pŚikl§nŊj² k pouģit² kolon o velikosti ļ§stic 5 Õm, zŚ²dka 

dokonce i k 7 Õm a 10 Õm, neģ ke kolon§m s ļ§sticemi 3 Õm, povrchovŊ por®zn²m 

ļ§stic²m nebo monolitickĨm kolon§m, pŚestoģe se sniģuj²c² se velikost² ļ§stic doch§z² 

k n§rŢstu ¼ļinnosti syst®mu. Kolony se sorbenty s ļ§sticemi o velikosti m®nŊ neģ 2 Õm 

se pouģ²vaj² pro UHPLC syst®m.  

Z vĨġe uveden®ho vyplĨv§, ģe autoŚi stabilitu indikuj²c²ch metod se pŚ²liġ nepouġtŊj² do 

experimentov§n² se stacion§rn²mi f§zemi a ļasto vych§zej² z l®kopisnĨch metod. Tato 

skuteļnost mŢģe bĨt vysvŊtlena tak® t²m, ģe cel§ Śada tŊchto metod je vyv²jena pro bŊģnou 

analytickou praxi farmaceutickĨch firem (u kterĨch mŢģe bĨt omezen vĨbŊr stacion§rn²ch 

f§z²) a dlouhodob® pouģit² pro kontrolu kvality. Z dlouhodob®ho pohledu jsou klasick® 

C18 stacion§rn² f§ze vyzkouġen®, robustn² a dlouhodobŊ stabiln². I to mŢģe bĨt dŢvod pro 

jejich st§le ġirok® vyuģit² (4) (18) (36).  

 

VĨbŊr mobiln² f§ze 

Volba vhodn®ho sloģen² mobiln² f§ze z§vis² na typu analyzovan® l§tky a jej²ch fyzik§lnŊ-

chemickĨch vlastnostech, zvolen®m typu detekce, chromatografick®m m·du a zvolen® 

stacion§rn² f§zi (46). 

PŚi vĨvoji a optimalizaci stabilitu indikuj²c² metody se d²ky sv® univerz§lnosti pouģ²v§ 

separace na reverzn²ch f§z²ch. PŚi reverzn² eluci je mobiln² f§ze pol§rn² a stacion§rn² f§ze 

m§ nepol§rn² charakter. PŚi reverzn² eluci se jako mobiln² f§ze pouģ²vaj² organick§ 

rozpouġtŊdla ve smŊsi s vodou nebo pufrem o vhodn®m pH. PŚi spojen² s tandemovou 

hmotnostn² spektrometri² je zpravidla nutn® pŚidat do mobiln² f§ze vhodn® aditivum 

(kyselina mravenļ², octan amonnĨ) z dŢvodu podpory ionizace v iontov®m zdroji.  

Teplota termostatŢ se zpravidla vol² v rozmez² 25-35 ÁC. Pouģit²m teploty lze upravit 

selektivitu metody. 

Pro poļ§teļn² optimalizaci metody je vhodnĨ delġ² gradient. Na z§kladŊ vĨsledkŢ se z²sk§ 

pohled na retenļn² vlastnosti substance a rozkladnĨch produktŢ a na selektivitu metody. 

PostupnŊ se pak mŊn² sloģen² mobiln² f§ze, pH, prŢtok mobiln² f§ze, teplota a profil 

gradientu, nebo se zvol² izokratick§ eluce. U l§tek iontov® povahy se retence zvĨġ² 

potlaļen²m disociace. U organickĨch kyselin dojde k potlaļen² disociace sn²ģen²m 

hodnoty pH na hodnotu 2-5 a u organickĨch b§z² zvĨġen²m na hodnotu pH 8-10 (46).  
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Pro poļ§teļn² f§zi vĨvoje se obvykle se doporuļuje pouģ²t gradient s celkovou dobou 

analĨzy ne delġ², neģ je 2,5n§sobek retenļn²ho ļasu c²lov®ho analytu (35), ļasto se 

doporuļuje doba analĨzy ne delġ² neģ 15-20 minut (36). U gradientov® eluce se upravuje 

poļ§teļn² koncentrace organick® sloģky mobiln² f§ze, strmost gradientu a prŢbŊh 

gradientu. Izokratick§ eluce je vĨhodnŊjġ² z pohledu, ģe nen² potŚeba ļas pro reekvilibraci 

kolony, na druhou stranu komplexn² analĨza substanc² a jejich rozkladnĨch produktŢ 

obvykle vyģaduje pr§vŊ gradientovou eluci umoģŔuj²c² Ănastavitñ selektivitu podle 

potŚeby. Ļasto se vyskytuje situace, kdy molekula substance m§ nepol§rn² charakter a 

pŚedpokl§dan® rozkladn® produkty budou mal® pol§rn² molekuly, i z tohoto dŢvodu je 

vĨhodnŊjġ² pouģ²t gradientovĨ zpŢsob eluce (4) (18) (37) (38) (46) (47). 

 

Detekļn² technika 

Detektorem volby pro stabilitu indikuj²c² metody jsou detektory UV, zejm®na detektor 

diodov®ho pole (PDA). Nicm®nŊ v dneġn² dobŊ uģ ani tento detektor neodpov²d§ 

nejvyġġ²m poģadavkŢm a charakteru metod, kter® ļasto vyģaduj² kombinaci kapalinov® 

chromatografie s hmotnostn² detekc². Je dŢleģit®, aby detekļn² technika byla schopn§ 

odhalit moģn® koeluce l§tky s neļistotou, a aby odezva detekovanĨch l§tek byla 

v line§rn²m rozsahu detektoru (4) (18).  

U analĨz hodnocenĨch HPLC s UV detekc² je nutnost², aby molekula obsahovala ve sv® 

struktuŚe chromofor. Pro z²sk§n² potŚebnĨch vĨsledkŢ je dŢleģitĨm bodem nastaven² 

vhodn® vlnov® d®lky pro hodnocen². PŚi n²zkĨch koncentrac²ch neļistot je vhodn® 

posunout vlnovou d®lku detekce smŊrem k absorpļn²mu maximu neļistot (46).   

Pouģit² univerz§ln²ch detektorŢ (CAD, ELSD, MS) je vhodn® v pŚ²padech, ģe l§tka nebo 

jej² neļistoty neobsahuj² chromofor. V pŚ²padŊ univerz§ln²ch detektorŢ na b§zi aerosolu 

(CAD, ELSD), je nutn® pouģ²t tŊkavou mobiln² f§zi. NevĨhodou je, ģe pŚi pouģit² 

gradientov® eluce je potŚeba zapojit za kolonu dalġ² pumpu z dŢvodu kompenzace 

mobiln² f§ze, aby nedoch§zelo k faleġnŊ vyġġ²m odezv§m detektoru v prŢbŊhu eluce l§tek 

(vyġġ² citlivost detekce je pŚi pouģit² organickĨch rozpouġtŊdel v mobiln² f§zi) (46). PŚi 

detekci hmotnostn² spektrometri² je nutn® pouģ²t tŊkavou mobiln² f§zi upravenou pomoc² 

vhodnŊ zvolen®ho aditiva (kyselina mravenļ², octov§, amoniak, octan amonnĨ). 

Koncentrace aditiva bĨv§ niģġ² neģ pŚi UV detekci, aby se zabr§nilo neģ§douc²mu sn²ģen² 

ionizace l§tky a citlivosti detekce soutŊģen²m o z²skanĨ n§boj mezi l§tkou a pouģitĨm 

aditivem (46). Hmotnostn² spektrometr je dŢleģitou volbou pŚi snaze o identifikaci 

vzniklĨch rozkladnĨch produktŢ. U MS vġak mŢģe nastat situace, kdy koeluj²c² l§tka (aŠ 

uģ substance nebo vĨznamn§ neļistota, l§tka z matrice vzorku) potlaļ² nebo naopak zes²l² 

sign§l odezvy (matricov® efekty). U MS d§le hroz² koeluce u diastereoizomerŢ. PŚi 

kvantifikaci pomoc² MS je nejvhodnŊjġ² pouģ²t izotopicky znaļen® vnitŚn² standardy. LC-

NMR nen² pŚ²liġ pouģ²vanĨm spojen²m, zejm®na z dŢvodu vyġġ² n§roļnosti na 

koncentraci analyzovanĨch l§tek (neļistot) (4) (18) (38).  
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3.3.5. Validace stabilitu indikuj²c² metody 

T®matikou validace analytickĨch metod se ve svĨch doporuļen²ch zabĨv§ ICH, EMA i 

FDA (8) (25) (48). V Ļesk® republice je tak® platnĨ pokyn SĐKLu (11). Testu 

zpŢsobilosti, kterĨ slouģ² k ovŊŚen² pŚimŊŚen® ¼ļinnosti chromatografick®ho syst®mu je 

vŊnov§na kapitola v l®kopisnĨch monografi²ch (13) (49). 

C²lem validace je prok§zat pomoc² experiment§ln²ch dat a jejich hodnocen², ģe analytick§ 

metoda je vhodn§ pro sv® zamĨġlen® pouģit². 

Kompletn² validaci stabilitu indikuj²c² metody je vhodn® prov®st s l§tkou nebo 

pŚ²pravkem definitivn²ho sloģen² a vyrobenĨch jiģ nemŊnnĨm technologickĨm postupem 

a po dokonļen² optimalizace stabilitu indikuj²c² metody. Pokud byla validace provedena 

na pŚ²pravku, u kter®ho byla provedena jeġtŊ zmŊna aŠ uģ ve sloģen² nebo 

v technologick®m postupu, je nutn® prov®st revalidaci metody.  

Jednotliv® autority se liġ² nejenom ve svĨch poģadavc²ch na parametry, kter® mus² bĨt 

souļ§st² validace, ale tak® i v hodnot§ch poģadovanĨch limitŢ a pojmenov§n² 

jednotlivĨch parametrŢ. Jednotliv§ pracoviġtŊ si pŚedem vypracuj² vlastn² pl§n validace 

s definov§n²m jednotlivĨch parametrŢ a s uveden²m vġech limitŢ pro hodnocen². Tento 

pl§n mus² bĨt v souladu s poģadavky autorit.  

Proveden² kompletn² validace se mus² doloģit u kaģd® novŊ vyvinut® analytick® metody. 

PŚi kaģd® zmŊnŊ vĨrobn²ho postupu mus² bĨt provedena revalidace analytick® metody, 

stejnŊ tak pŚi zmŊnŊ sloģen² pŚ²pravku nebo pŚi zmŊnŊnĨch poģadavc²ch na sledovan® 

degradaļn² produkty. Rozsah revalidace je d§n povahou zmŊn.   

Z§znam o validaci (validaļn² zpr§va) dokumentuje jednotliv® kroky proveden² a jejich 

vĨsledky. Souļ§st² validaļn² zpr§vy je uveden² analytick®ho postupu, vļetnŊ postupu 

pŚ²pravy vzorkŢ a standardŢ, charakterizace analytick® metody (u HPLC specifikace 

analytick® kolony, sloģen² mobiln² f§ze, podm²nky detekce apod.) a uveden² pouģitĨch 

matematickĨch vzorcŢ pro vĨpoļet obsahu ¼ļinnĨch l§tek a hodnocen² neļistot. Dalġ² 

kapitolou je test vhodnosti chromatografick®ho syst®mu. Posledn² kapitolou je vlastn² 

validace, kter§ zahrnuje parametry: pŚesnost (opakovatelnost, intermedi§rn² pŚesnost, 

reprodukovatelnost), linearita, spr§vnost, selektivita, limit detekce a kvantifikace a 

robustnost (11). U kaģd®ho parametru je koment§Ś o tom, zda odpov²d§ nebo neodpov²d§ 

stanovenĨm krit®ri²m.  

Definice jednotlivĨch parametrŢ a postupy jejich proveden² nejsou v habilitaļn² pr§ci 

uvedeny. 
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ICH ve sv® smŊrnici Q2(R1) rozliġuje ļtyŚi typy analytickĨch postupŢ (25): 

¶ test totoģnosti 

¶ kvantitativn² hodnocen² obsahu neļistot 

¶ limitn² testy pro kontrolu neļistot 

¶ kvantitativn² hodnocen² obsahu ¼ļinnĨch l§tek ve vzorc²ch l®ļivĨch l§tek a 

pŚ²pravkŢ nebo obsah jinĨch vybranĨch pŚ²tomnĨch l§tek v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch. 

 

ICH smŊrnice d§le obsahuje pŚehled, ve kter®m uv§d², kter® parametry doporuļuje 

otestovat u jednotlivĨch postupŢ (Tabulka 4). Pro test totoģnosti poģaduje pouze 

prok§z§n² selektivity metody a pro limitn² test neļistot test prok§z§n² selektivity a uveden² 

limitu detekce. Pro zbĨvaj²c² dva postupy poģaduje proveden² vŊtġiny validaļn²ch 

parametrŢ (Tabulka 4).  

 

Tabulka 4: Typy analytickĨch postupŢ a k nim doporuļen® doloģen² validaļn²ch 

parametrŢ (25) 

 

Z definice stabilitu indikuj²c²ch metod a z c²lŢ hodnocen² neļistot vyplĨv§, ģe kl²ļovĨm 

parametrem je selektivita. ICH definuje selektivitu jako schopnost metody jednoznaļnŊ 

stanovit sledovanĨ analyt v pŚ²tomnosti ostatn²ch sloģek, kter® mohou bĨt ve vzorku 

pŚ²tomny (napŚ²klad neļistoty, pomocn® l§tky). V pŚ²padŊ testŢ totoģnosti se selektivita 

vztahuje k ovŊŚen² identity analytu. PŚi hodnocen² neļistot se tĨk§ prok§z§n², ģe metoda 

poskytuje pŚesn® vĨsledky obsahu neļistot. U kvantitativn²ch metod zajiġŠuje hodnocen² 

parametru selektivita spr§vn® vyj§dŚen² obsahu analytu ve vzorku (25).  

V pŚ²padŊ kvantitativn²ho stanoven² a hodnocen² neļistot se selektivita dokl§d§ 

pŚedloģen²m reprezentativn²ch chromatogramŢ (v pŚ²padŊ chromatografie). U dvou velmi 

bl²zko eluuj²c²ch l§tek, mŢģe bĨt selektivita uk§z§na pomoc² faktoru rozliġen². Pokud je 

standard neļistoty nebo pomocn® l§tky k dispozici, lze selektivitu hodnotit pomoc² 

Analytick§ 

metoda 

Kvantitativn² 

hodnocen² ¼ļinn® 

l§tky 

Kvantitativn² 

hodnocen² 

neļistot 

Limitn² 

zkouġky pro 

neļistoty 

Test 

totoģnosti 

Parametr validace 

Spr§vnost + + - - 

PŚesnost     

-Opakovatelnost + + - - 

-Intermedi§rn² 

pŚesnost 
+ + - - 

Selektivita + + + + 

Limit detekce  - - + - 

Limit 

kvantifikace 
- + - - 

Linearita + + - - 

Rozsah + + - - 
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z§mŊrn®ho obohacen² (Ăspikov§n²ñ) vzorku ļist® substance nebo pŚ²pravku na vhodnŊ 

zvolen® koncentraļn² ¼rovni tak, aby bylo moģn® prok§zat, ģe stanoven² l§tky nen² 

pŚ²tomnost² neļistoty nebo pomocn® l§tky ve vzorku ovlivnŊno. Pokud nen² k dispozici 

standard neļistoty, prov§d² se hodnocen² selektivity porovn§n²m vĨsledkŢ s jinou 

metodou (napŚ²klad l®kopisnou).  

VhodnĨm parametrem pro prok§z§n² selektivity metody je tak® testov§n² spektr§ln² 

ļistoty p²ku (Ăpeak purityñ) (4). Spektr§ln² ļistota p²ku je matematick® vektorov® 

porovn§n² rozd²lŢ ve spektrech v jednotlivĨch ļ§stech p²ku. Ļistota p²ku se vyhodnocuje 

porovn§n²m parametrŢ limit spektr§ln² ļistoty (Ăpurity thresholdñ) a spektr§ln² ļistota 

p²ku (Ăpurity angleñ). Pro p²k spektr§lnŊ ļistĨ mus² bĨt hodnota purity angle < purity 

threshold (50).  

Dalġ² moģnost² hodnocen² je pomoc² z§mŊrn® zmŊny jednoho nebo nŊkolika parametrŢ 

metody (sloģen² mobiln² f§ze, teplota, pH), kter® zmŊn² selektivitu metody. VĨsledek je 

porovn§n s pŢvodn² metodou. Hodnot² se poļet neļistot na z§znamech a procentu§ln² 

plocha aktivn² substance (37) (38).  
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3.4. Analytick® hodnocen² profilu neļistot 

 

Monitorov§n² profilu neļistot je nezbytnou souļ§st² farmaceutick®ho prŢmyslu a 

technologie vĨroby. I mal§ zmŊna ve vĨrobŊ, v dodavateli vĨchoz²ch surovin, ve zpŢsobu 

skladov§n² a podobnŊ, mŢģe ovlivnit profil neļistot substance. FarmaceutickĨ technolog 

mus² zn§t chov§n² substance a dobŚe vŊdŊt, kter® neļistoty poch§zej² z vĨroby a kter® 

vznikaj² rozkladem substance v prŢbŊhu manipulace s n². T²m nejdŢleģitŊjġ²m c²lem 

procesu sledov§n² a vytvoŚen² profilu neļistot je zajiġtŊn² bezpeļnĨch, ¼ļinnĨch a 

kvalitn²ch l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. Neļistoty obsaģen® v l®ļiv®m pŚ²pravku mohou m²t 

negativn² vliv na zdrav² pacienta, nŊkter® mohou bĨt i toxick®. V posledn² dobŊ je 

vŊnov§na zvĨġen§ pozornost tak® genotoxickĨm neļistot§m.  

Neļistota je definov§na jako jak§koliv sloģka nov® l®ļiv® substance, kter§ nen² 

chemickou entitou definovan§ jako nov§ l®ļiv§ substance (12). Rozkladn® produkty 

mohou bĨt povaģov§ny za podskupinu neļistot (kapitola Definice pojmŢ). 

Neļistoty mohou vznikat v rŢznĨch f§z²ch vĨroby a mohou bĨt rŢzn®ho pŢvodu. 

Kontrolu vĨskytu neļistot je potŚeba prov§dŊt po celou dobu vĨvoje a vĨroby. Neļistoty 

poch§zej²c² z vĨrobn²ho procesu (meziprodukty reakc² nebo vedlejġ² produkty reakc²), se 

mohou st§t zdrojem dalġ²ch neļistot v koneļn®m pŚ²pravku a substanci. Dalġ²mi zdroji 

neļistot mohou bĨt l§tky ¼ļastn²c² se synt®zy (zbytkov§ rozpouġtŊdla), pomocn® l§tky 

l®ļiv®ho pŚ²pravku a obaly (51).  

Ve f§z²ch vĨvoje nelze ani opomenout existenci substanc² ve v²ce neģ jedn® pevn® formŊ 

(napŚ²klad polymorfn² a amorfn² krystaly). Jednotliv® pevn® formy l®ļiv mohou 

vykazovat vĨraznŊ odliġn® fyzik§ln² a chemick® vlastnosti, vļetnŊ barvy, stability, 

rozpustnosti, sypkosti, a biologick® dostupnosti (52). Charakterizace tŊchto forem se 

prov§d² spektr§ln²mi metodami (IR, NMR, Ramanova spektroskopie, optick§ 

mikroskopie) (52). 

V minulosti byla vŊtġina syntetickĨch chir§ln²ch l§tek vyr§bŊna ve formŊ racem§tŢ. 

Obvykle vġak pouze jeden izomer vykazuje terapeutick® ¼ļinky a druhĨ mŢģe v®st ke 

vzniku rozd²lnĨch metabolitŢ a neģ§douc²ch vedlejġ²ch ¼ļinkŢ. V souļasn® dobŊ roste 

poļet substanc² syntetizovanĨch ve formŊ ļistĨch enantiomerŢ. U tŊchto l§tek se 

neģ§douc² enantiomery Śad² mezi neļistoty a jejich vĨskyt by mŊl bĨt monitorov§n (44) 

(53).  

Ve vĨļtu nelze opomenout neļistoty poch§zej²c² z vlastn² substance, vznikaj²c² v prŢbŊhu 

jej²ho skladov§n², tedy rozkladn® produkty. 

Vģdy je potŚeba diskutovat pŢvod neļistoty ï zda poch§z² ze synt®zy nebo zda se jedn§ o 

rozkladnĨ produkt, neļistotu poch§zej²c² z pomocnĨch l§tek a obalu v l®ļiv®m pŚ²pravku, 

i kdyģ hranice nen² vģdy ¼plnŊ ostr§. Zn§t pŢvod neļistoty je dŢleģit® k tomu, abychom 

mohli jej² vĨskyt v substanci nebo pŚ²pravku minimalizovat. V koneļn®m pŚ²pravku je 

nutn® hodnotit rozkladn® produkty nebo doloģit, ģe k rozkladu nedoch§z² (stresov® testy). 
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VytvoŚen² profilu neļistot je komplexn² problematika zahrnuj²c² celou Śadu krokŢ a 

ot§zek, kter® mus² bĨt v prŢbŊhu tvoŚen² profilu zodpovŊzeny. VytvoŚen² profilu neļistot 

zahrnuje detekci, vyhodnocen² struktury a kvantitativn² hodnocen² organickĨch a 

anorganickĨch neļistot, vļetnŊ rozkladnĨch produktŢ a zbytkovĨch rozpouġtŊdel 

v substanci a pŚ²pravku (44).  

V n§sleduj²c²m textu je pozornost vŊnov§na zejm®na organickĨm neļistot§m s dŢrazem 

na rozkladn® produkty. 

ICH,  EMA a FDA pod§vaj² ve svĨch smŊrnic²ch z§kladn² pokyny pro sledov§n² profilu 

neļistot v analyzovanĨch l§tk§ch a pŚ²pravc²ch. Hodnocen²m neļistot v l®ļivĨch 

pŚ²pravc²ch se podrobnŊ zabĨvaj² ICH smŊrnice: Impurities in New Drug Substances 

Q3A(R2) (12), Impurities in New Drug Products Q3B(R2) (14), Impurities: Guideline for 

Residual Solvents Q3C(R6) (54) a Guideline for Elemental Impurities Q3D (55). ICH 

smŊrnice tedy slouģ² jako vĨchoz² podklady pŚi pŚ²pravŊ registraļn² dokumentace v ļ§sti 

tĨkaj²c² se pŚ²tomnosti neļistot v nov® l®ļiv® l§tce nebo l®ļiv®m pŚ²pravku, jejich 

kvalifikace a kvantitativn²ho hodnocen². ĻL 2017 (13), Ph. Eur. 9 (49) a USP 41 (56) se 

tak® zabĨvaj² t®matikou hodnocen² neļistot.  

SmŊrnice ICH diskutuj² pŚ²tomnost neļistot z chemick®ho hlediska a z hlediska 

bezpeļnosti. U l®ļiv® l§tky zahrnuj² rozdŊlen² neļistot a jejich charakterizaci, pravidla 

uv§dŊn² neļistot ve specifikac²ch a tak® podm²nky pro pouģit® analytick® metodiky (12). 

SmŊrnice ICH Q3B(R2) se zabĨv§ pouze neļistotami v nov® l®ļiv® l§tce, kter® jsou 

klasifikov§ny jako rozkladn® produkty ¼ļinn® l§tky nebo reakļn² produkty ¼ļinn® l§tky 

s pomocnĨmi l§tkami nebo s obalovĨm materi§lem. ObecnŊ plat², ģe neļistoty pŚ²tomn® 

v nov® l®ļiv® l§tce nemus² bĨt monitorov§ny v l®ļiv®m pŚ²pravku, pokud nejsou tak® 

rozkladnĨmi produkty (14).  

ICH smŊrnice Q3B(R2) uv§d², ģe analytick® metody pro hodnocen² neļistot maj² bĨt 

validovan® a vhodn® pro detekci a kvantitativn² hodnocen² rozkladnĨch produktŢ. 

Metody by mŊly bĨt selektivn² zejm®na smŊrem k specifikovanĨm a nespecifikovanĨm 

neļistot§m. Pokud jsou na z§znamech jin® p²ky neģ p²ky rozkladnĨch produktŢ (napŚ²klad 

l§tky ze synt®zy substance), maj² bĨt tyto p²ky oznaļeny a jejich pŢvod m§ bĨt diskutov§n 

ve validaļn² dokumentaci (12).  

SmŊrnice tak® pŚedepisuj² limity a opatŚen² pro uv§dŊn² neļistot, pro jejich identifikaci a 

kvalifikaci. Hodnoty jednotlivĨch prahŢ pro neļistoty v l®ļiv® l§tce jsou uvedeny v 

tabulce 5.  

Hodnoty jednotlivĨch prahŢ pro rozkladn® produkty poģadovanĨch smŊrnic² jsou 

uvedeny v tabulce 6. Pro neobvykle toxick® l§tky je vhodn® stanovit niģġ² pr§h. 
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Tabulka 5: Meze uv§dŊn², identifikace a kvalifikace organickĨch neļistot v l®ļivĨch 

l§tk§ch (12) (13)  

Pouģit² Maxim§ln² 

denn² d§vka 

Mez uv§dŊn² Mez 

identifikace 

Mez kvalifikace 

Pro hum§nn² a 

veterin§rn² 

pouģit² 

Ò 2g za den > 0,05% > 0,10% nebo 

denn² pŚ²jem > 

1,0 mg (podle 

toho, co je niģġ²) 

> 0,15% nebo 

denn² pŚ²jem > 

1,0 mg (podle 

toho, co je niģġ²) 

> 2g za den > 0,03% > 0,05% > 0,05% 

Pro veterin§rn² 

pouģit² 

neuvedeno > 0,10% > 0,20% > 0,50% 

 

Tabulka 6: Hodnoty jednotlivĨch prahŢ pro rozkladn® produkty poģadovan® smŊrnic² 

Q3B(R2) (14)  

 
Maxim§ln² 

denn² d§vka 

Mez uv§dŊn² Mez identifikace Mez kvalifikace 

Ò 1 g 0,1%   

>1 g 0,05%   

    

< 1 mg  1,0% nebo 5 ɛg TDI  

1 mg ï 10 mg  0,5% nebo 20 ɛg TDI  

< 10 mg   1,0% nebo 50 ɛg TDI 

10 mg ï 100 mg   
0,5% nebo 200 ɛg 

TDI 

> 10 mg ï 2 g  0,2% nebo 2 mg TDI  

> 2 g  0,10% 0,15% 

Meze rozkladnĨch produktŢ jsou vyj§dŚeny buŅ jako % l®ļiv® l§tky nebo jako TDI 

(total daily intake = celkovĨ denn² pŚ²jem) rozkladn®ho produktu. 

 

Pokud l®kopisn§ monografie obsahuje ļl§nek o substanci, kterĨ zahrnuje i rozkladn® 

produkty s vhodnĨmi limity, provede se hodnocen² podle odpov²daj²c²ho ļl§nku. 

Nicm®nŊ ot§zkou zŢst§v§, zda l®kopisn® ļl§nky vģdy pouģ²vaj² stabilitu indikuj²c² 

metodu, zda obs§hnou vġechny relevantn² neļistoty a zda jsou dostateļnŊ selektivn² pro 

potenci§ln² rozkladn® produkty. SmŊrnice ICH Q7A uv§d², ģe i pŚestoģe je o l§tce 

l®kopisnĨ ļl§nek, mus² bĨt vhodnost metody ovŊŚena (43).  
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Jist® je, ģe vġechny substance a pŚ²pravky, aŠ uģ origin§ln² nebo generick®, mus² bĨt 

kontrolov§ny z dŢvodu vĨskytu neļistot po celou dobu jejich Ăexistenceñ. Tedy od 

vĨroby, pŚes pŚepravu, distribuci, skladov§n² aģ k pod§n² pacientovi. V cel®m prŢbŊhu je 

c²lem z²sk§n² co nejv²ce informac² o moģnĨch neļistot§ch s dŢrazem na vĨskyt 

rozkladnĨch produktŢ. Tyto informace zahrnuj²  (21): 

¶ popis jak neļistoty vznikaj² 

¶ za jakĨch katalytickĨch podm²nek 

¶ v jak®m rozsahu neļistota za danĨch podm²nek vznik§ 

¶ informace o bezpeļnosti neļistot 

¶ kter® z neļistot a v jak®m rozsahu jsou tvoŚeny bŊhem zrychlenĨch a 

dlouhodobĨch stabilitn²ch studi² 

¶ kter® neļistoty jsou kl²ļov®, vyģaduj²c² zvĨġenou pozornost 

¶ specifikace kontroln²ch limitŢ ve fin§ln²m produktu 

¶ upŚesnŊn² vhodn® l®kov® formy, balen² a informace o oznaļen². 

 

DŢleģitĨm aspektem je z²sk§n² co nejv²ce informac² nejenom o fyzik§lnŊ chemickĨch 

vlastnostech l§tky, zahrnuj²c² napŚ²klad pKa, log P, rozpustnost v nŊkterĨch 

rozpouġtŊdlech, ale tak® informace o metod§ch stanoven² a hodnocen² l§tky. Podrobn§ 

reġerġe odborn® literatury usnadn² poļ§tky experimentŢ. Na z§kladŊ chemick® struktury 

a zejm®na na z§kladŊ pŚ²tomnosti nŊkterĨch funkļn²ch skupin je moģn® pŚedpovŊdŊt 

moģn® rozkladn® mechanismy a moģn® rozkladn® produkty (21). Funkļn² skupiny 

podl®haj²c² hydrolĨze jsou napŚ²klad amidy, estery, laktony. Thioly a thioetery podl®haj² 

oxidaci (35).   

Pokud bylo zjiġtŊno, ģe mŢģe vzniknout v²ce rozkladnĨch produktŢ, je nutn® zv§ģit, zda 

je potŚebn® zahrnovat do hodnocen² vġechny produkty. ICH uv§d², ģe nen² nutn® hodnotit 

produkty, kter® nevznikaj² bŊhem zrychlenĨch a dlouhodobĨch stabilitn²ch studi² (6). 

 

3.4.1. Kinetika rozkladnĨch reakc² 

FaktorŢ, kter® mohou ovlivnit kinetiku rozkladnĨch reakc², je cel§ Śada (druh 

rozpouġtŊdla, koncentrace substance, teplota, pH, pŚ²tomnost katalyz§torŢ). VŊtġina 

rozkladnĨch reakc² prob²h§ podle kinetiky nult®ho, prvn²ho nebo pseudoprvn²ho Ś§du 

(51). S reakcemi pseudoprvn²ho Ś§du se setk§v§me pŚi rozkladnĨch reakc²ch ļasto. 

NapŚ²klad pŚi hydrolĨze je voda ve velk®m nadbytku a rychlost reakce tak z§vis² pouze 

na koncentraci sledovan® substance.  
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3.4.2. Kontrola neļistot v l§tk§ch pro farmaceutick® pouģit²  

ĻeskĨ l®kopis ĻL 2017 a EvropskĨ l®kopis Ph. Eur. 9.0 vŊnuj² neļistot§m kapitolu s 

n§zvem ĂKontrola neļistot v l§tk§ch pro farmaceutick® pouģit²ñ (13) (49) s c²lem 

zajistit dostateļnou kontrolu neļistot. Poģadavky tĨkaj²c² se hodnocen² neļistot jsou 

uvedeny pŚ²mo ve speci§ln²ch ļl§nc²ch (monografi²ch l§tek) a tak® v obecn®m ļl§nku 

L§tky pro farmaceutick® pouģit² (ĂCorpora ad usum pharmaceuticum, Substances for 

Pharmaceutical useñ) (13) (49).  

ObecnĨ ļl§nek definuje l§tky pro farmaceutick® pouģit² jako jak®koliv organick® nebo 

anorganick® l§tky, kter® se pouģ²vaj² jako l®ļiv® l§tky nebo pomocn® l§tky pro vĨroby 

l®ļivĨch pŚ²pravkŢ pro hum§nn² nebo veterin§rn² pouģit². Mohou se z²sk§vat z pŚ²rodn²ch 

zdrojŢ nebo mohou bĨt vyr§bŊny extrakc² z vĨchoz²ch materi§lŢ, fermentac² nebo 

synt®zou. VĨroba l§tek mus² prob²hat za podm²nek spr§vn® vĨrobn² praxe. ObecnĨ ļl§nek 

d§le rozeb²r§ potŚebu kvalifikace, identifikace a uv§dŊn² organickĨch neļistot, kter® se 

vyskytuj² v l®ļivĨch l§tk§ch.  

Organick® neļistoty v l®ļivĨch l§tk§ch se mus² uv§dŊt, identifikovat, kdykoliv je to 

moģn® a pŚi pŚekroļen² limitŢ i kvalifikovat (Tabulka 5). Pokud se pro l§tku vyvine novĨ 

vĨrobn² postup nebo se provede zmŊna v zaveden®m vĨrobn²m postupu a tyto zmŊny 

vedou k vĨskytu nov® neļistoty, mus² se vyvinout zkouġka, kter§ se zahrne do specifikace 

l§tky.  

Jednotliv® ļl§nky vyjmenov§vaj² neļistoty a soubor zkouġek pro jejich hodnocen² v r§mci 

odstavce ĂPŚ²buzn® l§tkyñ (souļ§st² Zkouġek na ļistotu) a ĂNeļistotyñ. Odstavec 

PŚ²buzn® l§tky uv§d² analytickĨ postup a pŚedepisuje krit®ria pŚijatelnosti pro hodnocen² 

neļistot vļetnŊ uvedenĨch limitŢ. V ļ§sti neļistoty jsou jmenovitŊ vypsan® specifikovan® 

neļistoty a uvedena pravidla pro hodnocen² jinĨch detekovatelnĨch neļistot, zpravidla 

s odkazem na obecnĨ ļl§nek L§tky pro farmaceutick® pouģit². Tyto zkouġky jsou urļen® 

ke stanoven² organickĨch a anorganickĨch neļistot, kter® jsou z§vaģn® z pohledu pŢvodu 

l®ļivĨch l§tek v registrovanĨch l®ļivĨch pŚ²pravc²ch. Kontrola zbytkovĨch rozpouġtŊdel 

se prov§d² podle obecn®ho ļl§nku Corpora ad usum pharmaceuticum a obecn® stati 

ĂZbytkov§ rozpouġtŊdlañ.  

Neļistoty, kter® se vyskytuj² nad mez² identifikace, maj² bĨt identifikov§ny (kdekoliv je 

to moģn®) a neļistoty, kter® se vyskytuj² nad mez² kvalifikace (mezn² hodnotou pro 

kvalifikaci), maj² bĨt kvalifikov§ny, nen²-li  zdŢvodnŊno jinak.  

Ļl§nek se zkouġkou na pŚ²buzn® l§tky zaloģenou na kvantitativn²m postupu (napŚ²klad 

kapalinov® chromatografii, plynov® chromatografii a kapil§rn² elektrofor®ze) poskytuje 

odpov²daj²c² kontrolu neļistot v l§tce, jestliģe neļistoty pŚ²tomn® v mnoģstv² nad platnou 

mez² identifikace (mezn² hodnotou pro identifikaci) jsou uvedeny v odstavci Neļistoty 

jako Specifikovan® neļistoty. NejļastŊji pouģ²vanou technikou pro hodnocen² pŚ²buznĨch 

l§tek je HPLC. Neļistoty jsou hodnoceny metodou vnŊjġ²ho standardu nebo metodou 

normalizace. PŚi metodŊ vnŊjġ²ho standardu se koncentrace stanovovan® sloģky urļ² 

porovn§n²m odezvy namŊŚen® pro zkouġenĨ roztok a odpov²daj²c² odezvy porovn§vac²ho 
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roztoku (zŚedŊnĨ roztok zkouġen® l§tky). PŚi metodŊ normalizace se obsah neļistot 

v procentech vypoļ²t§ stanoven²m plochy dan® neļistoty jako procenta celkov® plochy 

vġech p²kŢ, s vĨjimkou p²kŢ rozpouġtŊdel, zkoumadel nebo matrice vzorkŢ a p²kŢ, jejichģ 

plocha je rovna nebo niģġ² limitu zanedbatelnosti. Pokud je u metod pouģ²v§n pro 

porovn§n² zŚedŊnĨ roztok zkouġen® l§tky, jsou odezvy pŚ²buznĨch l§tek podobn® odezvŊ 

¼ļinn® l§tky (odezvovĨ faktor 0,8 aģ 1,2.), jinak jsou uvedeny v textu korekļn² faktory 

(pŚevr§cen§ hodnota odezvov®ho faktoru). OdezvovĨ faktor je pomŊrn§ hodnota, kter§ je 

rovna odezvŊ jedn® l§tky vztaģen® k odezvŊ stejn®ho mnoģstv² jin® l§tky za podm²nek 

popsanĨch ve zkouġce. 

Identifikace neļistot se prov§d² za pouģit² referenļn² l§tky, typick®ho chromatogramu 

nebo relativn² retence.  

Odstavec ĂNeļistotyñ v ļl§nku analyzovan® l§tky, obsahuje neļistoty specifikovan® nebo 

i jin® detekovateln® neļistoty, kter® jsou obvykle organick® a o kterĨch je zn§mo, ģe jsou 

detekovateln® zkouġkami pŚedepsanĨmi v ļl§nku. S§m l®kopis uv§d², ģe informace o 

neļistot§ch vych§zej² z informac² dostupnĨch v dobŊ vypracov§n² nebo revize ļl§nku a 

ģe tyto informace nemus² bĨt vyļerp§vaj²c². Jestliģe l§tka obsahuje jin® neļistoty neģ ty, 

kter® jsou uvedeny v odstavci Neļistoty, mus² se ovŊŚit, ģe tyto neļistoty jsou 

detekovateln® metodou popsanou v ļl§nku, jinak se mus² vyvinout nov§ metoda a poģ§dat 

o revizi ļl§nku. V z§vislosti na zjiġtŊn®m obsahu a navrhovanĨch limitech se mus² zv§ģit 

identifikace a/nebo kvalifikace tŊchto neļistot. 

V obecn®m ļl§nku L§tky pro farmaceutick® pouģit² se hovoŚ² o limitu zanedbatelnosti 

obecnŊ 0,05%. Pro stanoven² obsahu neļistoty lze zvolit tak® pŚ²sluġnou referenļn² l§tku 

dan® neļistoty (CRL) (13).  

Rozhodnut² o proveden² nebo neproveden² stabilitn²ch studi² pro l§tky s l®kopisnou 

monografi² s obsahem neļistot, je potŚeba dobŚe zv§ģit. Neļistoty v l®kopisnĨch ļl§nc²ch 

mohou bĨt nevyhovuj²c² souļasnĨm poģadavkŢm na kvalitu l®ļivĨch pŚ²pravkŢ. NŊkter® 

neļistoty jsou zde uvedeny sp²ġe jen z historick®ho hlediska a v substanc²ch se jiģ t®mŊŚ 

nevyskytuj² anebo naopak ļasto v seznamu chyb² nŊkter® nov® informace.  

AmerickĨ l®kopis USP 41 se tak® ve svĨch stat²ch vŊnuje neļistot§m (Impurities in Drug 

Substances and Drug Products, Organic Impurities in Drug Substances and Drug 

Products), poģadavkŢm na jejich hodnocen², rozdŊlen², limitŢm a l®kopis obsahuje i 

kapitolu s t®matikou stability (56). 
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3.4.3. Specifikace 

Ve Specifikaci nov® l®ļiv® l§tky by mŊl bĨt uveden seznam nalezenĨch neļistot. Pro 

pŚedpoklad vĨskytu tŊchto neļistot se pouģ²vaj² data ze stabilitn² studie, chemickĨch 

vĨvojovĨch studi² a z rutinn² analĨzy pŚedeġlĨch ġarģ². MŊla by bĨt uvedena krit®ria 

pŚijatelnosti pro nedefinovan® neļistoty a tak® pro celkovou sumu neļistot (9) (12).  

Specifikace nov® ¼ļinn® l§tky by tedy mŊla zahrnovat (12): 

¶ organick® neļistoty 

¶ kaģdou definovanou zn§mou neļistotu 

¶ kaģdou definovanou nezn§mou neļistotu 

¶ jakoukoliv nedefinovanou neļistotu  

¶ celkovou sumu neļistot 

¶ anorganick® neļistoty a zbytkov§ rozpouġtŊdla. 

Specifikace nov®ho l®ļiv®ho pŚ²pravku by mŊla zahrnovat seznam rozkladnĨch produktŢ, 

u kterĨch se oļek§v§, ģe se objev² bŊhem vĨrobn²ho procesu a za doporuļenĨch 

skladovac²ch podm²nek. Krit®rium pŚijatelnosti pro danĨ rozkladnĨ produkt by mŊlo bĨt 

stanoveno s ohledem na krit®ria pŚijatelnosti, kter§ plat² pro l®ļivou l§tku, na hladinu 

kvalifikace rozkladn®ho produktu a na n§rŢst jeho koncentrac² bŊhem stabilitn²ch studi² 

a tak® na navrhovanou pouģitelnost a skladovac² podm²nky nov®ho l®ļiv®ho pŚ²pravku 

(9) (14).  

Specifikace nov®ho pŚ²pravku by mŊly zahrnovat (14): 

¶ kaģdĨ definovanĨ zn§mĨ rozkladnĨ produkt 

¶ kaģdĨ definovanĨ nezn§mĨ rozkladnĨ produkt  

¶ jakĨkoliv nedefinovanĨ rozkladnĨ produkt s akceptaļn²m krit®riem  

¶ celkovou sumu pŚ²tomnĨch rozkladnĨch produktŢ. 

Neļistoty mohou bĨt jiģ se zn§mou strukturou (definovan®), pak je stanoven² jejich 

obsahu jednoduġġ², anebo nedefinovan®, kdy proces zjiġtŊn² jejich struktury a n§sledn§ 

kvantifikace jsou podstatnŊ n§roļnŊjġ² na poģadavky analytick® techniky. 

 

3.4.4. Stanoven² definovanĨch neļistot 

Stanoven² definovanĨch neļistot je jednoduġġ² proto, ģe zpravidla jsou k dispozici i 

standardy neļistot. C²lem je vyvinout analytickou metodu s vyhovuj²c² selektivitou, 

spr§vnost² a pŚesnost² (44). N§sleduj²c² kapitola bude vŊnov§na kr§tk®mu shrnut² 

nejļastŊji pouģ²vanĨch instrument§ln²ch technik pro stanoven² definovanĨch neļistot.  

St§le nejpouģ²vanŊjġ² technikou je HPLC a kolony se sorbentem C18. V posledn²ch letech 

byly konvenļn² kolony s n§pln² 5Õm postupnŊ nahrazov§ny kolonami s menġ² velikost² 

ļ§sti (sub-2 Õm kolony) a technikou UHPLC, s c²lem zvĨġit citlivost stanoven² a z§roveŔ  

zkr§tit ļas analĨzy. Dalġ²m trendem posledn²ch let je vyuģit² kolon s povrchovŊ 
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por®zn²mi ļ§sticemi. UV detekce nen² detekc² univerz§ln² a nen² vhodn§ pro stanoven² 

nŊkterĨch l§tek. Pro stanoven² neļistot lze zvolit univerz§ln² detektory typu ELSD a 

CAD. Nejv²ce zastoupenou metodou je spojen² HPLC s hmotnostn² spektrometri², 

zejm®na z dŢvodu vysok® citlivosti a selektivity.  

NŊkteŚ² autoŚi vyuģ²vaj² metodu HILIC (pro stanoven² l§tek v²ce pol§rn²ch a malĨch 

molekul). Nelze opomenout ani SFC, jej²ģ pod²l po zaveden² modern²ch pŚ²strojŢ narŢst§ 

zejm®na v analĨze chir§ln²ch a nepol§rn²ch neļistot. PŚi pouģit² nepol§rn²ho oxidu 

uhliļit®ho a vhodnĨch modifik§torŢ m§ SFC bl²zko k chromatografii na norm§ln²ch 

f§z²ch a je tak komplement§rn² k HPLC na reverzn²ch f§z²ch. Propojen² tohoto typu 

chromatografick® separace s vysokorozliġovac²m hmotnostn²m spektrometrem 

pŚedstavuje velmi rychlĨ a ¼ļinnĨ n§stroj pro analĨzu vzorkŢ  (57).  

Vyuģit² GC je omezeno (ve farmacii) na mal® a tŊkav® slouļeniny. Zpravidla se vyuģ²v§ 

spojen² GC-MS. Kapil§rn² elektrofor®za m§ zastoupen² napŚ²klad v analĨze nŊkterĨch 

biol®ļiv charakteru proteinŢ (44).  

 

3.4.5. Urļen² struktury pravdŊpodobnĨch neļistot 

Urļen² struktury doposud nezn§mĨch neļistot je zdlouhavĨ proces vyģaduj²c² pouģit² 

vhodnĨch, dostateļnŊ selektivn²ch separaļn²ch a citlivĨch detekļn²ch technik. Pro 

identifikaci separovanĨch neļistot lze zvolit konvenļn² zpŢsob jejich izolace a n§sledn® 

identifikace spektr§ln²mi metodami (MS, NMR, IR). Tento postup je vġak ļasto ļasovŊ 

n§roļnĨ a je potŚebn® izolovat dostateļn® mnoģstv² rozkladnĨch produktŢ (35). 

Infraļerven§ spektrometrie se pouģ²v§ pro potvrzen² struktury po izolaci neļistot a jejich 

NMR analĨze (44). Vyuģit² NMR spektroskopie je zejm®na ve zjiġtŊn² chemick® 

struktury neļistot pŚev§ģnŊ organick®ho pŢvodu. Ve srovn§n² s jinĨmi analytickĨmi 

metodami, je NMR m®nŊ citlivou metodou, n§roļnŊjġ² na mnoģstv² analyzovan®ho 

vzorku. MŊŚen² je vġak nedestruktivn² a vzorek je moģn® po analĨze d§le pouģ²t. 

VĨhodnŊjġ² je pouģit² tandemovĨch technik (LC-MS, LC-NMR), kde prob²h§ separace a 

identifikace Ăv jednom krokuñ (35).  

PŚi pouģit² tandemov® hmotnostn² spektrometrie je pro zaļ§tek potŚeba pouģ²t pŚ²stup 

nec²len® analĨzy, kdy jsou zaznamen§van§ celkov§ spektra (TIC ï total ion current) a 

z§znamy jsou pot® extrahov§ny pomoc² vybranĨch iontovĨch chromatogramŢ. Pro 

potvrzen² identity se nŊkdy pouģ²v§ z§kladn² sken v ¼zk®m rozmez² hodnot (46). Nejv²ce 

pouģ²van® v analĨze neļistot jsou ionizaļn² techniky elektrosprej (ESI) nebo chemick§ 

ionizace za atmosf®rick®ho tlaku (APCI) a prŢletovĨ analyz§tor (TOF) nebo Orbitrap 

jako analyz§tory. Pro pŚesn® urļen² hmoty neļistot je vhodn® pouģ²t spektrometry 

s vysokĨm rozliġen²m. DŢleģit® je peļlivŊ nastavit podm²nky pro mŊŚen² hmotnostn²ho 

spektrometru s ohledem na ionizaci substance a neļistot, z²sk§n² optim§ln²ho sign§lu a 

t²m tak® citlivosti. Nutn® je poļ²tat s t²m, ģe se mohou vyskytnout probl®my s nalezen²m 

molekul§rn²ho iontu, pŚ²padnĨch aduktŢ, produktovĨch iontŢ, mohou chybŊt 



50 

 

charakteristick® fragmentov® ionty, naopak se mohou objevit neļekan® fragmenty. PŚi 

interpretaci spekter se mus² br§t v ¼vahu vġechna z§kladn² pravidla interpetace spekter 

(dus²kov® pravidlo, moģnost tvorby aduktŢ v souvislosti s pouģitou mobiln² f§z² a 

obsahem sol² ve vzorku, ovŊŚit, zda pozorovan® ionty patŚ² do spektra dan®ho p²ku a zda 

nepoch§z² napŚ²klad z ġumu, nebo pamŊŠov®ho efektu pŚedchoz²ch p²kŢ, vz²t v ¼vahu 

kontaminaci zdroje, a podobnŊ) (58). Nutnost² je vz²t v ¼vahu strukturu l§tky a zamyslet 

se nad moģnĨmi rozkladnĨmi mechanismy a pot® pŚen®st tyto informace i na moģn® 

fragmentaļn² chov§n² urļitĨch funkļn²ch skupin v r§mci hmotnostn²ch spekter.  

 

Identifikace neļistot by mŊla bĨt podpoŚena rozkladnĨmi mechanismy s vysvŊtlen²m, 

jakou reakc² ke vzniku rozkladn®ho produktu doġlo (21). Po navrģen² struktury neļistoty 

by mŊlo bĨt provedeno shrnut² vġech z²skanĨch informac² vļetnŊ informac² o pŢvodu 

vzorku, dat z²skanĨch UV spekter zmŊŚenĨch PDA detektorem a z§znamŢ dalġ²ch 

analytickĨch technik. Urļen² struktury (identifikace) jednotlivĨch neļistot lze tak® 

prov®st porovn§n²m s komerļnŊ dostupnĨm nebo syntetizovanĨm standardem, kter® byly 

zakoupeny nebo pŚipraveny na z§kladŊ predikce struktury neļistoty (21). To znamen§, ģe 

v optim§ln²m pŚ²padŊ by se porovnala hmotnostn² spektra a retenļn²ho chov§n² 

pŚipraven®ho standardu pravdŊpodobn® struktury se spektry nezn§m® neļistoty mŊŚen® 

za identickĨch podm²nek, a t²m by se potvrdila identita sledovan® neļistoty (58). 

Stanoven² obsahu neļistot se v ide§ln²m pŚ²padŊ prov§d² porovn§n²m se standardem 

neļistoty, pokud je dostupnĨ. Nebo lze vztahovat obsah neļistoty k p²ku substance, pokud 

maj² podobn® odezvov® faktory. V opaļn®m pŚ²padŊ, lze tento pŚ²stup tak® zvolit, ale 

souļasnŊ se zaveden²m korekļn²ch faktorŢ (12). Po vyļerp§n² vĨġe uvedenĨch moģnost² 

vġak zŢstanou st§le nŊkter® neļistoty neidentifikovan®.  

NŊkter® rozkladn® produkty mohou bĨt, na rozd²l od vlastn² l§tky, tŊkav® nebo nemaj² ve 

sv® struktuŚe chromofory. I z toho dŢvodu Śada farmaceutickĨch firem doporuļuje 

hodnocen² parametru hmotnostn² bilance, i kdyģ tento parametr autority ļasto opom²jej² 

(21). Nem®nŊ dŢleģit§ je ¼vaha nad moģnĨm vznikem izomerŢ (17). 

PodrobnŊji jsou vĨhody a nevĨhody jednotlivĨch metod, modern² trendy jednotlivĨch 

technik, moģnosti a limity jejich vyuģit² popsan® v ŚadŊ odbornĨch prac² ï napŚ²klad 

v knize ĂHandbook of Isolation and Characterization of Impurities in Pharmaceuticalsñ 

(51) nebo v pŚehledovĨch ļl§nc²ch ĂCritical review of reports on impurity and 

degradation product profiling in the last decadeñ (44) a ĂAnalytical advances in 

pharmaceutical impurity profilingñ (59). 

Rozliġen² 

PŚi hodnocen² neļistot je hlavn²m c²lem vyhovuj²c² separace (rozdŊlen²) neļistot od 

sledovan® substance. Nejpouģ²vanŊjġ²m parametrem pro vyj§dŚen² kvality rozdŊlen² dvou 

soused²c²ch eluļn²ch kŚivek je rozliġen². Jestliģe nen² neļistota zcela oddŊlena od 
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analyzovan® l§tky, lze pouģ²t pomŊr vĨġky p²ku k sedlu jako krit®rium pro zpŢsobilost 

zvolen®ho syst®mu k rozdŊlen² l§tek (13). 

Hmotnostn² bilance 

PŚi hodnocen² vzniklĨch neļistot ze substance je vhodn® sledovat tak® hmotnostn² bilanci 

(souvislost stanoven² rozkladnĨch produktŢ a stanoven² substance). Hmotnostn² bilance 

je ve sv® podstatŊ vyuģit² z§kona zachov§n² hmotnosti. Spr§vnĨm hodnocen²m 

hmotnostn² bilance lze tak® potvrdit selektivitu vyvinut® metody a prok§zat, ģe mnoģstv² 

nalezenĨch rozkladnĨch produktŢ odpov²d§ poklesu obsahu ¼ļinn® l§tky (60).  

ICH popisuje hmotnostn² bilanci (Ămass balanceñ) jako hodnocen² spojen² hodnot 

stanoven² obsahu l§tky a hladin rozkladnĨch produktŢ (25). Tato definice je zd§nlivŊ 

jednoduch§. V pokynu SĐKLu Reg-83 je uvedeno, ģe vyhodnocen² stability by se mŊlo 

tĨkat nejenom l§tky, ale tak® rozkladnĨch produktŢ. Kde je to vhodn®, mŊla by bĨt 

pozornost vŊnov§na posouzen² hmotnostn² bilance (5).  DŢleģit® je hodnotit hmotnostn² 

bilanci spr§vnŊ.  Jak spr§vnŊ stanovit hmotnostn² bilanci je vġak diskutabiln² (60). Pro 

vĨpoļet bilance lze pouģ²t molekulovou hmotnost, hodnoty vyj§dŚen® v jednotk§ch 

hmotnosti (gramy) anebo plochu p²ku na chromatogramu.  

Stanoven² hodnoty hmotnostn² bilance mŢģe bĨt problematick® z nŊkolika dŢvodŢ: 

rozkladn® produkty mohou m²t niģġ² odezvu pŚi UV detekci z dŢvodu napŚ²klad ztr§ty 

chromoforu, rozkladn® produkty maj² rozd²ln® odezvov® faktory, mohou vznikat tŊkav® 

rozkladn® produkty, mohou se vyskytnout probl®my s eluc² a retenc² rozkladnĨch 

produktŢ. Pokud jsou k dispozici standardy rozkladnĨch produktŢ, k podobnĨm 

probl®mŢm nedoch§z². Toto vġak ļasto nen² moģn® (35) (42).  PŚi n²zk®m rozkladu 

substance, kdy obsah rozkladnĨch produktŢ je 1-3%, je obt²ģn® hodnotit hmotnostn² 

bilanci i proto, ģe se mus² poļ²tat s chybou mŊŚen² danou vlastn² analytickou metodou 

a relativn² smŊrodatnou odchylkou vĨsledkŢ (42). 

 

3.4.6. Neļistoty biologickĨch a biotechnologickĨch l®ļiv 

U biologickĨch l®ļiv je problematika sledov§n² vĨskytu neļistot sloģitŊjġ². Na rozd²l od 

syntetickĨch malĨch molekul, jsou biotechnologick§ l®ļiva vyr§bŊna pomoc² ģivĨch, 

ļasto geneticky modiýkovanĨch bunŊļnĨch a speci§ln²ch tk§ŔovĨch kultur. 

Standardizace vĨrobn²ho procesu je jen velmi obt²ģnŊ zajistiteln§. Zdrojem zneļiġtŊn² 

mohou bĨt chemik§lie, ale tak® antibiotika pouģita v prŢbŊhu vĨrobn²ho procesu. 

Proveden® testy mus² potvrdit vĨslednou nepŚ²tomnost jakĨchkoliv neļistot (39) (61). 

 

3.4.7. Genotoxick® neļistoty 

St§le vŊtġ² dŢraz je kladen na kontrolu obsahu potenci§lnŊ genotoxickĨch neļistot 

v l®ļivĨch l§tk§ch. Problematika genotoxicity zasahuje vġechna odvŊtv² vĨzkumu a 

prŢmyslu, kter§ nakl§daj² s novĨmi l§tkami, zvl§ġtŊ pak z oblasti nanomateri§lŢ. 
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Genotoxicita je schopnost l§tky (aŠ uģ pŚirozenŊ se vyskytuj²c² nebo syntetick®) 

zpŢsobovat poġkozen² genetick® informace uvnitŚ buŔky. Genotoxick® l§tky jsou schopny 

uvnitŚ buŔky interagovat a poġkozovat genom. Tento z§sah do DNA mŢģe v®st k 

mutac²m, kter® n§slednŊ podporuj² karcinogenezi, pŚ²padnŊ mohou d§t z§klad vĨvoji 

vrozenĨch vĨvojovĨch vad (62).  

T®matice genotoxickĨch neļistot se vŊnuj² i smŊrnice ICH: ICH M7(R1) (63) a ICH 

S2(R1) (64) se zm²nkou i ve smŊrnic²ch Q3A(R2) (12) a Q3B(R2) (14). SmŊrnice ICH  

M7(R1) se tĨk§ doporuļen² pro pŚedpovŊdŊn² a n§sledn® zjiġtŊn² moģnĨch genotoxickĨch 

vlastnost² neļistot v l®ļivĨch l§tk§ch a pŚ²pravc²ch bŊhem cel®ho procesu vĨroby i po 

uveden² pŚ²pravku na trh (63). Neļistoty by mŊly bĨt testov§ny na toxicitu pŚi pŚekroļen² 

identifikaļn²ch a kvalifikaļn²ch mez² (12). Testov§n² genotoxicity je ļasovŊ i finanļnŊ 

n§roļn®, pozornost vŊdcŢ se orientuje k vytvoŚen² efektivn²ho n§stroje pro sledov§n² 

genotoxicity. V souļasn® dobŊ je nejrozġ²ŚenŊjġ²m experiment§ln²m testem pro vyġetŚen² 

genotoxicity AmesŢv test. Jedn§ se o relativnŊ zn§mou, rychlou a citlivou in vitro metodu 

vyvinutou pro zjiġtŊn², zda studovan§ l§tka m§ potenci§l pŢsobit poġkozen² DNA.  

U potenci§ln²ch ļi jistĨch genotoxickĨch neļistot se pak stanovuj² prahov® limitn² 

koncentrace TTC (toxikologickĨ pr§h, Treshold of Toxicological Concern). Podle denn² 

d§vky l§tky a tak® doby expozice l§tce se stanovuj² limity na maxim§ln² mnoģstv² 

genotoxinu, kter® mŢģe potenci§lnŊ zapŚ²ļinit vznik rakoviny s pravdŊpodobnost² 

1/100000. Tento limit je 1,5 ɛg/den (63). Existuj² i programy, podle kterĨch lze 

genotoxickou l§tku odhadnout (DEREK, TOPKAT) (65). Funkļn² skupiny, u kterĨch 

hroz² nejvŊtġ² riziko genotoxicity, jsou: aldehydy, aromatick® aminy/hydroxylaminy, 

epoxidy a polyaromatick® uhlovod²ky, a Ŭ,ɓ-nenasycen® karbonylov® slouļeniny (65). 

Reakce, kter® nejļastŊji vedou ke vzniku tŊchto neļistot, jsou hydrolĨza a oxidace.  

PŚi analĨze genotoxickĨch neļistot, je potŚeba dosahovat detekļn²ch limitŢ v hodnot§ch 

ppm, metodou volby je kapalinov§ chromatografie ve spojen² s hmotnostn² spektrometri² 

(65).  

 

3.4.8. Enantiomern² ļistota substanc² 

Pro enantiomern² neļistoty neplat² pokyn ICH Q3A(R2) (12). Naopak ve smŊrnici ICH  

Q6A (15) je uvedeno, ģe se k tomuto typu neļistot m§ pŚistupovat stejnŊ jako k ostatn²m 

organickĨm neļistot§m, vļetnŊ dodrģen² vġech limitŢ, pokud tomu nebr§n² technick§ 

omezen². Pokud je l§tka pouģ²v§na jako ļistĨ enantiomer, pouģit® metody by mŊly bĨt 

schopny rozliġit oba enantiomery a tak® tyto l§tky hodnotit. Pro hodnocen² lze pouģ²t i 

achir§ln² metodu, pokud bylo prok§z§no, ģe k tvorbŊ druh®ho enantiomeru nedoch§z² 

(15). 

DŚ²ve hojnŊ zastoupen® polarimetrick® metody dnes jiģ nevyhovuj² poģadavkŢm na 

hodnocen² neļistot. PŚi pouģit² enantioselektivn²ch metod HPLC a CE lze kontrolovat 

enantiomern² ļistotu substanc² na poģadovanĨch hladin§ch. U metod se postupuje buŅ 
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tak, ģe se pouģije chir§ln² stacion§rn² f§ze (u HPLC zejm®na v norm§ln²m uspoŚ§d§n²), 

anebo se pracuje v achir§ln²m syst®mŢ a pouģije se derivatizace chir§ln²m ļinidlem (53). 

Dalġ² z modern²ch moģnost² chir§ln²ho hodnocen² substanc² je vyuģit² SFC. Pouģit² SFC 

se st§v§ dokonce metodou volby. VĨhodou je rychlost separace a vyġġ² ¼ļinnost a tak® 

moģnost vyuģit² SFC v preparativn²m mŊŚ²tku. Ļasto pouģ²van® stacion§rn² f§ze jsou na 

b§zi polysacharidŢ (deriv§ty celul·zy a amyl·zy) (57). 
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3.5. Pokroļil® oxidaļn² procesy 

 

L®ļiv§ l§tka se mŢģe v nezmŊnŊn® podobŊ vylouļit moļ² a stolic² z organizmu a dostat 

se pŚes ļistiļky odpadn²ch vod do povrchovĨch nebo podzemn²ch vod, nebo u 

veterin§rn²ch l®ļiv do pŢdy (hnojen²m) a do sedimentu. L§tka se dostane do ģivotn²ho 

prostŚed² tak® nespr§vnou manipulac² s l®ļivĨm pŚ²pravkem nebo l§tkou. L®ļiv® l§tky se 

ve vod§ch vyskytuj² na velmi n²zkĨch koncentraļn²ch hladin§ch a hovoŚ² se o tzv. 

mikropolutantech. V souļasn® dobŊ se neust§le zpŚ²sŔuje legislativa a roste pozornost 

vŊnovan§ problematice mikro zneļistŊn² povrchovĨch vod, ale tak® pitn® vody (66).  

Đlohou analytick® chemie je vyv²jet a optimalizovat analytick® metody pro stanoven² 

obsahu rezidu² l®ļivĨch l§tek ve vod§ch a dalġ²ch sloģk§ch ģivotn²ho prostŚed². Tyto 

metody mus² bĨt dostateļnŊ citliv® a tak® mus² obs§hnout ġirok® spektrum moģnĨch 

kontaminantŢ. Mezi metody volby patŚ² opŊt kapalinov§ chromatografie ve spojen² 

s hmotnostn² spektrometri² (67).  

Metody efektivn²ho odstraŔov§n² l®ļivĨch l§tek z vod se teprve postupnŊ rozv²jej², mezi 

efektivn² metody by mohla patŚit membr§nov§ filtrace nebo oxidaļn² procesy. Pr§vŊ 

pokroļil® oxidaļn² procesy (Advanced Oxidation Process, AOP) pŚedstavuj² vhodnou 

alternativu k sanaci podzemn²ch a povrchovĨch vod.  

Principem AOP je neselektivn² oxidace hydroxylovĨmi radik§ly. HydroxylovĨ radik§l 

je ļ§stice s pomŊrnŊ n²zkou ģivotnost², avġak s extr®mnŊ vysokou reaktivitou. C²lem 

proveden² je v ide§ln²m pŚ²padŊ celkov§ mineralizace organick®ho polutantu na 

anorganick® slouļeniny (oxid uhliļitĨ, voda). Hydroxylov® radik§ly reaguj² s jakoukoliv 

slouļeninou schopnou oxidace (66). Atak hydroxylov®ho radik§lu mŢģe bĨt doprov§zen 

pŚenosem protonu, kdy se z napaden® organick® molekuly st§v§ organickĨ radik§l, kterĨ 

d§le reaguje s kysl²kem za vzniku peroxoradik§lu. N§sleduj² ŚetŊzov® reakce vedouc² aģ 

ke vzniku anorganickĨch slouļenin. V z§vislosti na struktuŚe organick® molekuly se 

mŢģe uplatnit i princip elektrofiln² adice (dvojn® vazby v molekule) anebo se kromŊ 

atomu vod²ku odtrhne tak® elektron. VŊtġina AOP potŚebuje Ădodatñ energii, nejļastŊji 

formou UV z§Śen² (68).  

K vĨhod§m procesŢ patŚ², ģe atak hydroxylovĨmi radi§ly nen² pŚ²liġ selektivn², je rychlĨ 

a prob²h§ za norm§ln² teploty a tlaku. NevĨhodou je pomŊrnŊ velk§ finanļn² n§roļnost, 

st§le omezen® praktick® zkuġenosti pŚi pouģit² v oblasti pitn® vody a neuniverz§lnost 

(nŊkter® l§tky jsou pouze obt²ģnŊ oxidovateln®). Mezi dalġ² nevĨhody patŚ² omezen§ 

pŚedpovŊŅ ¼ļinnosti procesu, kter§ vyplĨv§ z rozd²ln® kvality vody a tak® pŚ²tomnost 

zbytkov®ho peroxidu vod²ku, ozonu a pr§ġkov®ho katalyz§toru (mus² bĨt odstranŊny ï 

napŚ²klad s vyuģit²m granulovan®ho aktivn²ho uhl² nebo membr§novĨmi procesy) (66).  

Mezi AOP patŚ² Fentonova oxidace, foto Fentonova oxidace, fotokatalytick§ oxidace, 

fotolĨza peroxidem vod²kŢ a procesy uģ²vaj²c² ozon (66) (68).  
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AOP jsou vhodn® napŚ²klad pro l§tky typu chlorovanĨch uhlovod²kŢ, pro pesticidy a 

herbicidy, z l®ļivĨch l§tek jsou popsan® rozklady napŚ²klad antibiotik a hormon§ln²ch 

l§tek. Vhodnost konkr®tn² metody AOP na konkr®tn² l§tku z§vis² na mnoha faktorech, 

mezi kter® patŚ² kvalita vody (UV absorbance), moģnost vzniku neģ§douc²ch vedlejġ²ch 

produktŢ reakce a pohlcovaļe radik§lŢ (66).  

Habilitaļn² pr§ce se bude bl²ģe vŊnovat struļn® charakteristice fotokatalytick® oxidaci 

oxidem titaniļitĨm.  

 

3.5.1 Heterogenn² fotokatalĨza oxidem titaniļitĨm 

V pŚ²padŊ tohoto procesu se jedn§ o fotokatalĨzu zaloģenou na syst®mu TiO2/UV/O2. 

Fotokatalytick§ oxidace vyuģ²v§ oxid kovu, kterĨ vstupuje do reakce jako katalyz§tor a 

zvyġuje oxidaļn² ¼ļinek kysl²ku.  

 

3.5.1.1. Oxid titaniļitĨ 

V pŚ²rodŊ se oxid titaniļitĨ vyskytuje ve tŚech modifikac²ch ï anatas, rutil a brookit. 

Modifikace maj² pro fotokatalytickou reakci rŢznou aktivitu, pŚiļemģ nejvyġġ² m§ oxid 

titaniļitĨ anatasov®ho typu. Oxid titaniļitĨ (TiO2) anatasov®ho typu vykazuje pŚi n²zk® 

cenŊ zdravotn² nez§vadnost, m§ vhodn® elektrick® a optick® vlastnosti, vysokou stabilitu 

a ¼ļinnost (68) (69). DŢleģit® je, ģe TiO2 je polovodiļ, u kterĨch je ģivotnost reaktivn²ch 

skupin delġ² neģ u vodiļŢ (u vodiļŢ nosiļe n§boje podl®haj² bezprostŚedn² rekombinaci) 

(70). Je to jemnĨ b²lĨ pr§ġek, kterĨ se pouģ²v§ jako pigment (titanov§ bŊloba). NovŊ 

syntetizovan® materi§ly, zejm®na rozmanit® nanostrukturn² formy TiO2, mohou m²t 

oproti bŊģn® titanov® bŊlobŊ unik§tn² vlastnosti (71). 

 

3.5.1.2. Princip fotokatalĨzy 

Fotokatalytick§ reakce zaļ²n§ vystaven²m TiO2 svŊtlu a prob²h§ vģdy za pŚ²tomnosti 

vzduġn®ho kysl²ku. Oz§Śen²m svŊtlem vhodn® vlnov® d®lky (zpravidla 388 nm), doch§z² 

na povrchu TiO2 k absorpci fotonu, dojde k pŚechodu elektronu z valenļn²ho p§su do 

vodivostn²ho. T²m vznikne ve valenļn²m p§smu d²ra a vytvoŚ² se p§r elektron (e-) ï d²ra 

(h+) na povrchu katalyz§toru. Excitace elektronu z valenļn²ho p§su do p§su vodivostn²ho 

nastane, pokud fotokatalyz§tor absorbuje z§Śen² o energii, kter§ je rovna nebo vyġġ², neģ 

je ġ²Śka zak§zan®ho p§su polovodiļe. Zak§zanĨ p§s polovodiļe je oblast mezi nejvyġġ²m 

bodem zaplnŊn®ho valenļn²ho p§su a nejniģġ²m bodem pr§zdn®ho vodivostn²ho p§su. 

Ġ²Śka zak§zan®ho p§sma (Eg) souvis² s vodivost² dan® l§tky. Oxid titaniļitĨ anatasov®ho 

typu m§ Eg 3,23 eV (72) (73). Jako zdroj svŊtla se pouģ²v§ rtuŠov§ vĨbojka emituj²c² 

polychromatick® z§Śen² v oblasti 254-400 nm, sluneļn² svŊtlo, ģ§rovky nebo LED diody 

(68).  
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Povrch aktivovan®ho TiO2 s aktivovanĨmi elektronovĨmi d²rami, kter® jsou kladnŊ nabit® 

a maj² vysokĨ oxidaļn² potenci§l, adsorbuje vodu nebo hydroxylov® ionty a vznik§ 

hydroxylovĨ radik§l. Elektrony, kter® maj² redukļn² schopnost, redukuj² pŚ²tomnĨ kysl²k, 

kterĨ se mŊn² na superoxidovĨ radik§l (peroxoradik§l). HydroxylovĨ radik§l a 

superoxidovĨ radik§l se za pŚ²tomnosti vzduġn®ho kysl²ku pod²lej² na rozkladnĨch 

reakc²ch organickĨch molekul (70) (73). 

Aby nedoġlo k rekombinaci elektronŢ a dŊr je dŢleģit®, aby se na povrchu oxidu 

titaniļit®ho vyskytovaly naadsorbovan® OH skupiny a molekuly kysl²ku. CelĨ proces 

prob²h§ za pŚ²tomnosti vody, vzduchu, fotokatalyz§toru a c²lov® molekuly (69). 

HydroxylovĨ radik§l vytrhne z organick® molekuly vod²kovĨ atom, a tak vznik§ 

organickĨ radik§l a voda. OrganickĨ radik§l d§le reaguje s molekulou kysl²ku a vznik§ 

opŊt organickĨ peroxoradik§l, ten d§le reaguje s hydroxyl radik§lem a celĨ proces se 

opakuje. Reakļn² mechanismy, proces tvorby radik§lŢ a n§sledn® reakce jsou komplexn² 

a velmi pestr®.  

VĨġe uveden® reakce lze popsat n§sleduj²c²mi rovnicemi a sch®matem (69) (74): 

 

3.5.1.3. Faktory ovlivŔuj²c² prŢbŊh fotokatalytick®ho procesu 

FaktorŢ, kter® mohou ovlivnit prŢbŊh fotokatalytick®ho procesu, je cel§ Śada. Je vhodn® 

experiment§lnŊ vybrat formu katalyz§toru, jeho koncentraci, hodnotu pH, teplotu, typ 

z§Śen² i v z§vislosti na charakteru odbour§van® l§tky, aby celĨ proces odbour§n² byl co 

nejrychlejġ² a efektivn². 

Velikost ļ§stic 

Velikost ļ§stic oxidu titaniļit®ho je jedn²m z faktorŢ, kterĨ mŢģe ovlivnit jeho 

fotokatalytickou aktivitu. Oxid titaniļitĨ lze s vĨhodou pouģ²t i ve formŊ nanoļ§stic. 

ZvĨġen§ aktivita TiO2 se zvĨġ² zmenġen²m ļ§stic a t²m zvŊtġen²m aktivn²ho povrchu 

katalyz§toru, zejm®na z toho dŢvodu, ģe chemick® reakce prob²haj² na jeho povrchu (75). 

KromŊ velikosti ļ§stic hraje roli i prostorov® uspoŚ§d§n² ļ§stic oxidu titaniļit®ho. Lze 

vyuģ²t napŚ²klad sf®rick® ļ§stice, vl§kna nebo nanovrstvy (75).  
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Pouģit§ forma 

Katalyz§tor lze pouģ²t v pr§ġkov® formŊ nebo ve formŊ tenk® vrstvy nanesen® na vhodnĨ 

nosiļ. Oxid titaniļitĨ ve formŊ pr§ġku se pouģ²v§ jako jemn§ disperze ļ§stic na 

p·rovit®m materi§lu nebo jako vodn§ suspenze ļ§stic. PŚi pouģit² ļ§stic katalyz§toru 

v suspenzn² formŊ, z§vis² reakļn² rychlost na intenzitŊ svŊtla, na povrchu, na hloubce 

pronik§n² UV z§Śen², na katalyz§toru a na adsorpļn²ch vlastnostech pŚ²tomnĨch 

reaguj²c²ch a nereaguj²c²ch sloģek. NevĨhodou pouģit² suspenze je nestabilita v ļase pŚi 

rŢzn®m pH, sedimentace v prŢbŊhu reakce a mutnost odstranŊn² katalyz§toru z ļiġtŊn® 

kapaliny po ukonļen² reakc². Vzhledem k velikosti ļ§stic katalyz§toru je pro jeho 

odstranŊn² vhodn® pouģ²t² polopropustn® membr§ny (76).  

Metody nanesen² tenk® vrstvy na inertn² nosiļ zahrnuj² napŚ²klad metodu rotaļn²ho lit², 

vytahov§n² z roztoku, nan§ġen² lit²m, stŚ²k§n²m anebo sol-gel proces (76). 

Existuje nŊkolik typŢ suspenzn²ch reaktorŢ a reaktorŢ s imobilizovanĨm katalyz§torem. 

Mezi suspenzn² patŚ² napŚ²klad kruhovĨ reaktor, Ăupflowñ reaktor, reaktor 

s membr§novou jednotkou nebo TaylorŢv reaktor. Reaktory se skl§daj² z reakļn² 

n§dobky (transparentn² na UV z§Śen² ï sklo Pyrex), ve kter® cirkuluje suspenze, zdroje 

svŊtla a zdroje probubl§vaj²c²ho kysl²ku. Reaktory s imobilizovanĨm katalyz§torem jsou 

obdobnŊ uspoŚ§d§ny, pouze s t²m rozd²lem, ģe katalyz§tor je um²stŊn na nosiļi, kterĨ je 

omĨv§n kapalinou (76). 

Povaha a koncentrace polutantu 

Na rychlost prŢbŊhu cel®ho procesu m§ vliv charakter organick® molekuly, napŚ²klad 

aromatick® l§tky s nitroskupinou se budou efektivnŊji adsorbovat na povrch katalyz§toru 

a sn§ze podl®hat oxidaci neģ napŚ²klad fenolick® l§tky. 

PŚi pŚ²liġ vysok® koncentraci l§tky mŢģe doj²t k nasycen² vġech m²st katalyz§toru a t²m i 

k deaktivaci katalyz§toru pro dalġ² molekuly polutantu (69). S poļ§teļn² koncentrac² 

polutantu souvis² tak® rychlost reakce; pŚi vysok® koncentraci je rychlost reakce nez§visl§ 

na koncentraci rozpuġtŊn® l§tky na rozd²l od niģġ²ch koncentrac², kdy reakce prob²h§ 

z§vislost² prvn²ho Ś§du (69) (77). 

Pouģit® z§Śen² 

Vliv na celĨ proces m§ tak® pouģit® z§Śen². ZvĨġen§ intenzita z§Śen² mŢģe v®st ke 

zrychlen² odbour§n², dokud nedojde k omezen² pŚenosu hmoty (kritickĨ je krok pŚenesen² 

elektronu z katalyz§toru na kysl²k v syst®mu). Typ a intenzita z§Śen² neovlivn² charakter 

rozkladnĨch reakc² (69). 

Vliv pH  

Povrch TiO2 z²sk§v§ pŚi pH Ó 6,3 z§pornĨ n§boj a pŚi pH niģġ²m n§boj kladnĨ. Vyġġ² 

aktivitu vykazuje oxid titaniļitĨ pŚi niģġ²m pH, ale pH niģġ² neģ 3 mŢģe zpŢsobit sn²ģenou 

efektivitu rozkladu (69). VysvŊtlit vliv pH na proces fotokatalĨzy je velmi obt²ģn®, mezi 

povrchem katalyz§toru a organickou molekulou mŢģe doj²t k elektrostatick®mu 
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pŚitahov§n² nebo odpuzov§n² v z§vistlosti na pH a charakteru molekuly. Vyġġ² ¼ļinnost 

odbour§v§n² v alkalick®m prostŚed² mŢģe bĨt vysvŊtlena d²ky vyġġ² koncentraci 

hydroxylovĨch iontŢ a t²m ¼ļinnŊjġ²mu vzniku hydroxylovĨch radik§lŢ (71). 

PŚ²tomnost kysl²ku 

ProvzduġŔov§n² reakļn² smŊsi je velmi dŢlŊģitĨm faktorem, protoģe kysl²k pŢsob² jako 

zachyt§vaļ elektronu a t²m sniģuje rekombinaci p§ru elektron-d²ra (77).  

Koncentrace katalyz§toru  

PŚi vyġġ² koncentraci katalyz§toru tak® roste jeho povrchov§ plocha, kter§ je k dispozici 

pro adsorpci a degradaci. Na druhou stranu pŚ²liġ vysok§ koncentrace katalyz§toru mŢģe 

zpŢsobit tzv. st²n²c² efekt, nebo mŢģe doj²t k aglomeraci ļ§stic a t²m opŊt ke zpomalen² 

procesu odbour§n² l§tky (69) (77). 

Teplota 

ObecnŊ se doporuļuje pracovat za laboratorn² teploty. PŚi teplotŊ nad 80 ÁC doch§z² ke 

zpomalen² reakce, stejnŊ tak pŚi teplotŊ pod 20 ÁC (71). 

 

3.5.1.4. Kinetika heterogenn² fotokatalytick® reakce 

Fotokatalytick§ reakce prob²h§ na mezif§zov®m rozhran², kter® tvoŚ² povrch oxidu 

titaniļit®ho a kapaln® reakļn² prostŚed². BŊhem reakce dojde k interakci nosiļŢ n§boje na 

povrchu TiO2 s naadsorbovanou organickou molekulou a dojde k chemickĨm zmŊn§m. 

CelĨ proces zahrnuje nŊkolik krokŢ, kter® mohou ovlivnit vĨslednou rychlost reakc² ï 

pohyb l§tek k povrchu katalyz§toru a jejich difuze z vnŊjġ²ho k vnitŚn²mu povrchu, 

adsorpce l§tek na povrchu katalyz§toru, chemick§ reakce a desorpce produktŢ zpŊt do 

kapaliny (71).   

PrŢbŊh cel®ho fotokatalytick®ho procesu lze popsat Langmuir ï HinshelwoodovĨm 

modelem (69) (74):  

ὶ
Ὠὧ

Ὠὸ
 
Ὧὑὧ

ρ ὑὧ
 

r je reakļn² rychlost, c je mol§rn² koncentrace rozkl§dan® l§tky, k je rychlostn² konstanta 

rozkladu, K je adsorpļn² koeficient l§tky, t je ļas oz§Śen².  

U tohoto form§tu je pŚedpokl§d§no, ģe pŚi vysokĨch koncentrac²ch organick® l§tky (Kc 

>1) je reakļn² rychlost konstantn² a reakce prob²h§ podle kinetiky 0. Ś§du. PrŢbŊh 

odbour§v§n² organickĨch l§tek ve vodŊ vġak prob²h§ pŚi n²zk® poļ§teļn² koncentraci 

l§tek (Kc <<1) a reakļn² rychlost je ¼mŊrn§ koncentraci l§tky a reakce prob²h§ podle 

kinetiky 1. Ś§du. VŊtġina autorŢ vġak popisuje dŊje pomoc² kinetiky pseudo-prvn²ho Ś§du, 

z totho dŢvodu, ģe koncentrace odbour§van® l§tky je velmi n²zk§ a koncentrace ostatn²ch 

ļinidel lze povaģovat za konstantn². Rozklad lze popsat vztahem (69) (74): 

  ln ( ὯὑὸὯπὸ 
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c0 je poļ§teļn² koncentrace l§tky, c je koncentrace v ļase t, k0 je rychlostn² konstanta 

pseudo-prvn²ho Ś§du. Grafick® zn§zornŊn² z§vislosti ln c0/c na ļase m§ tvar pŚ²mky, a jej² 

smŊrnice pŚedstavuje form§ln² rychlostn² konstantu prvn²ho Ś§du k0. 

Popsan® pŚ²stupy nelze pouģ²t obecnŊ, protoģe celĨ proces je komplexn², zahrnuj²c² 

meziprodukty a dalġ² pŚ²tomn® l§tky, kter® v tomto pŚ²stupu nejsou uvaģov§ny. 

 

Đloha analytick® chemie 

V problematice odbour§v§n² organickĨch l§tek ze ģivotn²ho prostŚed² pomoc² 

pokroļilĨch oxidaļn²ch procesŢ je ¼lohou analytick® chemie monitorov§n² kinetiky 

odbour§v§n², sledov§n² rozkladnĨch mechanismŢ a popis vznikaj²c²ch reakļn²ch 

produktŢ. DŢleģitĨm bodem je i vhodnŊ zvolenĨ typ vzorku, jeho odbŊr a ¼prava pŚed 

analĨzou (67). V prŢbŊhu cel®ho procesu se hodnot² kinetick® parametry rozkladu 

(rychlostn² konstanta), sleduj² se rozkladn® produkty, hodnot² se celkovĨ obsah 

organick®ho uhl²ku a navrhuj² se reakļn² mechanismy rozkladnĨch reakc².  

Zaj²mavĨm aspektem je i posouzen², kter® reaktivn² ļ§stice se na odbour§n² v²ce pod²lej², 

zda doch§z² k rozkladu zejm®na vlivem volnĨch dŊr anebo vlivem hydroxylovĨch 

radik§lŢ. Do reakļn² smŊsi se z§mŊrnŊ pŚid§vaj² inhibitory volnĨch radik§lŢ 

(vychyt§vaļe, Ăscavengersñ) a hodnot² se zmŊna rychlostn²ch konstant. Jodid draselnĨ se 

pouģ²v§ jako vychyt§vaļ volnĨch dŊr i hydroxylovĨch radik§lŢ. Isopropanol lze pouģ²t 

jako inhibitor volnĨch radik§lŢ. Jako inhibitor hydroxylovĨch radik§lŢ mŢģe pŢsobit i 

acetonitril. Vychyt§vaļem superoxidovĨch radik§lŢ je benzochinon (74).   

V z§vislosti na typu organick® slouļeniny mŢģe doj²t v prŢbŊhu cel®ho procesu k tvorbŊ 

Śady reakļn²ch produktŢ, kter® opŊt podl®haj² rozkladnĨm reakc²m vedouc²m aģ 

k ¼pln®mu odbour§n² l®ļiv® l§tky ze ģivotn²m prostŚed². 
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4. Koment§Ś k publikovanĨm prac²m 
 

VĨsledky prezentovan® v t®to habilitaļn² pr§ci vznikaly v letech 2003-2018 a zahrnuj² i 

pr§ce vytvoŚen® bŊhem doktorsk®ho studia.  

Experiment§ln² pr§ce prob²haly v laboratoŚi kapalinov® chromatografie a laboratoŚi 

hmotnostn² spektrometrie na KatedŚe analytick® chemie Farmaceutick® fakulty v Hradci 

Kr§lov®, Univerzity Karlovy.  

 

C²le a zamŊŚen² prezentovanĨch publikac² lze rozdŊlit do nŊkolika kategori². RozdŊlen² 

nen² jednoznaļn®, jednotliv§ t®mata se prol²naj², protoģe v r§mci vĨvoje a validac² metod 

je vģdy souļ§st² metody i pŚ²prava vzorku a optimalizace chromatografick®ho syst®mu. 

 

Kategorie: 

1. VĨvoj metod pro sledov§n² stability ¼ļinnĨch l§tek, stanoven² obsahu vybranĨch 

pomocnĨch l§tek v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch a sledov§n² vĨskytu neļistot.  

Tato kategorie zahrnuje i pr§ce, v r§mci kterĨch byly provedeny stresov® testy 

sledovanĨch l§tek. 

2. On-line SPE HPLC, vyuģit² nanovl§ken jako sorbentŢ pro extrakci na tuhou f§zi, 

modern² metody ¼pravy vzorku pro analĨzu. 

3. Vyuģit² modern²ch typŢ stacion§rn²ch f§z² v HPLC v analĨze l§tek pŚ²rodn²ho 

pŢvodu a doplŔc²ch stravy. 

4. Analytick§ chemie jako souļ§st botanick® a biochemick® studie.   
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4.1. VĨvoj metod pro sledov§n² stability ¼ļinnĨch 

l§tek, stanoven² obsahu vybranĨch pomocnĨch 

l§tek v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch a sledov§n² vĨskytu 

neļistot  

 

1) NOVĆKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, 

Development and validation of HPLC method for determination of indomethacin and 

its two degradation products in topical gel. Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis, 2004, vol. 37, no. 5, p. 899-905.  

2) MATYSOVĆ Ludmila, SOLICH Petr, MAREK Petr, HAVLĉKOVĆ Lucie, NOVĆKOVĆ 

Lucie, ĠĉCHA Jan, Separation and determination of terbinafine and its four impurities 

of similar structure using simple RP-HPLC method. Talanta, 2006, vol. 68, no. 3, p. 

713-720.  

3) HAVLĉKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, NOVĆKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, HPLC 

determination of calcium pantothenate and two preservatives in topical cream. 

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2006, vol. 41, no. 2, p. 671-

675.  

4) HAVLĉKOVĆ Lucie, NOVĆKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, ĠĉCHA Jan, SOLICH 

Petr, Determination of estradiol and its degradation products by liquid 

chromatography. Journal of Chromatography A, 2006, vol. 1119, no. 1-2, p. 216-

223.  

5) HAVLĉKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, NOVĆKOVĆ Lucie, HĆJKOVĆ Renata, 

SOLICH Petr, HPLC determination of chlorhexidine gluconate and p-chloroaniline in 

topical ointment. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2007, vol. 43, 

no. 3, p. 1169-1173.  

6) HAVLĉKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, HĆJKOVĆ Renata, ĠATĉNSKħ Dalibor, 

SOLICH Petr, Advantages of pentafluorophenylpropyl stationary phase over 

conventional C18 stationary phaseðApplication to analysis of triamcinolone 

acetonide. Talanta, 2008, vol.76, p. 597ï601.  

7) Ģ§kov§ Petra, Sklen§Śov§ Hana, HAVLĉKOVĆ Lucie, MATYSOVĆ Ludmila, 

ĠATĉNSKħ Dalibor, Optimalizace HPLC stanoven² klotrimazolu. Chemick® Listy, 

2009, vol. 103, p. 251ī255. 

8) MATYSOVĆ Ludmila, HAVLĉKOVĆ Lucie, HĆJKOVĆ Renata, KRIVDA  Anton, SOLICH 

Petr, Application of HILIC stationary phase to determination of dimethindene 

maleate in topical gel. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2009, 

vol.50, no. 1, p. 23-26.  

9) MATYSOVA Ludmila, KOBLOVĆ Petra, GALLA  Lubom²r, SKLENĆřOVĆ Hana, 

HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, Chromatographic determination of active 

compounds in topical formulations. Analytical Methods, 2012, vol. 4(6), p. 1525-

1529. 

10) HAVLĉKOVĆ Lucie, BRABCOVĆ Ivana, ĠATĉNSKħ Dalibor, MATYSOVĆ Ludmila, 

LUSKAĻOVĆ Alena, OSIĻKA ZdenŊk, SOLICH Petr, Optimisation of an HPLC method 

for the simultaneous determination of pyrantel pamoate, praziquantel, fenbendazole, 

oxfendazole and butylhydroxyanisole using a phenyl stationary phase. Analytical 

Methods, 2012, vol. 4(6), p.1592ï1597. 

11) HAVLĉKOVĆ Lucie, PANNYOVĆ Anna, MATYSOVĆ Ludmila, SOLICH Petr, 

Development of novel stability-indicating method for the determination of 
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dimethindene maleate and its impurities. Chromatographia, 2013, vol. 76(21), p. 

1545-1551. 

12) HAVLĉKOVĆ Lucie, MATYĆĠ Robert, IHNĆT Luk§ġ, NOVĆKOVĆ Lucie, ĠATĉNSKħ 

Dalibor, Degradation study of nitroaromatic explosives 2-diazo-4,6-dinitrophenol 

and picramic acid using HPLC and UHPLC-ESI-MS/MS. Analytical Methods, 

2014, vol 6, p. 4761-4768. 

13) HAVLĉKOVĆ Lucie, ĠATĉNSKħ Dalibor, SOLICH Petr, Aspects of Decontamination of 

Ivermectin and Praziquantel from Environmental Waters using Advanced Oxidation 

Technology. Chemosphere, 2016, vol 144, p. 21-28. 

 

Metody v publikac²ch ļ. 1-10 byly vyv²jeny ve spolupr§ci s Kontroln² laboratoŚ² 

Farmaceutick® fakulty a farmaceutickĨmi firmami. Tyto pr§ce zahrnuj² vĨvoj, 

optimalizaci a validaci HPLC metod pro stanoven² obsahu ¼ļinn® l§tky, v nŊkterĨch 

pŚ²kladech i vybranĨch pomocnĨch l§tek (konzervaļn²ch nebo antioxidaļn²ch l§tek) a 

vybranĨch neļistot v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch. VŊtġinou se jednalo o topick® l®ļiv® pŚ²pravky 

pro hum§nn² nebo veterin§rn² pouģit². Obvykle byly hodnoceny definovan® neļistoty 

podle zad§vac² dokumentace firmy ve spolupr§ci se SĐKLem.  

PŚed zaveden²m pŚ²pravkŢ na trh je potŚeba doloģit jejich stabilitu pomoc² stabilitn²ch 

studi². AnalĨza l®ļivĨch pŚ²pravkŢ zahrnuje celou Śadu d²lļ²ch krokŢ, vļetnŊ z²sk§n² 

prvotn²ch informac² o sledovanĨch substanc²ch. Ned²lnou souļ§st² prac² je i optimalizace 

chromatografickĨch podm²nek a izolaļn²ho postupu. VŊtġina prac² vyuģ²vala izokratick® 

podm²nky separace a pro kvantitativn² hodnocen² metodu vnitŚn²ho standardu. 

Optimalizace vĨbŊru analytick® kolony byla prov§dŊna s c²lem sledovat modern² trendy 

v oblasti stacion§rn²ch f§z². V pr§ci byly pouģity stacion§rn² f§ze na b§zi modifikovan®ho 

silikagelu nebo tak® stacion§rn² f§ze na b§zi oxidu zirkoniļit®ho (7 a 9), metoda HILIC 

(8) ļi kolony s povrchovŊ por®zn²mi ļ§sticemi (12). Hlavn²m typem detekce byla 

spektrofotometrick§ (UV) nebo fluorimetrick§ (10) detekce. 

Vyvinut® metody byly kompletnŊ validov§ny. Vġechny validovan® parametry 

vyhovovaly poģadavku autorit. Vyvinut® a validovan® metody prac² 1-10 byly pouģity 

v Kontroln² laboratoŚi pro rutinn² analĨzy l®ļivĨch pŚ²pravkŢ a proveden² stabilitn²ch 

studi² l®ļivĨch pŚ²pravkŢ.  

Souļ§st² prac² 11-13 bylo proveden² stresovĨch testŢ a popis stability c²lovĨch substanc² 

a jejich rozkladnĨch produktŢ. Charakterizace rozkladnĨch produktŢ byla provedena 

pomoc² hmotnostn² spektrometrie (11-13). 

C²lem publikace 1), bylo vyvinout HPLC metodu pro souļasn® stanoven² ¼ļinn® l§tky 

indometacinu a jeho dvou rozkladnĨch produktŢ - kyseliny 5-methoxy-2-

methylindolyloctov® a kyseliny 4-chlorbenzoov® v topick®m l®ļiv®m pŚ²pravku. 

K HPLC separaci byl pouģit novĨ typ chromatografick® kolony s fenylovou stacion§rn² 

f§z².  

V pr§ci 2) byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoven² ¼ļinn® l§tky terbinafinu. KromŊ 

terbinafinu se v pŚ²pravku sledovala hladina i jeho rozkladnĨch produktŢ: ɓ-terbinafinu, 

Z-terbinafinu a 4-methylterbinafinu. SouļasnŊ byla hodnocena i neļistota poch§zej²c² 
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z vĨchoz²ch surovin synt®zy: 1-methylaminomethylnaftalen. K HPLC separaci byla 

pouģita stacion§rn² f§ze s kyano skupinou. 

V pr§ci 3) byla vyvinuta kontroln² metoda pro sledov§n² obsahu pantothenanu 

v§penat®ho a dvou konzervaļn²ch pŚ²sad (methyl- a propylparaben) v masti.  

C²lem pr§ce 4) bylo vyvinout stabilitu indikuj²c² metodu pro sledov§n² obsahu ¼ļinn® 

l§tky beta-estradiolu v gelu. KromŊ estradiolu byl hodnocen i vĨskyt nŊkolika neļistot, 

kter® byly uvedeny v Drug Master File dokumentaci. Hodnocen® rozkladn® produkty 

byly: estron, D9(11) ï estron, D9(11) ï estradiol, hemidydr§t 17a-estradiolu, 

17a-ethinylestradiol, 3-methoxy-17b-estradiol a 17b-estradiol-17-acet§t. D§le byla 

sledov§na hladina D9(11) ï estronu jako vĨchoz² l§tky synt®zy a hladina D9(11) ï estradiolu, 

kterĨ je meziproduktem pŚi synt®ze estradiolu. Nejlepġ²ch vĨsledkŢ separace bylo 

dosaģeno se stacion§rn² f§z² s kyanovou skupinou.  

Dalġ² c²lovou substanc² byl chlorhexidin diglukon§t. V pr§ci 5) byla vyvinuta a 

validov§na HPLC metoda pro stanoven² jej²ho obsahu a tak® pro stanoven² obsahu 

rozkladn®ho produktu p-chloranilinu v masti, urļen® pro veterin§rn² pouģit². Pro HPLC 

analĨzu byla pouģita stacion§rn² f§ze s fenylovou skupinou.  

V pr§ci 6) bylo provedeno porovn§n² pouģit² konvenļn² oktadecylsilikagelov® stacion§rn² 

f§ze s novou f§z² obsahuj²c² silikagel modifikovanĨ pentafluorofenylovou skupinou, pro 

analĨzu triamcinolon acetonidu, dvou konzervaļn²ch pŚ²sad a neļistoty (triamcinolon) 

v kr®mu. Pouģit²m nov® stacion§rn² f§ze bylo dosaģeno lepġ²ho rozdŊlen² l§tek, rychlejġ² 

analĨzy a z§roveŔ byl odhalen vĨskyt nov® nedefinovan® neļistoty triamcinolon 

acetonidu, kter§ vznikala jeho rozkladem v prŢbŊhu dlouhodob® stabilitn² studie kr®mu. 

C²lem pr§ce 7) bylo nastavit podm²nky HPLC pro souļasn® stanoven² obsahu 

klotrimazolu a jeho dvou rozkladnĨch produktŢ ((2-chlorfenyl)difenylmethanol a 

imidazol) ve spreji. V pr§ci byla pouģita stacion§rn² f§ze na b§zi oxidu zirkoniļit®ho.  

Pro stanoven² obsahu neionogenn²ho tenzidu nonoxynol-9 a lok§ln²ho anestetika 

trimekainu hydrochloridu v lubrikaļn²m gelu byla vyvinuta HPLC metoda, a pro 

stanoven² obsahu terpinen-4-olu byla pouģita metoda GC (pr§ce 9). 

V r§mci pr§ce 10), byl proveden vĨvoj, optimalizace a validace HPLC metody pro 

souļasn® stanoven² tŚ² ¼ļinnĨch l§tek pyrantel pamo§tu, prazikvantelu a fenbendazolu, 

antioxidaļn² pŚ²sady butylhydroxyanisolu a rozkladn®ho produktu oxfendazolu v or§ln² 

pastŊ a v tablet§ch (bez antioxidaļn² pŚ²sady) pro veterin§rn² pouģit². V pr§ci byla pouģita 

kolona s fenyl-hexylovou stacion§rn² f§z² a mobiln² f§ze o pH 9. Z dŢvodu velkĨch 

koncentraļn²ch rozd²lŢ l§tek obsaģenĨch v pastŊ, bylo nutn® analyzovat antioxidaļn² 

pŚ²sadu pomoc² fluorescenļn²ho detektoru. Fluorescenļn² detektor vykazoval za 

uvedenĨch podm²nek vyġġ² citlivost a antioxidaļn² pŚ²sada mohla bĨt stanovena s 

poģadovanou pŚesnost² a spr§vnost².  
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Stanoven² obsahu dimetinden malein§tu v gelu bylo provedeno pomoc² HPLC metody 

s vyuģit²m ZIC-HILIC analytick® kolony v pr§ci 8). Na tuto pr§ci nav§zala pr§ce 11), ve 

kter® byla vyvinuta a validov§na HPLC stabilitu indikuj²c² metoda pro stanoven² 

dimetindenu malein§tu a jeho tŚ² neļistot s vyuģit²m stacion§rn² f§ze s kyano skupinou. 

Definovanou neļistotou byl 2-ethylpyridin. Byly provedeny stresov® testy 

s dimetindenem malein§tem a s kyselinou maleinovou. Bylo prok§z§no, ģe kyselina 

maleinov§ byla stabiln² za testovanĨch podm²nek. D§le bylo zjiġtŊno, ģe zvĨġen§ teplota, 

voda, a ani kysel® prostŚed² nemaj² vliv na stabilitu dimetindenu. PŚ²tomnost oxidaļn²ho 

ļinidla vedla k rozkladu dimetindenu za vzniku dvou rozkladnĨch produktŢ, kter® byly 

charakterizov§ny pomoc² techniky UHPLC-ESI-MS/MS. V z§sadit®m prostŚed² vznikl 

jeden rozkladnĨ produkt, tato neļistota nebyla d§le hodnocena (pŚ²loha 11).  

C²lem pr§ce 12) bylo zjiġtŊn² stability diazodinitrofenolu (DDNP). DDNP je 

diazoslouļenina, kter§ se pouģ²v§ jako tŚaskavina. Diazodinitrofenol a kyselina 

pikramov§ (vĨchoz² l§tka pro synt®zu DDNP) byly podrobeny stresovĨm testŢm. 

Kyselina pikramov§ byla za testovanĨch podm²nek stabiln². DDNP byl stabiln² v kysel®m 

a z§sadit®m prostŚed², zat²mco v prŢbŊhu sledov§n² vlivu zvĨġen® teploty, oxidace a 

svŊtla vznikly tŚi rozkladn® produkty. Rozkladn® produkty byly charakterizov§ny pomoc² 

techniky UHPLC-ESI-MS/MS. VĨsledky pr§ce byly dŢleģitĨmi vstupy pro optimalizaci 

skladovac²ch podm²nek testovan® tŚaskaviny. 

 T®matem pr§ce 13) je fotokatalytickĨ rozklad pomoc² oxidu titaniļit®ho dvou vybranĨch 

anthelmintik, ivermektinu a prazikvantelu. Aby byl pohled na rozkladn® mechanismy 

obou l§tek kompletn², byly provedeny tak® stresov® testy. Ivermektin se v prŢbŊhu 

fotokatalĨzy rozkl§dal na tŚi rozkladn® produkty, dalġ² dva vznikly bŊhem kysel® a 

z§sadit® hydrolĨzy. Prazikvantel se rozloģil za vzniku ġesti rozkladnĨch produktŢ, ļtyŚi 

z nich vznikly bŊhem fotokatalytick®ho rozkladu. VĨsledek pr§ce ukazuje, ģe 

fotokatalĨza pomoc² TiO2 (pokroļilĨ oxidaļn² proces) je ¼ļinnĨ postup dekontaminace 

ivermektinu a prazikvantelu ze ģivotn²ho prostŚed².  
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4.2. On-line SPE HPLC, vyuģit² nanovl§ken jako 

sorbentŢ pro extrakci na tuhou f§zi, modern² 

metody ¼pravy vzorku pro analĨzu  

 

14) ĠATĉNSKħ Dalibor, HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, HPLC column switching 

technique for sample preparation and fluorescence determination of propranolol in 

urine using fused-core columns in both dimensions. Analytical and Bioanalytical 

Chemistry, 2013, vol. 405(20), p.6583-6587.  

15) LHOTSKĆ Ivona, ĠATĉNSKħ Dalibor, HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, A fully 

automated and fast method using direct sample injection combined with fused core 

column on-line SPE-HPLC for determination of ochratoxin A and citrinin in lager 

beers. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2016, vol. 408(12), pp 3319-3329. 

16) HĆKOVĆ Martina, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, CHVOJKA JiŚ², SOLICH 

Petr, ĠATĉNSKħ Dalibor, An on-line coupling of nanofibrous extraction with 

column-switching high performance liquid chromatography - a case study on the 

determination of bisphenol A in environmental water samples. Talanta, 2018, vol. 

178, p. 141-146.   

17) HĆKOVĆ Martina, Raabov§ Hedvika, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, 

Chocholouġ Petr, CHVOJKA JiŚ², ĠATĉNSKħ Dalibor, Testing of nylon 6 nanofibers 

with different surface densities as sorbents for solid phase extraction and their 

selectivity comparison with commercial sorbent. Talanta, 2018, vol. 181, p. 326-

332.   

18) HĆKOVĆ Martina, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, CHVOJKA JiŚ², ĠVEC 

Frantiġek, SOLICH Petr, ĠATĉNSKħ Dalibor, Nanofiber polymers as novel sorbents 

for on-line solid phase extraction in chromatographic system: A comparison with 

monolithic reversed phase C18 sorbent. Analytica Chimica Acta, 2018, vol. 1018, 

p. 26-34.  

19) HĆKOVĆ Martina, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, CHVOJKA JiŚ², ERBEN 

Jakub, SOLICH Petr, ĠVEC Frantiġek, ĠATĉNSKħ Dalibor, A comparison study of 

nanofiber, microfiber, and new composite nano/microfiber polymers used as 

sorbents for on-line solid phase extraction in chromatography system. Analytica 

Chimica Acta, 2018 vol. 1023, p. 44-52.  

20) HUERTAS-P£REZ Jos® Fernando, ARROYO-MANZANARES Natalia, HAVLĉKOVĆ 

Lucie, GĆMIZ-GRACIA Laura, SOLICH Petr, GARCĉA-CAMPA¤A Ana M. Method 

Optimization And Validation For The Determination Of Eight Sulfonamides In 

Chicken Muscle And Eggs By Modified QuEChERS And Liquid Chromatography 

With Fluorescence Detection. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 

2016, vol.124, p. 261-266. 

21) CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, URBANOVĆ Martina, CHOCHOLOUĠ Petr, 

SOLICH Petr. Novel Dispersed Sorbent Sorptive Extraction Method for the 

Chromatography Profiling of Active Substances in Ginger. Food Analytical 

Methods, 2017, vol. 10, p. 1016-1023. 

 

PŚ²prava vzorku pŚed vlastn² analĨzou je ned²lnou souļ§st² cel®ho analytick®ho postupu 

a bĨv§ ļasto jeho kritickĨm m²stem. Vlastn² pŚ²prava vzorku (extrakce) mus² bĨt 

dostateļnŊ selektivn² a nedestruktivn² pro c²lov® analyty, mŊla by zahrnovat co nejm®nŊ 

krokŢ (moģn® vnesen² chyby) a vĨsledkem by mŊl bĨt tak® dostateļnŊ zakoncentrovanĨ 
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vzorek, aby n§sledn§ separace a zejm®na detekce byly nen§roļn®. V t®to kategorii jsou 

prezentovan® pr§ce, kter® jsou zamŊŚeny na metody ¼pravu vzorku.  

Metody ¼pravu vzorkŢ a izolace l§tek u experiment§ln²ch prac² z kategori² 1,2 a 4 jsou 

detailnŊji pops§ny v jednotlivĨch prac²ch (odkazy jsou uvedeny v kapitole 9).  

Jednou z nejv²ce pouģ²vanĨch metod ¼pravy vzorku je extrakce na tuhou f§zi (SPE). 

Nov® trendy v oblasti vĨvoje metod pro ¼pravu vzorku se zamŊŚuj² pŚedevġ²m smŊrem 

k nalezen² novĨch sorbentŢ, zvĨġen² rychlosti extrakce, sn²ģen² spotŚeby vzorkŢ a 

rozpouġtŊdel, a zvĨġen² selektivity postupu ¼pravy vzorku. Dalġ²m smŊrem je moģnost 

on-line spojen² pŚ²pravy vzorkŢ s vhodnĨmi analytickĨmi technikami. PŚi on-line 

zapojen² extrakce na pevn® f§zi do chromatografick®ho syst®mu se extrakļn² kolonka 

zapoj² pomoc² v²cecestn®ho ventilu pŚed analytickou kolonu. Po n§stŚiku neupraven®ho 

vzorku tak bŊhem jednoho kroku z²sk§me automatizovanou metodu schopnou extrakce i 

z komplexnŊjġ² matrice, separace a n§sledn®ho vyhodnocen². 

V prac²ch 14) a 15) byly pro on-line SPE pouģity pŚedkolony s povrchovŊ por®zn²mi 

ļ§sticemi. V pr§ci 14) byla vyvinuta on-line SPE HPLC metoda pro analĨzu propranololu 

z moļi s vyuģit²m fluorimetrick® detekce. Filtrovan§ moļ (1,5 ml) byla nastŚikov§na 

pŚ²mo do chromatografick®ho syst®mu. V pr§ci 15) byl on-line syst®m pouģit pro analĨzu 

mykotoxinŢ ochratoxinu A a citrininu v pivu, opŊt s fluorimetrickou detekc². V r§mci 

pr§ce bylo analyzov§no 48 vzorkŢ piva.   

Vyuģit² nanovl§ken jako sorbentŢ pro SPE bylo pŚedmŊtem prac² 16-19.  

Nanovl§kna jsou slibnĨm materi§lem v problematice ¼pravy vzorku, kterĨ vynik§ 

pŚedevġ²m velkĨm aktivn²m povrchem, coģ mŢģe pŚin®st zkr§cen² doby extrakce, sn²ģen² 

spotŚeby rozpouġtŊdel a zefektivnŊn² extrakļn²ho procesu. Vyuģit² novĨch typŢ 

nanovl§ken mŢģe pŚin®st zvĨġen² selektivity pŚi pŚ²pravŊ vzorkŢ. Pouģit§ nanovl§kna byla 

pŚipravena na Technick® univerzitŊ Liberec pomoc² technologie elektrospinningu.  

V pr§ci 17) byla testov§na polymern² nanovl§kna typu polyamid 6 jako sorbent pro SPE. 

C²lem pr§ce bylo popsat schopnost nanovl§ken zachyt§vat rŢzn® l§tky, liġ²c² se 

molekulovou hmotnost² a hydrofilnŊ-lipofiln²mi vlastnostmi. Byly testov§ny l§tky ze 

skupiny parabenŢ, steroidŢ a flavonoidŢ, d§le pak fenoxykarb, hydroxypyren a 

permethrin, jako z§stupci lipofiln²ch slouļenin. Testovan§ nanovl§kna se uk§zala jako 

pomŊrnŊ vhodnĨ sorbent, zejm®na pro lipofiln² slouļeniny a slouļeniny s fenolickou 

skupinou v molekule (estrogeny a flavonoidy).  

V prac²ch 16), 18) a 19) byla pŚedkolonka s vl§kennĨmi polymery zapojena v²cecestnĨm 

selekļn²m ventilem pŚ²mo do syst®mu vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie. On-line 

spojen² umoģŔuje zvĨġit reprodukovatelnost, citlivost stanoven², d§le minimalizovat vliv 

vnŊjġ²ch podm²nek a sn²ģit n§roky na obsluhu. Extrakce v syst®mu pŚep²n§n² kolon 

(column switching) v on-line proveden² s nanovl§kennĨmi polymery jsou v odborn® 

literatuŚe zat²m velmi m§lo popsan§. Velkou vĨhodou vyuģit² nanovl§ken je moģnost 

opakovan®ho pouģit² pŚipraven® kolonky. Nanovl§kna/mikrovl§kna byla po skonļen² 

mŊŚen² hodnocena pomoc² SEM. Nanovl§kna nevykazovala po skonļen² experimentu 
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ģ§dn® vĨrazn® zmŊny uspoŚ§d§n². V experiment§ln² pr§ci 16) byla polyamidov§ 

nanovl§kna pouģita jako sorbent pro on-line extrakci bisfenolu A z Ś²ļn²ch vod. V pr§ci 

18) byla na modelov® skupinŊ l§tek insekticidŢ provedena srovn§vac² studie z²skanĨch 

polymern²ch nanovl§kennĨch materi§lŢ (polyamid 6, polykaprolakton, polystyren) 

s komerļn²m sorbentem. V t®to, v podstatŊ naġ² pilotn² pr§ci, byly diskutov§ny ¼skal² on-

line zapojen² kolonky, vļetnŊ optimalizov§n² zpŢsobu upevnŊn² nanovl§ken do kolonky 

nebo trubiļky a tak® mnoģstv² pouģit®ho nanovl§kenn®ho materi§lu pro extrakci. 

Publikace 19) se tĨkala vyuģit² novĨch polykompozitn²ch materi§lŢ pro analĨzu 

ochratoxinu A ve vzorc²ch piva. Jako sorbenty pro on-line SPE byla testov§na nanovl§kna 

typu polyamid 6 a polyvinylidendifluorid a polyethylenov§ mikrovl§kna. D§le byly 

zkouġeny zcela nov® kompozitn² smŊsi (kombinace dvou polymerŢ, kter® jsou 

zvl§kŔov§ny ve stejnĨ ļas a vĨsledkem je stabiln² kompozitn² smŊs dvou mikro- a 

nanovl§kennĨch polymerŢ), s vyuģit²m polymerŢ typŢ polykaprolakton a 

polyvinylidendifluorid.  

V pr§ci 20) byla pouģita metoda ¼pravy vzorku QuEChERS (akronym ze slov Quick, 

Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe ï rychlĨ, jednoduchĨ, levnĨ, efektivn², robustn² 

a bezpeļnĨ). QuEChERS je metoda ¼pravy vzorku, pŚi kter® je v jednom kroku provedena 

extrakce vzorku a n§slednŊ i jeho pŚedļiġtŊn² pomoc² disperzn² extrakce na tuhou f§zi. 

Tento vĨzkum prob²hal bŊhem zahraniļn² st§ģe v laboratoŚi katedry analytick® chemie 

Univerzity Granada ve ĠpanŊlsku. 

C²lem pr§ce 21) bylo popsat moģnost vyuģit² disperzn² extrakce na tuhou f§zi jako metody 

pro zakoncentrov§n² a retenci analytŢ a ne jako metodu pro pŚeļiġtŊn² vzorkŢ. K vĨhod§m 

t®to metody patŚ² jednoduchost, pouģit² menġ²ch objemŢ vzorkŢ a moģnost velk®ho 

faktoru zakoncentrov§n². Sorbent je pŚid§n do vzorku, vzorek je protŚep§n, filtrov§n a 

analyty jsou eluov§ny pomoc² organick®ho rozpouġtŊdla. Tato metoda byla v pr§ci 

pouģita pro analĨzu vybranĨch obsahovĨch l§tek z§zvorovn²ku l®kaŚsk®ho. Pr§ce byla 

ļ§steļnŊ validov§na a pouģita pro analĨzu ļajŢ a sirupŢ s obsahem z§zvorovn²ku 

l®kaŚsk®ho. 
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4.3. Vyuģit² modern²ch typŢ stacion§rn²ch f§z² v HPLC 

v analĨze l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu a doplŔc²ch 

stravy  

 

22) CITOVĆ Ivana, HAVLĉKOVĆ Lucie, URBĆNEK Lubor, SOLICHOVĆ Dagmar, 

NOVĆKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, Comparison of a novel ultra-performance liquid 

chromatographic method for determination of retinol and Ŭ-tocopherol in human 

serum with conventional HPLC using monolithic and particulate columns. Analytical 

and Bioanalytical Chemistry, 2007, vol. 388, no. 3, p. 675-681. 

23) BRABCOVĆ Ivana, KOVĆřOVĆ Lenka, ĠATĉNSKħ Dalibor, HAVLĉKOVĆ Lucie, 

SOLICH Petr, A Fast HPLC Method for Determination of Vitamin E Acetate in Dietary 

Supplements Using Monolithic Column. Food Analytical Methods, 2013, vol. 6, p. 

380-385.  

24) ĠATĉNSKħ Dalibor, JAGEROVĆ KateŚina, HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, A New and 

Fast HPLC Method for Determination of Rutin, Troxerutin, Diosmin and Hesperidin 

in Food Supplements Using Fused-Core Column Technology. Food Analytical 

Methods, 2013, vol. 6(5), p. 1353-1360.  

25) HAVLĉKOVĆ Lucie, OPLETAL Lubom²r, ĠATĉNSKħ Dalibor, SOLICH Petr, A Fast 

Determination of Chlorophylls in Barley Grass Juice Powder Using HPLC Fused-

Core Column Technology and HPTLC. Food Analytical Methods, 2014, vol 7 (3), p. 

629-635.  

26) HAVLĉKOVĆ Lucie, MACĆKOVĆ KateŚina, OPLETAL Lubom²r, SOLICH Petr, Rapid 

determination of Ŭ-Hederin and Hederacoside C in Extracts of Hedera helix Leaves 

Available in the Czech Republic and Poland. Natural Product Communications, 

2015, vol 10, p. 1529-1531.  

27) FIBIGR Jakub, ĠATĉNSKħ Dalibor, HAVLĉKOVĆ Lucie, SOLICH Petr, A new method for 

rapid determination of indole-3-carbinol and its condensation products in 

nutraceuticals using core-shell column chromatography method. Journal of 

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2016, vol 120, p. 383-390.  

28) HAVLĉKOVĆ Lucie, PARMOVĆ Martina, CHOCHOLOUĠ Petr, SOLICH Petr, Sensitive 

monitoring of amygdalin and 5-hydroxytryptamine in food supplements using HILIC 

OH5 chromatography. Food Analytical Methods, 2016, vol. 9(6), p. 1849-1856.  

29) HAVLĉKOVĆ Lucie, VLĻKOVĆ Hana, SOLICH Petr, NOVĆKOVĆ Lucie, HILIC 

UHPLC-MS/MS for fast and sensitive bioanalysis: accounting for matrix effects in 

method development. Bioanalysis, 2013, vol. 5(19), p. 2345ï2357.   

30) NOVĆKOVĆ Lucie, HAVLĉKOVĆ Lucie, VLĻKOVĆ Hana, Hydrophilic Interaction 

Chromatography of polar and ionizable compounds by UHPLC. Trac - Trends in 

Analytical Chemistry, 2014, vol 63, p. 55-64. 

 

C²lem prvn² pr§ce t®to kategorie (22) byla optimalizace a vĨvoj UPLC metody pro 

stanoven² vitaminŢ retinolu a alfa-tokoferolu v krevn²m s®ru a porovn§n² vĨsledkŢ 

analĨzy metodou UPLC s metodou HPLC, vyuģ²vaj²c² k analĨze monolitickou kolonu. 

Celkov§ doba analĨzy byla t®mŊŚ shodn§, UPLC pŚinesla vĨsledky analĨzy s n²zkĨm 

prŢtokem mobiln² f§ze, a tedy niģġ² spotŚebou mobiln² f§ze coģ sn²ģilo cenu jedn® 

analĨzy. Tato pr§ce byla jednou z prvn²ch na naġem pracoviġti vyuģ²vaj²c² sub-2 Õm 

kolony. 
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Pr§ce 23-28 se zabĨvaj² analĨzou l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu. V pr§ci 23) byla vyvinuta 

HPLC metoda pro analĨzu tokoferolu acet§tu v doplŔc²ch stravy s vyuģit²m monolitick® 

kolony. C²lem pr§ce 24) bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoven² vybranĨch 

flavonoidŢ (rutin, troxerutin, diosmin and hesperidin) v doplŔc²ch stravy a v jednom 

registrovan®m l®ļiv®m pŚ²pravku. Separace byla provedena na kolonŊ s povrchovŊ 

por®zn²mi ļ§sticemi, tzv. fused-core analytick® kolonŊ. Tyto stacion§rn² f§ze jsou tvoŚeny 

ļ§sticemi s pevnĨm j§drem a vrstvou por®zn²ho silikagelu. Kolony s povrchovŊ 

por®zn²mi ļ§sticemi byly pouģity i v prac²ch 25), 27) a 28).  

Pr§ce 25) byla zamŊŚena na HPLC stanoven² chlorofylu a a chlorofylu b v doplŔc²ch 

stravy. V r§mci t®to pr§ce byla provedena i potvrzovac² studie pomoc² metody HPTLC.  

Pr§ce 27) se zabĨvala stanoven²m indol-3-karbinolu a jeho rozkladnĨch produktŢ 

v doplŔc²ch stravy.  

Pr§ce 26) byla zamŊŚena na HPLC stanoven² triterpenickĨch saponinŢ hederakosidu C a 

alfa hederinu v sirupech s obsahem extraktu z listŢ Hedera helix L. V t®to studii byla 

pouģita kolona se sorbentem typu X-Terra, umoģŔuj²c² analĨzu v ġirok®m rozmez² pH (v 

pr§ci bylo pouģito pH 8,5).    

V pr§ci 28) byla vyvinuta a validov§na metoda pro stanoven² obsahu amygdalinu a 

serotoninu v doplŔku stravy za pouģit² vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie a kolony 

AscentisÈ Express OH5. Stacion§rn² f§ze pro HILIC byla pouģita v t®to pr§ci zejm®na 

pro potlaļen² neģ§douc²ho chov§n² serotoninu na kolonŊ (chvostov§n² na kolon§ch typu 

C18).  

Do t®to kategorie je zaŚazena i pr§ce 29) a tak® pŚehledovĨ ļl§nek 30). Studie 29) se 

zabĨvala hodnocen²m matricovĨch efektŢ po SPE a proteinov® precipitaci na 

obohacenĨch vzorc²ch s®ra a 34 modelovĨch analytech. V r§mci studie byly porovn§ny 

matricov® efekty (metodou postextrakļn²ho pŚ²davku) pŚi UHPLC-ESI-MS/MS analĨze 

v reverzn²m nebo HILIC uspoŚ§d§n².  

PŚehledovĨ ļl§nek 30) shrnoval pouģit² HILIC v UHPLC. Pouze 10% vġech prac² HILIC 

bylo pouģito v technice UHPLC. Pr§ce prezentovala hlavn² ¼skal² HILIC, shrnula 

stacion§rn² f§ze pro HILIC-UHPLC, diskutovala aspekty ovlivŔuj²c² citlivost, selektivitu, 

separaļn² ¼ļinnost a pŚedstavila hlavn² oblasti aplikace HILIC v UHPLC analĨze. 
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4.4. Analytick§ chemie jako souļ§st botanick® a 

biochemick® studie  

 

31) CAHLĉKOVĆ Lucie, ALI Badreldin H., HAVLĉKOVĆ Lucie, LOĻĆREK Mirek, SIATKA 

Tom§ġ, OPLETAL Lubom²r, BLUNDEN Gerald, Anthocyanins of Hibiscus sabdiffera 

Calyces from Sudan. Natural Product Communications, 2015, vol 10, p. 77-79. 

32) CHLEBEK Jakub, DE SIMONE Angela, HOĠşĆLKOVĆ Anna, OPLETAL Lubom²r, PER£Z 

Concepci·n, HAVLĉKOVĆ Lucie, CAHLĉKOVĆ Lucie, ANDRISANO Vincenza, 

Application of BACE1 immobilized enzyme reactor for the characterization of 

multifunctional alkaloids from Corydalis cava (Fumariaceae) as Alzheimerᾷs disease 

targets. Fitoterapia, 2016, vol. 109, p. 241-247. 

33) OPLETAL Lubom²r, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, SIATKA Tom§ġ, 

CAHLĉKOVĆ Lucie, LOĻĆREK Miroslav, ALI Badreldin H, MANOJ Priyadarsini, 

RAMKUMAR  A., AL SULEIMANI  Yousuf M., AL ZA'ABI  Mohammed, KARACA Turan, 

NEMMAR Abderrahim, Preparation and validated analysis of anthocyanin concentrate 

from the calyces of Hibiscus sabdariffa. Natural Product Communications, 2017, vol. 

12, p. 43-45.  

34) ALI Badreldin H., OPLETAL Lubom²r, KARACA Turan, MANOJ Priyadarsini, AL 

SULEIMANI  Yousuf M., AL ZA'ABI Mohammed, NEMMAR Abderrahim, 

CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, LOĻĆREK Miroslav, SIATKA Tom§ġ, 

BLUNDEN Gerald, Effect of aqueous extract and anthocyanins of calyces of Hibiscus 

sabdariffa (Malvaceae) in rats with adenine-induced chronic kidney disease. Journal 

of Pharmacy and Pharmacology, 2017, vol. 69(9), p.1219-1229.  

35) ĠKARYDOVĆ Lucie, TOMANOVĆ Radana, HAVLĉKOVĆ Lucie, ĠTAMBERGOVĆ Hana, 

SOLICH Petr, WSčL Vladim²r, Deeper insight into the reducing biotransformation of 

bupropion in the human liver. Drug Metabolism and Pharmacokinetics, 2014, vol 29, 

p. 177-184.  

36) MALĆTKOVĆ Petra, HAVLĉKOVĆ Lucie, WSčL Vladim²r, The role of carbonyl 

reducing enzymes in oxcarbazepine in vitro metabolism in man. Chemico-Biological 

Interactions, 2014, vol 220, p. 241-247.  

37) MALĆTKOVĆ Petra, SOKOLOVĆ Simona, CHOCHOLOUĠOVĆ HAVLĉKOVĆ Lucie, 

WSčL Vladim²r, Carbonyl reduction of warfarin: Identification and characterization 

of human warfarin reductases. Biochemical Pharmacology, 2016, vol 109, p. 83ï90. 

 

V prac²ch, kter® jsou uvedeny v t®to kategorii, byla moje ¼loha a ¼loha analytick® chemie 

pouze prostŚedkem k vyhodnocen² nŊkter® ļ§sti botanick® nebo biochemick® studie.  

Ve studi²ch 31), 33) a 34) byly analyzov§ny extrakty z ibiġku (Hibiscus sabdariffa). MĨm 

¼kolem v pr§ci 31) bylo identifikovat majoritnŊ zastoupen® antokyany v extraktu. 

Charakterizace antokyanŢ byla provedena pomoc² metody UHPLC-ESI-MS/MS. Nejv²ce 

zastoupeny byly (podle oļek§v§n²) delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid. 

V pr§ci 33) a 34) bylo provedeno kvantitativn² hodnocen² nejv²ce zastoupenĨch 

antokyanŢ (delfinidin-3-sambubiosid a cyanidin-3-sambubiosid), rutinu a kyseliny 

chlorogenov® validovanou metodou HPLC. 

V pr§ci 32) byla vyvinuta a ļ§steļnŊ validov§na HPLC metoda pro analĨzu patn§cti 

alkaloidŢ dymnivky dut® (Corydalis cava). HPLC analĨza byla provedena s vyuģit²m 
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gradientov® eluce. VĨsledkem analytick® ļ§sti byla informace o procentu§ln²m 

zastoupen² patn§cti alkaloidŢ v extraktu. 

V prac²ch 35-37 byl studov§n redukļn² metabolismus vybranĨch l®ļivĨch l§tek. C²lem 

bylo identifikovat enzymy, kter® by se mohly pod²let na redukci studovanĨch l§tek. MĨm 

¼kolem bylo vyvinout a validovat metody pro stanoven² substanc² a jejich metabolitŢ a 

analyticky zpracovat pŚipraven® vzorky. Pomoc² vĨsledkŢ metody HPLC byly stanoveny 

specifick® aktivity jednotlivĨch testovanĨch enzymŢ a frakc².  

C²lem pr§ce 35) bylo studovat metabolismus bupropionu a sledovat vznik jeho metabolitŢ 

(hydroxybupropion, erythrobupropion a threohydrobupropion).  

V pr§ci 36) byl studov§n redukļn² metabolismus oxkarbazepinu a vznik jeho 10-

monohydroxy metabolitŢ (izomer (R) a (S)).  

V pr§ci 37) byl studov§n redukļn² metabolismus warfarinu na warfarin-alkohol. Đkolem 

bylo vyvinout a validovat HPLC metodu pro stanoven² obsahu warfarinu (izomer (R)-

warfarin a (S)-warfarin) a alkoholŢ warfarinu (izomery (S,R), (S,S), (R,R), (R,S)-warfarin-

alkoholu) a analyticky zpracovat pŚipraven® vzorky.  

V pr§ci 36) a 37) byly pro chromatografickou separaci pouģity chir§ln² stacion§rn² f§ze. 

 

PodrobnŊji lze vĨsledky prac² vġech kategori² naj²t na odkazech uvedenĨch 

v kapitole 8. 
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5. Shrnut² 
 

PŚedloģen§ habilitaļn² pr§ce pŚibliģuje ļten§Śi roli analytick® chemie v problematice 

stability l®ļivĨch l§tek od jejich vĨroby, pŚes sledov§n² stability v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch 

po celou dobu pouģitelnosti aģ k jejich vylouļen² z organizmu a n§sledn®ho z§mŊrn®ho 

odbour§n² ze ģivotn²ho prostŚed² a t²m i ukonļen² jejich Ăģivotn²ho cykluñ. 

Teoretick§ ļ§st je rozdŊlena na nŊkolik kapitol. Prvn² kapitola je vŊnovan§ stabilitŊ 

l®ļiv® l§tky a l®ļiv®ho pŚ²pravku. Jsou zde shrnuty principy a typy stabilitn²ch studi², 

struļnŊ pops§ny dŢleģit® definice a poģadavky autorit. Tato kapitola navazuje na 

podrobnŊjġ² rozpracov§n² v Dizertaļn² pr§ci autorky. V druh® kapitole stresov® testy jsou 

charakterizov§ny jednotliv® zkouġky a podrobnŊji diskutov§ny z§kladn² ot§zky a principy 

proveden² stresovĨch testŢ a uvedeny smŊrnice autorit zabĨvaj²c²ch se danou t®matikou. 

Dalġ² kapitola shrnuje kroky vĨvoje stabilitu indikuj²c²ch metod se zamŊŚen²m na HPLC. 

Teoretick§ ļ§st se tak® vŊnuje problematice hodnocen² profilu neļistot, jejich 

kvalitativn²mu a kvantitativn²mu hodnocen². Z§vŊreļn§ kapitola teoretick® ļ§sti 

pŚibliģuje ļten§Śi problematiku modern²ch zpŢsobŢ odstranŊn² rezidu² l®ļivĨch l§tek 

ze ģivotn²ho prostŚed², tato ļ§st je zamŊŚena na heterogenn² fotokatalĨzu oxidem 

titaniļitĨm.  

V koment§Ś²ch k jednotlivĨm odbornĨm prac²m jsou tyto rozdŊleny do ļtyŚ kategori², 

pŚiļemģ prvn² z nich se vŊnuje vĨvoji a validaci HPLC metod pro sledov§n² stability 

¼ļinnĨch l§tek, stanoven² obsahu vybranĨch pomocnĨch l§tek v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch a 

sledov§n² vĨskytu neļistot, vļetnŊ proveden² stresovĨch testŢ. Druhou kategori² je 

pŚ²prava vzorkŢ, zamŊŚen§ pŚedevġ²m na modern² trendy v t®to oblasti (on-line SPE 

HPLC). TŚet² kategorie Śeġ² pouģit² modern²ch typŢ stacion§rn²ch f§z² v HPLC analĨze. 

Posledn² kategorii tvoŚ² pr§ce, ve kterĨch byly analytick® vĨsledky pouģity k Śeġen² 

botanickĨch a biochemickĨch studi². 
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6. Z§vŊr 
 

Habilitaļn² pr§ce se vŊnuje st§le aktu§ln² t®matice sledov§n² stability l§tek a l®ļivĨch 

pŚ²pravkŢ. Doloģen² vĨsledkŢ testov§n² stability l§tek s dŢrazem na hodnocen² obsahu 

neļistot, je ļ²m d§l v²ce vyģadov§no autoritami. Vznikaj²c² rozkladn® produkty l®ļivĨch 

l§tek mohou bĨt toxick® a mohou tak zpŢsobit neģ§douc² ¼ļinky l®ļivĨch pŚ²pravkŢ.   

L§tky podstupuj² Stresov® testy za extr®mn²ch podm²nek, jejichģ c²lem je z§roveŔ 

odhadnout, jak se bude l§tka chovat v re§lnĨch podm²nk§ch bŊhem doby pouģitelnosti. 

Souļ§st² testov§n² je vĨvoj a validace stabilitu indikuj²c²ch metod pro sledov§n² vĨskytu 

neļistot a rozkladnĨch produktŢ v l®ļivĨch pŚ²pravc²ch. Vyvinout stabilitu indikuj²c² 

metodu je na prvn² pohled pomŊrnŊ jednoduchĨ ¼kol. Đļinn§ substance se vyskytuje v 

l®ļivĨch pŚ²pravc²ch na vysok® koncentraļn² ¼rovni a detekovat ji vŊtġinou nen² probl®m, 

Avġak podstatnŊ n§roļnŊjġ² je zahrnut² hodnocen² rozkladnĨch produktŢ do analytick® 

metody. VŊtġinou nen² pŚedem zn§mo, kolik substanc² bude nutn® separovat a hodnotit. 

Mnohdy je vhodn® soustŚedit se na separaci a stanoven² vĨznamnĨch neļistot neģ 

dos§hnout rozdŊlen² vġech moģnĨch rozkladnĨch produktŢ a neļistot.  

řada l§tek je stabiln² i po ukonļen² doby pouģitelnosti a z§vis² na manipulaci s nimi, 

jestli se nestanou kontaminanty ģivotn²ho prostŚed². Velice aktu§ln² je snaha naj²t 

¼ļinnŊjġ² a ekonomicky vĨhodnŊjġ² procesy odstraŔov§n² l®ļivĨch l§tek z odpadn²ch i 

povrchovĨch vod. Jednou ze zkoumanĨch metod je fotokatalytick§ oxidace pomoc² UV 

z§Śen², kter§ patŚ² mezi pokroļil® oxidaļn² procesy, ļasto vyuģ²vaj²c² oxid titaniļitĨ jako 

katalyz§tor. VhodnĨm uspoŚ§d§n²m cel®ho procesu lze dos§hnout ¼pln®ho rozkladu 

l®ļivĨch l§tek aģ na oxid uhliļitĨ, vodu a dalġ² jednoduch® anorganick® l§tky.  

AnalĨza l®ļivĨch pŚ²pravkŢ tedy vyģaduje komplexn² pŚ²stup, kterĨ zahrnuje celou 

Śadu d²lļ²ch krokŢ, od z²sk§n² prvotn²ch informac² o sledovanĨch substanc²ch, pŚes 

optimalizaci podm²nek zvolen® analytick® techniky, izolaļn²ho postupu substanc² ze 

vzorku aģ k validaci cel® vyvinut® metody. Pro hodnocen² rozkladnĨch produktŢ je st§le 

nejv²ce pouģ²vanou metodou HPLC s UV detekc². Nicm®nŊ souļasn® trendy a nejvyġġ² 

poģadavky na citlivost a selektivitu ļasto vyģaduj² kombinaci kapalinov® chromatografie 

s hmotnostn² detekc². VĨvoj a optimalizace analytickĨch metod, kter® jsou prezentov§ny 

v habilitaļn² pr§ci, byly prov§dŊny s c²lem sledovat modern² trendy v oblasti HPLC se 

zamŊŚen²m na pouģit® stacion§rn² f§ze, ¼pravu vzorku a moģnosti automatizace 

jednotlivĨch krokŢ.  

Role analytika je nezbytn§ ve vġech vĨġe uvedenĨch oblastech. T®mŊŚ vģdy je potŚeba 

naj²t vhodnou analytickou metodu, kter§ bude schopn§ selektivnŊ, spr§vnŊ a pŚesnŊ 

hodnotit obsah ¼ļinn® l§tky vedle jej²ch rozkladnĨch produktŢ a dalġ²ch neļistot v dan®m 

vzorku.   
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