Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Vliv pomocné latky chitosanu na disoluci meloxikamu.

The effect of chitosan as excipient on dissolution of meloxicam.

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Jana BrokeSova

Hradec Kralové, 2022 Barbora Machova



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani €erpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v

praci radné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

Barbora Machova



Nyni bych chtéla moc podékovat vedouci mé diplomové prace doc. PharmDr. Ludmile
Matysové, Ph.D a také Mgr. Jané BrokeSové jakoZzto konzultantce z Katedry farmaceutické
technologie. Velmi si vazim ¢&asu, ktery mi obé vénovaly, dékuji za vesSkeré odborné rady,
prijemny pfistup a ochotu pomoci. Dékuji i ostatnim pracovnikim Katedry analytické chemie
(napriklad Bc. Jané Hovorkové), ktefi mi byli napomocni u praktické ¢asti. V neposledni fadé
patfi podékovani mym blizkym.



Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Barbora Machova
Skolitel: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Jana BrokeSova

Nazev diplomové prace: Vliv pomocné latky chitosanu na disoluci meloxikamu.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyvinout vhodnou disolu¢ni metodu pro
hodnoceni uvoliovani meloxikamu z tobolek a nasledné zjisténi vlivu pomocné latky chitosanu
na disoluci tohoto |éCiva. Byl sledovan také vliv zplsobu pfipravy smési v tobolkach. Smés
tvorila kombinace meloxikamu s chitosanem (MX-CH) v poméru 1:8, ktera byla pfipravena
misenim v ptistroji Turbula 3D, nebo mletim pomoci planetarniho kulového mlyna po dobu 5
¢i 30 minut. Samotna disoluce probihala v disolu¢nim pfistroji s michadlem (padlem). Jako
médium byl zvolen fosfatovy pufr o pH 6,8. Byly testovany c¢tyfi formulace, pticemz jednou
z nich byly tobolky se samotnym IéCivem a dalsi tii formulace obsahovaly tobolky plnéné
zminovanou smési (MX-CH). Postupné byly v casovych intervalech odebirdany vzorky a
nasledné proméreny pomoci UV/VIS spektrofotometru.

Znamérenych a vypocitanych hodnot je jednoznacné, Ze pomocna latka chitosan
napomaha k lepSimu a rychlejsSimu uvolfiovani meloxikamu z tobolek. Dlkazem toho je, Ze
samotné |éCivo se po 60 minutach testovani neuvolnilo ani z 20 %, zatimco z tobolek pInénych
smési MX-CH se |écCivo uvolnilo Uplné (100 %). Dle vysledk( je také mozné konstatovat, Ze ze
smési pfipravené misenim, se lécivo uvoliuje ihned po vioZeni do disolu¢niho média, zatimco
u smési mleté Ize pozorovat zpozdény nastup o pét minut. Ddle je viditelné, Ze delsi dobou
mleti se docili pomalejsiho, ale rovnomérnéjsiho uvolfiovani léciva.

Tato prace se také zabyva vyvojem UHPLC metody pro stanoveni meloxikamu. Podafilo se
¢astecné vyvinout dvé vhodné metody, které je tfeba v budoucnu dovyvinout a validovat.
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Title of the diploma thesis: The effect of chitosan as excipient on dissolution of meloxicam.

The main objective of this diploma thesis was to develop a suitable dissolution method for
evaluating the release of meloxicam from capsules and subsequently determining the effect
of chitosan as excipient on the dissolution of this drug. The influence of preparation method
of mixture in the capsules was also monitored. The mixture consisted of combination
meloxicam with chitosan (MX-CH) in a ratio of 1:8, which was prepared by mixing in a Turbula
3D instrument, or by grinding using a planetary ball mill for 5 or 30 minutes. The dissolution
was performed in a dissolution device with a paddle. The phosphate buffer with a pH of 6,8
was selected as a medium. Four formulations were tested including capsules filled with drug
only and capsules filled with the mentioned mixture (MX-CH). Samples were gradually
collected at time intervals and then measured with UV/VIS spectrophotometer.

Based on the measured and calculated values, it is clear, that the excipient chitosan helped
to better and faster release of meloxicam from capsules. It was observed that the drug alone
was not released even 20% after 60 minutes of testing, while the drug from capsules filled
with MX-CH were released completely (100%). It can be stated according to the results that
the drug release from the mixture prepared by mixing was immediate after insertion the
capsule into the dissolution medium while the delayed onset of five minutes was observed in
case of the drug release from the ground mixture. Then it can be seen, that the longer grinding
time led to the slower, but more uniform release of the drug.

This thesis also deals with the development of UHPLC method for the determination of
meloxicam. Two suitable methods have been partially developed. In the future, their
development needs to be finished, and the methods needs to be validated.
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1 Seznam pouzitych zkratek

A absorbance

A pramérnd absorbance

A Angstrom (1 A =107 m = 0,1 nm), jednotka délky
c molarni koncentrace [mol/l]

c hmotnostni koncentrace [g/]

CL Cesky lékopis

GIT gastrointestindlni trakt

F1(2,3,4) formulace 1(2,3,4)

F1.01(02) formulace 1, prvni (druhd) zkouska disoluce
FaF UK Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
KH2PO4 dihydrogenfosforecnan draselny

m hmotnost [g]

Meelk. celkové mnoiZstvi uvolnéného léciva [mg]
Mnédoba hmotnost uvolnéného léciva v nddobé [mg]
Muyzorek hmotnost uvolnéného léciva v odebraném vzorku [mg]
Vhédoba objem disolu¢niho média v nadobé [ml]

Mrel. relativni mnozstvi uvolnéného léciva [%]

M moldarni hmotnost [g/mol]

MF mobilni faze

MX-CH smés meloxikamu s chitosanem

NaOH hydroxid sodny

r2 koeficient determinace

SF stacionarni faze

UHPLC ultra-vysokoucinnd kapalinova chromatografie
uv/VviS ultrafialova/viditelna ¢ast spektra

Vv objem [l]

ZR zasobni roztok



2 Uvod

Disolu¢ni zkouska slouzi ke stanoveni mnozstvi uvolnéné |écivé latky z |ékové formy
v predepsaném Case a médiu. Dle takového testu lze predpokladat, jakym zplisobem se bude
ucinna latka uvolfiovat v Zivém organismu. V této diplomové préci je prostfednictvim testu
disoluce stanoveno uvolfiovani |éCivé latky meloxikamu z tobolek.

Meloxikam je Iék ze skupiny nesteroidnich antiflogistik a pouZiva se nej¢astéji k terapii
bolesti, revmatoidni artritidy a osteoartrézy. Je vSak velmi Spatné rozpustny ve vodném
prosttedi, proto lze predpokladat, zZe jeho uvolnéni z Iékové formy a nasledna absorpce bude
nizka.

Chitosan je polysacharid vznikajici z chitinu, ktery ma (nejen) ve farmaceutické technologii
Siroké vyuziti, a to predevSim diky svym vlastnostem mezi které patfi biokompatibilita,
biologicka rozlozitelnost a nulova toxicita. Pouziva se, mimo jiné, jako polymerni nosic léCiv.

Tato prace se také zaobira vyvojem vhodné chromatografické metody, kterd mlze byt
vyuzZivana pro stanoveni meloxikamu a nasledné vzorkd ziskanych disoluci tohoto léciva.
UHPLC metoda je pro své vyhody oproti jinym metoddam uprednostiovana. Dlvodem je
predevsim jeji rychlost, citlivost a nizsi naklady na analyzu.



3 Ci

Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout vhodnou disolué¢ni metodu pro hodnoceni
uvolfiovani meloxikamu z tobolek. Jelikoz se meloxikam ve vodném prostredi velmi Spatné
uvolnuje, byly na Katedfe farmaceutické technologie Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
pripraveny tobolky se smési tohoto |éCiva a pomocné latky chitosanu v poméru 1:8 (MX-CH).
Dalsim cilem tedy bylo, zjistit vliv této pomocné latky a rlizného zplsobu pfipravy smési
(misenim, ¢i mletim) na disoluci meloxikamu.

Vzorky ziskané z disoluce byly analyzovany pomoci UV/VIS spektrofotometrie. JelikoZ bylo
snahou zminované vzorky analyzovat také prostrednictvim UHPLC pfistroje, bylo tfeba tuto
metodu pro stanoveni samotného meloxikamu vyvinout. To se stalo poslednim cilem

experimentu.
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4 Teoretickad Cast

4.1 Meloxikam (meloxicamum)

4.1.1 Obecné vlastnosti léciva

O\:\ 4}0
SO
0N
F \(r
OH 0O S /

Obrdzek 1: Strukturni vzorec meloxikamu 2]

e Strukturni vzorec (Obrazek 1)

e Sumarni vzorec: C14H13N304S;

e Molekulova hmotnost: 351,39

e Chemicky se jedna o 4-hydroxy-2-methyl-N-(5-methylthiazol-2-yl)-1,1-dioxo-2H-1A%,2-
benzothiazin-3-karboxamid

e Obsah: 99,0 % az 101,0 % slouceniny C14aH13N304S; (vysusena latka)

e Vzhled: Svétle Zluty prasek

e Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v dimethylformamidu,
velmi téZce rozpustny v ethanolu 96 % (1.

4.1.2 Farmakologické vlastnosti

Meloxikam je Iék ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (podskupina oxikamy). Jedna se
inhibice enzymu cyklooxygendzy, coz vede ke snizené tvorbé prekurzor( prostaglandind.
Meloxikam se fadi mezi relativné selektivni (preferencni) COX-2 inhibitory, zejména pfi nizsi
terapeutické davce. To znamend, Ze by mél vykazovat stejnou ucinnost, jako ostatni
neselektivni nesteroidni antiflogistika, ale lepSi gastrointestindlni snasenlivost, jelikoZ
neovliviiuje negativné cytoprotektivni ucinek prostaglandin(i (vznikajicich pomoci COX-1)
v 7aludku a duodenu 124> 6,71,

Jeho vyuZiti je zejména v terapii bolesti, Ize ho uplatnit napriklad u revmatoidni artritidy,
¢i osteoartrézy. Byva podavan v denni davce 7,5 nebo 15 miligrami. Kontraindikaci je
anamnéza astmatu, koprivky, ¢i alergické reakce po aspirinu (acetylsalicylova kyselina), nebo
jiném nesteroidnim analgetiku. Dale je kontraindikovadna také precitlivélost na meloxikam, ¢i
stfredné tézka aZz tézkda renalni insuficience. Mezi Casté neZzadouci Ucinky patfi problémy
gastrointestindlniho traktu (bfiSni diskomfort, bolest bficha, zdcpa ¢i prdjem, nadymani,
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nevolnost, zvraceni a jiné). Pro téhotné a kojici se nedoporucuje uzivat. Riziko pro plod ¢i
kojence totiz nelze vylougit (34 5 6,

| kdyZ ma meloxikam dobrou biologickou dostupnost (89 %), jeho Spatna rozpustnost ve
vodé omezuje rychlost uvolfiovani z |ékové formy a absorpci, coZ ma za nasledek zpozdéni
nastupu ucinku. Je Siroce distribuovan bez akumulace ve tkani. Plazmatické koncentrace jsou
dosazeny po 3 az 5 dnech. Polocas eliminace je 20 hodin. Meloxikam se vaze na proteiny az
z2 99 %. Toto |IéCivo je metabolizovano v jatrech a jeho neaktivni metabolity se vylucuji moci a
stolici 46 8],

4.1.3 Degradacni produkty

Dle provedenych studii je patrné, Ze roztok meloxikamu je velmi nachylny k degradaci
v kyselém, ¢i alkalickém prostiedi. Nejcastéjsim analyzovanym degradacnim produktem byl 5-

methylthiazole-2ylamin, ktery odpovidd lékopisné netistoté B (Obrazek 2) [*10.11,12],

PN N
‘-._I.___ ':__.-
S
i
A
CHy

Obrdzek 2: Necistota B [2]
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4.2 Chitosan

4.2.1 Chemickd struktura a vznik

Chitosan je polysacharid, skladajici se z jednotek glukosaminu a N-acetylglukosaminu
spojenych B-1,4 glykosidickymi vazbami v nespecifickém poméru (Obrazek 4). Jedna se o
derivat chitinu [poly(B-(1-4)-N-acetyl-D-glukosamin)] (Obrazek 3), ktery se nachazi ve
schrankach koryst (napfiklad krabi, krevety) slouzicich jako hlavni zdroj, dale mékkysa. Chitin
se vyskytuje také v bunécénych sténach hub ¢i kvasinek, nebo je produkovan hmyzem. To ho
radi jako druhy nejhojné;jsi ptirodni polymer hned po celuléze. Pti primyslovém zpracovani se
chitin extrahuje kyselinou (aby se rozpustil uhli¢itan vapenaty), ndsledovné alkalickym
roztokem pro rozpusténi bilkovin. Kromé toho se ¢asto priddva krok odbarveni, aby se
odstranily pigmenty a ziskal se tak bezbarvy Cisty chitin. Chitosan poté vznikd dostatec¢nou

deacetylaci (80-85 %) zmifiovaného chitinu*3 14,

CHs

o

NH

OH

NH2

R 0 HO e
W o 0 g
:<NH NH

o OH
CH3 )|

Obrdzek 4: Chitosan 13

CH3

Obrdzek 3: Chitinl13!

4.2.2 Vlastnosti a vyuZziti

Jde o bioaktivni polymer se Sirokou Skdlou aplikaci diky svym vlastnostem, které zahrnuji
antibakteridlni a antioxidaéni aktivitu, snadnou modifikovatelnost, biodegradabilitu a nulovou
toxicitu. Byly také popsany chelata&ni vlastnosti pro Zelezo, méd, kadmium, nebo hof¢ik 1413,

Chitosan je dostupny v nizkych a vysokych molekulovych hmotnostech (v rozmezi od 3 800
do 20 000 Da) a s rGznymi stupni deacetylace. Molekulovd hmotnost a stupen deacetylace
silné ovlivAuji jeho vlastnosti, zejména pfi vyvoji mikro-a nanoéastic *°). Jeho kvality a snadnost
chemickych modifikaci ve struktufe (vznik derivatl), poskytuji prilezitost k produkci mnoha
rdznych forem. V disledku toho mize byt chitosan pouZivan v oralni, nosni i o¢ni cesté pro
podavani 1ékd, nebo také v implantabilni a injekéni formé 131,

PouZiva se predevsim v oborech biomediciny, kosmetologie, pfi vyrobé papiru, Cisténi
odpadnich vod, zemédélstvi, nebo ve farmacii. Byla odhalena urcita terapeutickd aktivita
(snizeni cholesterolu, hojeni ran, antiulcerézni plsobeni). Je Siroce pouzivan jako polymerni
nosi¢ léciv diky své zminované biokompatibilité, biologické rozloZitelnosti a netoxickym
znakdm 18171 vyuZival se jako nosi¢ v inhaldtorech suchého prasku, ke zlep3eni stability, nebo
zvy$eni rychlosti rozpousténi karvedilolu 8. Je také charakterizovdn mukoadihezivnimi
vlastnostmi v dusledku elektrostatické interakce mezi kladnym nabojem na ionizovatelné R-
NHs* skupiné a zdpornym nadbojem na slizniénich plochach. Vlastnosti antimikrobialni,
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antioxidaéni a protinddorové aktivity jsou vyuzivany v oblasti konzervace a baleni potravin [+
15]

4.2.3 Rozpustnost

Chitosan je nerozpustny ve vodé, ale rozpustny ve zifedénych kyselych roztocich
kyseliny octové, citronové a vinné, avsak ne fosforecné nebo sirové s pH nizsim nez 6,5. Ve
zfedéném vodném kyselém roztoku jsou volné aminoskupiny chitosanu, které maiji
zdanlivou pK, 6,5 podrobeny protonizaci a pfevedou se na ionizovatelny rozpustny R-NH* %],

4.2.4 Zvyseni rozpustnosti [éCiva, kombinace s pomocnymi latkami

Rychlost rozpousténi IéCiva mlze byt zvySena zmensenim velikosti castic, v dUsledku
zvétsené dostupné plochy povrchu ¢astic pro disoluéni médium, a zmény tvaru &astic 18, Vy3si
povrchova energie vysledného jemného prasku muize ale vést k vyssi soudrznosti ¢astic, coz
ma za nasledek jejich agregaci. To paradoxné snizuje efektivni povrch, vede ke Spatnému
smaceni ve vodné fazi a negativné ovliviiuje rychlost rozpousténi. Problém lze vyresit prfidanim
vhodné pomocné latky. V pritomnosti vhodného nosi¢e mohou byt tyto aglomeraty naruseny
(dtsledkem michani, ¢i spole¢ného mleti). Mikronizované ¢astice lé¢iva mohou prednostné
pfilnout k povrchu pomocnych dcastic. Takové nové vytvorené interaktivni praskové
aglomeraty predstavuji Zadouci usporadani interaktivnich smési s lé¢ivou (mono)vrstvou na
nosné plose %, Hlavni vyhodou je tedy sniZeni Grovné agregace |é¢iv, a tim lep3i smacdivost
léCiv a rychlejsi rozpousténi spolu se zlepsSenou homogenitou smési a pratokovymi
vlastnostmi. Mezi typické takto pouzivané pomocné latky patii laktéza, celuléza, povidon,
mannitol nebo trehaléza. Chitosan by mohl G¢inkovat na stejném principu 28],
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4.3 Disoluce

Zkouska disoluce slouzi ke stanoveni mnoZstvi uvolnéné |écivé latky z Iékové formy
v pfedepsaném case a médiu. Lékovou formou muZe byt tableta, ¢i tobolka, vtakovém
pripadé se jedna o zkougku disoluce pevnych lékovych forem (CL kapitola 2.9.3). Lékopis dale
pojednavad o zkousce disoluce transdermdlnich pfipravkd (néplasti) (CL kapitola 2.9.4),
lipofilnich tuhych Iékovych forem (&ipky, mékké Zelatinové tobolky) (CL kapitola 2.9.42), nebo
|é&ivych Zvykacich gum (CL kapitola 2.9.25). U perorélnich pfipravkd se poté stanovuje disoluce
lékovych forem s béznym, prodlouZenym, & zpozdénym uvolfiovéanim 20211,

Disolucni test obecné zacind naplnénim disoluéni nddoby stanovenym objemem
disoluéniho média. Nasleduje jeho vytemperovani. Pokraduje se vlozenim davkové jednotky
zkouSeného pfipravku, nastavi se predepsanad rychlost rotace a testovani se takto odstartuje.
V danych casovych intervalech se odebira vzorek disolu¢niho média. Pokud je odbér
nékolikanasobny, doplini se odebrany objem stejnym objemem cistého disolu¢niho média o
potiebné teploté. Druhou mozZnosti je korigovani zmény objemu ve vypoctu, paklize nahrada
média neni nutna. Poté se pomoci vhodnych analytickych metod stanovi obsah uvolnéné
|é&ivé latky 20211,

Dle Ceského lékopisu 2017 (kapitola 5.17 Doporuceni pro zkousky lékovych forem,
5.17.1 Doporuceni pro zkousku disoluce) je velmi dualeZité pred testovanim specifikovat
pfistroj (typ), dale informace o disolu¢nim médiu (sloZeni, objem a teplota), rychlost otacek,
nebo pratokovou rychlost média, metodu, mnoZstvi a ¢as pro odebirani vzorkl, nebo
podminky pribéZného sledovani. V neposledni fadé také metodu analyzy a kritéria
prijatelnosti.

e Pfistroj
o Volba pfistroje zavisi pfedevsim na fyzikdlné-chemickych vlastnostech lékové
formy. Jednotlivé typy jsou popsany v kapitole 4.3.2.
e Disolu¢ni médium
o Obecné byva zvoleno vodné prostredi v rozmezi pH 1-8.
o Voda lze pouZit pouze pokud riizné hodnoty pH nemaji vliv na disoluci.
o Je-li tfeba nastavit kyselé prostfedi, vyuZiva se kyselina chlorovodikova 0,1
mol/l. Je mozné ji kombinovat s chloridem sodnym.
PouZzivaji se také tlumivé roztoky fosfore¢nanové, Ci acetatové.
Vyhodou je mozZnost simulace stfevni tekutiny o pH 6,8 ¢i Zaludecni tekutiny.
Existuje i moZnost postupného zvysovani pH.

o O O O

Médium muze ve specifickych ptipadech obsahovat enzymy, povrchoveé aktivni

latky, dalSi anorganické a organické latky, ¢i nizké koncentrace povrchové

aktivnich latek u Ié¢iv ve vodé Spatné rozpustnych.

o Objem média je obvykle 500 ml az 1000 ml (plati pro pfistroj s michadlem, nebo
kosickem).

o Teplota mlzZe byt 37 °C (pro peroralni, rektalni, vaginalni, implantacni ¢i ocni

lékové formy). Druhou moznosti je 32 °C u dermalnich ptipravkd.
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e Rychlost michani se pohybuje v rozmezi 50 az 100 otacek za minutu (nesmi pfesdhnout
150 ot/min).
e Pratok kapaliny je v rozmezi 4 az 50 ml/min (pfistroj s pratokovou celou).

Volba zminovanych podminek ma vliv na rychlost uvoliovani. Ke zvySeni rychlosti
uvolfovani léCiva vétSinou dochazi srostouci teplotou média, pfidavkem zmifované
povrchové aktivni latky ¢i enzym(. Také hodnota pH miZe rychlost velmi ovlivnit. U slabych
kyselin se s rostoucim pH rychlost uvolfiovani zvysuje, u slabych zdsad je potfeba k tomuto
Ucelu pH nizsi. Naopak zpomalené uvolnovani je zplsobeno vzristajici viskozitou média Ci
rostouci koncentraci |é¢iva v rozpoustéci kapaliné (2021, 22],
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4.3.1 Prava a zdanliva disoluce
Lékopis rozeznava pravou a zdanlivou disoluci.
Prava disoluce:

Prava disoluce se urcuje u Cisté latky v pevném stavu po jejim slisovani. Jedna se o
teoretickou hodnotu, ktera se vztahuje k Cisté pevné latce o nulové porozité. Rychlost pravé
disoluce je definovana jako rychlost rozpousténi Cistych latek po slisovani za podminek
konstantni plochy povrchu. Diky ni se charakterizuji 1éCivé a pomocné latky. Na rychlost maji
vliv jak vlastnosti pevné faze (napfr. velikost ¢astic, specificky povrch, vzhled krystald), tak
vnéjsi faktory (teplota, viskozita, pH a jiné). Soucasti je i priprava vylisku pomoci pfistroje, ktery
se sklada z razidla a matrice. Disoluce tak probiha u konstantni plochy latky, vlivem vhodného
disolu¢niho média, konstantni rychlosti michani, teploty, iontové sily a hodnoty pH. Vyjadfuje

se jako mnozstvi latky uvolnéné za jednotku ¢asu z jednotky povrchu [mg/min.cm?] 21 23],

Zdanliva disoluce:

Pouziva se ke stanoveni zdanlivé disolucni rychlosti Cistych pevnych latek, Ci latek ve
formé praska a granuli. VSechny Casti pristroje, které prichazeji se vzorkem, nebo médiem do
styku, musi byt chemicky inertni, neabsorbuijici vzorek ani s nim nijak neinterferujici. Pfistroj
nesmi vykazovat Zadné vibrace, ¢i pohyby. Skldada se ze zasobniku na disolucni
médium, Cerpadla (Cerpa médium), pritokové cely opatiené filtracnim systémem a vodni
lazné udrzujici danou teplotu (Obrazek 5). Prlitokova cela je sloZena ze tfi dild (Obrazek 6). Na
dolni dil (sita a filtry) se umisti prasek, stredni dil zachytava pomoci vlozky vzorek (vlozka
obsahuje sito umisténé na vzorku a svorky). Dalsi filtracni systém je umistén nahore ve stfedni
Casti, nasleduje pripojeni k hornimu dilu, kterym odtéka z cely disolu¢ni médium. Z tohoto
média se musi pred zacatkem testovani odstranit plyny, aby nedochazelo k ovlivnéni vysledka.

Postupuje se tak, Ze na dno kuZele dolniho dilu se umisti kuli¢cka o priméru 5 (+0,5) mm a
na ni se vloZi kulicky o mensim priméru. Na kuli¢ky je poloZeno sitko, filtr a na vrsek dolniho
dilu sitko druhé. Na dolni dil se nasadi dil stfedni a zafizeni se zvazi. Na sestaveny filtracni
systém se umisti vzorek, ktery se v cele opét zvazi. Na vzorek se poté umisti kuzelové sitko
vlozky, nastavi se poloha svorky (umisténd uprostied stfedniho dilu), kterda zadrzuje dalsi
pohyb sita. Na vrSek stfedniho dilu se vloZi dalsi sitko a filtr (druhy filtracni systém), jimz odtéka
z cely disolu¢ni médium, poté se pfipevni horni dil cely. Na fadu pfichazi vytemperovani média
a nastaveni rychlosti priichodu média pomoci cerpadla skrz dno cely. Voli se okruh otevieny,
¢i uzavieny. Pokud pratokovou celou proudi neustdle cerstvé disolu¢ni médium s nulovou
koncentraci |éCiva, jedna se o systém otevieny (lze pouzit i nékolik médii v prlibéhu jednoho
experimentu). Pokud naopak médium koluje v jednom systému béhem celé analyzy, jde o
systém uzavreny. Vzorky se poté odebiraji na vystupu z cely, filtruji se a nasledné analyzuji
vhodnou metodou. Vysledky mohou byt vyjadieny dvéma zpUsoby, jako mnoZstvi rozpusténé
latky za jednotku €asu, &i se stanovi disoluéni €as celého vzorku a dil&ich etap 2124 251,
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A B c D
A = zasobnik disolu¢niho media C = termostaticky kontrolovana prutokova cela
B = ¢erpadio a filtr

D = sb&mé nadobky pro analyzu

Obrdzek 5: Pristroj s pratokovou celou (24
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Obrdzek 6: Pratokovd cela (24
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4.3.2 Disolucni pfistroje
Zkouska disoluce pevnych lékovych forem:

1. Pfistroj s koSickem

Sklada se ze sklenéné nebo jiné nadoby z inertniho prahledného materialu, maze byt
zakrytd vikem. Dale je soucdsti motor, hnaci hfidel umoziujici plynulou rotaci a valcovity
koSicek slouzici jako michaci jednotka (Obrazek 7, 8). Hridel i koSicek byvaji vyrobeny
z nerezové oceli. Zmifovand nddoba je ¢asteéné ponofena ve vodni lazni, kterd udrzuje
teplotu disolu¢niho média. Pripadné muzZe byt vybavena vyhfivanym plastém. Soucasti je i
zatizeni regulujici rychlost otacek. Veskery material, ze kterého je zatizeni vyrobeno, musi byt
chemicky inertni, aby negativné neovliviioval zkouseny pripravek. Davkova jednotka se vklada
na zacatku kazdé zkousky do suchého koSic¢ku. Vzdalenost mezi vnitinim dnem nadoby a
spodkem kosicku je 25 (+2) mm [28],

Obrdzek 7: Kosi¢ek, ze stranek firmy SOTAX Obrdzek 8: Nddoba s kosickem le]

2. Pristroj s michadlem (padlem)

Zafizeni je shodné s pfistrojem Cislo jedna, avSak michaci jednotka je vtomto pfipadé
tvorend hrideli s lopatkovym michadlem (padlem) (Obrdzek 9, 10). Michadlo i htidel jsou
vyrobené z kovu, ¢i jiného inertniho neohebného materidlu a tvofi spole¢né béhem zkousky
jeden celek. Rotace htidele musi byt opét plynuld, aby nehrozilo zkresleni vysledk(l. Vzdalenost
mezi spodkem michadla a vnitfnim dnem nadoby se béhem zkousky udrZuje taktéz na 25 (+2)
mm. Jednotka zkouSeného pfipravku se vloZi na dno nadoby pred spusténim michadla.
Ptipravek se nesmivznaset, Ci plavat v disolu¢nim médiu. Tomu Ize predejit pouZitim vhodnych

pomUcek (napfiklad mald spirdlka z nereaktivniho materialu) 1291,

I

Obrdzek 9: Michadlo (pddlo), ze stranek firmy SOTAX  Obrdzek 10: Nddoba s michadlem (pddlem) (viastni fotografie)
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3. Pristroj s vratnym valcem

Sklada se ze sady sklenénych nadob valcovitého tvaru s plochym dnem, které jsou z ¢asti
ponofené do vodni |azné, opatfené odparovacim vikem, sady sklenénych vratnych vdlca,
inertnich Uchytek (z nerezové oceli, ¢i jiného vhodného materialu) (Obrazek 11). K prekryti
vratnych valcl slouZi sitky, které musi byt z nereaktivniho materidlu. Dalsi ¢asti je motor a
vratné hnaci zafizeni. | zde je pro presné vysledky nutny plynuly pohyb. Davkova jednotka se
vklada do sklené&ného vratného viélce 29,

50,8 #1
I.J"?‘-‘ ﬂ—-l odvzduifovac otvory
1T @380
I-| ll"‘””
=T
| I
- | | | odpafovas viko
g |! '
| I
Y
—TiC
- - _"'3"-7"3 odv pdusnovac olvary
— _ @05 E0,1
:| sitko
&
Ti-2h ,
; ————— sklanény vratny valec

—=—— Eklenénd nadoba

180 11

Obrdzek 11: Sklenénd nddoba a vratny vdlec [26]
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4. Pristroj s prutokovou celou

Sklada se ze zadsobni nddoby a pumpy na disolu¢ni medium. Dalsi soucasti je pritokova
cela z inertniho prihledného materidlu a opét vodni lazen (Obrazek 12). Pumpa zmirfiované
médium vytlacCuje pres pratokovou celu pti konstantnim toku (budto se sinusoidni pulzaci, ¢i
s nepulzujicim prdtokem). Pritokova cela je spojena svisle s filtracnim systémem, ktery brani
uniku nerozpusténych ¢astic z horni ¢asti cely. Soucasti jsou jesté malé sklenéné kulicky o

7 v s

priméru 1 mm v dolni ¢asti cely a jedna kulicka s primérem 5 mm lezici ve Spicce kuZele, ktera
slouzi k dpravé pritoku média a vylouceni turbulentniho proudéni. Na kulicky se vklada
testovaci jednotka. Pro specialni Iékové formy se mUzZe pouzit i drzak. Vzorky jsou odebirany
na vystupu z cely. Tento pfistroj se voli prednostné pred ostatnimi, pokud je béhem disoluce
nezbytnd zména pH, nebo jestlize je poZzadovano velké mnozstvi disolu¢niho média z divodu

zamezeni procesu syceni roztoku lé&ivy [20: 26,

a disolucni cela
"" .
’_ odbér vzorku
médium 2
méedium 1 I
b
odbér vzorkd

[— . disolucni cela
1!

medium

Obrdzek 12: Pristroj s pritokovou celou, a-otevieny systém, b-uzavieny systém (popsdno v kapitole 4.3.1) (251

Zkouska disoluce transdermalnich pfipravkl (naplasti):

5. Diskova metoda

Pouziva se disolucni pfistroj s michadlem (padlem), ktery je popsany v predchozi ¢asti
(pFistroj Cislo 2) u disoluce pevnych peroralnich Iékovych forem. Ma vsak navic disk ve formé
sitky zhotoveny z nerezové oceli (Obrazek 13). Tento disk slouZi k udrzeni zkouseného
pfipravku u dna nadoby. Lze jej pfilepit na disk oboustrannou lepici paskou, ¢i pfedepsanym
lepidlem. Naplast je diky nému rovna, povrch uvolfiovani je orientovan nahoru rovnobéziné se
spodni stranou michadla. Mezi listem michadla a diskem je vzdalenost 25 (+2) mm. Aby
nedochéazelo k vypafovani, nddoba je béhem zkousky zakrytd 271,
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———— disoluéni nadoba

michadlo

A
disk s pfripravkem

Obrdzek 13: Pristroj s michadlem vybaveny diskem [27]

6. Metoda s extrakcni celou

| u této metody se pouziva pfristroj s michadlem popsany v bodé 2. Tentokrat je vsak
vybaveny extrakéni celou vyrobenou z inertnich materialll (Obrazek 14). Cela je sloZena
z nosice, vika a membrany umisténé na naplasti (pokud by bylo tfeba oddélit naplast od média,
aby nedoslo k ovliviiovani jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti). Nosi¢ ma ve stfedové ¢asti
kruhovou dutinu, kterd slouzi k umisténi naplasti. Jednotlivé rozméry dutiny jsou popsany
v lékopise. Viko, pripevnéné k nosici, je vybavené stfredovym otvorem, diky kterému se vymezi
povrch uvolfiovani. Soudasti je také pryZovy prstenec slouZici jako té&snéni 71,

g1 michadlo

—— disoluéni nddoba

fist michadia

/ 2512 mm

1 —— |
AN S . extrakéni cela

N~

Obrdzek 14: Pristroj s michadlem vybaveny extrakcni celou 271
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7. Metoda rotujiciho valce

Pouziva se opét pfistroj s michadlem popsany v predchozi ¢asti. Michadlo a htidel se ale
nahradi valcem vyrobenym z nerezové oceli (Obrazek 15). Na tento vdlec se na zacdatku
zkousky umisti ndplast. Po odstranéni ochranné kryci vrstvy se naplast pfilepi adhezivni
vrstvou na vhodnou porézni inertni membrdanu. Ta musi na vSech stranach naplast presahovat
nejméné o 1 cm. Na valec se pfilepi budto pomoci lepidla, ¢i oboustranné lepici pasky. Nddoba
se opét zakryva, aby nedochazelo k vyparovéni. MnoiZstvi uvolnéné lécivé latky se zde
vyjadiuje jako mnoZstvi na jednotku plochy povrchu naplasti za jednotku ¢asu 27,

Obrdzek 15: Rotacni vdlec, ze stranek firmy SOTAX

Zkouska disoluce lécivych zvykacich gum:

8. Zvykaci pristroj A a B

Zvykaci pfistroje se pouzivaji ke stanoveni rychlosti uvolnéni é&ivé latky ze Zvykaci gumy,
které se uskutecriuje mechanickym hnétenim gumy v malé kom(rce. Dochazi tak ke simulaci
zvykani. U pfistroje A Zvykani napodobuji dva horizontdlni pisty s O-krouzky a tésnicimi
krouzky a vertikalni pist, ktery slouzi ke spravnému umisténi gumy. Zvykaci komirka je sloZena
z jedné centrdlni komurky, jedné nalevky a dvou pouzder vodici drahy s vliozkou. Pfistroj B ma
jednu Zvykaci kom(rku, jednu vertikdlni osu s horni Zvykaci plochou a jednu zakladni komUrku
s dolni Zvykaci plochu. Dale je pfistroj vybaven zafizenim pro Zvykaci pohyb nahoru a dol( a
jednim otoénym zafizenim kolem vertikalni osy. Zvykdani je napodobeno horni a dolni Zvykaci
plochou. Testovaci komurky mohou byt opatfeny vzorkovacimi sklenénymi trubickami
k zajisténi ,sink” podminek. Guma se vklada, z divodu zamezi rozpadu, mezi dvé kruhové
plastové sitky. Pro stanoveni uvolnéného obsahu se odebird zbytek gumy, nebo vzorek
disoluéniho média 1281,
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Zkouska disoluce lipofilnich tuhych Iékovych forem

9. Pristroj s prutokovou celou pro lipofilni Iékové formy

Ptistroj je sloZen ze zasobni nddoby na disolu¢ni médium, pumpy (vytlacuje médium pres
prutokovou celu), z pratokové cely tvorené tiemi vzdjemné spojitelnymi, prahlednymi ¢astmi
(dvé sousedni komUrky v dolni ¢asti jsou napojené na pratokové zafizeni). Na Obrazku 16 je
viditelny mechanismus pratoku disolu¢niho média. Protékd pres komurku A vrchem do
komrky B. Poté stéka do otvoru a z néj opét vzhiru, kde je uloZené filtra¢ni zatizeni. Lipofilni
pomocné latky, které plavou na disolu¢nim médiu, se hromadi ve stfedni ¢asti cely, kde je
k tomu urend dutina. Posledni nezbytnou soucasti je vodni lazenl. Vzorky se odebiraji pfi

vystupu z cely 25291,

U &ipek

pohyb média v cele

Obrdzek 16: Pristroj s pratokovou celou pro lipofilni tuhé Iécivé latky (251
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4.3.3 Vyuziti

Testy disoluce jsou jednim z hlavnich charakteristik Iékovych forem. Nejvétsi vyuziti
nachdazeji u hodnoceni kvality |éCivych ptipravkd. Dle jejich vysledk( lze odhadnout také
biologickou dostupnost IéCivych latek in vivo. Déle se uplatiiuji u bioekvivalenénich studii
generickych pfipravk( (stanoveni shody s danymi poZadavky na disoluci, hodnoceni na zakladé
faktort podobnosti a rozdilnosti). Pfi vyvoji novych léCivych pfipravk( se disoluce také pouziva
k odhadu chovani lékové formy v organismu. Pfedpovéd terapeutické ucinnosti (na zakladé
korelace vysledd in vitro/ in vivo) ale neni jednoducha, jelikoZ procesy absorpce a distribuce
jsou velmi slozité. | tak mlze poskytnout dilezZité informace o biologické dostupnosti léciva.
Disolu¢ni zkouska je podstatna zejména tehdy, kdyz je rychlost rozpousténi lécivé latky
limitujicim stupném pro jeji absorpci. Toto je divodem, proc se disoluce vyuziva jako

vyznamna lékopisna metoda a je mnohdy nezbytnou soucdsti registracni dokumentace |éku
[30]
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4.4 UHPLC

Ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie (Ultra-high performance liquid
chromatography) je separacni metoda, kterd pracuje na principu rozdilné distribuce slozek
smési mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze. Jednou z nich je fdze mobilni (pohybliva), tvofend
kapalinou. Druha faze je stacionarni (nepohyblivd) a tvofi ji pevnd latka. V zavislosti na
charakteru analytd mohou slozky vzorku volné interagovat s obéma fazemi. Latky se slabSimi
interakcemi se stacionarni fazi (ndplni kolony) jsou unaseny proudem mobilni faze a eluovany
drive nez latky, které tvori se sorbentem v koloné interakce silnéjsi. Timto zplsobem je
umoznéna separace. Dochdazi tedy k neustdlému ustalovani rovnovahy mezi stacionarni a
mobilni fazi. Analyt se béhem prichodu kolonou vyskytuje ve formé uzkého pasu, ktery je po
vymyti z kolony detekovan. Vytvoli se chromatogram, na kterém je viditelny pik (nebo piky),
jehoz plocha je zavisla na koncentraci analytu.

Metoda UHPLC je vyvinuta z vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pracuje
tedy na stejném principu. Z dlivodu snahy separovat co nejvice sloZzek za co nejkratsi ¢as, jiz
dnes UHPLC dominuje (vyznamné zkracuje dobu analyzy). Rozdil je predevsim v koloné.
Pouzivaji se Castice o rozméru mensSim nez 2 um, zatimco pro HPLC se vyuzZivaji ¢astice o
velikosti 3-5 um. Druhou odlisnosti je tlak, ktery je odrazem mensi velikosti ¢astic (kladou vétsi
odpor pfi prachodu mobilni faze). Pristroj pracuje pfi tlaku okolo 100 MPa (140 MPa), zatimco
u HPLC pfistroje nelze prekrocit tlak 40 MPa. Mobilni faze do UHPLC pfistroje musi projit
filtraci o velikosti pord 0,22 um, pro HPLC pfistroj byla dostacujici velikost 0,45 um.

Pfi samotném procesu analyzy je zvolena mobilni faze (MF) z rezervoaru pomoci ¢erpadel
distribuovana pod vysokym tlakem do celého systému. Do proudu této MF je nastfikovan
vzorek pomoci autosampleru (automatického davkovace). K separaci analytl poté dochazi
na chromatografické koloné, kterd je umisténa v kolonovém prostoru opatieném
termostatem. Za kolonou je umistén detektor, pomoci kterého dochazi k detekci jednotlivych
slozek analyzovaného vzorku. VSe je ovladano pomoci pocitate a chromatografického
softwaru v ném.

Mezi nejvétsi vyhody této metody patfi vysoka separacni Ucinnost, rychlost analyzy, nizsi
spotfeba analyzovaného vzorku i rozpoustédel, nizsi naklady, vyssi citlivost odezvy a
jednoduchy pfevod metod, které byly vyvinuté pro HPLC 332,33, 34,

26



4.4.1 Pristroj

UHPLC systém musi byt vyroben z vysoce odolného materidlu vici tlaku a teploté. Pouziva
se proto napriklad ocel, pozlacena ocel, kombinace ocel a polyetheretherketon, ¢i vysoce
odolny polyetheretherketon 3,

Pfistroj je sloZzen z nékolika zakladnich &3asti, mezi které patfi: zasobnik mobilni faze,
degasser, nasleduje pumpa (Cerpadlo), autosampler, poté chromatografickd kolona a
termostat nastavujici teplotu, detektor, a nakonec pocitac s nainstalovanym softwarem pro
zpracovani dat (Obrazek 17) 32,

Davkovaé
Pumpa, degasser

Zasobnic L L) L 1 T
mobilni faze rm— |
prostor 4§_Kolona
—1
— R
PC Detektor

Obrdzek 17: Zdakladni schéma (U)HPLC pristroje 32

Zasobnik mobilni faze

Zasobnik se vyuziva z dlvodu potreby zajistit dostatecné mnoZstvi MF, aby cely systém
probihal kontinudlné. MlzZe se vyuZit pouze jeden zasobnik, pokud je zvolena isokraticka
analyza (konstantni sloZeni mobilni faze), nebo vice v pfipadé gradientové analyzy (proménné
slozeni MF). Vtomto pfipadé mlze byt soucasti také smésSovaé, umistény bud pred
cerpadlem, nebo pokud jsou soucasti pfistroje ¢erpadla dvé, tak za nimi. Smésovac poté slouzi
k miseni kapalin ze zasobnikl v rGzném poméru. MF je nasdvdna pres fritu, aby se zabranilo
praniku pevnych necistot do systému.

Nejcastéji se pouzivaji nadoby z tlustosténného skla o daném objemu. Hrdlo je opatfeno
vickem, ¢i prekryto parafinem, aby nedochdzelo k vyparovani MF, ¢i prliniku prachovych
Castic.

NezZ se MF nalije do zdsobniku, je nezbytné ji prefiltrovat a tim zbavit pevnych nedistot,
které by poté mohly ucpat pfistroj. Slouzi k tomu filtry o velikosti pért 0,22 um (pro HPLC
0,45 um, jak je uvedeno vyse). Pokud se pouzivaji organicka rozpoustédla s Cistotou pro UHPLC
chromatografii, neni dal3i filtrace nutnd 32,

27



Degasser

Zatizeni, které se sklada z trubi¢ek umisténych uvnitf evakuovaného prostoru, tvorenych
membranou propustnou pouze pro plyn. Pomoci vakua tak dochazi k odstranéni plynt v MF.
Ty by mohly pusobit problémy v udrZeni kontinuadlniho prdtoku a zvySovat Sum signdlu
detektoru B2,

Cerpadlo (pumpa)

Zéakladni funkci cerpadla je zajistit kontinudlni pritok mobilni faze systémem za vysokého
tlaku's minimem pulzaci. Sklada se z pistu obaleného tésnénim, htidele, hnaciho motoru, hlavy
(jedné, ¢i dvou) a pojistnych ventil(l. Vétsina ¢erpadel obsahuje i odpadni ventil vyuzivany pfi
vyméné MF 321,

Autosampler

Umoznuje provadét sériové analyzy bez pritomnosti operatora. Musi byt vyroben
z chemicky inertniho materidlu, odolny vici vysokym tlakim, poskytovat presné a
reprodukovatelné davkovani. Zaklad tvofi davkovaci smycka s Sesticestnym otocnym
ventilem. DulezZita je i nasavaci jehla. Vzorky jsou umistény ve vialkach uzavienych vickem se
septem. Vialky jsou umistény v zasobniku v o&islovanych pozicich 321,

Chromatografickd kolona, stacionarni faze

Je umisténa v kolonovém prostoru, ktery zajistuje konstantni teplotu béhem analyzy.
Dochazi v ni ke kontaktu mobilni a stacionarni faze, tedy k separaci samotné. Kolonu je mozné
chranit predkolonou, kterd je umisténa pred ni, zachytava nedistoty a v pripadé poskozeni ji
Ize snadnéji vyménit.

Kolona je naplnéna sorbentem, podle jehoZ charakteru délime kolony na dva typy —
naplfiové a monolitické. Naplriové kolony jsou vyplnény sférickymi ¢asticemi. Rozezndvdame
Castice plné porézni, ¢i povrchové porézni, které mohou zvysit Ucinnost a rychlost separace.
Cim jsou &astice mensi, tim vétsi odpor v¢i mobilni fazi vytvéreji. To je také divodem vyssiho
tlaku v UHPLC oproti HPLC. Monolitické kolony jsou vyplnény jednim kusem sorbentu, ktery
obsahuje dva typy pérd (makropdry a mesopdry). Tento typ kolon je ale vyuZzivan pomérné
malo kvlli omezené dostupnosti komeréné vyrabénych fazi, rozméru kolon a tendenci ke
chvostovani pika.

Nejcastéji se vyuZivaji stacionarni faze silikagelové (povrch silikagelu Ize modifikovat), na
bazi organickych polymerd, hybridni (kombinace organického a anorganického polymeru), na

bazi oxidu zirkoni¢itého a daldich kovovych oxid(, &i na bazi porézniho grafitového uhliku 3%
33,37]

28



Detektor

Nachazi se na vystupu z kolony. Mobilni faze undsi vzorek do detektoru, kde probiha
samotna detekce analyzovanych latek. MF poté odtéka do odpadu, ¢i dalSiho detektoru.
Detektory pracuji v podstaté jako prevodniky. Prevadéji fyzikalni ¢i chemické vlastnosti
analytd, nebo mobilni faze na elektricky signal, ktery je umérny koncentraci analytu.

Na detektory jsou kladeny mimoradné pozadavky. Musi byt vysoce citlivé (detekce latek
v roztoku v malych koncentracich), univerzalni, musi zajistit nezavislost odezvy na zméné
slozeni mobilni faze pfi gradientové eluci, reprodukovatelnost a linearitu odezvy [,
K nejbéznéjsim typdm patfi detektory spektrofotometrické (UV/VIS), fluorescencni,
elektrochemické, hmotnostni, vyuzivané predevsim pro analyzu léciv v biologickém materidlu,
radiometrické, v mensi mife refraktometrické, &i detektory rozptylu svétla a dalsi 32 36l

Systémy pro ovladani a zpracovani dat

Zakladni uloha kontrolniho modulu spociva v ovladani komponentl sestavy. Je pripojen
k pocitaci, na kterém je nainstalovany chromatograficky software. Ten slouzi k ulehceni vyvoje
metody a evidence vzork(, ke kontrole systému, sbéru a vyhodnoceni dat B2,

4.4.2 Separacni mody

Dle charakteru stacionarni a mobilni faze lze rozlisit zakladni separacni mody. Mezi
nejstarSi se fadi chromatografie na normalnich fazich. SF je tvorena Cistym silikagelem
(ptipadné modifikovanym prostrednictvim polarnich funkénich skupin), a jako MF se pouziji
nevodné smeési organickych nepolarnich rozpoustédel (napt. chloroform, hexan). Retence je
poté zprostredkovdna polarnimi interakcemi (vodikové vazby, dipdl-dipdl). Uplatnéni nachazi
predevsim pfi analyze latek nachylnych k hydrolyze, vysoce hydrofobnich, ¢i sacharid( a tuka.

Nejcastéji vyuzivana je dnes chromatografie na reverznich fazich. SF je nepolarni a tvofi ji
nejcastéji silikagel s modifikovanym povrchem hydrofobnimi funkénimu skupinami (napfiklad
C18, C8, nebo fenyl). MF je poté poldrnéjsi a je tvorena smési organické a vodné slozky.
Nejcastéji se z dlvodu dobré viskozity pouziva acetonitril a methanol. Vodnou slozku tvofi
¢asto pufry z divodu snadné modifikace pH. VSechny slozky MF musi byt misitelné, aby
nedochdzelo k precipitaci v systému. Mechanismem retence jsou v tomto ptipadé hydrofobni
interakce, nejcastéji zprostfedkovany van der Waalsovymi silami.

Dale je zndamd chromatografie hydrofilnich interakci, ktera je alternativou
k chromatografii na normalni fazi. Mechanismus retence je komplexni. Zahrnuje rozdélovani
analytu mezi mikrovrstvu vody na povrchu SF (silikagel, mGze byt i modifikovan) a mezi fazi
mobilni (acetonitril a vodny roztok pufru), dale iontové i hydrofobni interakce.

lontové-vyménna chromatografie se vyuziva k separaci iontd a ionizovatelnych analyta.
SF obsahuje iontovou, ¢i ionizovatelnou skupinu opaéného ndboje nez separovany analyt. MF
obsahuje ionty se stejnym nabojem, jako ma analyt. Retence je poté zaloZena na kompetici
iont(.
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ChirdIni chromatografie zaujima velmi d(leZité postaveni. Néktera IéCiva maji ucinek
pouze vjedné stereocizomerni formé. V jiné mohou byt neucinnd, ¢ dokonce vykazovat
nezadouci U&inky. Proto je nutné separovat a hodnotit viechny izomerni formy 571,

4.4.3 Vyuziti

UHPLC metoda patfi mezi nejpouzivanéjsi analytické metody soucasnosti. Ma velmi Siroké
vyuziti. Uplatiiuje se napfiklad v kontrolné-analytické oblasti. Pfi vhodné zvolenych
chromatografickych podminkdach je mozné ze zdznamu urcit totoznost |éciva (identifikaci), Ci
pomoci vypoctl stanovit jeho obsah, nebo zjistit pfitomnost pfipadnych nedistot. To je
dlvodem, proc se s oblibou vyuZiva u sloZzenych lékovych pripravkd.

Dalsi vyuZiti nachazi pfi stabilitnich studiich. Lze pozorovat pribéh rozkladného procesu.
Vétsinou je patrny hlavni pik Iéc¢iva a mensi piky rozkladnych produktd. Tato metoda tedy
umoziuje kvantitativné hodnotit postupny ubytek IéCiva a zarover kvantitativné i kvalitativné
hodnotit rozkladné produkty, které vznikaji. Na zakladé toho je moiné predpokladat
chemickou podstatu rozkladné reakce. Kontrola a jisténi jakosti se provadi na Urovni vyrobce
i kontrolnich organ.

Treti uplatnéni naléza pfi analyze pfirodnich 1éCiv v rostlinném materidlu. Lze hodnotit
napfiklad zastoupeni a obsah nékterych vitaminl, alkaloid(, ¢i glykosid( v pfislusnych
drogach.

Neopomenutelné je také monitorovani |éCiv a metabolitl v télnich tekutinach. Nejcasté;ji
v moci, krevni plazmé, ¢i séru. LéCivo a metabolity je nutné pred analyzou izolovat z télni
tekutiny. Déje se to nejcastéji extrakci do vhodného organického rozpoustédla. Dllezita oblast
vyuziti je pfi vyvoj generickych pfipravkd, kde se uplatfiuje napfiklad pfi disoluénich studiich a
pfi studiu bioekvivalence.

UHPLC analyza se tedy uplatiiuje nejen ve fazi vyzkumu, vyvoje a vyroby Iéciv a IéCivych
pripravkl, ale své vyuZiti nachazi i po zavedeni |éCivého pfipravku na trh. JelikoZ se tato
metoda oproti HPLC vyznacuje vys$si rychlosti a dcinnosti separace, byva dnes
upfednostfiovdna. Splfiuje totiz cil analyzy co nejvice vzork( za kratky &as 3% 381,
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4.5 ReSerSe praci zalozenych na disoluci meloxikamu a
stanoveni tohoto Iéliva metodou (U)HPLC a UV/VIS
spektrofotometri.

4.5.1 Disoluce

Tabulka 1 shrnuje informace o disolu¢nim testovani meloxikamu. U vétSiny téchto
zkousek bylo disolu¢ni médium tvorené fosfatovym pufrem o pH 6,8, nebo 7,5. Nékteré ¢lanky
zminuji destilovanou vodu, ¢i kyselinu chlorovodikovou. Teploty vsech disoluénich médii byly
nastaveny na 37 + 0,5 ° C. NejCastéji se pracovalo s objemem média 900 ml pfi 100 otackach
za minutu. Jsou ale uvedeny pfipady s mensim objemem (150, 500, 700 ml) i mensi frekvenci
otacek (50, 75 rpm). Intervaly odbérl i jednotlivé odebirané objemy se v téchto zkouskach lisi.
Lze vidét intervaly po 2, 5, 10, 15, 30, 60, 120 az 240 minutdch. Jednotlivé objemy se pohybuiji
od 2, ptes 5 az po 15 ml. Pred detekci prosly nékteré vzorky filtraci. Detekce byla provedena
pfi vinovych délkach od 350 po 366 nm.

Tabulka 1: Priklady disolucnich zkousek meloxikamu

5ml
1.Disoluce Destilovand 10,20,30, | Ir:éno Membrénovs UV/VIS
—padlo voda 500 ml 50 rpm 40,50a 60 disoFI)uEnim filtr (0,22 my) spektrofotometr [8]
(37£0,5°C) min : L pFi 365 nm
mediem)
Detektor
5ml Membrd y
2.Disoluce Fosfatovy pufr mv . em ra.novy’ fotodiodového
e 2,4,6,8a (doplnéno filtr s velikosti
- kosicek (pH 6,8; 700 ml 50 rpm 10 min fosfatovym 61 (0,22 pole (Waters 996 [39]
37+0,5°C) ufrenr) P m), UPLC) pfi vinové
P " délce 350 nm
3.Disoluce Fosfatovy pufr 15, 30, 45, UVv/VIS
—padlo (pH 7,5; 900 ml 100 rpm 60, 75,90 a 15 ml - spektrofotometr [40]
37+0,5°C) 105 min pri 362 nm
a) 0,1 N HCI (pH . ,
Memb
4.Disoluce 1,2) Celkovy ?i?':r (rgr;(;vv UV/VIS pfi
—padlo b) dest. voda 900 ml 100 rpm interval 60 - ! a)351 nm [41]
. mm,
(pH 6,4) min Millipore) b) 360 nm
37+0,5°C pore).
. 50 vapufr 15,30, 45, UVv/VIS
5.Disoluce fosfore¢nanu 60,120 2ml 0.45 um PTEE spektrofotometr
- padlo sodného 150 ml 75 rpm 240' a 48,0 (doplnéno ! ‘fliltr LAMBDA 1050 [42]
(pH 6,8; min pufrem) (Waltham, USA)
37+0,5°C) pfi 366 nm
UV/VIS
6.Disoluce Fosfatovy pufr 5, 10, 20, s(zzk;[)%f-(;t;omnertr:
—padlo (pPH7,5%0,1; 900 ml 100 rpm 30,60 a 90 - - [43]
o i po 4 nm),
37+0,5°C) min .
meloxicam Amax
pti 364 nm.
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4.5.2 (U)HPLC

Tabulka 2 shrnuje experimentalni metody, kterych bylo vyuzZivano pfi stanoveni
meloxikamu metodou HPLC. V péti pfipadech byla pouZita kolona, ktera obsahovala C18.
V dalSich dvou poté C6-phenyl, nebo C8. Mobilni fazi byl nej¢astéji methanol a voda, ktera
v nékterych experimentech obsahovala kyselinu octovou, ¢i kyselinu mravenci. K methanolu
byl vjednom pfipadé pfidan octan amonny. Dale pak slouZila jako mobilni faze smés
dihydrogenfosfore¢nanu draselného s triethylaminem a acetonitrilem, nebo acetonitril
s kyselinou octovou. Pritokova rychlost byla ve tfech pfipadech 1,0 ml/min, dale pak 0,20,
0,35, 0,8, a 1,7 ml/min. Detekce probihala pfi vinovych délkach od 220 k 364 nm. V jednom
pfipadé byla detekce provedena hmotnostnim spektrofotometrem. Objem nastfiku byl
nejcastéji 20 ul, dale pak 5, ¢i 10 ul. Retencni ¢as meloxikamu se pohyboval mezi 3,6 a 10,5
minutami, nej¢astéji vSak v rozmezi 6 az 8 minut.

Tabulka 2: Priklady stanoveni meloxikamu metodou HPLC

C18 (Dr Maisch
GmbH (Beim
1.HPLC Brueckle, Methanol : voda X L, UV/VIS .
1 2 -
Némecko)) (70:30) ,0 ml/min Isokraticky 360 nm oul 6-8 min [44]
(250 x 4,6 mm; 10
um)
Methanol : voda
Waters C18 . o
2.HPLC (250 x 4,6 mm; Obsah.u“CI 0.05 A 1,0 ml/min Gradientovy uv/vis 20 ul 6-8 min [45]
5.0 um) kyseliny octové 220 nm
o (20:80) > (30:70)
Gemini C6-Phenyl 10 mmol/l octan
1104, amonny vodni
(Phenomenex . Uv/VviIS
el Inc., Torrance, CA, reel] £ s el 0’35. Gradientovy 222-360 10ul 10,5 min [46]
USA) (73:27), (45:55), ml/min nm
(150 3 mm; (30:70), (20:80),
3 um) (5:95), (73:27)
Methanol : voda
) (8:2),
Kromasil® C18
4.HPLC thofosforecna UV/VIS 6,960
(250 x 4,60 mm; 5 or ? o8 o,recnav 0,8 ml/min Isokraticky / 20 ul : [47]
m) kyselina k Upravé 228 nm min
H pHna 3,0
Dihydrogenfosfor
. ecnan draselny
C8 Eclipse XDB o
alils (150 x 4,6 mm; (5.0 mM, 7.7 ik 1,7 ml/min Isokraticky Uil <5 min [48]
5 um, Agilent) triethylamin (0,3 364 nm
i o5 % V/V) :
acetonitril 23 %.
MS
(Microm
Methanol : voda ass®
Venusil ASB-C18
6.HPLC bsahujici 0,1% 0,20 L tt .
(2,1 x 100 mm; (obsa uJI.CI " . Isokraticky Q}Ja ro Sul 3,6 min [49]
3 um) kyseliny ml/min micro™),
W mravenci) (75:25) ionizace
elektrosp
rej
RP-C18
M((Ie-lrE: I;\;?Iﬁ)it;)irr’e Octova kyselina (1
D () o
UL Darmstadt, % WV) » 1,0 ml/min Isokraticky URTATE 20 pl Cca.10 [50]
GermEm acetonitril 360 nm min
(250 x 4.6 mm; (50:50), pH 2.8
5 pm) 30 +0.5°C
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4.5.3 UV/VIS spektrofotometrie

Tabulka 3 shrnuje UV/VIS spektrofotometrické metody, které byly pouzivany pfi
stanoveni meloxikamu v jednotlivych studiich. Nej¢astéji bylo méreno pfi vinovych délkach

okolo 360 nm.
Tabulka 3: Pfiklady stanoveni meloxikamu UV/VIS spektrofotometrii

PG UV-VIS
spectrophotometer model 286 nm — [51]
T80* (PG, Anglie)
Agilent 8453 UV/VIS
spectrometer (Hewlett- 363 nm 10 mm [52]
Packard, CA, USA)
UV-VIS
3.UV/VIS spectrophotometer Kfemennad
(UV3600, Shimadzu, 185-360 nm (10 mm) [53]
Japan)
Jasco V-650

4.uv/vis spectrophotometer 360 Kremenna [54]

(Japan) (10 mm)

JASCO 7580 UV—Vis—NIR N .
S doublebeam 230-365 nm Kremenna [55]

spectrophotometer (10 mm)

1.UV/VIS

2.UV/VIS

V posledni uvedené studii (Tabulka 4) % se experiment zabyval disoluci meloxikamu a
stanovenim obsahu léc¢ivé latky ve vzorcich UV/VIS spektrofotometrii a HPLC metodou
najednou. Po porovndni se doslo k zavéru, Ze disolu¢ni kfivky ziskané z vypocitanych hodnot
po proméreni vzorkl UV/VIS spektrofotometrii nevykazovaly rozdil oproti kfivkam ziskanym
podobnym zplsobem, ale za pomoci HPLC metody.

Tabulka 4: Studie zabyvajici se disoluci meloxikamu a mérenim vzorki UV/VIS spektrofotometrii a metodou HPLC soucasné

PFistroj s padlem

Disolu¢ni médium: 50 mmol/I fosfatovy pufr, pH 7,5, teplota 37 °C

Objem média: 900 ml

Disoluce | Otacky za minutu: 75 rpm.

Intervaly odbéra: 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 a 90 minut

Jeden odbér: 3 ml

Filtrace pfes membranovy filtr 0.47 um

Dvojity paprskovy spektrofotometr Shimadzu UV-1601PC (Shimadzu Corp., Kyoto,
UV/VIS | Japan)

Spektra byla ziskdvana v 1 nm intervalech v rozsahu 200-500 nm.

Stacionarni faze: Kolona Silia Chrom XDB1 C18 (250 x 4,6 mm; velikost ¢astic 5um)
Mobilni faze: 30 °C, 51% methanol, 9% isopropanol a 40% roztok fosfatového pufru (50
mmol/l, pH 5.9)

HPLC Pratokova rychlost 1,0 ml/min

Detekce: 225 nm

Nastrik: 20 pl

Priblizny retencni ¢as meloxikamu: 3,2 min
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5 Experimentalni cast

5.1 Pouzité suroviny a chemikalie

DISOLUCE

e Hydroxid sodny (p.a.)
o PENTASs.r.0., Ceska republika
e Dihydrogenfosforecnan draselny (p.a.)
o VWR International, LLC, Ceskd republika
e Ultracista voda
o Cisténa systémem Milli-Q RG, Millipore, USA
e Meloxikam tobolky (15 mg léciva)
o Pripraveny na Katedre farmaceutické technologie FaF UK
o Meloxikam — Cadila Healthcare Ltd., India
o Chitosan — JBICHEM International trading Co., Ltd., China
e Methanol gradient grade
o Honeywell, Némecko
e PufrpH4,01a7,00
o Pouzivané ke kalibraci pH metru
o Xylem Analytics Germany GmbH WTW, Némecko

UHPLC
e Meloxicam
o Cadila Healthcare Ltd., India
e Methanol
o CHROMASOLV™ for HPLC, gradient grade, 299.9%, Francie
e Hydroxid sodny 1 mol/I RS
o PENTAs.r.0., Ceskd republika
e Ultracista voda
o Cisténa systémem Milli-Q RG, Millipore, USA

e Acetonitril
o CHROMASOLV™Gradient, for HPLC, gradient grade, 299.9%, Némecko
e Kyselina octova ledova
o PENTAs.r.0., Ceska republika
e Isopropanol (2-Propanol)
o LiChrosolv, Francie
e Dihydrogenfosforecnan draselny
o VWR International, LLC
e Hydroxid sodny (p.a.)
o PENTAs.r.0., Ceskd republika
e 5-methylthiazol-2-amin, nedistota B
o European Pharmacopoeia Reference Standard, Strasburk, Francie
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5.2 Pouzité pristrojové vybaveni a pomucky
DISOLUCE
e Digitalni vahy KERN 150 — 3M
o KERN & Sohn Gmbh, Némecko
e Analytické vahy Sartorius Weighting Technology GmbH, Némecko
e pH metr SCHOTT
o Fisher Scientific, spol. s.r.o., Ceska republika
e Ultrazvukova lazer BANDELIN
o Sonorex digitec, Némecko
e Disolucni pfistroj SOTAX AT Xtend, Némecko
e Spektrofotometr LIBRA S12
o Fisher Scientific, Ceska republika
e Automatické pipety
o Transferpette S, Némecko
e 5 mlinjekéni strikacka
o Chirana T.injecta, Slovensko

UHPLC
e UHPLC systém Liquid Chromatograph

o Nexera X2, Shimadzu Corporation, Japonsko
e Chromatograficka kolona
o LiChrospher® 5 um €18 100 A (LC Column 125 X 4 mm), Phenomenex, USA
e Digitalni vahy KERN 150 — 3M
o KERN & Sohn Gmbh, Némecko
e Analytické vahy
o Sartorius Weighting Technology GmbH, Némecko
e pH metr SCHOTT
o Fisher Scientific, spol. s.r.o., Ceska republika
e Automatické pipety
o Transferpette S, Némecko
e Filtry 0,22 um
o nylon, Chromservis, Ceska republika
e Injekeni strikacky 2 mi
o ChiranaT. Injecta, Slovensko
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5.3 Priprava disolu¢niho média

Disolué¢nim médiem byl fosfatovy pufr o pH 6,8, jehoz ptiprava probihala dle Iékopisu 2%
(5.17.1. Doporuceni pro zkousku disoluce, Tab. 5.17.1-3 Tlumivé roztoky fosfore¢nanové).
Zahrnovala pred kazdou disoluci nasledujici kroky: Vypocet navazky hydroxidu sodného a
dihydrogenfosfore¢nanu draselného dle vzorce (1) uvedeného nize, poté rozpusténi
navazeného mnozstvi ve vodé. Ndsledovalo postupné pfilévani roztoku hydroxidu sodného do
roztoku dihydrogenfosforec¢nanu draselného za sou¢asného méreni pH na pH metru SCHOTT
az do dosazeni pH 6,8. Poté se vznikld smés doplnila vodou do dvoulitrové odmérné bariky.
Cely postup se opakoval dvakrat (byly tedy celkem pfipraveny ctyfi litry disoluéniho média
pred zaCatkem kazdého testovani).

Vypocty navazek:

Hydroxid sodny 0,2 mol/I
m=cXVXxXM (1)
=0,2X0,5%x40 =4g
4 gramy NaOH rozpustit v 500 ml vody

m znazornuje potiebnou hmotnost latky [g]
c je molarni koncentrace [mol/I]
V je celkovy objem roztoku []

M je molarni hmotnost dané latky [g/mol]
Dihydrogenfosforecnan draselny
m=cXVxXxM=0,2x05x136=13,6g

13,6 graml KH2PO4 rozpustit v 500 ml vody

Poté smés doplnit vodou na 2000 ml.
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5.4 Priprava roztokd

5.4.1 Zasobni roztoky standardu a necistoty B

Zasobni roztok meloxikamu byl pfipraven dle Iékopisu 57! nasledujicim zpisobem: 40 mg
meloxikamu se rozpustilo ve smési 5 ml methanolu a 0,3 ml hydroxidu sodného 1 mol/I RS a
zfedilo se methanolem R na 20,0 ml.

Zasobni roztok netistoty B (= 5-methylthiazol-2-amin) byl pfipraven taktéz dle lékopisu 71,
Pouze stim rozdilem, Ze bylo zhotoveno mensi mnozZstvi. Postupovalo se takto: 0,8 mg
necistoty B se rozpustilo ve smési 2 ml methanolu R a 0,12 ml hydroxidu sodného 1 mol/I RS
a zredilo se methanolem R na 10 ml.

Zminované roztoky byly pouzity pfi vyvoji metody. Uchovavaly se v lednici pfi 4°C.

5.4.2 Mobilni faze

V tomto vyzkumu se pracovalo celkem se tfemi mobilnimi fazemi rizného slozeni. Prvni
mobilni faze se skladala pouze z vody a methanolu, jejichZz pomér se riizné ménil (kapitola 6.2
Vyvoj metody UHPLC, 6.2.3 Mobilni faze).

Druha mobilni faze obsahovala 1 % kyselinu octovou a acetonitril opét v rizném poméru.
Kyselina octova byla pripravena smisenim 5 ml kyseliny octové ledové a 495 ml vody ultracisté.

Posledni zkousenou mobilni fazi byla smés methanolu, isopropanolu a roztoku fosfatového
pufru (50 mmol/l, pH 5.9). Fosfatovy pufr byl pfipraven nasledovné: Prvni krok zahrnoval
vypocet navazky dihydrogenfosforecnanu draselného dle vzorce (1), navdZzené mnoistvi se
poté rozpustilo v500 ml ultracisté vody. Nasledovala Uprava pH tohoto roztoku. Bylo
sledovano pomoci pfistroje pH metr SCHOTT. Vysledného pH 5,9 bylo docileno kapkou roztoku
hydroxidu sodného.

Vypocet navazky dihydrogenfosfore¢nanu draselného:
m=cXVxXxM=005%x05x136=3,4¢g

Veskeré zminované mobilni faze byly pred vloZzenim do UHPLC filtrovany pomoci vakua
pres 0,22 um filtr. Skladovany v lednici pfi 4 °C.
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6 Vysledky a diskuze

Postup prace

Prvnim krokem celého experimentu byla pfiprava disolu¢niho média. Dllezitym bodem
(nezbytnym pro vypocty) bylo stanoveni kalibracni kfivky meloxikamu. Nasledovala samotna
disoluce. Odebrané vzorky byly poté proméreny ve spektrofotometru LIBRA S12 pfi vinové
délce 363 nm. Ziskané hodnoty absorbance slouzily k vypoctu koncentrace uvolnéného léciva.
V druhé casti se diplomova prace zabyvd vyvojem UHPLC metody. Pomoci této metody se
zkousely stanovovat i vzorky ziskané z disoluce a nedistota B. Metodu pro toto stanoveni bude
tfreba jesté ddle vyvinout a validovat.

6.1 Disoluce

Zkouska disoluce slouzi ke stanoveni mnozZstvi uvolnéné latky z pevné lékové formy (v
nasem pfipadé se jednd o tobolku) v predepsaném case a daném médiu. Tento déj je
ovliviiovan mnoha faktory. Nékteré z nich budou predmétem nasledujici diskuze.

6.1.1 Slozeni tobolek

Tato experimentdlni prace se zabyva disoluci 1éCivé latky ze ¢tyr formulaci tobolek F1 az
F4, které se lisi ve zpUsobu pfipravy. Tobolky F1, F2 a F3 tvofi smés léciva (meloxikamu) a
pomocné latky (chitosanu) pripravena misenim anebo mletim ve hmotnostnim poméru 1:8.
Pro zjisténi vlivu pomocné latky na disoluci IéCiva byly pro porovnani pfipraveny jesté tobolky
F4 obsahujici pouze samotné |écivo. VeSkeré informace jsou shrnuty v Tabulce 5. Zmifiované
tobolky byly pfipraveny na Katedre farmaceutické technologie FaF UK.

Tabulka 5: SloZeni a priprava tobolek

F1 Meloxikam:Chitosan (1:8) Misena smeés (3D misi¢ Turbula)
Mleta smés (planetarni kulovy mlyn Retsch),
doba mleti 5 minut
Mleta smés (planetarni kulovy mlyn Retsch),
doba mleti 30 minut

F2 Meloxikam:Chitosan (1:8)

F3 Meloxikam:Chitosan (1:8)
F4 Meloxikam
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6.1.2 Kalibrac¢ni krivka

Dulezitym bodem pro vypocet koncentrace rozpusténého léciva bylo sestrojeni kalibracni
primky. Nejprve byly pfipraveny do tfi 10 ml odmérnych banék zasobni roztoky (A, B, C), ve
kterych bylo 2,56 mg meloxikamu v methanolu. ProtoZe se meloxikam hire rozpousti, byly
baniky vloZeny na pll hodiny do ultrazvukové lazné BANDELIN. Nasledovalo pipetovani
zminovanych roztok( do dalSich odmérnych banék po 100 az 600 pl a nafedéni pufrem do 10
ml (Tabulka 6).

Tabulka 6: SloZeni kalibracnich roztokd

1 0,00256 0,1 9,9
2 0,00512 0,2 9,8
3 0,00768 0,3 9,7
4 0,01024 0,4 9,6
5 0,01280 0,5 9,5
6 0,01536 0,6 9,4

Po dokonceni pfipravy byly roztoky zméreny pomoci Spektrofotometru LIBRA S12.
Méreni probihalo pfi vinové délce 363 nm proti slepému roztoku pufru, stejné jako u
odebranych vzorkd z disoluce. Bylo proméreno vSech 18 pripravenych roztok( (ze tfi
zasobnich) trikrat. Po ziskani hodnot absorbance byla sestavena kalibra¢ni kfivka, coz je
zavislost absorbance na koncentraci meloxikamu (Tabulka 7, Tabulka 8, Obrazek 18).

Tabulka 7: Absorbance kalibracnich roztoki 1-6 pripravenych z jednotlivych zdsobnich roztoki A, B, C

1. 2. 3. A 1. 2. 3. A 1. 2. 3. A

Al1|0,119]0,118 0,117 |0,118| |B1|0,176|0,173|0,175|0,175| |C1| 0,129 | 0,131 | 0,131 | 0,130
A2 0,267 | 0,265 | 0,261 | 0,264 | |B2| 0,239 | 0,235 | 0,234 ] 0,236 | | C2 | 0,263 | 0,263 | 0,262 | 0,263
A3 0,360 | 0,359 | 0,364 | 0,361 | |B3| 0,358 | 0,359 | 0,360 0,359 | |C3| 0,370 | 0,371 0,373 | 0,371
A40,480]0,479|0,475|0,478 | |B4|0,494|0,494|0,494|0,494 | | C4| 0,509 | 0,510 | 0,510 | 0,510
A5|0,573 0,579 | 0,580 | 0,577 | |B5]| 0,615 | 0,614 | 0,616 | 0,615 | |C5| 0,626 | 0,627 | 0,626 | 0,626
A6|0,737]0,737 0,736 | 0,737 | |B6| 0,692 | 0,693 | 0,697 | 0,694 | | C6 | 0,754 | 0,754 | 0,756 | 0,755
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Tabulka 8: Absorbance kalibracnich roztokd

0,0026 0,141
0,0051 0,254
0,0077 0,364
0,0102 0,494
0,0128 0,606
0,0154 0,728
Kalibracni krivka
08 r
y = 46,016x + 0,019
07 r 2= 0,9995
06 F
Y 05 F
S04t
(@)
3
<03 }
02 F
01 F
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016
Koncentrace [g/l]

Obrdzek 18: Kalibracni krivka meloxikamu

V tomto momentu byla ziskana kalibraéni rovnice (2), ktera popisuje zmifiovanou zavislost.

A =46,016¢"+ 0,019 (2)
r’=0,9995

A je absorbance

¢’ znadi koncentraci meloxikamu v g/l

r? je koeficient determinace

40



6.1.3 Disoluce a jeji hodnoceni

Pro stanoveni disoluce tobolek meloxikamu byl zvolen pfistroj s padlem 28! (CL — Zkougka
disoluce pevnych lékovych forem) (Obrazek 19). K méreni bylo vyuzZito zafizeni od firmy
SOTAX, typ AT Xtend. Po zapnuti a sestaveni pristroje (vlozeni disolu¢nich nadob, namontovani
padel a sacich tyci) bylo do ¢tyr jeho nadob nalito pokazdé 900 ml disolu¢niho média, jehoz
pfiprava je uvedenad v kapitole 5.3 Priprava disolué¢niho média. Nasledovalo vytemperovani
média na 37 °C + 0,5 °C, coz odpovida teploté lidského téla. Po dosazeni cilové teploty mohl
zaCit test disoluce.

Obrdzek 19: Disolu¢ni nddoba s vloZenym pddlem naplnénd disolucnim médiem

Pti zkuSebnim pokusu disolu¢niho testu tobolky po vloZeni do média plavaly na hlading,
coz neni spravné. Bylo tedy nutné pouzit ,sinker”, ktery dopomohl tobolkdm klesnout na dno
nadoby. ,Sinker” je zndzornén na Obrazku 20. Dalsi problém nastal po zjisténi, Ze se tfi tobolky
po celkovém testu nerozpustily. Reenim bylo zvysit rychlost otacek ze 75 na 100 otacek za
minutu (toto zvy3eni je stale v souladu s |ékopisem 2%). Nyni byla metoda pfipravena pro
testovani.
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Obrazek 20: ,Sikner” s vloZenou tobolkou

Disoluce zacala vlozenim tobolek do vytemperovaného média. Bylo provedeno testovani
Ctyr tobolek od kazdé formulace (nejprve od formulace F4, poté F1, dale F2 a nakonec F3).
Béhem disolucniho testovani byly postupné z kazdé nadoby odebirany 4 ml vzorku v ¢asech 5,
10, 15, 20, 25, 30, 45 a 60 minut. Celkem bylo ziskano osm vzorku z kazdé tobolky. Dohromady
tedy 32 vzork( zjedné formulace. Obsah meloxikamu v téchto vzorcich byl poté méren
pomoci spektrofotometru LIBRA S12 pfi vinové délce 363 nm proti slepému vzorku, kterym
byl samotny pufr. Po naméreni vSech Ctyr formulaci se cely proces opakoval jesté jednou pro
ovéreni. VeSkeré zmérené i vypocitané hodnoty jsou uvedeny dale v tabulkach a grafech.
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Vzorce pro vypocty

Vysledky byly zpracovany pomoci programu Excel. PFi vypoctu byly pouzity ndsledujici
vzorce:

. A-0,019
C = (3)
46,016

¢’ znadzornuje koncentraci léc¢iva [mg/ml]

A je absorbance

‘mcelk. = Mpsdoba + Myzorek = € X Vnadoba + X’ X 4“ (4)

Mecelk. ZNaci celkové mnozstvi uvolnéného léciva [mg]

Mnsdoba j€ hmotnost rozpusténého Iéciva v nddobé [mg]

Myzorek j€ hmotnost uvolnéného |éciva v odebranych vzorcich [mg]
¢’ je koncentrace [mg/ml]

Vhadoba j€ 0bjem disolu¢niho média v nadobé [ml]

nasobené 4 jelikozZ se z disoluce odebiraly 4 ml

Mo, = 24 % 100 (5)

Mrel, Zndzornuje relativni mnozstvi uvolnéného léciva v % (uvedena hmotnost v tobolkach je
15 mg)

Mecelk. je hmotnost celkové uvolnéného Iéciva v nddobé i vzorcich [mg]
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6.1.3.1 Formulace F4

Tabulka 9: Namérené a vypocitané hodnoty formulace F4.01

. Vhadoba , Mhadoba Myzorek Myzorek.celk. Meelk.
F4.01 t [min] (mi] A ¢’ [mg/ml] [me] [me] [me] [me] m [%]
0 900

Al 5 896 0,005 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A2 10 892 0,010 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A3 15 888 0,009 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
Ad 20 884 0,018 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A5 25 880 0,027 0,0002 0,15 0,00 0,00 0,15 1,0
A6 30 876 0,060 0,0009 0,78 0,00 0,00 0,78 5,2
A7 45 872 0,091 0,0016 1,36 0,01 0,01 1,37 9,2
A8 60 868 0,131 0,0024 2,11 0,01 0,02 2,13 14,2
B1 5 896 0,009 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B2 10 892 0,009 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B3 15 888 0,012 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B4 20 884 0,025 0,0001 0,12 0,00 0,00 0,12 0,8
B5 25 880 0,031 0,0003 0,23 0,00 0,00 0,23 1,5
B6 30 876 0,043 0,0005 0,46 0,00 0,00 0,46 3,1
B7 45 872 0,105 0,0019 1,63 0,01 0,01 1,64 10,9
B8 60 868 0,135 0,0025 2,19 0,01 0,02 2,21 14,7
C1 5 896 0,003 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
C2 10 892 0,002 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
Cc3 15 888 0,011 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
C4 20 884 0,033 0,0003 0,27 0,00 0,00 0,27 1,8
Cc5 25 880 0,065 0,0010 0,88 0,00 0,01 0,88 5,9
(63) 30 876 0,055 0,0008 0,69 0,00 0,01 0,69 4,6
Cc7 45 872 0,132 0,0025 2,14 0,01 0,02 2,16 14,4
c8 60 868 0,150 0,0028 2,47 0,01 0,03 2,50 16,7
D1 5 896 0,009 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D2 10 892 0,013 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D3 15 888 0,017 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D4 20 884 0,029 0,0002 0,19 0,00 0,00 0,19 1,3
D5 25 880 0,040 0,0005 0,40 0,00 0,00 0,40 2,7
D6 30 876 0,052 0,0007 0,63 0,00 0,01 0,63 4,2
D7 45 872 0,117 0,0021 1,86 0,01 0,01 1,87 12,5
D8 60 868 0,113 0,0020 1,77 0,01 0,02 1,80 12,0

K méreni byly pouzity ¢tyfi tobolky, vysledky v nasledujici Tabulce 10 a na Obrazku 21 jsou
tudiz primérem ze ¢tyf méreni. (Stejné je to i u dalSich formulaci).
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Tabulka 10: Prumérnd koncentrace a hmotnost uvolnéného Iéciva v mg a procentech, smérodatnd odchylka formulace F4.01

F4.01 &as [min] | ¢’ [mg/ml] | meei. [mg] m [%)] SD
0 0,0
1 5 0,0000 0,00 0,0 0,0
2 10 0,0000 0,00 0,0 0,0
3 15 0,0000 0,00 0,0 0,0
4 20 0,0002 0,14 1,0 0,8
5 25 0,0005 0,42 2,8 2,2
6 30 0,0007 0,64 4,3 0,9
7 45 0,0020 1,76 11,7 2,2
8 60 0,0025 2,16 14,4 1,9

Disolucni krivka meloxicamu F4.01

120

100 F

(o]
o
T

D
o
T

Mnozstvi uvolnéného léciva [%]
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@—F4.01

Obrdzek 21: Graf zavislosti mnoZstvi uvolnéného léciva v Case u formulace F4.01

V tomto se pripadé se jedna o disoluci samotného IéCiva, bez pomocné latky. Dle vysledkd
(Tabulka 9 a 10, Obrazek 21) je patrné, Ze mnozstvi uvolnéného meloxikamu bylo u této
formulace velmi nizké (pouhych 14,4 %). Prvni hodnoty byly naméreny aZ po 20 minutdch
testovani. Na konci disoluce zUstaly na dné nddoby okem viditelné nerozpusténé c¢asti lécCiva
(Obrazek 22).

: P 4
Obrdzek 22: Nerozpusténd formulace F4 po skonceni prvniho testu disoluce

45



6.1.3.2 Formulace F1

6.1.3.2.1 Prvnitest disoluce F1.01

Tabulka 11: Namerené a vypocitané hodnoty formulace F1.01

F1.01 |t [min] V[n;g;]ba A& il m[;jdg‘);a ”[“r;;f;;k mvg;jg]ce'k '[“r;eg'k]- m [%]
0 900

Al 5 896 0,553 0,0116 10,40 0,05 0,05 10,44 69,6
A2 10 892 0,686 0,0145 12,93 0,06 0,10 13,03 86,9
A3 15 888 0,747 0,0158 14,05 0,06 0,17 14,22 94,8
A4 20 884 0,814 0,0173 15,27 0,07 0,24 15,51 103,4
A5 25 880 0,830 0,0176 15,51 0,07 0,31 15,82 105,4
A6 30 876 0,811 0,0172 15,08 0,07 0,38 15,45 103,0
A7 45 872 0,885 0,0188 16,41 0,08 0,45 16,86 112,4
A8 60 868 0,864 0,0184 15,94 0,07 0,52 16,46 109,8
B1 5 896 0,440 0,0091 8,20 0,04 0,04 8,23 54,9
B2 10 892 0,631 0,0133 11,86 0,05 0,09 11,95 79,7
B3 15 888 0,620 0,0131 11,60 0,05 0,14 11,74 78,3
B4 20 884 0,696 0,0147 13,01 0,06 0,20 13,21 88,0
B5 25 880 0,718 0,0152 13,37 0,06 0,26 13,63 90,9
B6 30 876 0,730 0,0155 13,54 0,06 0,32 13,86 92,4
B7 45 872 0,790 0,0168 14,61 0,07 0,39 15,00 100,0
B8 60 868 0,796 0,0169 14,66 0,07 0,46 15,11 100,8
C1 5 896 0,387 0,0080 7,17 0,03 0,03 7,20 48,0
C2 10 892 0,817 0,0173 15,47 0,07 0,10 15,57 103,8
C3 15 888 0,827 0,0176 15,59 0,07 0,17 15,76 105,1
Cc4 20 884 0,851 0,0181 15,98 0,07 0,24 16,23 108,2
C5 25 880 0,846 0,0180 15,82 0,07 0,32 16,13 107,5
C6 30 876 0,838 0,0178 15,59 0,07 0,39 15,98 106,5
Cc7 45 872 0,888 0,0189 16,47 0,08 0,46 16,93 112,9
Cc8 60 868 0,872 0,0185 16,09 0,07 0,54 16,63 110,8
D1 5 896 0,326 0,0067 5,98 0,03 0,03 6,00 40,0
D2 10 892 0,713 0,0151 13,45 0,06 0,09 13,54 90,3
D3 15 888 0,770 0,0163 14,49 0,07 0,15 14,64 97,6
D4 20 884 0,829 0,0176 15,56 0,07 0,22 15,78 105,2
D5 25 880 0,798 0,0169 14,90 0,07 0,29 15,19 101,3
D6 30 876 0,803 0,0170 14,92 0,07 0,36 15,28 101,9
D7 45 872 0,858 0,0182 15,90 0,07 0,43 16,33 108,9
D8 60 868 0,842 0,0179 15,52 0,07 0,50 16,03 106,8
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Tabulka 12: Primérnd koncentrace a hmotnost uvolnéného IéCiva v mg a v procentech, smérodatnd odchylka formulace F1.01

F1.01 ¢as [min] | ¢ [mg/ml] | Meei. [mg] m [%] SD
0 0,0
1 5 0,0089 7,97 53,1 12,6
2 10 0,0151 13,52 90,2 10,1
3 15 0,0157 14,09 93,9 11,3
4 20 0,0169 15,18 101,2 9,0
5 25 0,0169 15,19 101,3 7,4
6 30 0,0169 15,14 101,0 6,0
7 45 0,0182 16,28 108,5 6,0
8 60 0,0179 16,06 107,1 4,5
Disolucni krivka meloxicamu F1.01
_ 120
x
2100 | % (} é @ é @
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Obrdzek 23: Graf zdvislosti mnoZstvi uvolnéného léciva v case u formulace F1.01

Tobolky formulace F1 byly plnéné smési meloxikamu s pomocnou latkou chitosanem
v poméru 1:8 (MX-CH). Tato smés byla pfipravena misenim. Namérené a vypocitané hodnoty
(Tabulka 11, 12, Obrazek 23) ukazuji, Ze na konci disoluce doslo k Uplnému uvolnéni
meloxikamu z tobolek. Dale je viditelné, Ze uvolfiovani |éc¢iva zacalo ihned po vloZeni do
disoluéniho média. Pfi prvnim odbéru (po 5 minutach) bylo naméreno primérné pres 50 %
uvolnéného Iéciva. 100 % bylo poté naméreno jiz pfi Ctvrtém odbéru, tedy po 20 minutach.
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6.1.3.3 Formulace F2

6.1.3.3.1 Prvnitest disoluce

Tabulka 13: Namerené a vypocitané hodnoty formulace F2.01

Vhadoba

Mhnadoba

Myzorek

Myzorek.celk.

Meelk.

F2.01 |t [min] [(ml] A ¢’ [mg/ml] i G - T m [%]
0 900

Al 5 896 0,038 0,0004 0,37 0,00 0,00 0,37 2,5
A2 10 892 0,465 0,0097 8,65 0,04 0,04 8,69 57,9
A3 15 888 0,702 0,0148 13,18 0,06 0,10 13,28 88,5
Ad 20 884 0,810 0,0172 15,20 0,07 0,17 15,36 102,4
A5 25 880 0,822 0,0175 15,36 0,07 0,24 15,59 104,0
A6 30 876 0,836 0,0178 15,55 0,07 0,31 15,86 105,7
A7 45 872 0,871 0,0185 16,15 0,07 0,38 16,53 110,2
A8 60 868 0,913 0,0194 16,86 0,08 0,46 17,32 115,5
B1 5 896 0,013 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B2 10 892 0,265 0,0053 4,77 0,02 0,02 4,79 31,9
B3 15 888 0,572 0,0120 10,67 0,05 0,07 10,74 71,6
B4 20 884 0,700 0,0148 13,08 0,06 0,13 13,21 88,1
B5 25 880 0,786 0,0167 14,67 0,07 0,20 14,86 99,1
B6 30 876 0,837 0,0178 15,57 0,07 0,27 15,84 105,6
B7 45 872 0,886 0,0188 16,43 0,08 0,34 16,77 111,8
B8 60 868 0,896 0,0191 16,54 0,08 0,42 16,96 113,1
C1 5 896 0,045 0,0006 0,51 0,00 0,00 0,51 3,4
C2 10 892 0,373 0,0077 6,86 0,03 0,03 6,90 46,0
Cc3 15 888 0,589 0,0124 11,00 0,05 0,08 11,08 73,9
C4 20 884 0,717 0,0152 13,41 0,06 0,14 13,55 90,3
(65) 25 880 0,813 0,0173 15,18 0,07 0,21 15,40 102,6
C6 30 876 0,851 0,0181 15,84 0,07 0,28 16,12 107,5
Cc7 45 872 0,896 0,0191 16,62 0,08 0,36 16,98 113,2
Cc8 60 868 0,895 0,0190 16,52 0,08 0,44 16,96 113,1
D1 5 896 0,042 0,0005 0,45 0,00 0,00 0,45 3,0
D2 10 892 0,395 0,0082 7,29 0,03 0,03 7,32 48,8
D3 15 888 0,640 0,0135 11,98 0,05 0,09 12,07 80,5
D4 20 884 0,706 0,0149 13,20 0,06 0,15 13,35 89,0
D5 25 880 0,816 0,0173 15,24 0,07 0,22 15,46 103,1
D6 30 876 0,924 0,0197 17,23 0,08 0,30 17,52 116,8
D7 45 872 0,868 0,0185 16,09 0,07 0,37 16,46 109,7
D8 60 868 0,902 0,0192 16,66 0,08 0,45 17,10 114,0
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Tabulka 14: Primérnd koncentrace a hmotnost uvolnéného lécCiva v mg a v procentech, smérodatnd odchylka formulace F2.01

Y . , m [%]
F2.01 ¢as [min] | ¢’ [mg/ml] | mce. [Mg] TR SD
0 0,0
1 5 0,0004 0,33 2,2 1,5
2 10 0,0077 6,92 46,2 10,8
3 15 0,0132 11,79 78,6 7,6
4 20 0,0155 13,87 92,5 6,7
5 25 0,0172 15,33 102,2 2,1
6 30 0,0183 16,34 108,9 5,3
7 45 0,0187 16,68 111,2 1,6
8 60 0,0192 17,09 113,9 1,1
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Obrdzek 24: Graf zdvislosti mnoZstvi uvolnéného léciva v case u formulace F2.01

Tobolky F2 také obsahovaly smés s chitosanem (MX-CH 1:8), ktery i zde pomohl ke
kompletnimu uvolnéni meloxikamu z Iékové formy. 100 % mnozstvi IéCiva bylo naméreno po
25 minutdch testovani. Oproti F1 se tato formulace lisi zpUsobem pfipravy smési, ktera byla
zhotovena mletim po dobu 5 minut. Dle Tabulky 13, 14 a Obrazku 24 je zfejma prodleva
zacatku uvolfiovani prvnich pét minut (uvolnilo se primérné pouze 2,2 %).
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6.1.3.4 Formulace F3
6.1.3.4.1 Prvnitest disoluce F3

Tabulka 15: Namerené a vypocitané hodnoty formulace F3.01

. Vhadoba , Mhnsdoba Myzorek Myzorek.celk. Meelk.
F3.01 t [min] [mi] A ¢’ [mg/ml] e o . e m [%]
0 900

Al 5 896 0,010 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A2 10 892 0,236 0,0047 4,21 0,02 0,02 4,23 28,2
A3 15 888 0,363 0,0075 6,64 0,03 0,05 6,69 44,6
Ad 20 884 0,494 0,0103 9,13 0,04 0,09 9,22 61,4
A5 25 880 0,599 0,0126 11,09 0,05 0,14 11,23 74,9
A6 30 876 0,688 0,0145 12,74 0,06 0,20 12,93 86,2
A7 45 872 0,850 0,0181 15,75 0,07 0,27 16,02 106,8
A8 60 868 0,910 0,0194 16,81 0,08 0,35 17,16 114,4
B1 5 896 0,025 0,0001 0,12 0,00 0,00 0,12 0,8
B2 10 892 0,185 0,0036 3,22 0,01 0,01 3,23 21,6
B3 15 888 0,430 0,0089 7,93 0,04 0,05 7,98 53,2
B4 20 884 0,623 0,0131 11,60 0,05 0,10 11,71 78,0
B5 25 880 0,743 0,0157 13,85 0,06 0,17 14,01 93,4
B6 30 876 0,855 0,0182 15,91 0,07 0,24 16,15 107,7
B7 45 872 0,948 0,0202 17,60 0,08 0,32 17,92 119,5
B8 60 868 0,930 0,0198 17,18 0,08 0,40 17,58 117,2
C1 5 896 0,043 0,0005 0,47 0,00 0,00 0,47 3,1
C2 10 892 0,158 0,0030 2,69 0,01 0,01 2,71 18,1
c3 15 888 0,390 0,0081 7,16 0,03 0,05 7,21 48,0
Cc4 20 884 0,525 0,0110 9,72 0,04 0,09 9,81 65,4
Cc5 25 880 0,825 0,0175 15,41 0,07 0,16 15,57 103,8
(6(3) 30 876 0,877 0,0186 16,33 0,07 0,24 16,57 110,5
c7 45 872 0,910 0,0194 16,88 0,08 0,31 17,20 114,6
c8 60 868 0,893 0,0190 16,49 0,08 0,39 16,87 112,5
D1 5 896 0,048 0,0006 0,56 0,00 0,00 0,57 3,8
D2 10 892 0,258 0,0052 4,63 0,02 0,02 4,66 31,0
D3 15 888 0,482 0,0101 8,93 0,04 0,06 9,00 60,0
D4 20 884 0,680 0,0144 12,70 0,06 0,12 12,82 85,5
D5 25 880 0,807 0,0171 15,07 0,07 0,19 15,26 101,7
D6 30 876 0,865 0,0184 16,11 0,07 0,26 16,37 109,1
D7 45 872 0,908 0,0193 16,85 0,08 0,34 17,19 114,6
D8 60 868 0,898 0,0191 16,58 0,08 0,42 17,00 113,3
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Tabulka 16: Prumérnd koncentrace a hmotnost uvolnéného Iéciva v mg a procentech, smérodatnd odchylka formulace F3.01

cas , m [%]
F3.01 [min] ¢’ [mg/ml] | mee. [mg] S SD
0 0,0
1 5 0,0003 0,29 1,9 1,8
2 10 0,0041 3,71 24,7 6,0
3 15 0,0086 7,72 51,5 6,7
4 20 0,0122 10,89 72,6 11,1
5 25 0,0157 14,02 93,5 13,2
6 30 0,0174 15,51 103,4 11,5
7 45 0,0192 17,08 113,9 5,3
8 60,0 0,0193 17,15 114,4 2,1
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Obrdzek 25: Graf zdvislosti mnoZstvi uvolnéného léciva v case u formulace F3.01

Formulace F3 obsahovala opét zmifovanou smés MX-CH (1:8). Zde se také uvolnilo
veskeré mnozstvi meloxikamu do konce disoluéniho testu. Prvni 100 % hodnoty byly naméreny
prameérné po 30 minutach testovani. Smés byla pfipravena shodné se smési formulace F2
pouze s tim rozdilem, Ze byla mleta déle (30 minut). Dle vysledk( (Tabulka 15, 16, Obrazek 25)
je patrné pomalejsi a také rovnomérné;jsi uvolfiovani oproti formulaci F2. Vznikla disoluéni
kfivka je mezi 5 a 30 minutami mnohem pfimé;jsi v porovnani se stejnou ¢asti na Obrazku 24.
Pétiminutové zpozdéni uvolfiovani Iéciva je zachovano (po prvnim odbéru bylo naméreno
primérné pouhych 1,9 % uvolnéného léciva).
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6.1.3.5 Kontrolni méereni

Jelikoz jsou vysledky kontrolniho méfeni velmi podobné prvnimu testovani, nebudou
zde jiz uvedeny tabulky pridmérnych vysledku a grafy. Veskeré disolucni kiivky druhého méreni
Ize vidét v porovnani kfivek (Obrazek 28).

Tabulka 17: Nameérené a vypocitané hodnoty formulace F4.02 (druhy disolucni test)

. Vhadoba , Mhadoba Myzorek Myzorek.celk. Meelk.
F4.02 t [min] [ml] A ¢’ [mg/ml] T G e Gt m [%]
0 900
Al 5 896 0,008 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A2 10 892 0,019 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A3 15 888 0,030 0,0002 0,21 0,00 0,00 0,21 1,4
Ad 20 884 0,045 0,0006 0,50 0,00 0,00 0,50 3,4
A5 25 880 0,072 0,0012 1,01 0,00 0,01 1,02 6,8
A6 30 876 0,085 0,0014 1,26 0,01 0,01 1,27 8,5
A7 45 872 0,137 0,0026 2,24 0,01 0,02 2,26 15,1
A8 60 868 0,149 0,0028 2,45 0,01 0,04 2,49 16,6
B1 5 896 0,004 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B2 10 892 0,011 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B3 15 888 0,016 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B4 20 884 0,027 0,0002 0,15 0,00 0,00 0,15 1,0
B5 25 880 0,064 0,0010 0,86 0,00 0,00 0,87 5,8
B6 30 876 0,086 0,0015 1,28 0,01 0,01 1,29 8,6
B7 45 872 0,119 0,0022 1,89 0,01 0,02 1,91 12,8
B8 60 868 0,167 0,0032 2,79 0,01 0,03 2,82 18,8
C1 5 896 0,005 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
C2 10 892 0,024 0,0001 0,10 0,00 0,00 0,10 0,6
Cc3 15 888 0,050 0,0007 0,60 0,00 0,00 0,60 4,0
C4 20 884 0,069 0,0011 0,96 0,00 0,01 0,97 6,5
Cc5 25 880 0,090 0,0015 1,36 0,01 0,01 1,37 9,1
(63) 30 876 0,106 0,0019 1,66 0,01 0,02 1,68 11,2
Cc7 45 872 0,147 0,0028 2,43 0,01 0,03 2,46 16,4
c8 60 868 0,177 0,0034 2,98 0,01 0,05 3,03 20,2
D1 5 896 0,004 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D2 10 892 0,010 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D3 15 888 0,016 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D4 20 884 0,032 0,0003 0,25 0,00 0,00 0,25 1,7
D5 25 880 0,053 0,0007 0,65 0,00 0,00 0,65 4,4
D6 30 876 0,051 0,0007 0,61 0,00 0,01 0,62 4,1
D7 45 872 0,076 0,0012 1,08 0,00 0,01 1,09 7,3
D8 60 868 0,098 0,0017 1,49 0,01 0,02 1,51 10,1
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Obrdzek 26: Nerozpusténé lécivo meloxikamu na konci druhého testu disoluce

Na Obrazcich 26 Ize opét vidét ¢asti nerozpusténého Iéciva, které byly zpozorovéany i po
druhém testu disoluce formulace F4. Samotny meloxikam ma také Spatnou smacivost, proto

7

nerozpusténé lécivo plavalo na hladiné.

53



Tabulka 18: Nameérené a vypocitané hodnoty formulace F1.02 (druhy disolucni test)

. Vhadoba , Mhnadoba Myzorek Myzorek.celk. Meelk.
F1.02 |t [min] [(ml] A ¢’ [mg/ml] e e T T m [%]
0 900
Al 5 896 0,518 0,0108 9,72 0,04 0,04 9,76 65,1
A2 10 892 0,737 0,0156 13,92 0,06 0,11 14,02 93,5
A3 15 888 0,773 0,0164 14,55 0,07 0,17 14,72 98,1
Ad 20 884 0,812 0,0172 15,23 0,07 0,24 15,47 103,2
A5 25 880 0,829 0,0176 15,49 0,07 0,31 15,80 105,3
A6 30 876 0,832 0,0177 15,48 0,07 0,38 15,86 105,7
A7 45 872 0,852 0,0181 15,79 0,07 0,45 16,24 108,3
A8 60 868 0,865 0,0184 15,96 0,07 0,53 16,49 109,9
B1 5 896 0,317 0,0065 5,80 0,03 0,03 5,83 38,9
B2 10 892 0,709 0,0150 13,38 0,06 0,09 13,46 89,7
B3 15 888 0,751 0,0159 14,13 0,06 0,15 14,28 95,2
B4 20 884 0,764 0,0162 14,31 0,06 0,21 14,53 96,8
B5 25 880 0,819 0,0174 15,30 0,07 0,28 15,58 103,9
B6 30 876 0,826 0,0175 15,36 0,07 0,35 15,72 104,8
B7 45 872 0,856 0,0182 15,86 0,07 0,43 16,29 108,6
B8 60 868 0,869 0,0185 16,03 0,07 0,50 16,53 110,2
C1 5 896 0,287 0,0058 5,22 0,02 0,02 5,24 34,9
C2 10 892 0,479 0,0100 8,92 0,04 0,06 8,98 59,9
C3 15 888 0,760 0,0161 14,30 0,06 0,13 14,43 96,2
C4 20 884 0,794 0,0168 14,89 0,07 0,20 15,08 100,6
(65) 25 880 0,805 0,0171 15,03 0,07 0,26 15,29 102,0
C6 30 876 0,816 0,0173 15,17 0,07 0,33 15,51 103,4
Cc7 45 872 0,847 0,0180 15,69 0,07 0,40 16,10 107,3
C8 60 868 0,859 0,0183 15,84 0,07 0,48 16,32 108,8
D1 5 896 0,406 0,0084 7,54 0,03 0,03 7,57 50,5
D2 10 892 0,715 0,0151 13,49 0,06 0,09 13,59 90,6
D3 15 888 0,766 0,0162 14,42 0,06 0,16 14,57 97,2
D4 20 884 0,767 0,0163 14,37 0,07 0,22 14,59 97,3
D5 25 880 0,774 0,0164 14,44 0,07 0,29 14,73 98,2
D6 30 876 0,789 0,0167 14,66 0,07 0,36 15,02 100,1
D7 45 872 0,820 0,0174 15,18 0,07 0,43 15,61 104,0
D8 60 868 0,835 0,0177 15,39 0,07 0,50 15,89 105,9
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Tabulka 19: Namerené a vypocitané hodnoty formulace F2.02 (druhy disolucni test)

. Vhadoba , Mhnédoba Myzorek Myzorek.celk. Meelk.
F2.02 t [min] [(ml] A ¢’ [mg/ml] e e e T m [%]
0 900

Al 5 896 0,035 0,0003 0,31 0,00 0,00 0,31 2,1
A2 10 892 0,450 0,0094 8,35 0,04 0,04 8,39 56,0
A3 15 888 0,678 0,0143 12,72 0,06 0,10 12,81 85,4
Ad 20 884 0,755 0,0160 14,14 0,06 0,16 14,30 95,3
A5 25 880 0,818 0,0174 15,28 0,07 0,23 15,51 103,4
A6 30 876 0,827 0,0176 15,38 0,07 0,30 15,68 104,5
A7 45 872 0,874 0,0186 16,20 0,07 0,37 16,58 110,5
A8 60 868 0,867 0,0184 16,00 0,07 0,45 16,44 109,6
B1 5 896 0,038 0,0004 0,37 0,00 0,00 0,37 2,5
B2 10 892 0,381 0,0079 7,02 0,03 0,03 7,05 47,0
B3 15 888 0,621 0,0131 11,62 0,05 0,09 11,70 78,0
B4 20 884 0,780 0,0165 14,62 0,07 0,15 14,77 98,5
B5 25 880 0,841 0,0179 15,72 0,07 0,22 15,94 106,3
B6 30 876 0,863 0,0183 16,07 0,07 0,30 16,36 109,1
B7 45 872 0,881 0,0187 16,33 0,07 0,37 16,71 111,4
B8 60 868 0,885 0,0188 16,34 0,08 0,45 16,78 111,9
C1 5 896 0,014 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
C2 10 892 0,242 0,0048 4,32 0,02 0,02 4,34 28,9
c3 15 888 0,524 0,0110 9,75 0,04 0,06 9,81 65,4
Cc4 20 884 0,742 0,0157 13,89 0,06 0,13 14,02 93,4
(65) 25 880 0,819 0,0174 15,30 0,07 0,20 15,49 103,3
C6 30 876 0,873 0,0186 16,26 0,07 0,27 16,53 110,2
Cc7 45 872 0,885 0,0188 16,41 0,08 0,35 16,76 111,7
c8 60 868 0,888 0,0189 16,39 0,08 0,42 16,81 112,1
D1 5 896 0,010 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D2 10 892 0,315 0,0064 5,74 0,03 0,03 5,76 38,4
D3 15 888 0,604 0,0127 11,29 0,05 0,08 11,37 75,8
D4 20 884 0,735 0,0156 13,75 0,06 0,14 13,89 92,6
D5 25 880 0,785 0,0166 14,65 0,07 0,21 14,85 99,0
D6 30 876 0,838 0,0178 15,59 0,07 0,28 15,87 105,8
D7 45 872 0,861 0,0183 15,96 0,07 0,35 16,31 108,7
D8 60 868 0,869 0,0185 16,03 0,07 0,42 16,46 109,7
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Tabulka 20: Nameérené a vypocitané hodnoty formulace F3.02 (druhy disolucni test)

: Vhnadoba , Mhadoba Myzorek Myzorek.celk. Miorr.
F3.02 t [min] (] A ¢’ [mg/ml] e e e e m [%]
0 900

Al 5 896 0,004 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
A2 10 892 0,163 0,0031 2,79 0,01 0,01 2,80 18,7
A3 15 888 0,373 0,0077 6,83 0,03 0,04 6,87 45,8
Ad 20 884 0,509 0,0106 9,41 0,04 0,09 9,50 63,3
A5 25 880 0,626 0,0132 11,61 0,05 0,14 11,75 78,3
A6 30 876 0,701 0,0148 12,98 0,06 0,20 13,18 87,9
A7 45 872 0,862 0,0183 15,97 0,07 0,27 16,25 108,3
A8 60 868 0,895 0,0190 16,52 0,08 0,35 16,87 112,5
B1 5 896 0,017 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
B2 10 892 0,182 0,0035 3,16 0,01 0,01 3,17 21,2
B3 15 888 0,377 0,0078 6,91 0,03 0,05 6,95 46,4
B4 20 884 0,521 0,0109 9,64 0,04 0,09 9,73 64,9
B5 25 880 0,626 0,0132 11,61 0,05 0,14 11,75 78,3
B6 30 876 0,706 0,0149 13,08 0,06 0,20 13,28 88,5
B7 45 872 0,857 0,0182 15,88 0,07 0,27 16,15 107,7
B8 60 868 0,919 0,0196 16,98 0,08 0,35 17,33 115,5
C1 5 896 0,008 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
C2 10 892 0,159 0,0030 2,71 0,01 0,01 2,73 18,2
Cc3 15 888 0,343 0,0070 6,25 0,03 0,04 6,29 42,0
Cc4 20 884 0,508 0,0106 9,39 0,04 0,08 9,48 63,2
Cc5 25 880 0,630 0,0133 11,68 0,05 0,14 11,82 78,8
(63) 30 876 0,745 0,0158 13,82 0,06 0,20 14,02 93,5
c7 45 872 0,938 0,0200 17,41 0,08 0,28 17,69 118,0
c8 60 868 0,940 0,0200 17,37 0,08 0,36 17,73 118,2
D1 5 896 0,017 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
D2 10 892 0,238 0,0048 4,25 0,02 0,02 4,26 28,4
D3 15 888 0,484 0,0101 8,97 0,04 0,06 9,03 60,2
D4 20 884 0,602 0,0127 11,20 0,05 0,11 11,31 75,4
D5 25 880 0,711 0,0150 13,23 0,06 0,17 13,40 89,4
D6 30 876 0,807 0,0171 15,00 0,07 0,24 15,24 101,6
D7 45 872 0,893 0,0190 16,56 0,08 0,31 16,88 112,5
D8 60 868 0,897 0,0191 16,56 0,08 0,39 16,95 113,0
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6.1.3.6 Porovnani disolucnich krivek
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Obrdzek 27: Porovndni disolucnich krivek meloxikamu po prvnim méreni
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Obrdzek 28: Porovndni disolucnich krivek meloxikamu po druhém méreni
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6.1.4 Diskuze shrnuti

Cilem této prace bylo zjistit vliv pomocné latky chitosanu a zpUsobu pfipravy smési na
disoluci meloxikamu, ktery je ve vodném prostiedi velmi tézice rozpustny. Vysledky jsou
uvedeny v tabulkach a grafech v predchozi ¢asti.

6.1.4.1 Vliv pomocné latky chitosanu

Tobolky F1, F2 a F3 obsahovaly pomocnou latku chitosan. Jedna se o polysacharid se
strukturou linedrniho kopolymeru N-glykosaminu a N-acetylglykosaminu. Pro zjisténi vlivu
této latky na disoluci byly pfipraveny tobolky F4, které obsahovaly pouze samotné lécivo. Na
Obrazcich 27 a 28 lze vidét porovnani disolucnich ktivek vSech formulaci meloxikamu. Dle
téchto grafli I1ze jednoznacné tvrdit, Ze pridanim chitosanu do tobolek se docililo mnohem
lepSiho a rychlejSiho rozpousténi. Na konci testovani samotného Iéciva F4 nebylo naméreno
ani 20 % uvolnéného mnozstvi |écivé latky, zatimco ostatni formulace se rozpustily dplné.
Konkrétné se pti prvnim pokusu disoluce z tobolek F4 uvolnilo pouze 14,4 % |écCiva, pricemz
prvni namérené hodnoty byly aZ po 20 minutach testovani. U druhého pokusu se uvolnilo
celkem 16,4 % a prvni hodnoty (velmi nizké) byly zméreny primérné po 10 minutach
testovani.

6.1.4.2 Vliv zpusobu pfipravy smési

Tobolky F1 aZ F3 se lisi zplsobem pfipravy. Formulace F1 byla pripravena misenim
v pristroji Turbula, formulace F2 a F3 mletim prostfednictvim planetarniho kulového mlyna.
Tobolky F2 a F3 se liSily dobou mleti, ktera cinila 5 minut u formulace F2 a 30 minut u
formulace F3.

Dle tabulek a grafl je viditelné, Ze z tobolek F1, pfipravenych misenim, se zacind lécivo
uvolfiovat rovhomérné ihned po vloZeni do disolu¢niho média a po prvnich 5 minutach je
uvolnéno témér 50 %, zatimco u tobolek F2 a F3, pfipravenych mletim, se |éCivo prvnich 5
minut uvolfiuje velmi pomalu (nejvétsi namérena hodnota po 5 minutach veskerého testovani
formulaci F2 a F3 byla 2,2 %). Lze také tvrdit, Ze ze zmifiovanych tfi formulaci se ze smési F1
(misend) uvoliuje IéCivo nejrychleji a ze smési F3 (mletd 30 minut) nejpomaleji. Dokladem
toho je, Ze u formulace F1 se naméfilo 100 % uvolnéného léciva primérné jiz po 20 minutach
pfi prvnim a po 25 minutach pfi druhém testovani. Formulace F2 téchto hodnot dosahla po 25
minutach v obou pfipadech a formulace F3 po 30 a 45 minutach.
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6.2 Vyvoj metody UHPLC

Dalsim cilem experimentalni prace bylo najit vhodné podminky pro stanoveni |éciva
meloxikamu metodou UHPLC. Cerpalo se z nalezenych védeckych ¢lanks 442250, 561 kieré se
touto problematikou zaobiraji a jsou uvedeny v kapitole 4.5.2 (ReSerSe praci — (U)HPLC).
Dal3im zdrojem byl Cesky lékopis 2017.

Ve vyvinuté metodé se dale zkouselo stanoveni necistoty meloxikamu. Jednd se o 5-
methylthiatol-2-amin, dle Ceského lékopisu netistota B. Zkoumalo se také stanoveni mnozstvi
uvolnéného léciva z odebiranych vzork(i béhem disoluce. Metoda vsak pfi tomto stanoveni
neposkytovala spravné vysledky a je proto potreba dalsi vyzkum.

6.2.1 Analyticka kolona

Jako nejvhodnéjsi byla vybrana kolona LiChrospher® 5 pm RP-18 100 A (125X4mm),
Phenomenex, USA. Tato volba vyplyvala ze zmifiovanych ¢lank( v kapitole 4.5.2.

6.2.2 Vinova délka

Pfi detekci se zkoumalo nékolik vinovych délek. Vybér vychazel z Ceského lékopisu, kde
jsou uvedeny hodnoty 260 a 350 nm. Dale z odbornych ¢lankl, ve kterych bylo rozmezi
nanometrl pomérné Siroké, avsak nejcastéji se opakovala hodnota 360 nm. Hlavni slovo vsak
nakonec mélo experimentalné promérené absorpcni spektrum meloxikamu, které poskytla
k nahlédnuti Katedra farmaceutické technologie. Dle jejich experimentalniho stanoveni se
ukdzala dvé maxima pfi vinovych délkach 270 a 363 nm. JelikoZz i méreni absorbance
odebranych vzorkl z disoluce probihalo pfi 363 nm, byla zvolena stejnd vinova délka detekce
i zde.

6.2.3 Mobilni faze

Védecké ¢lanky zabyvajici se stanovenim meloxikamu metodou HPLC a Cesky |ékopis 2017
poskytly uzite¢né informace pfi hledani vhodné mobilni faze, pritokové rychlosti a teploty.

Jak je uvedeno v kapitole 5.4 Pfiprava roztokl, prvni mobilni fazi (MF) byla voda a
methanol nejprve v poméru 50:50 pri pratoku 1 ml/min, teploté 25 °C a nastfiku 10 pl
(Obrazek 29). Poté byly testovany rGzné objemy nastfik( (viz kapitola ,Nastfik standardu®).
V dalS$im kroku doslo k zvySeni poméru vody vic¢i methanolu na 60:40 pfi nastfiku 2 pl
desetindsobné zfedéného roztoku standardu. Nasledovalo zvyseni pratoku z 1 na 1,2 ml/min
a poté na 1,4 ml/min (Obrazek 30). Tato MF se vSak presto ukdzala jako nevhodna pro
stanoveni |éCiva meloxikamu.
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Obrdzek 29: Voda:methanol 50:50, pratok 1 ml/min, ndstrik 10 ul, 25 °C
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Obrdzek 30: Voda:methanol 60:40, pritok 1,4 ml/min, ndstfik 2 ul 10x zfedéného roztoku standardu, 25 °C

Druhou testovanou MF byla 1 % octova kyselina spole¢né s acetonitrilem. Zkouseni
zapocalo opét pomérem 50:50. Teplota 25 °C a prutok 1,4 ml/min zGstali shodné s poslednim
pokusem (Obrazek 31). Nastfik se zménil z pocatecnich 5 pl desetkrat ziedéného roztoku
standardu na 2 pul a poté na 1 pl, cozZ se ukazalo jako nejvhodnéjsi. DalSi zménou bylo zvySeni
pritoku na 1,5 ml/min. Poté se postoupilo k Upravdm pomérd 1 % octové kyseliny
s acetonitrilem na 60:40, coz nevykazovalo lepsi vysledky, proto se pfikrocilo k opacnému
sméru, tedy k poméru 40:60, dale 30:70, nasledovalo 25:75 a nakonec byl vybran pomér 20:80
(Obrazek 32). Tato metoda se jevila jako vhodnd k detekci Ié¢iva meloxikamu. Nebyla vsak
idedIni pro stanoveni odebranych vzork( z disoluce, jelikoZz po nékolika pokusech doslo
k zjiSténi, Ze nastfik samotného pufru a odebraného vzorku z disoluce vyobrazoval naprosto
shodné chromatogramy (Obrazek 33, 34). Nebylo tudiZ mozné stanovit mnozstvi uvolnéného
|é¢iva. Proto po nahlédnuti do védeckého ¢lanku zabyvajiciho se stanovenim vzorku ziskanych
disoluci meloxikamu metodou HPLC P8 pfisla na fadu mobilni faze &islo tFi.
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Obrdzek 31: 1% kyselina octovd:acetonitril 50:50, pritok 1,4 ml/min, ndstfik 5 ul 10x zF. roztoku, 25 °C
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Obrdzek 32: 1% kyselina octovd:acetonitril 20:80, pritok 1,5 ml/min, ndstfik 1 ul 10x zF. roztoku, 25 °C

T

Obrdzek 34: Chromatogram vzorku ziskaného z disoluce (1% kyselina octovd:acetonitril 20:80, pritok 1,5 ml/min, ndstrik
20 ul, 25 °C)
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Treti MF se sklddala z51 % methanolu, 9 % isopropanolu a 40 % fosfatového pufru
(50 mmol/I, pH 5.9), pfi teploté 30 °C a pratoku 1 ml/min P8 (Obréazek 35). Tato MF byla opét
dostacujici pro stanoveni |é¢iva meloxikamu. Po srovnani chromatogramu samotného pufru a
odebraného vzorku z disoluce vypadlo méreni nadéjné (Obrazek 36, 37). Podafilo se takto
stanovit i necistotu B (Obrazek 38). AvSak nakonec metoda neposkytovala pro vzorky
z disoluce spravné vysledky, a proto bude nutné ji v budoucnu dovyvinout.

J3G3nm Inm
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0.00 025 050 0.75 1,00 128 150 175 2,00 225 250 275 min

Obrdzek 35: Methanol:isopropanol:fosfdatovy pufr 51:9:40, pritok 1 mi/min, 1 ul 10x zf. roztoku, 30 °C
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Obrdzek 36: Chromatogram samotného pufru (Methanol:isopropanol:fosfdtovy pufr 51:9:40, pritok 1 ml/min, ndstfik 20 ul,
30 °C)
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Obrdzek 37: Chromatogram vzorku ziskaného z disoluce (Methanol:isopropanol:fosfdtovy pufr 51:9:40, pritok 1 ml/min,
nadstrik 20 ul, 30 °C)
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Obrdzek 38: Necistota B, (Methanol:isopropanol:fosfdtovy pufr 51:9:40, priatok 1 ml/min, ndstrik 1 ul, 30 °C)

6.2.4 Nastrik standardu

Dle Ceského Iékopisu 2017 se jako prvni zkoueny nastfik pouzil objem 10 pl roztoku
standardu. Davkované mnozstvi vSak bylo pfilis vysoké, proto doslo k postupnému snizovani
nastfikovaného objemu na 5 ul a dale na 2 pl. JelikoZ byl roztok stéle pfilis koncentrovany,
reSenim se jevilo jeho desetindsobné ziedéni. Byly tedy odebrany 2 ml roztoku standardu a

doplnény methanolem do 20 ml odmérné barnky. Finalni nastfikovany objem byl 1 ul desetkrat
zfedéného standardu.

Tabulka 21: Shrnuti MF a ndstrikd

W0u->5u->
voda:methanol 50:50 - 60:40 1,0->12->14 25°C 2 ul = 2 pul 10x
zt. st.
. 50:50 - 60:40 - 5 pl 10x zf. st.
[V
octi‘g!‘::::")":i'tr" 40:60 > 30:70 > 1,45 1,5 25°C Soulzt 1
) 25:75 - 20:80 ul zf.

methanol:isopropanol

:fosfatovy pufr (50 51:9:40 1,0 30°C 1 pl 10x zf.st.
mmol/l, pH 5.9)
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7 Zaver

Podafrilo se Uspésné vyvinout disoluéni metodu pro hodnoceni uvolfiovani meloxikamu
z tobolek. Pomoci disolu¢niho testu bylo mnoZstvi uvolnéného Iéciva bez vyuZiti pomocné
latky stanoveno po konci testovani na 14,4 % pfti prvnim testu disoluce a 16,4 % pfi testu
kontrolnim. Pfidanim pomocné latky chitosanu do formulace se disoluce meloxikamu zvysila
na 100 %. Uvolnovani lze ovlivnit i zplsobem pripravy smési. Tobolky, plnéné smési
meloxikamu s chitosanem (MX-CH 1:8) pfipravenou misenim, se rozpoustély rovhomérné
ihned po vlozeni do disoluéniho média, zatimco tobolky tvorené smési mletou mély nastup
uvolfiovani léciva zpozdén o 5 minut. Dle testovani je také patrné, Ze delSi dobou mleti se
docililo pomalejsiho, ale rovnomérnéjsiho uvolfiovani léciva. Lze tedy konstatovat, Ze
nejlepsiho a nejrychlejSiho rozpousténi meloxikamu je mozné dosahnout pfidanim pomocné
latky chitosanu v poméru 1:8 a misenim této smési v pfistroji Turbula.

Dalsi ¢ast této prace se zabyvala vyvojem UHPLC metody pro stanoveni meloxikamu.
Béhem vyzkumu se podatilo najit dvé pravdépodobné vhodné metody, které by bylo tieba
v budoucnu dovyvinout a validovat. Prvni z nich tvofi mobilni faze ve slozeni 1% kyselina
octova a acetonitril v poméru 20:80, s pritokem 1,5 ml/min, pfi teploté 25 °C a nastfiku 1 pl
10x zfedéného standardu. Druha metoda se sklada z MF obsahujici methanol, isopropanol a
fosfatovy pufr v poméru 51:9:40 s prlitokem 1 ml/min, pfi teploté 30 °C a nastfiku 1 pl 10x
zfedéného standardu. Touto metodou lze také pravdépodobné stanovit necistotu B. Ani jednu
metodu se vsak z ¢asovych dlivodd nepodafilo aplikovat na roztoky ziskané z disoluce. Muze
to byt néplini dalsi prace.
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