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Seznam pouzitych zkratek

pPpm
Ala
Arg
Asp
Asn
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
WHO
TPN

parts per milion, napt. 1mg/kg
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svétova zdravotnicka organizace
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1. Uvod

Organizmus funguje jako termodynamicky systém, ktery ziskava energii z chemickych
vazeb latek obsazenych v potravé a preménuje ji na mechanickou, elektrickou

a tepelnou energii.

Vyziva ma velmi vyznamnou roli ve vyvoji lidské spole¢nosti a pro udrzeni
zdravotniho stavu organismu. Nesprdvna vyziva muze usnadnit vznik nékterych
onemocnéni, a naopak fada zdravotnich poruch ovliviiuje stav vyzivy(napt. karen¢ni
vyziva pfi nadorovych onemocnénich, infekcich, gastrointestinalnich onemocnénich,
chorobach jater, ledvin srdce a plic). Jednotlivé druhy parenteralnich pfipravkii maji své
specifické funkce, vlastnosti a uCinky, jez se navziajem dopliuji a vytvari tak

vyrovnanou energetickou paletu.

Podévani vyzivnych roztokii aminokyselin predstavuje zdkladni kdmen, na kterém stavi
parenteralni vyZziva. Pfitom sloZeni roztoku aminokyselin musi odpovidat potiebdm
organizmu a respektovat vztahy mezi jednotlivymi aminokyselinami®. Vodné roztoky
aminokyselin jsou dlouhodob¢ nestabilni, a to zejména ve styku se vzdusnym kyslikem.
Plsobeni kysliku 1ze minimalizovat sou¢asnym pouzitim vhodného obalu vcetné inertni
atmosféry a stabilizatoru. Nezbytnou vlastnosti stabilizatoru je jeho kompatibilita
S rozpuSténymi aminokyselinami. Nej¢astéjSim stabilizatorem, ktery se pouzivd nejen
pro roztoky aminokyselin?, je disifi¢itan sodny (Na;S,0s). Tato latka viak mize
zpusobit alergickou reakci vcetné anafylaktické reakce (nevolnost, z€ervenani kiize,
svédéni, kychani, koptivka, kasel, obtizné dychani) a bronchospasmus (zachvatovité
zuzeni pridusek), predeviim u pacienti s priduskovym astmatem nebo s alergii.?
Optimalizace mnozstvi stabilizatoru je ddna pozadavkem evropské direktivy pro kvalitu
1é¢iv.* Vhodna metodika pro monitorovani zmén koncentrace stabilizatoru b&hem
vyroby, skladovani a stabilitniho zkouSeni je nezbytnosti pro farmaceuticky vyvoj v této
oblasti. Rigordzni prace se teoreticky i experimentalné zabyva sledovanim stability
infaznich roztokli obsahujicich aminokyseliny, zejména aminokyselinami, které jsou

nejvice odpovédné za jejich nestabilitu.



2. Clile

Cilem této rigor6zni prace bylo:

1. Zjistit pfic¢inu nestability komeréné vyrdbénych roztok Neonutrinu 5%, Neonutrinu
10%, Nutraminu N8%.

2. ldentifikovat aminokyseliny, které se podili na nestabilit¢ infuznich roztoku
aminokyselin .

3. Identifikovat faktory, které ovliviiuji dobu pouzitelnosti Neonutrinu 5%, Neonutrinu
10% a Nutraminu N8%.

4. Stanovit vliv vyrobcem zavedenych stabilizatorti na roztoky volnych aminokyselin
a jejich smesi.

5. Studium optimalizace provedeni sterilizace infznich roztokd volnych aminokyselin

a jejich smési.



3. Teoreticka Cast

Parenteralni léky jsou urcené k podani injekci, infizi nebo implantaci do lidského nebo
zviteciho t€la. Musi byt sterilni a pfipravovat se metodami, které zajist'uji sterilitu a pfi
nichz se zabrani vstupu kontaminace, pfitomnosti pyrogend a ristu mikrobud. Pfi vyrobé
parenteralii se mohou pouzit pomocné latky na izotonaci, nastaveni pH, zvySeni

rozpustnosti, ochranu 1é¢iva a zachovani potfebnych antimikrobialnich vlastnosti.

Nadoby na parenteralia (ampulky, injek¢éni lékovky) se maji pokud mozno vyrabét
z transparentniho materidlu, aby byla mozna kontrola Cistoty, popfipad¢ zabarveni

obsahu.

3.1. Infazni pripravky a jejich pouziti

Parenteralia jsou rozsahlou, technologicky naro¢nou skupinou 1éku. Jejich pouziti se
rozsifilo zejména po druhé svétové valce.” Obsahuji lé&iva téméf ze vsech
farmakologickych skupin a pfi nékterych indikacich jsou nezastupitelnd. Inflze se
uplatiiuji jako nahrada krve a krevnich derivati a télesnych tekutin pfi jejich velkych
ztratach. Slouzi k parenterdlni vyzivé, jako zdroj sacharidd, aminokyselin, tukd,
vitaminli a mineralnich latek, pouZzivaji se v osmotické terapii, k vyluCovani vody
z tkdni hypertonickymi roztoky cukrii, polyolii nebo mocoviny, k peritoneédlni dialyze

ye Lo . o 67
pfi insuficienci ledvin, na omyvani a perfuze.



3.1.1. Roztoky elektrolytu

Podle obsahu iontl I1ze roztoky elektrolytli rozdélit na izoiontové, hypoiontové, hyperiontové.

Tab. & 1: Roztoky elektrolytii.’

100 ml obsahuje elektrolyty

<
mmol o
Roztok ( ) g & = Indikace
. & o 8m Z = §
2| ¥ |8l c |E|T. |83 8¢
chloridu sodného
0,9% (fyziologicky) 154 154 308
. o 2 Hypotonicka dehydratace. Nédhrada plazmy izotonickou
Ringertv 147 |4 3 1555 308 kapalinou, ztrata extracelularni kapaliny. Kratkodoba
Hartmanniiv, nahrada objemu. Nosi¢ kompatibilnich léCiv.
sloZeny roztok 1315 |4 |112 |28 278
mlécnanu sodného
Darrowiiv plny | 120 |36 104 |52 312 Ztrata kapalin bohatych na K
Darrowuv polovi¢ni |60 |36 104 |52 312
Darrownrlv polovi¢ni 60 |18 52 20 o5 295 Hypertonicka dehydratace, ztrata kapalin bohatych na K
S glukodzou 2,5%
Hydrogenuhli¢itanu
sodného 4,2% 500 500 1000 | |
Hydrogenuhli¢itanu | 100 1000 2000 Metabolickd acidoza
sodného 8,4% 0




3.1.1.1 lzoiontové roztoky (pIné elektrolytové roztoky, roztoky bez
volné vody)

Obsah iont se blizi obsahu iontl v extracelularni tekutiné. Obsahuji chlorid sodny,
chlorid draselny, chlorid véapenaty, chlorid hotfecnaty, popf. mlé¢nan, octan nebo
jable¢nan sodny. Nahrada ostatnich iontd obsazenych v lidské plazmé je obtizna, nebot’
vznikaji naptiklad zdkaly a srazeniny. Ty tvoii zejména Ca* a Mg2+ V pfitomnosti
fosfore¢nanti a hydrogenuhli¢itanti. NejstarSim polyiontovym roztokem je Ringertiv
roztok (1882). Obsahem sodiku, drasliku a vapniku se podoba obsahu téchto ionti
Vv lidské plazmé. Z aniontli obsahuje chloridy a vtom je jeho nevyhoda, protoze
okyseluje organizmus.” Tento okyselujici u¢inek zmirfiuje mléénan sodny, ktery je
soudasti Infundibile Ringeri cum natrio lactico. Z ného byl pfidanim Mg* odvozen
Hartmanniiv roztok a dale Foxtiv roztok, ktery obsahuje vice K. Z ného se vyvinula
fada 1ékopisnych infaznich piipravki.® Indikacni oblasti t&chto roztoki je izotonickéa

dehydratace.

3.1.1.2 Hypoiontové roztoky (zavodnovaci, ledvinové startéry)

Obsahuji asi polovinu izotonického mnozstvi elektrolytl. Na izotonickou koncentraci
jsou upravené glukozou, fruktézou nebo sorbitolem. PouZivaji se pii hypertonické
dehydrataci. Do této skupiny patii také bilan¢ni roztoky. Jsou sestaveny tak, aby pfi
jejich podéavani byla kryta denni potieba vody (2000 az 2500 ml) a zaroven bylo podano
potiebné mnoZstvi elektrolytli. Obsahuji Na*, K, Mg?*, CI, octany nebo mlécnany
a vétSinou téz fosforeCnany a sacharidy, zejména sorbitol. Napt. Infusio elektrolytica

cum sorbitolo.

Bilan¢ni roztoky maji slouZzit k udrZzovani homeostatické rovnovahy.
3.1.1.3 Hyperiontové roztoky
Obsahuji soli ve vyssi koncentraci nez jaka odpovidéd extracelularni tekutin€é. Do této

skupiny patii stale pouzivany infuzni roztok chloridu sodného. Je nazyvan

fyziologickym, coZ je v rozporu sobsahem Na® a ClI" v extracelularni tekuting. Ma
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okyselujici ucinek. Aplikuje se pifi metabolické alkaloze. Na zvladnuti metabolické
acidozy jsou urCené roztoky hydrogenuhli¢itanu sodného, mlénanu sodného
a trometamolu (kyseliny vazané trometamolem jsou rychle vylucovany ledvinami
a pusobi také jako osmotické diuretikum). Elektrolytové roztoky s mléEnanem sodnym
a chloridem draselnym jsou Darrowtliv a Cookiiv roztok. Ringeriv roztok se pouziva

I neparenteralné na lavaze a perfuze.

3.1.1.4 Koncentraty na injekce a intravenézni infuze

Jsou to hypertonické roztoky na ptipravu infundibilii v ¢ase potieby, popiipadé na
upravu standardnich infundibilii, tj. na zvySeni obsahu soli podle potfeby konkrétniho
pacienta. Obsah 1é¢iva byva 0,5 mol.1™ nebo 1 mol.I". Vyjime&né se mohou pouzit i na

ptimou aplikaci.

3.1.1.5 Hypertonické a osmoticky uc€inné infuzni pripravky

Hypertonické infuzni piipravky se pouzivaji pti hypotonickych stavech a pii nedostatku
chloridu sodného. Podéavaji se pomalu a pfisné intravendzné. Ptikladem je Infusio natrii

chlorati concentrata.

Osmoticky ucinné infazni ptipravky vyvoldvaji osmotickou diurézu. Nejcastéji se
pouzivaji 10% a 20% roztoky manitolu nebo 20% a 40% roztoky sorbitolu. Manitol
V organismu neni metabolizovan a zvySuje osmoticky tlak. Dochéazi k pfesunu vody
Z mezibunéénych prostort a z bun€k do plazmy. Pouzivé se k eliminaci edémti, napft. pii
edému mozku. Sorbitol se v jatrech oxiduje na fruktozu. Po aplikaci 20% az 40%
roztoku je prebytek sorbitolu vylucovan ledvinami spoleéné s vodou a solemi. Jako

osmotické diuretikum se pouzivaji téz roztoky mocoviny.

3.1.2. Koloidni infu zni roztoky

Koloidni objemové nahrady plazmy maji v medicin€ vyznamné misto. Cilem jejich
pouziti je udrZzeni nebo obnoveni intravazalniho objemu pifi Grazech nebo pfi

chirurgickych operacich, zabranéni poruchdm mikro- a makrocirkulace a zabezpeceni
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zasobovani organi kyslikem. Mezi koloidni plazmatické ndhrady patii dextrany,

zelatinové derivaty a hydroxyethylskrob.

3.1.3. Infuzni pripravky pro parenteralni vyzivu

Podavaji se proto, aby pacientovi dodaly nejnutnéjs$i ziviny. Ve formé parenterdlni
vyzivy jsou pacientovi dodavany nejnutnéjsi ziviny, které uhrazuji energetickou potiebu
a predchazeji ketéze a acidoze z hladu. Podle obsahu zivin miZzeme tyto infazni
ptipravky rozdélit do tii podskupin a to na roztoky sacharidd, roztoky aminokyselin,

, 1
tukové emulze.

3.1.3.1 Roztoky sacharidu

Ze sacharidi se k parenterdlni vyziveé pouziva glukéza, fruktoza, invertni cukr, sorbitol
a xylitol. Nékdy se pro zvyseni energetické hodnoty pfidava k sacharidim mensi
mnoZstvi ethanolu.® Pro utilizaci glukézy i ostatnich sacharidii je dilleZité, aby jejich
infuzni ptipravky byly podavany pomalu. Glukéza je specifickym substratem bunck, ale
metabolizmus fruktdzy neni zavisly na inzulinu. Fruktéza méa velky vyznam pfi
stresovych situacich, u diabetikli, pfi akutni alkoholové intoxikaci nebo jaternim
onemocnéni. Pfi intravenoznim podani drézdi zilni sténu méné nez glukdza. Sorbitol je
vhodny pro diabetiky, pfeméiuje se predevsim v jatrech na fruktdézu. Sorbitol ma silné
antiketogenni U¢inky a snizuje hladinu neesterifikovanych mastnych kyselin
a cholesterolu, ma také vlastnosti spasmolytické a choleretické.? Pro parenteralni vyzivu
se pouzivaji inflzni ptipravky 5% a 10%, jako osmotické diuretikum se uplatiiuji

ptipravky 20% - 40%.

Xylitol ma ochranny vliv na proteiny, podili se na tvorbé glykogenu. Ma silny

antiketogenni ucinek.

3.1.3.2 Tukové emulze

Oleje maji témet dvojnasobnou energetickou hodnotu nez cukry a aminokyseliny a jsou

zdrojem nepostradatelnych esencidlnich nenasycenych kyselin (linolové, linolenova,

12



arachidonovd). Uplna parenterlni vyziva (TPN) vyzaduje tedy i piivod olej.
Zakladnim piedpokladem pro jejich intravendzni podani je vytvoreni velmi stabilni
emulze olej/voda, jejiz vyroba je technologicky narocna. Emulze musi spliiovat vysoka
kritéria chemické i fyzikalni stalosti. Je tvofena olejovou a vodnou fazi a emulgatorem.
Nejlepsi zkuSenosti jsou s rostlinnymi oleji, které obsahuji acylglyceroly vysSich
alifatickych kyselin, jako jsou sdjovy, svétlicovy, kokosovy a bavinikovy olej, které
obsahuji triglyceridy s dlouhym fetézcem nebo stfedné dlouhym fetézcem. Nejvice
pouzivanym emulgatorem je piirodni lecitin (vaje¢né fosfolipidy, sdjovy lecitin, sdjovy
fosfolipid). Ze syntetickych jsou hojné¢ vyuzivany poloxamery (derivaty polyoxyetylénu
a polyoxypropylénu). Vodnou fazi vétSinou tvoti glycerol nebo roztok vhodného cukru,

xylitolu &i sorbitolu.’

Diive se uvadélo, ze emulze olejli se zasadné nesmi misit s jinymi parenteraliemi,
protoze se muze zménit jejich fyzikélni stabilita. Tato zdsada vSak v soucasnosti neplati
doslovné, protoze byly vyrobeny roztoky cukrt (xylitol), aminokyselin a emulze olejt,
které jsou misitelné, takze pacient mize dostat z jednoho vaku uplnou parenteralni

vyzivu (all in one).!

3.1.3.3 Roztoky aminokyselin

Proteiny jsou hlavni stavebni slozkou mnoha organti. VSechny bilkoviny v organismu
podléhaji stalé vystavbé a soucasné rozpadu. Nema-li organismus dostatek jinych
substratil, stavaji se 1 bilkoviny zdrojem energie. Hladina aminokyselin, ktera je
u zdravého cloveéka relativné stala, je tvofena dynamickou rovnovdhou mezi piisunem
a odsunem aminokyselin. Pfisun aminokyselin je zajiStovan piijmem potravy,
odbouravanim proteinli, vzajemnou pieménou aminokyselin a v omezené mife
i syntézou nékterych neesencialnich aminokyselin. Na odsunu se podili syntéza
polypeptidi a bilkovin, pfemeéna na dalsi biologicky dulezité latky a dale i oxidace

uhlikatého skeletu aminokyselin, tj. jeho vyuziti jako energetického zdroje.

Prvni roztoky pro parenteralni vyzivu obsahovaly smési D- a L-forem aminokyselin. Ve
vsech soucasnych roztocich pro parenteralni vyzivu jsou obsazeny jen L-formy

aminokyselin. Pouze tyto mohou plnit svou specifickou funkci. Smési ¢istych L-forem
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aminokyselin organizmus vyuziva beze zbytku, zatimco D-formy jsou vyuzity jen

omezené, protoze se malo absorbuji v tubulech ledvin.?

Infzni roztoky aminokyselin musi obsahovat v§echny esencidlni aminokyseliny (valin,
leucin, izoleucin, fenylalanin, methionin, lyzinacetat, treonin, tryptofan), které si lidsky
organizmus neumi sam vytvorit. Esencidlni aminokyseliny maji byt dodany Vv urcitém

vzajemném pomeéru, piipadny nedostatek jedné limituje vyuziti ostatnich.

Kromé esencidlnich aminokyselin obsahuji infizni roztoky téz semiesencialni
aminokyseliny (arginin, histidin), a takzvané asistujici aminokyseliny (glycin, alanin,
kyselina glutamova, kyselina asparagova, prolin, serin, cystin, tyrosin). Dal§imi
soucastmi téchto roztoki jsou soli, cukry a alkoholy, jako energeticky zdroj potiebny na

utilizaci aminokyselin jiné latky, napf. ve vod¢ rozpustné vitaminy.

Roztoky aminokyselin musi byt sestaveny tak, aby vznikla rovnovaha mezi
aminokyselinami, které uvolnuji vodikovy iont (napf. arginin, lysin, histidin) a témi,
které maji schopnost ho vazat (kyselina glutamovd, asparagova), aby roztok

neokyseloval organismus pacienta.

Jejich podavani predstavuje zékladni kdmen, na kterém stavi parenteralni vyziva.
Pfitom sloZeni roztoku aminokyselin musi odpovidat potfebam organismu, respektovat
vztahy mezi jednotlivymi aminokyselinami a dale fakt, ze pfeddvkovani nékterych
aminokyselin mize mit za nasledek vedlejSi negativni uinky dané dusikovou

disbalanci.!

Moderni roztoky aminokyselin jsou odvozeny z optimalniho poméru aminokyselin ve

strave.

Roztoky aminokyselin uzivané v parenteralni vyzivé 1ze rozdélit na roztoky vyzivné, ve
kterych jsou aminokyseliny vyuzivany k syntéze télesnych proteinli a eventudlné
k zajisténi energetické potieby, a roztoky specializované, jejichz aminokyseliny kromé
vySe uvedenych funkci nutri¢nich plni jeSté ulohu, kterd je déana jejich specifickymi
metabolickymi funkcemi. Pouzivaji se predev§im u 1écby nékterych chronickych nebo

akutnich metabolickych poruch, jako je jaterni nebo ledvinové selhani.
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3.2. Stabilita
Stabilita 1é¢iv a léCivych pfipravkl je definovdna jako vlastnost zachovavat si po
urcitou dobu a za stanovenych podminek urcité jakostni znaky, kde mirou stability je

doba pouzitelnosti.

Zatimco pro léky ptipravené v Iékarn¢ posta¢i doba pouzitelnosti nékolik hodin
(radiofarmaka), dni ¢i tydnti, pro primyslové vyrabéné 1€civé ptipravky se vétSinou
deklaruje doba pouzitelnosti 5 let, pro parenterdlia je obvykla doba pouzitelnosti 2

10,11

roky.

- Podle WHO je stabilita 1écivych ptipravkd schopnost zachovat si chemické,
fyzikalni, mikrobiologické a biofarmaceutické vlastnosti v ur¢itych mezich
po celou dobu pouzitelnosti. Doba pouzitelnosti je pak definovéna jako
casovy usek, vkterém l1éCivy pfipravek, pokud je sprdvné uchovavan,
vyhovuje pozadavkiim urcenych v testech stability, které byly provadény u
vice arzi piipravku. ™

- V americkém 1ékopise USP XXIV je stabilita definovana jako rozsah,
v kterém si 1écivy pfipravek zachovavd v pfedem stanovenych mezich
Vv pribehu skladovani stejné vlastnosti a znaky, jaké mél v ¢ase vyroby. USP
se také zabyva problematikou stability 1éCivych ptipravkl pfipravovanych

v 1ékarnach.*

Definovani stability je soucéasti urCeni kvalitativnich parametra 1éCivych ptipravki
a vztahuje se hlavné na fyzikalni a chemické vlastnosti jednotlivych slozek ptipravku.
Tyto vlastnosti jsou pfedmétem zajmu stabilitnich studii, které poskytuji informace o
téchto zmeénach oproti ptivodnimu stavu v zavislosti na ¢ase vlivem vnitinich a vnéjSich
faktorli. Ve farmacii se pojem stabilita vztahuje nejen na 1é¢ivy ptipravek, ale také na
lé¢ivou latku. Proto vzdy testovani stability ucinné latky predchéazi testovani stability

daného piipravku.

Krom¢ stability se pfi  vyvoji nového IéCivého  pripravku  sleduje
kompatibilita/inkompatibilita jednotlivych slozek 1ékové formy. Ta je definovana jako

vzajemna snasenlivost jednotlivych slozek 1écivého pripravku. Tyka se nejenom 1é€iv a
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pomocnych latek, ale také pomocnych latek navzdjem a také samotného 1écivého

piipravku a jeho primarniho obalu.

V tzv. predformulaéni fazi tvorby nového 1é¢ivého ptipravku probihaji zatézové testy,
jejichz snahou je poznat vlastnosti 1éciv a pomocnych latek. To se tyka jak léciva
nového, tak jiz pouzivaného. U novych 1éCiv je nutné zjistit co nejvice udajii o jejich
fyzikalnich vlastnostech, stabilité, odolnosti vici kyselindm, zisaddm a latkdm

s oxida¢nimi nebo redukénimi vlastnosti.

Kromé chemickych vlivii se zkoumaji jesté dalsi vlivy; vliv svétla — fotostabilita, vliv
vysokych teplot na 1é€ivo a jeho roztoky. U 1é¢iv jiz pouzivanych jsou tyto vlastnosti jiz

S . , . , .o 1
znamé a lze je ziskat z literarnich zdroji.*®

V zdsad¢ rozliSujeme inkompatibilitu chemickou a fyzikalni. Podle toho, zda ji lze
pozorovat nasimi smysly, ji mizeme také rozliSit na inkompatibilitu zjevnou neboli
manifestovanou, kterd je bézné rozpoznatelnd naSimi smysly, prikladem muize byt
zména barvy nebo Cirosti roztoku. Druhym typem je skrytd inkompatibilita, kterou lze

rozlisit pouze pomoci analytickych, chemickych nebo fyzikéalnich metod.

Na zékladé poznanych vlastnosti vSech slozek I1é¢ivého pfipravku muzeme

inkompatibility odstranit nebo je alespon snizit na minimum.

K nejcastéji pouzivanym postupiim patii Gprava pH, kterd se pouziva pro dosazeni
poZadované rozpustnosti pro sole slabych kyselin a zasad, zména koncentrace pomocné
latky nebo zaména za vhodnéj$i pomocnou latku a v neposledni fadé uprava

technologického postupu nebo piiprava jiné 1ékové formy.>*

Zmeény pii fyzikéalni inkompatibilité je moZné pozorovat nasimi smysly a dochazi u ni
Vv pomérné kratké dobé ke zméné fyzikalnich vlastnosti jednotlivych sloZek do takové
miry, Ze ptipravek jiz nesplituje pozadavky na jakost. NejCastéji se sleduje Cirost, barva
nebo vznik zakalu v roztoku. Tyto jevy zavisi pfedevS§im na rozpustnosti jednotlivych
slozek piipravku nebo na poméru a druhu rozpoustédel. Zménu konzistence lze
pozorovat hlavné u pevnych lékovych forem, kdy urc¢ité kombinace dvou nebo 1 vice
krystalickych latek vytvoii eutektickou smés za soufasného ztekuceni plvodné
krystalickych slozek. Ne&které siln¢ hygroskopické latky zase mohou absorbovat

vzdusnou vlhkost a po ur¢itém case dojde k vytvoteni roztoku.™
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U lipofilnich slozek 1é€ivych piipravkll mize zase dochazet k sorbci molekul na sténu

primarniho plastového obalu.

Chemické inkompatibility se projevuji chemickymi reakcemi, které maji vyssi reakéni
rychlost nebo dochézi k rychlému ustanoveni chemické rovnovahy. Nejcastéji se jedna
0 acido-bazické reakce nebo iontové vazby, jejichz disledkem je vznik srazeniny
v tekutych 1ékovych formach nebo reakce mezi obsahovymi latkami v lécivém

ptipravku a latek uvolnénych z obalu, naptiklad plasti.

Srazeniny vznikaji také jako duasledek iontovych reakci a objevuji se po prekroceni

koncentrace odpovidajici sou¢inu rozpustnosti dané srazeniny.

Ptikladem mutze byt uvolnéni oxidu barnatého ze sklenénych obald a jeho reakce se

. s . . e 14
siranovymi aniony za vzniku sraZeniny siranu barnatého.

Z polymeri se zase mohou uvoliovat rezidua katalyzatort, aktivatorti polymeraénich
reakci, oxidujicich nebo redukujicich latek, které mohou piechazet z obalu do 1é¢ivého
ptipravku a reagovat tak s jednotlivymi slozkami.

Kromé zatézovych testii a zrychlenych testi stability zacinaji v pfedformulacni fazi,

V ramci vyvoje 1éka, také dlouhodobé testy stability.

3.2.1. Stabilita léciv a léCivych pripravkl

Stabilita 1éCiv nebo léCivych pfipravkd se hodnoti pomoci testli stability, kdy se
v urcitych Casovych intervalech sleduji zmény kvality v disledku plisobeni rtiznych
vlivll. V pfipadé l1écivych piipravki se sleduje nejen stabilita Samotnych 1é€ivych latek,

ale také stabilita Iékoveé formy jako celku.

Utelem stabilitnich zkousek je prokazat, jak se méni kvalita latky nebo p¥ipravku
s casem vlivem riznych faktorti jako je teplota, vlhkost a svétlo a nasledné pak

doporucit podminky uchovani a stanovit tak dobu pouzitelnosti (exspirace).

Pojem stabilita je nutné ve farmacii chapat ve smyslu kontrolovanych, dokladovanych

a pfipustnych zmén a ne jako staly nebo neménny stav, pfi¢emz muize jit o rizné druhy
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zmén, jako jsou napiiklad chemické, fyzikdlni, farmaceuticko-technologické,

mikrobiologické a biologické, stejn¢ tak i zmény biologické dostupnosti.Il
Podle povah zmén, které mohou nastatje mozné rozlisit 5 typt stabilit:

a) Chemicka stabilita, pii které si vSechny latky v Iéku zachovavaji svou
chemickou integritu a obsah v pfipustnych mezich. To se tyka hlavné 1é¢ivé

latky.

b) Fyzikalni stabilita se tyka 1ékové formy a je to stav, kdy si 1é¢ivy ptipravek
zachovava puvodni fyzikalni vlastnosti (vzhled, chut, jednotnost, rozpustnost,

roztiepatelnost atd.)

€) Mikrobiologicka stabilita je v podstaté zachovana sterilita (u parenteralii) nebo
mikrobialni Cistota 1é¢ivého piipravku v souladu s danymi pozadavky, pti¢emz
je zachovéna ucinnost antimikrobialnich latek. Tyké se hlavné 1éCiva i jeho

1ékové formy.

d) Terapeuticka stabilita, kdy 1é¢ivy piipravek ma zachovanu terapeutickou
ucinnost. Tyka se hlavné 1é¢ivé latky a 1é¢ivych forem, u kterych je ucinek
vazan na zpusob zpracovani 1éCivé latky, jako je napiiklad cilené nebo fizené

uvoliovani.

e) Toxikologicka stabilita pfedstavuje pouze nevyznamnou piitomnost toxickych

latek. Tyka se vSech sloZek ptipravku.

Stabilitni zkousky mulZeme v zdsad€ rozde¢lit na zrychlené, kdy jsou stresovymi
podminkami urychleny chemické a fyzikalni zmény lé€iva nebo 1é¢ivého piipravku,
a na dlouhodobé, které jsou realizovany za podminek uchovani predepsanych pro
hodnoceni 1é€iv nebo 1é€ivych piipravkd.

vvvvvv

dobu pouzitelnosti odhadnutou na zakladé zrychlenych stabilitnich zkousek.

V pribéhu stabilitnich zkouSek je pfipravek uchovavan za pfedem definovanych

podminek, tj. pfi uréité teploté a relativni vlhkosti vzduchu (RV).8*

Obvykle pouzivané podminky uchovani pro mirné pasmo jsou uvedeny v tabulce

¢. 2.
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Tabulka ¢. 2: Podminky uchovavani pripravki a latek pri stabilitnich

zkouskach.

Podminky Intervaly odbéru vzorku

(mésice)

Dlouhodobé zkouSky 25°C+£2°C/60% RV+5% |0, 3, 6,12, 18, 24 a dale po 24

Zrychlené zkouSky 40°C+2°C/75% RV + 5% 6

Zrychleny test stability pii 40 °C/75 % RV je velice naro¢ny a proto se n¢kdy vyuziva
nahrady v podobé¢ zrychleného testu stability s parametry 30 °C/60 % RV, ale v délce

trvani jednoho roku.

V urcitych pfipadech, zejména jsou-li uc¢inné latky citlivé na teplo, by mély byt
uchovavany za niz§i teploty, ktera je pak udéna jako teplota skladovani. Nutny je
specificky pfistup k takovym pripravkim, které za nizSich teplot mohou podléhat
fyzikélnim nebo chemickym zménam, napiiklad suspenze nebo emulze, které mohou
krémovatét nebo sedimentovat, dale pak naptiklad oleje nebo polotuhé ptipravky, které
mohou vykazovat vys$si viskozitu. Sestimé&si¢ni zrychlend studie se provadi pii teploté

nejméné o 15°C vyssi, ne je teplota, pfi niZ se provadi dlouhodoba stabilitni studie.™
Podminky uchovavani a délka trvani stabilitnich zkousek pro latku citlivou na teplo
jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Podminky uchovavani latek a pripravki citlivych na teplo pfi

stabilitnich studiich.

Podminky Intervaly odbéru vzorku
(mésice)
Dlouhodobé zkouSky 5°C+3°C 0,3,6,12,18,24 a dale po 24
Zrychlené zkouSky 25°C £ 2°C/60 % RV £ 5% 6
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Pokud dojde k vyraznym zménam béhem 6 mésicti uchovani pti 40 °C + 2 °C/75 % RV
+ 5% (zrychlena stabilitni studie) nebo jestlize jsou tyto podminky nevhodné
z fyzikalnich diivodd, je mozné za zrychlenou studii pokladat stabilitni studii pii 30 'C +
2 'CI60 % RV =+ 5% (pro u&innou latku, kterd ma byt pouzita pro vyrobu kone&ného
piipravku zkouseného dlouhodobé pii 25 °C £+ 2 °C/60 % RV)G‘15 :

Zkousky kvality ptipravkl se zpravidla provadéji na pocatku studie, kazdé tfi mésice
b&hem prvniho roku, kazdych Sest mésicti béhem druhého roku a déle pak jednou ro¢né.
Pro vSechny typy lékovych forem je tieba nejprve uskutecnit organoleptické zkousky,

kdy se sleduje vzhled, barevnost, Cirost roztoku a jejich zmény. Markantni zmény jsou

vétsinou odhaleny jiz pfi zkouskach inkompatibilit.

3.2.2. Extrapolace doby pouzitelnosti

Na zéklad¢ kladnych vysledkd pfi zrychleném testu stability 1ze odhadnout dobu
pouzitelnosti na 2 roky. K pfesn&j$im udajim lze dospét na zakladé vypoctu podle
Arrheniovy rovnice (rovnice €. 1), ktera udava zménu koncentrace 1é€ivé latky v Case.
Pro vypocet je ale nutné znat aktivacni energii nebo stanovit rychlostni konstantu pii

vice teplotach.

Vzorec ¢. 1: Arrheniova rovnice

logc = Iogco—£
2,303
Vysvétlivky:
ki..oovevoee......vychlostni konstanta
Levevene.o....teplota (°C)
Coueerennnnnn ... pocatecni koncentrace sledované latky
C.ceveeeeenee oo ... KONCENtrace v case
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Zamérem stabilitnich studii kone¢ného pfipravku je stanovit dobu pouzitelnosti
a podminky uchovavani pouzitelné pro vSechny Sarze vyrobené a balené za stejnych

podminek.

Za stabilni lze pokladat ptipravek, ktery béhem dlouhodobych stabilitnich zkousek
vyhovuje specifikaci a béhem zrychlenych stabilitnich zkouSek u néj nedochazi

K vyznamnym zménam u zadného ze sledovanych parametru.
Za tzv. vyznamnou zménu u zrychlené studie je povazovan stav, kdy:
- nastane péetiprocentni pokles ucinnosti Sarze vzhledem k pocatecni hodnoté
- hodnota jakéhokoliv rozkladného produktu nevyhovuje specifikaci
- pokud nevyhovuje hodnota pH
- hodnota disoluce nevyhovuje specifikaci pro 12 tobolek ¢i tablet

- pokud specifikaci nevyhovuje vzhled a fyzikalni vlastnosti, jako napiiklad

barva, ¢irost nebo rozdéleni fazi.

Pfi podavéni Zzadosti o registraci musi byt piedlozeny vysledky zrychlenych
a dlouhodobych stabilitnich zkousek provadénych se Sarzemi stejného slozeni a 1¢kové

formy, ve stejném vnitinim obalu v jakém ma byt zaregistrovan.
Jsou mozné dva nasledujici postupy:

1. Pro béZné lékové formy a je-li €inna latka zndma jako stabilni, dolozi se

vysledky stabilitnich zkousek ve dvou Sarzich.

2. Pro kritické 1ékové formy (napf. pevné lékové formy S prodlouZzenym
uvoliiovanim) nebo pokud je latka zndma jako nestabilni, dolozi se vysledky

stabilitnich zkousek nejméné na tfech Sarzich.

Utinna latka je povazovéana za stabilni, vyhovuje-li vychozi specifikaci po dobu 2
let pti 25°C/60%RYV a po dobu 6 mésicu pii 40 °C/75 % RV.

Stabilitni zkousky kone¢ného piipravku musi postihnout vSechny zmény, které by
mély za nasledek snizeni jakosti, bezpecnosti a Uc€innosti 1éCivého piipravku.
Rozsah zkouSek pokryva nejen chemickou a biologickou stabilitu, ale také ztratu

ucinnosti  konzervacnich  latek nebo zménu  fyzikdlnich, eventuelné
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I mikrobiologickych vlastnosti, véetné charakteristik 1ékové formy (napt. disoluce

pevnych peroralnich 1ékovych forem).

Obecné je 1éCivy piipravek povazovan za staly, pokud je schopny plnit funkci, pro
kterou byl vyroben. Mirou stability je pak Cas, po ktery tento piipravek plni uréené
kvalitativni pozadavky. Podle mezinarodnich usneseni se pfipravek povazuje za
staly, pokud obsahuje nejméné 90 % deklarovaného mnozstvi u¢inné latky a kdyz
vzniklé fyzikalni, chemické a mikrobiologické zmény nijak negativné neovlivni

jeho aplikaci, biologickou dostupnost 1é¢iv ¢i nezvySuji toxicitu (tabulka ¢. 4).13

Tabulka €. 4: Obecné poZadavky na stabilitu pripravkii.

Znaky jakosti PoZadavky na stabilitu

Fyzikalni Plvodni fyzikalni vlastnosti véetné vzhledu zlstavaji zachovany ve

stanovenych mezich

Chemické Mnozstvi 1€¢iv, uréenych farmaceutickych pomocnych latek a
rozkladnych produkti je ve stanovenych mezich (¢asto min 90%

ucinné latky a min 80 % konzervaénich piisad)

Biologické Ucinnost se neméni nebo jeji mira zistava ve stanovenych mezich,

nedochazi tak ke zvySeni toxicity a jinych negativnich jevl

mikrobiologické Zustava zachovana pozadovana mikrobiologicka Cistota

Pro jednotlivé 1ékové formy jsou udany jednotlivé fyzikalni zkouSky. Hodnoti se
napiiklad stejnomérnost disperze, velikost ¢astic u emulzi, hustota nebo pH. Piehled

pozadovanych fyzikalnich zkouSek provadénych u parenteralni je shrnut v Tabulka €. 5.
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Tabulka ¢. 5: Fyzikalni zkousky provadéné u parenteralni.

Typ pH irost barva Castice vlhkost
Tekuté + + + +
Tuhé, urcené pro + + + + +
pripravu tekuté formy

Pii chemickych zkouskach se sleduje vznik a mnozstvi rozkladnych produktd a
stanovuje se obsah ucinné latky, stejné jako pfislusnych protimikrobnich latek nebo

stabilizatoru.

Biologické hodnoceni ma vyznam u hormont a antibiotik, fadime k nim také pyrogenni

latky, provadéné u vsech infundibilii.

Pro kazdou 1ékovou formu plati urcité pozadavky na mikrobiologickou distotu, ktera
musi byt zachovéna i na konci doby pouzitelnosti. Mikrobiologicka stabilita se zajistuje

v ramci dlouhodobych testt stability.

3.2.3. Faktory ovlivnujici stabilitu

Faktory ovliviiujici stabilitu 1é€iv je moZno rozdélit nékolika zplisoby:

3.2.3.1 Faktory vnéjsi a vnitini
Vn¢gjsi faktory, kterymi jsou nejcastéji teplo, svétlo, radiace, vzduch (hlavné jeho dvé
slozky — kyslik a oxid uhlicity) a vlhkost, dokazi vyrazn& ovlivnit jednak stabilitu
vlastni 1ékové formy, ale i u¢innych a pomocnych latek. K vnéjsim faktorim je nutné

jesté piiradit i zpusob zpracovani do 1ékové formy, zptisob baleni a uchovavani.

Vnitini faktory souvisi s vlastnostmi jednotlivych slozek Iékové formy, at uz
terapeuticky ucinnych nebo pomocnych. Hlavni ulohu hraji chemické vlastnosti a
kvalita 1é€iv, pomocnych latek a obalovy materidl. Svou roli sehrava i velikost Castic,

vlastnosti rozpoustédel a ptitomnost chemickych rezidui nebo kontaminace z vyroby.

Vsechny vlivy ovliviiuji nejen stabilitu, ale také biologickou dostupnost, ucinnost 1éCiv.
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3.2.3.2 Faktory fyzikalni, chemické, biologické, a mikrobiologické

3.23.21 Fyzikalni faktory
Fyzikalni faktory se projevuji u tuhych latek nejcastéji zménou krystalické struktury,
obsahu vody (vlhkosti), popiipadé sublimaci. Pokud je ovSem pevna latka rozpusténa,

mize se vysrazet nebo Krystalizovat.

Ke zménam disperzity a oddélovani fazi dochazi diky zvétSovani velikosti castic.
Dalsimi fyzikalnimi faktory, které ovliviiuji stabilitu, jsou zmény viskozity, agregace,
precipitace, denaturace, vyparovani t€kavych latek nebo sorbce antimikrobnich latek na

. 16
sténu obalu.

3.2.3.2.2 Chemické faktory
K nejcastéjsSim projevim chemické nestability patii hydrolyza, deaminace, oxidaéni

reakce a fotolyza.'’

Hydrolyza
Je jednou znejéastéjSich rozkladnych reakci, které podléhaji nejcastéji latky

S esterovymi, amidovymi, laktdmovymi a laktonovymi funkénimi skupinami.

V nékterych specializovanych infuznich ptfipravcich se pro své vlastnosti pouzivaji
specialni dipeptidy, které se mohou ve vodném prostiedi rozklddat na matetské
aminokyseliny. Reakce je jest¢ urychlena zvySenou teplotou a pfitomnosti vicemocnych
kationd t&Zkych kovi. '8

Nejvhodnéjsim zpiisobem stabilizace snadno hydrolizovatelnych 1é¢iv je pfiprava
jinych lékovych forem nez roztok.

Pokud se jednd o roztoky, je nejvhodnéjSim zpiisobem stabilizace uprava pH na
optimalni hodnoty nebo nahradit vodu nebo alespon jeji ¢ast jinym, méné polarnim

rozpoustédlem.
Deaminace

V prostiedi vodného roztoku dochazi také k hydrolytickym reakcim, které se projevuji
jako deaminace koncové —NH; skupiny a jeji nahrada —OH skupinou (tj. vznikem

karboxylové kyseliny), pfipadné cyklizaci za vzniku amidi. Tyto reakce jsou typické
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pro Asn a GIn?, ale také pro aminokyseliny vazané v peptidech (Asp-Pro, Asp-Gly)

nebo aminokyseliny v sousedstvi Ser a Thr*"%,

Oxidace

Oxidace patii mezi nejbéznéjsi chemické rozkladné procesy a je spojena se ztratou

elektronti z atomt nebo molekul a provazena piijetim kysliku nebo odebiranim vodiku.

Pti radikalovych reakcich vznikaji po odstépeni vodiku z molekuly volné radikaly.
Reakce se S§ifi tvorbou dalSich radikali za vzniku peroxidd a dalSich naslednych
produktt podle typu oxidovanych latek. Oxidaci nejéastéji podléhaji aldehydy, ketony,
dioly, karboxylové a hydroxykarboxylové kyseliny. Vazbou kysliku na nasobné vazby

vznikaji vysoce reaktivni epoxidy.

Aromatické aminokyseliny, ke kterym patiti His, Tyr, Trp a siru obsahujici
aminokyseliny jako je Met a Cys, podléhaji velmi snadno oxidaci, ktera je jesté

“ . , - o 22,2
urychlena p¥itomnosti vicemocnych kationi kovi %

Methionin tak piechdzi na sulfoxid nebo pfi drasti¢téjSich podminkach na sulfon®*,

Cystein zase vytvaii intra- nebo inter-molekularni disulfidické mustky, za drasti¢téjsich
podminek vznikaji sirné kyseliny.” Prolin piechazi ve dva hlavni produkty, 2-
pyrrolidon a analogy glutamat —semialdehydu. Oxidaci aromatickych aminokyselin
dochézi k otevieni cyklického fetézce imidazolového (His), fenolového (Tyr, Phe) a

26,27 . : - , , ‘s ,
®27 Vlivem oxidace dochazi k vyraznym zménam vlastnosti

idolového (Trp) typu
molekul, pfedev§im zvySeni hydrofility, poklesu (Trp) nebo zvySeni (Tyr, Phe)
fluorescence, zménam v elektrochemickych vlastnostech, aj. Nékteré jevy nejsou dosud

zcela objasnény.
Ochrana pred oxidaci

Latky, které podléhaji snadno oxidaci lze stabilizovat jednak vyloucenim faktort
oxidaci zpusobujicich, tzn. minimalizovat jejich styk s kyslikem. Tyto latky se proto
zpracovavaji v inertni atmosféfe, nejcastéji dusiku (naptiklad vyroba roztoki

aminokyselin), v prib&hu celého vyrobniho procesu.

Zaroven se také pouzivd antioxidaCnich latek, jejichz Ulohou je zabranit vzniku

degradac¢nich produktt v priibéhu prvnich fazi oxida¢niho déje. Antioxidant zasahuje do
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procesu pouze tehdy, pokud je rozpuStény v daném vehikulu, proto se rozliSuji

antioxidanty rozpustné ve vod¢ a olejich.6

Antioxidanty rozpustné ve vodé

Prehled latek pouzivanych ve vodném prostiedi je uveden v tabulce €. 6.

Ve vodnych roztocich antioxidancia inhibuji oxidaci 1éCiv. Jsou to slouceniny, které
maji niz$i redukéni potencial nez 1éCivo, které maji chranit. Antioxidant tu ptisobi jako
donor protond, tj. jako redukéni ¢inidlo. Mezi antioxidanty této skupiny fadime sifi¢itan
a disificitan sodny, sifiitan a disifi¢itan draselny, hydrogensifi¢itan sodny a draselny,
formaldehydsulfoxylan sodny. Sifi¢itany jsou vhodné pro alkalické, disifiCitany pro

kyselé prostredi.

K potlaceni oxidace 1é¢iv ve vodnych roztocich se pouzivaji téZ dusik a oxid uhlicity.
Oxid uhlicity se vSak rozpousti ve vod¢ za vzniku kyseliny uhli¢ité a zptisobuje pokles

pH. K vytvofeni inertni atmosféry je proto dusik vhodné;si.
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Tabulka €. 6: Antioxidanty pro vodné soustavy.

CH,0OH-SOsNa - 2H,0

Sloucenina Rozpustnost Ucms);/(;bsah Pouziti, poznamky
Vhodna na peroralni,
parenteralni i1 topické
roztoky a emulze jako

ve vode ~30% ant10x1da_nt, na oleoﬁlm
(25 °C) _ soustavy jako synergista.
Kyselina askorbova . ’ 0,01-0,11 Pisobenim kysliku se ve
e Lo Vv lihu ~2%, , .
nebo jeji sodna sl vyssi vodnych soustavach
v glycerolu Kl4d4 hlavng
1% rozklada, "d to hlavne za
ptitomnosti tézkych kovt,
citliva na svétlo. Jeji
rozkladné produkty jsou
barevné.
Pro neptijemny zapach a
Organické slouceniny chut’ je nevhodny
, : 0,05-0,15 o LT,
siry (cystein) Vv peroralnich a topickych
piipravcich.
Anorganické Méné€ vhodné pro peroralni
slouceniny siry: ptipravky, protoze maji
siFi¢itan sodny Na,SO3, 0,05-0,3 neptijemnou chut i zapach.
sifi¢itan draselny Nejsou chemicky ani
K;SO3 fyziologicky zcela
Hydrogensirifitan dobra ve vode, indiferentni (sulfonace),
sodny NaHSO; a v glycerolu, 0,05-0,15 teplem se rozkladaji. pH
draselny KHSO; mala v lihu vodnych roztoku sifi¢itand
je 9, hydrogensificitand a
Disiric¢itan sodny disifi¢itana 4. Disificitany
Na,S,0s a draselny 0,01-0,1 se pouzivaji v kyselych
K>S,05 roztocich v kombinaci
s EDTA.
Formaldehydsulfo- . ,
, velmi dobra ve , s
xylan sodny vods Vhodny v neutralnim pH,
(hydroxymetansulfinan raktici< do 0,5 neucinkuje v kyselém
sodny) y p . Y prostiedi.
zadna v lihu

Antioxidanty rozpustné v olejich

Rostlinné oleje a zivocisné tuky obsahuji velké mnoZzstvi nasobnych vazeb a proto jsou

tak citlivé vuci pasobeni kysliku. K antioxidanciim patii tokoferoly, askorbylpalmitat,

galan

nordihydrogvajaretova.

propylnaty,

butylhydroxyazol,

butylhydroxytoluen a

kyselina
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Katalytickym u¢inkiim iontl t€Zkych kovl je mozno ptedchéazet pouzitim chelatacnich

¢inidel (nejcastéji edetanu disodného), kdy vznika stabilni komplex mezi vicemocnymi

ionty tézkych kovli a EDTA.

Tabulka ¢. 7: Antioxidanty pro lipofilni soustavy.

Sloucenina Rozpustnost Ot}i ;?3); " Pouziti, poznamky
a-tokoferol mé nejmenst, y-
tokoferol nejveEtsi
v olejich dobra, antioxidativni u¢inek, vhodné
Tokoferoly a, B, v, 8 ve vode 0,056-0,2 pro tuky, éterické oleje,
prakticky zadna pfipravky s vitaminem A,
synergisté: askorbylpalmitan,
kyselina fosforecnd a citronova
ve vode 0,2%, , o
_ v lihu 22% thdny pro rostlinné oleje a
Askorbylpalmitan v olivovém oie'i 0,1-0,2 zivoci$né tuky, Casto se
0.03% ] kombinuje s tokoferolem
X [
Vs/ Tﬁi%%;f)’ vhodny pro rostlinné oleje a
, ’ zivocisné tuky a jejich emulze,
Galan propylnaty \G%g)o%yl\?rglyiﬁll 0,001-0,02 synergisté: kyselina fosforecna
’1% d a citronova, ale 1 BHA a BHT
Butylhydroxyanizol | dobra v etanolu a 0’0,01 . 0’,02’
(BHA) propylenglykolu v e.temkyCh
olejich 0,1%
:// f;iﬂ?é!gﬂ vhodné pro oleje a tuky, ¢asto
parafinu se kombinuji s propylgalanem
Butylhydroxytoluen | v olejich dobra; nellj;’sllgytﬁ’);ﬁifﬁossgfgcgge
(BHT) ve vode, '
glycerolu a
propylenglykolu
prakticky Zadna
Kyselina y . R
rorairoguare | Y001 ooz | i inhtiién,
ova (NDGA) '
Fotolyza

Fotolyza neboli fotochemicky rozklad je zplsoben slune¢nim popfipadé umélym

v

svétlem. Nejvyznamnéjsi je vliv ultrafialové a viditelné Casti svételného spektra,

28




které ma nejvetsi energii. K piikladim reakci spuSténych svétlem patii napiiklad
izomerace, n¢kdy nazyvand jako epimerace, pii které dochazi k pfeméné chemické
slouCeniny na jeji jiny opticky nebo geometricky izomer. Tato zména miize znamenat
zménu farmakologickych nebo toxikologickych vlastnosti a tedy i G¢inku. Napiiklad
pro vyrobu infuznich roztoki aminokyselin se pouzivaji pouze l-aminokyseliny, které
lidsky organismus dokaze téméi ze 100% vyuzit. Naopak d-kyseliny témét vibec

vr o7 23
nevyuziva.

Racemizace

Chemické zmény ve struktufe aminokyselin mohou probihat také na opticky aktivnim
uhliku. Dochazi k racemizaci a zméné¢ L-aminokyselin na D- formu, ktera se projevi
zménou optické otacivosti. Na podobném principu probiha tzv. B-eliminace, pii niz
vznikaji jiné nasobné vazby nebo dochazi k rozkladu disulfidickych mustkt (Cys). Tato
reakce je opét katalyzovana ionty kovi a zvySenou teplotou. Je typicka pro Ser, Thr,

Phe, Lys®.

Dekarboxylace

P11 dekarboxylaci dochézi k odstépeni oxidu uhli¢itého z karboxylové skupiny.

Dekarboxylace je zavisla na pH, rozpoustédle a katalytickém vlivu vicemocnych
kationd. Dekarboxylace se objevuje jako reakce ndaslednd, doprovézejici hlavné

hydrolyzu.
Lze ji minimalizovat pouzitim vhodnych chelata¢nich latek a Gpravou pH.

U slozitych smési aminokyselin, které jsou pouZivany V parenteralnich, je degradacni
proces velmi komplikovany a jeho projevy jsou vysledkem slozitych chemickych
reakct, které nelze jednoznacné rozlisit a charakterizovat. Témto neZadoucim reakcim je

nutno alespon ¢aste¢n¢ zabranit:
1. volbou technologickych parametrii vyroby

2. praci pod inertni atmosférou

29



3. formulaci 1ékové formy (nastaveni pH, pifisada komplexotvorné latky, ptfisada

antioxidacni latky).

3.2.3.2.3 Mikrobiologické faktory

Mikrobiologicka stabilita se u parenteralni zabezpeCuje pomoci sterilizace v autoklavu
au ostatnich 1ékovych forem pfisadou antimikrobnich latek. Mikrobiologicka
kontaminace znamena vzdy zasah do kvality 1éku, ktery ma za nasledek rozklad
1éCivych a pomocnych latek s naslednou zménou chemickych a fyzikalnich vlastnosti.
Mikrobiologické zkousky stability jsou vzdy soucasti dlouhodobych stabilitnich testd,
ato nejen pro sterilni léky jako zkousky sterility, ale pro vSechny lékové formy
vV podobé zkouSek na mikrobiologickou Eistotou. Stejné tak plati ptisné pozadavky na

mikrobiologickou &istotu viech vychozich latek a obali.™

Do vicedavkovych l1é¢ivych ptipravki se ptiddvaji antimikrobni latky, které zabezpecuji
mikrobiologickou Cistotu po celou dobu pouziti. V této souvislosti je tfeba oveéfit si
I kompatibilitu pouzitych antimikrobialnich latek s obalem pfipravku a to hlavné
U polyethylénovych obali. Napiiklad u obald =z nizkotlakého polyethylénu se
doporucuje pro o¢ni léky pouzit jako stabiliza¢ni agens benzalkonium chlorid nebo

octan fenylrtut’nat}'/.28

3.3. Disiri€itan sodny

3.3.1. Fyzikalni vlastnosti*°

Disifi¢itan sodny je bezbarvy nebo bily aZ krémové Zluty krystalicky préasek, ktery tvofi
hranolovité krystaly, zapacha po oxidu sifiCitém a ma kyselou, slanou chut’. Disifi¢itan

sodny krystalizuje se sedmi molekulami vody.

Acidita/alkalita: 5% vodny roztok ma pti 20 °C pH = 3,5-5,0.
Bod tani: disifi¢itan sodny taje a rozklada se zhruba pii 150 °C.

Osmolarita: 1,38% vodny roztok je izoosmoticky s krevnim sérem.
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Tabulka €. 8: Rozpustnost Na,S;0s ve vodé v zavislosti na teploté.

teplota (°C) 10 15 20 25 30 40 50 60 70

g NayS,05/100g rozt. 38,8 |39,2 |39,6 [40,1 |40,5 |41,7 |42,8 |44,1 |455

P1i 20 °C je nepatrné rozpustny v ethanolu (95%) a snadno rozpustny v glycerinu.

3.3.2. Stabilita a podminky skladovani

Disifi¢itan sodny vystaveny vlhkosti a vzdusnému kysliku se oxiduje na siran sodny.

Pisobenim silnych mineralnich kyselin dochéazi uvolnuje plynny oxid sificity.

Ve vodé disifi¢itan sodny disociuje na sodné (Na*) a hydrogensifi¢itanové (HSOjz)
ionty. Vodné roztoky disifi¢itanu sodného jsou z téchto divodi na vzduchu rozkladaji,
zvlasté pti zvysené teploté, a proto roztoky, které byly sterilizovany autoklavovanim,
musi byt plnény do nddob, v nichz byl vzduch nahrazen inertnim plynem, naptiklad
dusikem. Ptidavek glukézy k vodnému roztoku disifiitanu sodného snizuje jeho
stabilitu.®® Tato reakce je znama jako Maillardova reakce® Sifigitan by mél byt
uchovavan v dobfe uzavienych nadobach, chranénych pied svétlem a umisténych na

chladném, suchém mist¢.

3.3.3.  Vyuziti ve farmacii

SifiCitany jsou pouzivany jako stabilizatory potravin® jiz od pocatku 19. stoleti.
Vzhledem k dlouhodobym zkugenostem jsou povazovéany za relativné bezpetné latky.
Ve farmacii jsou pouzivany jako antioxidac¢ni latky v perordlnich, topickych
| parenteralnich pfipravcich, vykazuji také protimikrobni aktivitu.* Jejich ucinek jako
protimikrobnich latek je zavisly na pH. Rovnéz antioxidacni efekt je podminén pH;
v kyselém prostfedi se pouziva disifi¢itan sodny, v neutralnim hydrogensificitan
a Vv alkalickém sifi¢itan. Mechanismus protimikrobni aktivity spociva predevSim

V inhibici dychéani, konformacnich zménach enzymi a destrukci thiamin pyrofosféltu.36

31




Protimikrobni aktivita sifi¢itanti je druhové selektivni, obecné jsou baktérie citlivejsi

nez kvasinky a plisné.

3.3.4. Inkompatibility

Disifi¢itan sodny reaguje se sympatomimetiky a jinymi lé¢ivy charakteru derivatl orto
a para hydroxybenzyl derivath za vzniku sulfonovych sloucenin bez farmakologické
aktivity. NejdulezitéjsSim 1éCivem ztéto oblasti je adrenalin a jeho derivaity.30
V roztocich o¢nich kapek vykazuje inkompatibilitu je tedy s octanem fenylrtutnatym,

. , e 4 ;137
zejména pii autoklavovani.

s v ’ o v ;oo Jn, ’ I ’ I 38
Disifi¢itan sodny miize reagovat s gumovymi uzavéry u vicedavkovych nadob.

3.3.5. Toxicita siricitant

Disifi¢itan sodny se pouziva v koncentraci 0,01-1,0%. Jedna se o pomérné stabilni siil,
V pevném stavu obvykle obsahuje mald mnoZzstvi sifi¢itanu a siranu. Po rozpusténi ve
vod¢ disociuje a tento proces je urychlen pfi nizkém pH (napt. zaludku) a vyssi teploté.
Plsobenim oxidativnich enzymii je transformovan na siran a vyloucen mo¢i.*
Sifi¢itanova oxidaza je pritomna ve vSech tkdnich. Poruchy jeji aktivity jsou dualezité
V patogenezi negativnich reakci sificitand.

Negativni G€inky sificitanli 1ze rozdélit na nékolik skupin. Nejvétsi skupinu tvoii udaje
o jejich alergizacnim efektu, ktery je uvadén u cca 3-10% astmatické populace.%’40

Astmaticky zachvat byl popsan jak po vdechnuti, tak po poziti sificitanti. Podstata

piecitlivélosti neni dosud zcela jasnd, je mozné, e roli hraje imunoglobulin E,** zmény

o 42 3
u

v transportu Na* a K* v buiikach bronchi,*? stimulace kinin-bradykininového systému,*
nebo jiné. Kozni piecitlivélost je méné Castd a vyskytuje se zhruba u 1-3% atopicke

populace.*

Dlouhodobé podavani sifi¢itantt ma vliv na hladiny vitaminl, pfedev§im thiaminu,
kyseliny listové, nikotinamidu a p-karotenu.® SifiGitany ireverzibilng §tdpi vazbu mezi

thiazolovym a pyrimidinovym kruhem thiaminu.
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Vysoké davky sifi¢itani mizou vyvolat ztratu védomi, poruchy CNS, anafylakticky Sok

a smrt. Tato situace nastésti neni Castd, nebot’ vysoké davky vyvolavaji zvraceni.*

Vliv sifi¢itan na reprodukéni aparat, kancerogenita ani mutagenita nebyla spolehlivé
prokazana, nebot’ metabolismem vznikd fada sloucenin, jejichz sledovani in vivo je

velmi slozité.*® Mnoholeté pouzivani vSak takovym uc¢inklim nenasvédcuje.

O toxicité sifiCitanli pfi parenteralnim podéani existuje jen velmi malo informaci. Pfi
kratkodobé parenteralni vyzivé u déti nebyly zaznamenany 7adné negativni vlivy,*’
U kojenct zivenych systémem all-in-one pusobily sifi¢itany pfiznivé omezenim vzniku
kyslikovych radikali.*®

Prestoze jsou celosvétoveé povazovany sificitany za veelku bezpecné latky, byla ptijata
opatieni k regulaci jejich pouzivani v potravinach a k omezeni denniho piijmu.
V Evropé je maximalni mnozstvi stanoveno na 3,5 mg/kg télesné hmotnosti (vyjadieno

jako SO,), WHO doporucuje maximélni hranici p¥{jmu 7,0 mg/ kg t&lesné hmotnosti.*

Proto bylo vyvinuto mnoho metod ke zjiSténi pfitomnosti sifi¢itanu a stanoveni jeho

mnozstvi v riznych druzich potravin a 1é¢ivych ptipravk.
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3.4. Metody stanoveni (di)siric¢itanu

Z potravin a lécivych ptipravkl (matrice), které prakticky vzdy obsahuji rizné latky
reagujici s jodem, je nutné sifiCitany nejprve vhodnym zplsobem izolovat. K tomuto
ucelu se pouziva nejcastéji destilace po okyseleni, kde do nddoby naplnéné vhodnym

absorp¢nim roztokem piechézi oxid sificity.

Destila¢ni metody se 1isi konkrétnim postupem analyzy a pouzitym Cinidlem. Druhou

moznosti stanoveni sificitand je pouziti kapilarni elektroforézy®.
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4, Experimentalni Cast

4.1. Obecné poznamky

Aminokyseliny, které byly pouzity pro ptipravu vodnych roztoku, jsou dodavany

komer¢énimi dodavateli.

VSechny roztoky aminokyselin byly pfipravovany za podminek SLP a to v objemu
5 litrii. Roztoky byly adjustovany do sklenénych lahvi o objemu 500ml. Byly pouzity
pryzové zatky FM 140. Pii samotné pfipravé roztokli byl cely objem probublavan
dusikem cistoty 99,997%. TaktéZz pii jeho adjustaci do sklenénych lahvi byl pouzit
dusik.

Ptipravené roztoky byly skladovany ve stabilitni komote pii 30 °C pii 60 % relativni

vihkosti.
Sterilizace roztoku probéhla v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 30 minut.

Tlak vzduchu nad roztokem byl méfen pomoci rucniho tlakoméru opatieného jehlou

s rozsahem (0-100 kPa).

Obsah kysliku nad roztokem v lahvich byl analyzovan pomoci analyzatoru
SERVOMEX 572. Pted kazdym métenim byl pfistroj kalibrovan dle ndvodu. Kontrola
kalibrace a spravnosti méfeni byla provedena pomoci kalibraéniho plynu (1% O, VIV

Vv dusiku).

Disifi¢itan sodny byl stanoven pomoci destila¢ni metody jimani vzniklé SO, do H,O,
a naslednou alkalimetrii vzniklé HSO4. Pro alkalimetrii byl pouZit pfistroj Titrino 702
SM+728 Stirrer (Metrohm, KZL 01 306, Donau Trading AG) se sklenénou elektrodou:
pH 14/0 sycena 3 mol/l KCI . K zpétné titraci byl pouzit roztok 0,1 M NaOH. Obsah
sifi¢itanu je pfimoumeérny mnozstvi vzniklé HySO,,

Pro spektrofotometrickd métfeni byl pouzit spektrofotometr Unicam UV 4, Vision

software verze 3.02 a Spekol 11. Pro HPLC analyzu byl pouzit Thermo Separation
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HPLC system UV/Vis, kolona - silikagel RP - C18 (Watrex), mobilni faze 0,05 molarni
roztok octanu triethylamonného (NEt3*AcO) p¥i A = 254 nm.

Pribéh reakci byl sledovan pomoci TLC na silikagelovych foliich Silufol UVass
(Sklarny Kavalier). Jako vyvijeci soustava byla pouzita smés 96% denaturovaného
ethanolu a koncentrovaného roztoku ammoniaku ve vodé (12:1; v:v). Detekce byla
provedena postiikem roztoku ninhydrinu (30 mg ninhydrinu, 100 ml ethanolu, 3ml
kyseliny octové) a zahtatim na 150 °C po dobu 30 sekund. Metoda byla pouzita pro

stanoveni oxida¢nich produktt.

Pouzité chemikalie byly ziskany od firem Lachema, Merk, Penta, Infusia a.s.,

Chemotrade.

'H NMR spektra byla méfena na piistroji firmy Varian GEMINI 300 pii 300,1 Hz
v roztoku D,0O pfi 25 °C bez vnitiniho standardu. Posuny byly referencovany na signal

rozpoustédla (D,0O; 6 = 4,75 ppm).

Tabulka €. 9 podava ptehled hromadné vyrabénych i laboratorné ptipravenych roztok

smési aminokyselin, které byly pouzity ¢i cilen€ pfipraveny pro tuto praci.

Tabulka ¢. 9: piehled roztokii aminokyselin, které byly pouZity pro analyzu.

Druh aminoroztoku Sarze Poznamka
NEONUTRIN 5% 173803
NUTRAMIN N8% 265203
NEONUTRIN 5% 098301 Bez disificitanu
NEONUTRIN Nefro Lab. piiprava Bez His, bez
disifi¢itanu
NEONUTRIN 10% 216203
NEONUTRIN Nefro 217503 Bez disifi¢itanu
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4.2. Priprava odmérnych roztoku

3% H,0;
Ptipravi se zfedénim 200 ml peroxidu vodiku R pomoci Aqua pro inj. na 2000 ml v Case

potieby. Maximalni trvanlivost je 1 tyden.

0,1 M NaOH
Piipravi se dle platného piedpisu CL 2002. Faktor se stanovi na roztok kyseliny
chlorovodikové ziedéné RS 0,1 M o znamém faktoru (fc;=1,01696).

7% HCI VIV
Ptipravi se zfedénim 200 ml kyseliny chlorovodikové HCI 35% p.a. na 1000ml.

Priprava slepého vzorku pro titracni stanoveni SO;

Slepy vzorek se pfipravi tak, Ze celému procesu destilace se vystavi 250 ml Aqua pro
inj. R. Spotifeba 0,1M NaOH slepého vzorku (V;) je mnozstvi, které je nutné

K neutralizaci vlastni kyselosti H,O5.

Piiprava vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

Vyvijeci soustava se piipravi smichanim 6 ml 96% ethanolu s 0,5 ml 25% NH,OH
Priprava pufru pro HPLC

Ptipravi se pfidanim 3,47 ml triethylaminu a 1,43 ml kyseliny octové do 0,5 litru

destilované vody.
Ninhydrin

Ninhydrin se pfipravuje smisenim 0,3 g ninhydrinu, 100 ml ethanolu a 3 ml kyseliny

octove.
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4.3. Provedeni zkousek

4.3.1. _Stanoveni hodnoty tlaku vzduchu a obsahu
kysliku nad hladinou roztokti smési aminokyselin a
roztoki samostatnych aminokyselin ve sklenénych
lahvich.

Tésné pred zaCatkem stanoveni sifi¢itanti v roztocich bylo provedeno stanoveni tlaku
vzduchu nad roztokem. Po ochlazeni na teplotu okoli byla opatrné sejmuta hlinikova
pertle a pak byla gumova zatka propichnuta jehlou manometru a odeétena hodnota

vakua.

Soucasné se stanovenim tlaku vzduchu nad hladinou byl pomoci analyzatoru Servomex
stanoven obsah kysliku nad hladinou roztoku. Gumova zatka byla propichnuta jehlou
vstupniho ventilu a odectena hodnota. Béhem méfeni nesmi dojit k jakémukoliv nasati

roztoku, ktery by poskodil mérnou celu analyzatoru.
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4.3.2. Stanoveni sificitanu v roztocich smeési
aminokyselin a roztokll samostatnych aminokyselin

Pro stanoveni sifi¢itani byla pouzita metoda vyvinuta v Infusi Hofatev a.s. v roce
2002/2003. Princip této metody je uveden v diplomové praci pod nazvem Stabilizace

aminoroztokd v Infusi a.s.?

200 mm

Nejprve se sestavi aparatura podle obrazku. Do topného hnizda se vlozi téihrdla banka
s kulatym dnem (A) a do ni se pievede 150 ml Aqua pro inj. R. Do ptikapavaci nalevky
se pievede 80 ml HCI 7% RS a do jimajici nadobky (D) 100 ml 3% peroxidu vodiku
RS. Celym systémem se necha 15 min proudit dusik R pritokovou rychlosti 100ml/min.
Proud dusiku R a chladici kapaliny plastém Liebigova chladi¢e se udrzuje konstantni po

celou dobu varu.

Po 45 min se odstrani nalevka (B) a do tfihrdlé banky se piida 100ml zkouSeného
roztoku. Prekontroluje se tésnost celé aparatury a pomoci pietlaku vzduchu se nalevkou
(B) postupné ptida 80ml HCI 7% RS. Zapne se zahiivani a obsah se necha vaftit 45

minut.
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Po 45 minutach se vypne zahiivani a odejme nalevka (B). Tim poklesne pietlak
Vv aparatuie a dojde k nasati peroxidu do kapilary . Pak se aparatura opét uzavie

a vznikly peroxid necha vytlacit dusikem, tim dojde k vymyti ulpélé kyseliny z kapilary.

Cely objem peroxidu vodiku z jimajici nadoby se ihned titruje roztokem 0,1M NaOH za
potenciometrické indikace bodu ekvivalence proti slepému vzorku, ktery piedstavovala

Aqua pro inj. R (Infusi) 250ml.

Obsah sificitant (jako Na;S;0s5 ) v mg/l se vypocita podle vzorce, kde V; piedstavuje
spotiebu 0,1M NaOH vzorku, V; spotiebu slepého vzorku a f faktor 0,1M roztoku
NaOH.

X = 47,525% (V1- Vo )* f

Obsah disifi¢itanu byl poprvé sledovan po sterilizaci vzorkli a tyto hodnoty jsou
uvedeny v tabulkach jako vstupni data (Cas 0). Po sterilizaci dochazi k tbytku

puvodniho mnozstvi disifi¢itantt 200mg/1.

4.3.3. Stanoveni absorbance roztokt pfi 420 nm

Po pievedeni 100ml vzorku do tfihrdlé varné baniky byla pomoci spektrofotometru
zmétena u zbyvajictho mnozstvi roztoku absorbance pti vinové délce 420nm a tloustce

mérné vrstvy 1cm. Slepym vzorkem byla Aqua pro inj. R (Infusia).

4.3.4. Stanoveni disiricitanu

Ze spotieby odmeérného roztoku NaOH (V1 — V>) jsem vypocital obsah disificitanu (%)

podle nasledného vzorce:
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obsah disificitanu [% ] _ koncentrace- faktor -ekvivalent- spotieba

navazka
koncentrace............... titracniho ¢inidla (NaOH)
faktor..................... faktor titracniho ¢inidla
ekvivalent................. ekvivalent disifi¢itanu sodného (47,5)
spotieba................... spotieba titra¢niho ¢inidla (NaOH)
navazka.................... navazka stanovovaného vzorku
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5. Vysledky a diskuse

Cilem piedkladané prace bylo stanovit pfi¢inu barevné zmény infuznich vodnych
roztokd smési aminokyselin a dipeptidt, ktera se projevuje zloutnutim téchto roztoki
pii jejich skladovani. Vzhledem Kktomu, ze infuzni roztok je smési 16 az 21
aminokyselin a dipeptidii a pomocnych latek, kterymi jsou disifi¢itan sodny, disodna stl
kyseliny ethylendiamintetraoctové (Chelaton 3), neni jednoduché urcit pfic¢inu téchto
zmén. Z uvedeného je zifejmé, ze se jednd o komplexni smési, jejichz komponenty
mohou na sebe navzajem pusobit a transformovat se. Faktory ovliviiujici tento rozklad

infuznich roztokll je mozné rozdélit do dvou skupin.

. Exogenni faktory

vliv svételného zareni
vliv kysliku nad roztokem
vliv teploty

° Endogenni faktory

reaktivita slozek smési a jejich transformace (COOH, NH,, OH, SH)

vliv pomocnych latek

1) Vliv svételného zaieni

Stupen rozkladu je pfimo umérny nértstu absorbance pii vinové délce 420 nm, kdy pfi
absorbanci 0,0133 (opticka draha = 1 cm) je jiz rozklad pozorovatelny pouhym okem.
Spektrofotometricka studie ziskana skladovanim roztokt za standardnich podminek ve
stabilitni komofe a skladovanim za pfistupu slune¢niho zafeni neposkytla zasadni rozdil

V narustu absorbance.

2) Vliv kysliku nad roztokem
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Kyslik pfitomny nad hladinou infuzniho roztoku v lahvi vyznamné ovliviiuje svym
oxidaénim chovanim stabilitu a slozeni tohoto roztoku. Proto byly provedeny
experimenty, kdy byl zkouman jeho vliv na pomocné latky a vlastni aminokyselinové
species. V grafu ¢. 1 jsou uvedena data, tykajici se vlivu kysliku na samotny komerc¢ni

Neonutrin 5%, Neonutrin 10%, Nutramin N8%.
Vsechny uvedené komercni preparaty obsahuji jako stabilizacni pfisadu disifiCitan
sodny. Z naméfenych dat je patrné, ze pii hermetickém uzavieni lahve s roztokem

dochazi k ubytku kysliku nad jeho hladinou. Uvedeny fakt dokumentuje graf ¢. 1.
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Pokles koncentrace kysliku nad hladinou roztoki Neonutrinu 5%, Neonutrinu
10%, Nutraminu N8.

Slozeni roztokd Neonutrinu 5%, Neonutrinu 10% je stejné, 1isi se pouze koncentraci
rozpustenych slozek roztoku. Koncentrace stabiliza¢ni slozky disifi¢itanu sodného je ve
vSech ptipadech stejna. Z uvedeného je patrné, ze rychlejsi ubytek kysliku v ptipadé

Neonutrinu 10% bude zfejmé zplsoben vyssi koncentraci rozpusténych aminokyselin,
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které diky své vyssi koncentraci interaguji s kyslikem rychleji. S ubytkem kysliku je
uzce spjata i dal$i méfena veliina pokles tlaku nad roztokem. Mé&feni hodnot poklesu
tlaku potvrzuje, Ze naméfena data uvedend v grafu ¢. 2 koresponduji s hodnotami
odpovidajicimi poklesu koncentrace volného kysliku (graf ¢. 1). Pro lepsi nazornost

situace poklesu koncentrace kysliku a snizeni tlaku nad roztokem pro Neonutrin 5%
a 10% je uveden graf ¢. 3.
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Pokles tlaku vzduchu nad hladinou roztoki Neonutrinu 5%, Neonutrinu 10%,
Nutraminu N8%o.
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Pozn. PferuSovana ¢ara zobrazuje tlak nad roztokem, plna ¢ara obsah kysliku.

Graf ¢é. 3.
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Srovnani poklesu tlaku vzduchu nad hladinou a obsahu kysliku u roztoku

Neonutrinu 5% a Neonutrinu 10%o.
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Z tohoto divodu bylo zajimavé zjistit, jaky vliv ma na konverzi kysliku nad roztokem

aminokyselin pfidany stabilizator (disifi¢itan sodny). Situaci dokumentuje graf €. 4.
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Vliv disifi¢itanu na pokles obsahu kysliku nad roztokem Neonutrinu 5%.

Ubytek koncentrace kysliku je v obou experimentech totozny a konverguje ke stejné
hodnoté 0,4 - 0,7 obj. %. Zuvedenych dat a z grafu ¢. 4 jasné plyne, Ze pisobeni
pouzitého stabilizatoru roztoku nemd vyznamny vliv na sniZzeni koncentrace kysliku.
Toto zjisténi vede k zdvéru, Ze zména koncentrace kysliku, resp. jeho ubytku, je

vyvolana pravdépodobné interakci (pfimou oxidaci) volnych aminokyselin s kyslikem.

Pro dalSi zkoumani byl proveden screening pusobeni kysliku na vodné roztoky

jednotlivych aminokyselin. Vysledky dokumentuje tabulka ¢. 10.
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Porovnanim hodnot bylo zjisténo, ze absorbance vodného roztoku tryptofanu dosahuje

az stonasobné vyssich hodnot nez ostatni roztoky aminokyselin.

3) Vliv teploty

Pti pfipravé roztoki aminokyselin bylo pouzito dvou metod navzijem se liSicich
Vv teplot¢ konecné upravy téchto roztokd. Roztoky byly pfipravovany ve vsSech
ptipadech pod inertni atmosférou dusiku. Spektrofotometrickou analyzou bylo zjisténo,
7e roztoky piipravené bez zavéreéné sterilizace pii 120 °C vykazovaly mensi hodnotu
absorbance pii 420 nm. Naproti tomu roztoky, u nichz bylo pouzito sterilizace,
vykazovaly absorbance vyssi. Rozdil mezi hodnotami absorbance byl fadové stokrat
vys§§i. Ztoho plyne, ze teplota vyrazné ovliviiuje kolorimetrickou zménu méfenych
roztoku.

Na zaklad¢ strukturni odliSnosti aminokyselin byla pro meéfeni vybrana skupina
aminokyselin, kterd by mohla byt potencidln¢ odpovédna za zmény, které v roztocich
pfi stani probihaji.

Pro tento screening byly vybrany tyto aminokyseliny: His, Trp, Cys, Met, Arg. Uvedené
vysledky v tabulce €. 10.

absorbance absorbance absorbance H 0o 75
Aminokyselina| pocatecni po 75 pr P
po 7 dnech dnech
stav dnech

Arg 0,0019 0,0035 0,001 9,86
Cys 0,0008 0,0039 0,004 4,56
Trp 0,0133 0,0179 0,0363 5,6
His 0,0016 0,0008 0,005 7,09
Met? 0,0016 0,0022 0,003 5,37

% lahev byla uzaviena pfi 35 °C

Tabulka €. 10: Absorbance roztoki His, Tyr, Trp, Cys, Met, Pro.
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Naméfené hodnoty studovaného souboru aminokyselin piekvapiveé ukazaly, ze zvySené
hodnoty absorbance vykazoval pouze tryptofan. Na zaklad¢ téchto vysledkti pro
potvrzeni, ze pouze tryptofan je odpovédny za vznik nezadoucich barevnych zmén, byl
zméfen druhy kompletni soubor méné reaktivnich aminokyselin. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce ¢. 11.

' . absgfbavnc’e absorbance H 0o 28
Aminokyselina | pocatecni po 28 pd P
stav dnech nech
Lys 0,0009 0,0016 5,6
Phe 0,0005 0,0011 5,23
Tre 0,0012 0,0026 53
Ala 0,0007 0,0018 5,6
Gly 0,0005 0,0008 5,64
Pro 0,0009 0,0013 5,55
Tyr 0,0012 0,0016 6
Ser 0,0008 0,0012 5,6

Tabulka €. 11: Absorbance méné reaktivnich aminokyselin.

Hodnoty absorbance u meétfeného souboru aminokyselin zdaleka nedosahuji hodnot
naméfenych pro tryptofan. Je tedy mozné se domnivat, Ze barevné zmény jsou
zpusobeny pravdépodobné rozkladem aminokyseliny tryptofanu. Z tohoto diivodu byla
pozornost zaméfena praveé na tryptofan. Zajimavym vysledkem dalSiho zkoumani bylo
méfeni ubytku kysliku nad roztokem tryptofanu. V tabulce ¢. 12 jsou uvedeny hodnoty i

pro dal$i volné aminokyseliny ze skupiny vice reaktivnich.
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1) Reaktivita sloZek smési a jejich transformace (-COOH, -NH,, -OH, -SH)

Z nasledujicich dat vyplyva, ze jednotlivé slozky roztoka vzajemné interaguji.

Absorbance

0,10
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0,06

0,04

—m— Neonutrin 5% (Na_S,0,)
—@— Neonutrin 5%

! I ' | ! I
50 100 150 200
Cas [dny]

Graf¢. 5

Vliv disiFi¢itanu na absorbanci Neonutrinu 5%.

Ackoliv pritomnost disifi¢itanu jako stabilizatoru neméla vliv na sniZeni koncentrace

kysliku nad roztokem, ukazalo se, Ze v pfipad€ méfeni absorbance, kdy nebyl disifi¢itan

Vv roztoku pfitomen byly hodnoty absorbance ~ 2,6 krat vyssi. Z uvedeného vysledku

plyne, Ze piitomnost disifi¢itanu jako stabilizdtoru je nutnd pro sniZeni vzniku

nezadouciho

rozkladu

roztoku aminokyselin v Neonutrinu 5%

koncentrovanéjsich preparati Neonutrinu 10% a Nutraminu N8%.

2) Vliv pomocnych latek

a ziejmé

i
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Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé slozky aminokyselinové smési se navzajem od sebe

strukturné 1isi, bylo také nutné zjistit, jak se jednotlivé volné aminokysliny chovaji ve

vodném roztoku. Byly pfipraveny roztoky volnych aminokyselin v koncentraci, ktera

odpovida koncentraci ve smési Neonutrinu 5% pod inertni atmosférou dusiku. Lahve s

roztoky byly sterilizovany pii 120 °C po dobu 6 minut.

tlak nad obsah kysliku v
Aminokyselina | roztokem? prostoru nad

[kPa] roztokem® [%]
Arg 95 18,4
Cys 95 17,8
Trp 92 17,6
His 96 18,2
Met” 88 17,1
Lys 97 19,4
Phe 98 19,3
Tre 95 19,4
Ala 97 19,1
Gly 96 19,3
Pro 98 19,4
Tyr 85 17,1
Ser 97 19,4

“4 dny od pocatku méfeni

® lahev byla uzaviena pfi 35 °C

Tabulka & 12: Ubytek kysliku nad roztokem volnych aminokyselin.
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Jednoznacné z tabulky (grafu) plyne, Ze obsah kysliku nad roztokem tryptofanu je ze
dosahuje ~ 20 % obsahu kysliku nad roztokem ostatnich méfenych aminokyselin.
Nameéiend hodnota obsahu kysliku nad sterilizovanym roztokem volného tryptofanu po
sedmi dnech stani koreluje s hodnotou obsahu kysliku nad Neonutrinem 5 % po 15
dnech stani. I kdyZ mnozstvi rozpusténého tryptofanu v obou roztocich je stejné, pokles
obsahu kysliku u Neonutrinu 5 % je pozvolnéj$i. Proto bylo nutné provést méteni
samotného roztoku tryptofanu a roztoku tryptofanu s piidavkem stabilizatoru

disifi¢itanu. Vysledky téchto méteni jsou uvedeny v grafu ¢. 6.
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Zavislost sterilizace a pritomnosti disiFi¢itanu na roztok tryptofanu.
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Z grafu €. 6 je mozné odecist hodnoty absolutniho rozdilu absorbanci na za¢atku a konci

m¢éfeni, které jsou v tabulce ¢. 13.

Experiment Roztok tryptofanu A Absorbance®
¢. Na,S,05 sterilizace pfi 420 nm
1 + - 0,0111
2 + + 0,0064
3 - + 0,0115
4 - - 0,0106

* A Absorbance odectené béhem 75 dnu

Tabulka ¢. 13:
Hodnoty absolutniho rozdilu absorbanci po 75 dnech mérenych

za ruznych podminek.

V piipadé experimentu ¢. 2, kdy byl roztok tryptofanu piipraven za pouziti sterilizace a
stabilizatoru disifi¢itanu, dosahla hodnota absorbance pfiblizné polovi¢ni hodnoty nez
hodnoty absorbanci Vv ostatnich experimentech (1, 3, 4). V jejich piipadé bylo pouZito
pouze jednoho stabilizacniho faktoru (disifi¢itanu nebo sterilizace). U experimentu ¢. 4
nebylo pouzito zddného stabiliza¢niho faktoru. Na zakladé téchto vysledkd je mozné
tvrdit, ze vzajemné pusobeni disifi¢itanu a sterilizace ma synergicky efekt na stabilitu
roztoku tryptofanu, ktery je vyraznéjsi nez kazdy ze stabiliza¢nich faktord pusobicich

samostatne.

Vzhledem k tomu, ze byl tryptofan identifikovan jako nejméné stabilni komponenta
aminokyselinovych vodnych roztokt, byla také zkoumana pomoci chromatografickych
metod mira jeho rozkladu. K tomuto ucelu byl pfipraven roztok tryptofanu, ktery byl
vystaven pusobeni vzdusného kysliku. Prvni metoda, tenkovrstva chromatografie, se
ukazala byt nevhodna z divodu nizké citlivosti pro ziskani relevantnich dat, kterymi by

bylo mozné prozkoumat rozkladné procesy probihajici na tryptofanu.
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Naproti tomu HPLC analyza na reverzni fazi jasné odhalila rozkladné produkty. Na
chromatogramu uvedeném na obrazku ¢. 1 je mozné pozorovat minimalné 8 riznych
rozkladnych produktl sretenénimi casy mezi 5-26 minutami, které vznikly
pravdépodobné oxidaci Cistého tryptofanu ve vodném roztoku. Vzhledem k tomu, ze
retencni Casy téchto necistot jsou nizsi nez retencni ¢as samotného tryptofanu, je mozné
se domnivat, Ze se jedna o molekuly polarngjsi. Situaci dokumentuje obrazek ¢. 2, kde
jsou prolozeny chromatogramy ¢istého tryptofanu a rozlozeného tryptofanu. HPLC
ziskana data koresponduji i s literarné uvedenym sdélenim, které se tyka nestability

tryptofanu®.
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Obr. ¢. 1 HPLC chromatogram oxidovaného tryptofanu. R; tryptofanu = 38 min,
A=254 nm.
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Obr. ¢. 2 ProloZzeni HPLC chromatogramu ¢istého a rozloZeného tryptofanu v
¢ase 0 — 35 min, A=254 nm.

Pro piesné€jsi charakteristiku by bylo vhodné;si pouzit metodu, kterd by umoznila urcit

chemickou strukturu vzniklych necistot (strukturni parametry, chemické sloZeni).
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Vhodnymi metodami jsou HPLC — MS nebo HPLC — HRMS. Bohuzel nebyly tyto

pristroje K dispozici a tak tato méfeni nemohla byt provedena.

Srovnavaci "H NMR experimenty uvedené na obrazku &. 3 potvrzuji vysledky HPLC
analyzy. Starnuti roztoku tryptofanu se v *H NMR spektru projevuje piitomnosti dalsich
vodikovych signalt. Z jejich chemického posunu je mozné se domnivat, ze dochazi pii
degradaci tryptofanového skeletu kuréitym chemickym zméndm. Dochazi
pravdépodobné k strukturnim zménam v ¢asti indolového skeletu tryptofanu 6 = 6,7 -
7,0 ppm (tyka se atomu 4 a 5). Nové signaly vodikovych jader se objevuji v oblasti 6 =
1,9 - 2,8 ppm, kterd je charakteristickd pro alifatické vodikové atomy. V oblasti a-
chirdlniho vodiku alifatického fetézce tryptofanu se objevuji nové zborcené multiplety 6

=3,4-3,9 ppm.

étryptophanc.esp D.O
0.13 §

012 3

0.11 3 F

0.10 6 -

o o

o Q

o ©
wiloply

o
o
<

o
o
>

Normalized Intensity

i

0.99 3.06 101 232
0 T LI 1

85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15
Chemical Shift (ppm)

Obr. & 3 'H NMR spektrum ¢&istého tryptofanu (300,1 Hz, D,O).
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Obr. & 4 Srovnavaci 'H NMR spektrum rozloZeného tryptofanu (300,1 Hz, D,0).
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6. Zaver

Predkladana prace si kladla za cil urcit pficinu nestability komercné vyrabénych roztokt
aminokyselin pro parenteralni, ktera se projevuje vznikem nezadouciho zbarveni pii

skladovéni vyrobku.

Pro nalezeni faktoru, které ovliviiuji stabilitu roztokt aminokyselin, byly zkoumany jak
vlivy exogenni (svételné zafeni, vliv kysliku nad roztokem, vliv teploty) tak vlivy

endogenni (reaktivita slozek smési a jejich transformace, vliv pomocnych latek).

Z experimentalnich dat vyplynulo, Ze nelze jednoznaéné urcit pfi¢inu nestability.

Faktory se navzajem kombinuji.

Pouzité analytické instrumentalni a separacni techniky HPLC, NMR, SPF jednozna¢né
urcily majoritni podil tryptofanu na nestabilité roztoku aminokyselin.Naptiklad HPLC

analyza na reverzni fazi zcela jednoznacné odhalila minimélné 8 rozkladnych produktu.

Také srovnavaci 'H a NMR experimenty ukézaly, Ze dochdzi pravddpodobné ke

strukturnim zménam idolového skeletu tryptofanu.

Spektrofotometricka studie neposkytla vysledky, které by vedly k zjisténi zasadniho
vlivu svételného zareni na skladované roztoky aminokyselin. Naméfené hodnoty
ukazaly, ze ubytek kysliku nad roztokem je v exponencidlnim vztahu ke koncentraci
aminokyselin v roztoku a v ptimé uméfe s poklesem tlaku nad roztokem. Vyznamnym
exogennim faktorem je teplota (sterilizace). Z vysledkl plyne, Ze nejvétsi zmény
vykazuje aminokyselina tryptofan, ktera se projevuje jiz makroskopicky
pozorovatelnym zlutym zabarvenim roztoku. Je tedy divodné se domnivat, ze barevné
zmény ve vodnych roztocich smési aminokyselin, jsou zpisobené rozkladem

aminokyseliny tryptofanu.

Pouzity stabilizator disifi¢itan sodny nemd vyznamny vliv na sniZeni koncentrace
kysliku v roztoku jak by se dalo ptredpokladat. Na zakladé tohoto zjiSténi je Ubytek
kysliku vyvolavan interakci volnych aminokyselin s kyslikem. Pfesto, Ze pfitomnost

stabilizatoru neméla vliv na sniZeni koncentrace kysliku nad roztokem, ukdzalo se, Ze
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jeho pfitomnost ma vyrazny vliv na hodnoty absorbance. Z téchto méfeni plyne, Ze
pritomnost disifiCitanu je nutnd pro sniZzeni nezadouciho rozkladu roztoku aminokyselin

v Neonutrinu 5%, Neonutrinu 10% a Nutraminu N8%.

Obsah kysliku nad roztokem samotného tryptofanu byl ze skupiny méfenych
aminokyselin jeden z nejnizsich. Vysledky méfeni vedou k zavéru, ze vzajemné
pusobeni disifi¢itanu a sterilizace ma synergicky efekt na stabilitu roztoku tryptofanu.
Vlastni sterilizace vede ve zvySené mife k rozkladu tryptofanu. Z tohoto divodu by
bylo vhodné provadét zavéreCnou sterilizaci jinym vhodnym zpiisobem nez je parni

sterilizace.
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8. Seznam priloh

8.1. Stanoveni obsahu disiri¢itanu sodného — validace
analytické metody

8.2. Specifikace hotového vyrobku NEONUTRIN® 5%,
NEONUTRIN® 10%, NEONUTRIN® 15%.
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