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1 Uvod a cil prace



1.1 Uvod a cil prace
K dosazeni zakladnich cilt farmacie, tj. zajisténi kvality, Gi€innosti a bezpecnosti

1é¢iva nebo léCivého piipravku, ndm slouzi mnoho analytickych metod, které se 1isi
svym principem, naro¢nosti provedeni, citlivosti a selektivitou.

Vétsina 1éCivych piipravkl je sloZzena z mnoha riznych chemickych substanci,
aproto jsou vyhodné zejména ty metody, které umoznuji separaci jednotlivych
slozek 1éc¢ivého pripravku a jejich naslednou identifikaci a kvantifikaci. Takovou
metodou je praveé vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC), ktera je diky svoji vysoké variabilité, selektivité
a citlivosti velmi c¢asto vyuzivanou analytickou metodou pro analyzu chemickych
individui.

Cilem této prace bylo vyvinout izolaéni postup diklofenaku z ptipravku

VERAL" ¢&ipky firmy Herbacos Bofarma a nasledng provést i validaci této metody.



2 Teoreticka ¢ast



2.1 Diklofenak sodny (Diclofenacum natricum)

2.1.1 Farmakologicka charakteristika

Diklofenak je nesteroidni antirevmatikum (NSAID) [1]. Nesteroidni
antirevmatika jsou skupina latek, které maji antiflogisticky, analgeticky, antipyreticky
a nékteré i antiagregacni plisobeni. Na rozdil od analgetik opiatového typu nejsou
nesteroidni antirevmatika (NSAID) navykova. Diklofenak byl zaveden do praxe
v sedmdesatych letech [2].

Diklofenak je nejuzivanéjsi latku této skupiny se stiedné¢ silnym

Diklofenak a ostatni NSAID inhibuji cyklooxygenazu, enzym zodpovédny za
syntézu prostaglandind, jez jsou vytvafeny v ohnisku zanétu a jsou zdrojem lokalnich
projevi zanctu jako je hyperémie, otok, zvySend teplota, bolestivost apod. Mimo to
vSak plni prostaglandiny celou fadu fyziologickych funkci (napt. ochrana zaludec¢ni
sliznice, regulace mikrocirkulace v ledvinach, regulace funkce desti¢ek atd.). Deplece

téchto tzv. konstitu¢nich prostaglandini pak vede k neZadoucim projeviim [éCby
NSAID [2].

Obr. 1: Mechanismus vzniku zanétu
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Enzym cyklooxygenaza ma dvé izoformy: tzv. konstitu¢ni cyklooxygenazu I

(COX I —vyskytuje se v tele fyziologicky) a indukovatelnou cyklooxygenazu IT (COX



Il — je exprimovana zejména za nékterych patologickych stavl, napf. v misté zanétu).
Podle afinity k cyklooxygenazam délime NSAID do tii skupin na neselektivni,
preferencni a selektivni inhibitory COX II. Do skupiny neselektivnich NSAID se
Vv soucasné dobé¢ fadi v§echna tradi¢ni NSAID, tedy i [2] diklofenak.

Obr. 2: Mechanismus uéinku NSAID
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Diklofenak se hromadi v synovialni tekutin€.[3] Diklofenak se pouziva
u akutnich 1 chronickych zanétlivych nebo degenerativnich onemocnéni kloubil
a patefe (napf. u revmatoidni artritidy nebo osteoartrézy). Zmiriiuje projevy
mimokloubniho revmatismu, poopera¢nich a potrazovych zanéta [1]. Terapeuticky je
vhodny i pfi akutnich svalovych bolestech a lze jej pouzit rovnéz jako bézné

analgetikum [3].

-----

vvvvv

kontraindikovano.[1]

Vyrabi se jak v retardovanych formach, tak v 1ékovych formach s rychlym
nastupem G¢inku.[3] Obvykla peroralni davka pro dospélé je 25-50 mg 1-3 krat denné.
Obvykla davka pro déti ve véku 1-6 let je 0,5-3 mg/kg/den podana ve 2-3 dil¢ich
davkach. Obvykla davka pro déti star$i 6 let je 2 mg/kg/den podand ve 2 dilCich
davkach. Cipky se podavaji dospélym i mladistvym star§im 15 let v davce 50 mg
jedenkrat denné. Ve formé Cipkti ma rychlejsi nastup Gcinku [1]. Diklofenak lze
podavat i pomoci topickych léCivych piipravki (masti, gely), kde se vyuziva jeho

analgetického a antiflogistického ucinku [4][5].
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2.1.2 Fyzikalné-chemicka charakteristika

Diklofenak patii mezi derivaty kyseliny octové [3].
Je to natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}acetat.Poc¢itano na vysusenou
latku, obsahuje 99,0 % az 101,0 % slouceniny C14H10CI,NNaO, (viz Obr.3).

Obr. 3: Vzorec diklofenaku sodného
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Je to bily nebo slabé nazloutly krystalicky slabé hygroskopicky prasek. Je mirné
rozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v methanolu, dobie rozpustny v lihu 96% a tézce

rozpustny v acetonu [6].
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Obr. 4: Lékopisné nelistoty diklofenaku sodného

Nedistoty
[-(2.6-dichlorfenyl)-1.3-dihydro-2/{-indol-2-on,
R
O:NH
ClURz
B. R' = CHO, R* = Cl: 2- -|[(2.6-dichlorfenyl)amino |benzaldehyd,

C. R' = CH,OH., R* = Cl: {2-[(2.6-dichlorfenyl)amino]fenyl} methanol,
R' = CH,-COOH, R” = Br: kyselina 2-{2-[(2-brom-6-chlorfenyl)amino|fenyl} octova,

E. 1.3-dihydro-2H-indol-2-on.

2.2 Cipky (Suppositoria)

Cipky jsou tuhé, tvarové specifické jednodavkové léky, které jsou tvarem
(vélcovity, torpédovity), hmotnosti (1-3g) a konzistenci piizptisobivé rektalnimu
podani. Obsahuji jedno nebo vice 1é€iv, které jsou v ¢ipkovém zékladu dispergované.
Cipkovy zaklad taje pfi télesné teploté nebo je rozpustny.

Jako ¢&ipkové zéklady se pouzivaji lipofilni i hydrofilni léky v primyslové
vyrob¢ hlavné triglyceridy.

Dale se v ¢ipcich mizeme setkat s latkami zvySujicimi teplotu tani, zvySujicimi
viskozitu, tenzidy, barvivy, konzerva¢nimi a stabiliza¢nimi latkami.

V hromadné vyrobé se Cipky formuji odlévanim do forem nebo odlévanim

do tvarované folie, ktera slouzi soucasné jako vnitini obal [7].
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2.3 Chromatografické metody

2.3.1 Obecné principy chromatografie

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, slouzici
k oddéleni analyzovanych slozek ze smési a zaroven jejich kvalitativni i kvantitativni
analyze. Jejich prednosti vyniknou pfedevSim pfi analyzach smési latek, kdy ostatni
analytické metody, jako napt. spektrofotometrické, nelze principialné pouzit. Jelikoz
veskeré technické produkty a velkd vétSina ptirodnich latek jsou slozité smési, maji
chromatografické metody analyzy prvotrady vyznam [8].

Chromatografie je separacni proces, pfi némz se vyuzivda mnohokrat opakované
ustanoveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi, jednou pohyblivou (tzv.
mobilni f4zi; plyn nebo kapalina) a druhou nepohyblivou (tzv. stacionarni fazi; tuha
latka nebo kapalina) [9][10]. Pii styku stacionarni a mobilni faze s délenymi latkami
dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou zakladnim piedpokladem pro jejich
uspésnou separaci. Interakce délenych latek se stacionarni a mobilni fazi mé rozdilnou
kvantitu, tj. velikost vzajemné pusobicich sil, i kvalitu, tj. povahu interakci [11].
Latky, které interaguji siln¢ji se stacionarni fazi se pohybuji pomaleji nez ty, které
interaguji slabéji [9].

Chromatografické metody mizeme délit:

1. Dle povahy separa¢niho déje
- adsorp¢ni
- rozdélovaci
- iontovyménna
- na molekulovych sitech
2. Dle pouzité techniky
- sloupcova
- papirova
- na tenké vrstve
3. Dle skupenstvi mobilni faze
- kapalinova
- plynova
4. Dle zpiisobu vyvijeni

- eluéni
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- vytésiiovaci
- frontalni [8][9][10][11]

V dnesni dobé¢ je nejdiilezitéjsi separacni a analytickou metodou vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography — HPLC).
V analyze tékavych latek ma velky vyznam plynovd chromatografie (Gass
Chromatography — GC). V toxikologickém screeningu a pfi stanoveni necistot ma
velkou roli kapalinova chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography —
TLC) [12][13].

2.3.2 Vysokotucinna kapalinovd chromatografie (HPLC)

Vysokou¢innd  kapalinovd chromatografie (High performance liquid
chromatography — HPLC) je vsoucasné dobé jedna =z nejprogresivnéjSich
analytickych metodik, ktera nachézi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy
1é¢iv.[14] Diky své univerzalnosti a Siroké moznosti aplikace, je HPLC nejvice
uzivanou separa¢ni metodou [15].

Hlavni piednosti HPLC

Svou podstatou se jednd o separacni metodu, ktera umoznuje kvalitativni i
kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. Pfednostmi HPLC jsou rychlost
analyzy, citlivost stanoveni, to Ze pro analyzu postacuje minimalni mnozstvi vzorku a
také moznost automatizace (po vhodném nastaveni parametrii l1ze provadét desitky

analyz bez obsluhy) [14].

Dle relativni polarity staciondrni a mobilni faze jsou rozliSovany dva typy

provadéni HPLC a to chromatografie na normalnich fazich a na reverznich fazich.

1.  chromatografie na normalnich fazich — stacionarni faze je siln¢ polarni
(napt. silikagel) a mobilni faze je nepolarni (n-hexan, tetrahydrofuran).

2.  chromatografie na reverznich fazich — stacionarni faze je nepolarni
(hydrofobni), kdezto mobilni faze je polarni kapalina, jako napf. smés
vody, methanolu nebo acetonitrilu.

Polarita mobilni faze ma vyznamnou ulohu v HPLC. Jsou dva typy eluce —

izokratickd a gradientova. V prvnim piipad€ je sloZzeni mobilni faze konstantni a je
uzivano v prib¢hu celé¢ analyzy. Ve druhém ptipad¢ se slozeni mobilni fize méni

plynule nebo skokem v prabéhu analyzy (viz Obr.5) [17].
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Obr. 5: Chromatogramy z analyzy ¢tyi slouc¢enin: (A) je isokraticka eluce, (B) je gradientova

eluce [17]
|
E
j . |
—~ -

A
S S J —-
1] 4 g8 12

Ptedpokladem uspésné HPLC analyzy je optimalizace chromatografickych
podminek tak, aby jednotlivé separované slozky smési poskytovaly ostré a symetrické
chromatografické piky, rozdélené pokud mozno az na zakladni linii.

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni (elu¢ni) Cas tr, cozZ je
¢as od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. Nejcast&jSim
dilkazem totoZnosti je shoda retencnich casii chromatografického piku Iéciva
VvV analyzovaném vzorku sretenénim casem piku standardu. Kvantitativni

charakteristikou v HPLC je plocha (event. vyska) chromatografického piku [14].
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2.3.2.1 Kapalinovy chromatograf

Sestava kapalinového chromatografu je bud’ stavebnicového typu (jednotlivé
soucasti jsou oddéleny, daji se prestavovat, piipadné¢ spojovat s pridatnymi
zafizenimi) nebo kompaktni konstrukce (usporadani jednotlivych komponent je fixni).
Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které zabezpecuji priichod mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci latek, jejich detekci a vyhodnoceni vysledkt analyzy [12].

Zakladni soucasti sestavy jsou znazornény na schématu (viz Obr.6).

Obr. 6: Schéma kapalinového chromatografu
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Jsou to: zésobniky mobilni faze (1,2), vysokotlaké Cerpadlo (3), sméSovac (4),
manometr (5), ptedkolona (6), ddvkovaci zatizeni (7), kolona (8), detektor (9), sbérac¢
frakci (10), pocita¢ (11). Pfitomen muze byt jesté odplynovac mobilni faze (degasser),

ptipadné vice za sebou spojenych detektord [8].

Kolony

HPLC kolony mizeme rozdé¢lit na analytické, preparativni a mikrokolony.[16]
HPLC chromatografické kolony pro analytické ucely jsou nejcastéji dlouhé 10 —
25 cm o vnitinim priméru 3 — 5 mm, jsou zpravidla zhotoveny z nerezové oceli nebo
skla. Kolony jsou naplnény vhodnymi sorbenty. V HPLC se nejcastéji pouzivaji tzv.
chemicky vazané staciondrni faze. Na hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych

zrnek jsou vhodnou chemickou reakci navazany rizné radikdly. Nejcastéji se jedna

16



0 uhlovodikové fetézce obsahujici zpravidla 18 (ptipadné 8) uhlikovych atomu. Jde
0 nepolarni chemicky vazané faze (tzv. reverzni faze). Radikal obsahuje tiiuhlikaty
fetézec zakonceny skupinami —NHj, -CN aj. Jde o stfedn¢ polarni faze.

Jako HPLC sorbenty se rovnéz pouzivaji silikagel a oxid hlinity (polarni
sorbenty), i kdyz daleko méné nez chemicky vadzané stacionarni faze. Pro potieby
iontové vyménné chromatografie se jako sorbenty pouzivaji vhodné ionexy.

V soucasné dobé jsou jiz bézn¢ dostupné ruzné typy chiralnich stacionarnich fazi [14].

Detektory

Funkci HPLC detektoru je monitorovani mobilni faze vychazejici z kolony.
Vystup detektoru je signél, ktery je umérny koncentraci latky pfitomné v eluatu.
K detekei separovanych latek se zpravidla vyuziva jejich obecnych nebo specifickych
vlastnosti, jimiz se tyto latky 1iSi od mobilni faze. Citlivost detektoru je limitaci

citlivosti analytické metody.
PoZzadavky na pouzivané detektory jsou:

- univerzalni nebo selektivni odpoveéd

- citlivost

- linearita (odpovéd’ detektoru je pfimo imérna koncentraci latky)

- co nejmensi ovlivnéni detektoru vnéjsimi podminkami (teplota,
sloZzeni mobilni faze)

- nedestruktivnost

- spolehlivost, jednoduchost manipulace, pfiméfena cena

- minimalni mrtvy objem

1. refraktometricky detektor (viz Obr.7 — 8)— méfi rozdilny index lomu mezi
¢istou mobilni fazi a eludtem vytékajicim z kolony, obsahujicim analyzovanou
latku [14]. Cim vétsi rozdil indexu lomu mezi vzorkem a &istou mobilni fazi,
tim veétsi odezva. Jakékoli zména slozeni mobilni faze vyzaduje znovu
nastaveni detektoru [18]. Jsou to univerzalni detektory s citlivosti 10° g/ml.

Nedaji se pouzit pii gradientové eluci [14][18].
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Obr. 7: Vychylkovy detektor[17]
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Obr. 8: Odrazovy detektor

cattered light

2. spektrofotometrické detektory — proméiuji absorbované elektromagnetické
zareni urcité vinové délky slozkami eluatu protékajicim celou detektoru [14].
Nejvice uzivané jsou detektory pracujici v rozmezi 200 — 600 nm (UV-VIS).

a) detektor s fixni vinovou délkou — méfi pti jedné vinové délce. Obvykle
254 nm.

b) Detektor s proménnou vinovou délkou — je mozné nastavit vinovou
délku dle potieby [18].

c) Scanning UV detektor — snimajici béhem nékolika sekund absorpéni
spektrum v maximu piku hodnoceného 1é¢iva [14].

d) Diode-array detektor (DAD) (viz Obr.9) — méfi celé spektrum
vinovych délek[18], trojrozmérna projekce [17][14][17].

Citlivost 10° — 10™%° g/ml.
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Obr. 9: Diode-array detektor [17]
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3. fluorimetricky detektor (viz Obr.10) — jsou to jedny z nejcitlivéjSich detektori
ve spektru soucasnych HPLC detektord [17]. Jsou vhodné v ptipadech, kdy
analyzované 1¢é¢ivo (rozkladny produkt nebo metabolit) vykazuje fluorescenci
[14]. Jsou schopné detekovat i jen jedinou molekulu v pratokové cele [17],

citlivost maji 10”° — 10™ g/ml.[14] Jsou to selektivni detektory [17].

Obr. 10: Fluorimietricky detektor
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4. radiochemicky detektor — vyZzaduje uzivani radiochemicky znacené¢ho

materidlu, predevS§im tritiem (3H) nebo uhlikem *C. Nejvice se uziva
v metabolickém vyzkumu. Detekéni limit je 10° - 10" g/ml [18].

5. elektrochemické detektory (viz Obr.11) — proméfuji elektrochemickou
veli¢inu, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci analyzovaného 1é¢iva [14].

Stanovuji se jimi slouceniny podléhajici oxidaci nebo redukci. Velice dilezita
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je Cistota mobilni faze, protoze piitomnost kysliku ¢i kontaminace kovy
zpusobuji vyrazné Sumy pii detekci. Jednd se o selektivni detektor, detekéni
limit je 10-10" g/ml [17][18]. Radi se sem voltametricky,

amperometricky a polarograficky detektor.

Obr. 11: Elektrochemicky detektor
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6. hmotnostné spektrometricky (MS) — molekula vzorku je ionizovana [18].
Nabité castice jsou v magnetickém poli separovany podle hmotnosti a naboje a
zaznamenava se hmotnostni spektrum [14].

Je n¢kolik moznosti ionizace:
a) narazy elektroni — elektron nebo proud elektroni utvofeny pod
vysokym napétim se vyuziva k ionizaci vzorku vystupujiciho z kolony
b) chemicka ionizace — méné agresivni metoda uzivajici ionizovany plyn.
c) ostfelovani rychlymi atomy — vyuzivaji se atomy xenonu hnané
vysokou rychlosti
Detekéni limit je 10° — 10™° g/ml [18].

7. NMR (nukleirni magneticka rezonance) — vyuziva principu pusobeni
magnetického pole na jadra atomil. Pfedev§im se jednd o jadra atoml vodiku
'H a jadra atomt uhliku **C [18].

8. light scattering detektor (viz Obr.12) — pracuje na principu nefelometrie anebo
turbidimetrie. M&fi se zateni rozptylené ¢asticemi vzorku. Je nutna nebulizace
eludtu z kolony do aerosolu, nasledované odpatenim rozpoustédla k vytvoreni
malych casteCek zkoumané latky. Tyto jsou detekovany v cele detektoru
[17][18].
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Obr. 12: Light-scattering detktor
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9. infracerveny detektor - zaznamenavad se transmitance a detekéni limit je
10 g/ml [14].
Nejpouzivangj$i detektory pracuji na principu fotometrickém v ultrafialové
(aviditelné)  oblasti. Nasleduji  detektory  fluorimetrické, elektrometrické
a refraktometrické. Velkého vyznamu v souasnosti nabyvaji detektory hmotnostné

spektrometrické.

2.3.3 Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

UPLC je relativné novad technika dévajici nové moznosti v kapalinové
chromatografii pfedev§im s ohledem na zkraceni doby analyzy a snizeni spotieby
rozpoustédel. UPLC chromatograficky systém je vyvinut specialné, aby odolédval
vysokym zpétnym tlakiim v systému. Ve spojeni s timto systémem se uzivaji specidlni
analytické kolony UPLC Acquity UPLC BEH C18 plnéné ¢asticemi o primeéru 1,7pum
[19].

Pro vyuziti téchto sub-2 mikronovych ¢astic je vyuzivan tlak az 100,0 MPa.
Klasicka HPLC technologie nedokéaze plné vyuzit vyhod téchto sub-2 mikronovych

¢astic.
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Nové vyvinuty systétm ACQUITY UPLC poskytuje vyznamné vyssi rozliSeni,
pricemz jsou redukovany reten¢ni ¢asy a zlepSuje se citlivost pro analyzu mnoha latek
Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

UPLC je velmi vhodnou alternativou HPLC, zejména ve vysoce produktivnich
analytickych laboratofich, jako jsou napft. farmaceutické laboratofte.

Pfenos metod mezi HPLC a UPLC je velmi jednoduchy, protoze v UPLC jsou
zachovany stejné mechanismy separace a chromatografické principy jako v HPLC,

pii¢emz dojde ke zlepSeni citlivosti i rozliSeni a také k urychleni analyzy [21].

2.4 Validace analytickych metod

Validace analytickych metod je definovana jako proces urceni zptsobilosti dané
metody poskytovat pouzitelnd analyticka data. Validace se primarné zabyva
identifikaci zdroju potencionalnich chyb a jejich kvantifikaci [22].

Metodikou validaci se zabyvaji tfi vyznamné autority: ICH (International
Conference of Harmonisation) [22][23][24][25][26][27][28], USP (United States
Pharmacopoeia) [29] a Statni Gstav pro kontrolu 1é&iv (SUKL) [30], které se snazi
sjednotit terminologii a metodiku validaci. SUKL se pii validaci HPLC fidi
metodikou ICH [30]. Metodikou validaci se také zabyva Cesky lékopis 2002 [6].

V tabulce Tab.1. jsou uvedeny validaéni charakteristiky tak, jak jsou uzivany
v jednotlivych konvencich dle ICH, USP a SUKL.
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Tab. 1: Validaé¢ni parametry - porovnani [23][30]

SUKL USP XXIII ICH Parametry
+ + + Presnost (Precision)
+ + + Spravnost (Accuracy)
+ + + Limit detekce
+ + + Limit kvantifikace
+ + + Selektivita/Specifika
+ + + Linearita a rozsah
- + - Odolnost (Rugedness)
+ + + Robustnost
] ] N Zpusobilost systému

(System suitability tests)

ICH ftadi testovani zpiisobilosti systému (System suitability tests) pfimo do
metodiky validace, kdezto USP a SUKL ma tuto problematiku vy&lenénu mimo

metodiku validace, ale i pfesto je jeji nedilnou soucasti.

2.4.1 Presnost (Precision)

Ptfesnost analytické metody predstavuje tésnost souhlasu (stupent rozptylu)
v sérii meéfeni ziskanych znékolika méfeni stejného homogenniho vzorku
za piedepsanych podminek [26]. Pfesnost dle ICH a SUKL zahrnuje tfi souéasti:
opakovatelnost (repeatability), intermediarni piesnost (intermediate precision)
a reprodukovatelnost (reproducibility). Odolnost, jak je definovana v USP XXIII,
sluCuje pojmy popsané pod terminy stfedni presnost, reprodukovatelnost

a robustnost [27].

1. opakovatelnost — vyjadifuje pfesnost zméfenou za stejnych podminek (jeden
analytik, jeden pfistroj [28]) Vv kratkém cCasovém intervalu. Byva také nazyvana
intralaboratorni (intra-assay) piesnost (rtizni analytici a piistroje) [26].

2. stiedni presnost — je definovana ICH a SUKL jako dlouhodobé variabilita

vV méfeni a je vymezena srovnanim vysledkl z pribéhu metody v jedné laboratofi

béhem nékolika tydnti [28].
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3. reprodukovatelnost — vyjadiuje presnost mezi laboratofemi [26]. Cilem je

ovefit, ze metoda bude davat stejné vysledky v riznych laboratotich [28].

Piipravi se Sest roztokti analyzované latky a nastiikne se do chromatografu.
Zméii se odpovidajici plochy pikt (Aj) pro hlavni latku 1 pro pfitomné vedlejsi latky
a ziskané hodnoty se pouziji pro vypocet primérné hodnoty (A,) a smérodatné

odchylky (s) podle vzorce:

Ap=(ZTAf) S:\/{L—;ﬁ} j, =100

(n—l

Pozadavek je Sg < 1% pro hlavni latku a sg < 5% pro vedlejsi latky (ty jsou ve
vzorku v 0,1 — 1,0%-nim mnozstvi) [24][25][29][31].

2.4.2 Spravnost (Accuracy)

Spravnost analytické metody je té€snost souhlasu mezi namétenou hodnotou
a hodnotou uznanou jako smluvni pravdivou hodnotu nebo jako referencni

hodnotu [22].

Vymezeni spravnosti obvykle vyzaduje pravé referencni hodnotu, coz je znamy

obsah latky nebo obsah zjistény uznanou metodou jejiz spravnost je zarucena.

Spravnost metody se testuje pomoci standardniho pfidavku u¢inné latky, pokud
latka interferuje s matrici; jeji znama koncentrace je Cp, koncentrace stanovena

u modelového vzorku je C;. Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti R.

R (%)= 1225 R, = (ZTR") 5= \/{M}

o (n - 1)

S

Interval spolehlivosti (95%) => ¢, = —

Jn

t ...kvantil Studentova rozdéleni pro hladinu vyznamnosti 0,95 a (n-1) stupni

volnosti

24



Pozadavek je, aby ¢islo 100 bylo v intervalu R, + ¢ a st < 5% pro stanovenou
hlavni latku ve farmaceutickém ptipravku [24][25][29][31].

2.4.3 Limit detekce (LOD)

Je to koncentrace analytu, kterd vyvola vzrast signalu, jenz je vyznamné odliSny
ktera je odliSitelna od pozadi [22]. V chromatografii je to pik s vySkou alespon 2 —
3 krat vétsi nez je Sum zakladni linie [28](trojnasobek smérodatné odchylky slepého

pokusu - sum) [29].

2.4.4 Limit kvantifikace (LOQ)

Limit kvantifikace jednotlivé analytické metody je nejmensi mnozstvi analytu
ve vzorku, které mulze byt kvantitativné urceno s vhodnou piesnosti a spravnosti.
Limit kvantifikace je parametrem kvantitativnich zkousek pro mald mnozstvi latek
vV matrici vzorku a uzivd se zejména pro analyzu necistot a degradacnich

produktu [26].
Definuje se jako desetindsobek smérodatné odchylky Sumu.

Smérodatnou odchylku Sumu lze odhadnout pfi méfeni placeba ze zaznamu
Sumu v okoli reten¢niho Casu stanovované latky. Stfedem Sumu se narysuje nulova

linie a od ni se zméfi nejvétsi kladna (r") a zaporna (r’) amplituda Sumu.

_lr=r)

s, =
5

V okoli retencniho Casu analyzované latky se odeCte amplituda 100 bodi
a oznaci se jako Y. Jako x se oznaci fada ¢isel od 1 do 100 a pomoci linedrni regrese se
vypocitaji parametry by a bi. Z hodnot y a reprodukovanych hodnot Y se vypoditaji

rezidudly &
s, = O,l-,/i E gzi [24][25][29][31]

2.4.5 Selektivita/Specifita
Terminy selektivita a specifita jsou Casto uzivany stiidavé [26].

Specifita metody definuje zplsobilost metody méfit analyt s vylou¢enim vlivu

ostatnich dillezitych komponent.
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Selektivita popisuje zpusobilost analytické metody odlisit riizné latky ve vzorku
[28].

Testuje se tak, ze se piipravi jeden roztok standardu analyzované latky
s pfidavkem asi 5% latek vedlejSich. Ttikrat se nastiikne, vypocita se primeérna
hodnota plochy A, a selektivita S se vypocte:

SL(%):mo.(i—A,)

Ao ...plocha vypocitana pro odpovidajici koncentraci hlavni latky ¢i

z parametru regresni funkce z testu linearity
Pozadavek je, aby selektivita byla S| > 99%.

V HPLC se selektivita zjistuje porovnanim chromatogrami roztoku standardi
a placeba. Zjistuje se, zda se na zaznamu placeba nevyskytuji interferujici piky

Vv reten¢nich ¢asech stanovovanych latek [24][25][29][31].

2.4.6 Linearita a rozsah

Linearita analytické metody je jeji zpusobilost zjistovat vysledky, které jsou
pfesné nebo ve smyslu dobfe definované matematické transformace umérné
koncentraci analytu ve vzorku v daném rozmezi. Linearita je vymezena sérii 3 — 6
nastfikii péti nebo vice standardi, jejichz koncentrace je v rozmezi 80 — 120%
o¢ekavané koncentrace [28] nebo 50 — 150%. Vysledky se zpracovavaji standardnim
postupem pro linearni regresi [24][25][29][31].

cvwr

V rozsahu metody jsou vysledky spravné, piesné a linearni [22].

2.4.7 Odolnost

Odolnost je reprodukovatelnost vysledk identického vzorku za normalnich

(ale proménlivych) testovacich podminek [22].

2.4.8 Robustnost

Robustnost procedury je meéfeni jeji kapacity zistat nedotCena malymi

zamérnymi zménami parametrl metody a poskytuje udaj o spolehlivosti
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pfi normalnim pouziti [22] nebo-li metoda je robustni, jestlize pfesnost stanoveni neni

ovlivnéna malymi zménami pracovnich podminek [29].

Pro vymezeni robustnosti chromatografické metody se méni urcité parametry:
prutok, teplota kolony, nastfikovany objem, vinova délka detekce nebo slozeni

mobilni faze, a to v realném rozmezi a vymezi se kvantitativni vliv zmén.

Pfipravi se jeden vzorek standardu analyzované latky, osmkrat se nastiikne
a zméti se odpovidajici plochy piku A;. Pred kazdym nastiikem se zméni pracovni

podminky podle parcialniho faktorového experimentu.

Vyhodnoceni efektu jednotlivych proménnych se provede tak, ze se seCtou
plochy P1 — P8 se znaménky v pfislusném fadku a vysledek se vydéli 8. Podstatou
hodnoceni je vicenasobna regrese [24][25][29][31].

2.4.9 Testovani zpiisobilosti systému (System suitability tests —
SST)

SST je nedilnou soucasti mnoha analytickych postupti [32]. SST jsou zalozeny
na konceptu, Ze pristroje, elektronika, analytické operace a vzorky k analyze

predstavuji jeden celek a maji tak byt i hodnoceny.

Je to cCiselné prokazani toho, Ze navrzeny analyticky postup byl zvolen
spravné [22].
2.4.9.1 Délici ti¢innost systému (pocet teoretickych pater)

V inflexnich bodech chromatografického piku se vedou tecny az protnou
zékladni linii; tim na ni vznikne usecka w. Z vrcholu piku se spusti kolmice

na zékladni linii; prisecik oznacuje retencni ¢as tr. Pocet pater N:

2
N =5,54- (iJ
W

Wy ...Sifka piku v poloving vysky

Pozadavek na 10-cm kolonu je N>1 500 [24][25][29][31].
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2.4.9.2 Asymetrie chromatografického piku (chvostovani piku = tailing)

Tato veli¢ina vyjadiuje symetricnost chromatografického piku.

Ve vzdalenosti 5% vysky piku se vede rovnobézka se zékladni linii. Usecka
Wo 05, kterd vznikne protnutim ramen piku je rozdélena kolmici spusténou z vrcholu

na dvé ¢asti: mensi ¢ast se oznaci f a asymetrie (T) se vypocte:

_ Wo05

3.7

Pro symetricky pik je T=1 a tato hodnota se zvétSuje s rostouci asymetrii.

Pozadavek je T < 2,0 pro HPLC [24][25][29][31].

2.4.9.3 Rozliseni chromatografickych pikt

RozliSeni je funkei G¢innosti kolony N a zajistuje, ze latky eluujici se blizko
sebe jsou od sebe oddé¢leny.

U piku hlavni latky a piku nejblize eluované necistoty se odméii useky

na zéakladni linii (w; resp. w;) a retencni Casy (tri resp. tgj). Rozliseni se vypocita:

2-(e,, —tR/)

Wi-l-Wj

R. =

ij
Pozadavek je Rj; > 1,5 [24][25][29][31].

2.4.9.4 Opakovatelnost analyzy (Instrument precision)
Z jednoho roztoku standardu analyzované latky se 6 — 10 krat nasttikne
do chromatografu a zméii se odpovidajici plochy piku (Aj) a retencni Casy (tg;).

Ziskané hodnoty se testuji Dean — Dixonovym testem na odlehlost.

Pro vypocet odpovidajicich primé&mych hodnot (X,) a smérodatnych odchylek se

pouziji vzorce:

Relativni smérodatna odchylka: Sk

Pozadavek je, aby jak pro A tak i pro tg byla sg < 1% [24][25][29][31].
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2.4.9.5 Stabilita standardu a vzorka

Timto testem se zkousi, zda je analyzovany vzorek dostate¢né stabilni a zda je

jeho teplotni stabilita srovnatelna se standardem.

Ptipravi se roztoky standardu a vzorku a rozd€li se na dvé€ casti, které se
uchovavaji po 4 dny pii teploté 2 — 8 °C a pii teploté mistnosti. Plochy pika takto
skladovanych roztoka se srovnavaji kazdy den s plochami pikt ziskanych od Cerstve
ptipravenych roztoku. Stabilita St (%) se vypocte:

100-(4—4,)

ST(%) = 4

As ...primér dvou méteni ploch piku u roztoku skladovaného
A ...primér dvou méieni ploch piku u roztoku Cerstveé piipraveného

Pozadavek je St (%) < 1% [24][25][29][31].

2.5 Analytické hodnoceni diklofenaku

Byla provedena reSerSe na analytické hodnoceni diklofenaku jak v Ié¢ivych
ptipravcich a biologickych materidlech tak v ostatnich materidlech, a to pomoci

riznych analytickych metod.
2.5.1 HPLC hodnocent diklofenaku

2.5.1.1 Lékopisné HPLC hodnoceni diklofenaku

Cesky lékopis 2002 vyzaduje HPLC hodnoceni pro stanoveni ptibuznych latek
diklofenaku. Stejn¢ tak se HPLC hodnoceni vyuziva i v ostatnich lékopisech, tj.
americkém lékopise USP 28, Britském 1ékopise 2004 (British Pharmacopoiea 2004),
Evropském I¢kopise 4.vydani (European Pharmacopoiea 4th edition) ¢i Japonském
I€kopise (Japan Pharmacopoiea 14th edition). VSechny tyto 1€kopisy vyuzivaji HPLC
hodnoceni diklofenaku ke stanoveni a kvantifikaci ptibuznych latek diklofenaku.

Vysledky reserSe jsou uvedeny v tabulce Tab.2.
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Lékopisné HPLC hodnoceni diklofenaku

Tab. 2
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2.5.1.2 HPLC hodnoceni v 1é¢ivych pripravcich

Pro hodnoceni diklofenaku v Ié¢ivych piipravcich je uzivano mnoho metod.
HPLC metoda je uzivana velice casto. Uzivd se nejen ke stanoveni obsahu
diklofenaku v Iécivych pripravcich, ale také ke studiu kinetiky uvoliiovani tohoto
1é¢iva z 1éCivych piipravkl riznych forem apod. Vysledky reSerSe jsou uvedeny

v tabulce Tab.3 — Tab.4.

2.5.1.3 HPLC hodnoceni diklofenaku v biologickych materialech

Stanoveni diklofenaku v biologickych materidlech ma velky vyznam pro
sledovani farmakokinetiky diklofenaku, jeho distribuci v organismu a pro stanoveni
terapeutickych hladin. Jako biologicky material je nej€astéji pouZzivana plazma ¢i

moc¢. Vysledky reSerse jsou uvedeny v tabulce Tab.5 — Tab.6.

2.5.1.4 HPLC hodnoceni diklofenaku v ostatnich materialech

Témito materialy jsou vétSinou odpadni a povrchové vody, v nichz se stanovuje
obsah diklofenaku spole¢né s jinymi biologicky aktivnimi molekulami. Vysledky

reSerse jsou uvedeny v tabulce Tab.7.
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2.5.2 Ostatni analytické metody

Krom¢ HPLC stanoveni diklofenaku jsou pfi jeho analyze uzivany i jiné
analytické metody. Jednd se o metody chromatografické, elektromigracni,

spektrofotometrické a dalsi.

2.5.2.1 Vyuziti pri analyze diklofenaku v 1é¢ivych pripravcich

Pro stanoveni diklofenaku v tomto piipadé se vyuziva mnoho riznych metod.
Jedna se napf. o plynovou chromatografii, spektrofotometrii (jak v UV tak VIS oblasti
spektra), dale potenciometrickd, polarograficka ¢i titracni stanoveni. Vyjimkou nejsou

ani elektromigra¢ni metody jako je napft. kapilarni zénova elektroforéza.

Nejcastéji vyuzivany jsou spektrofotometrické metody nésledované plynovou

chromatografii, fluorimetrickym ¢&i potenciometrickym stanovenim (viz Tab.8).

2.5.2.2 Vyuziti pri analyze diklofenaku v biologickych materialech

V této oblasti analyzy diklofenaku je nejvice uzivana plynova chromatografie. Je
zde opét zastoupeno stanoveni spektrofotometrické, potenciometrické, polarografické,
kapilarni zénova elektroforéza a také HPTLC (vysokouéinné tenkovrstva kapalinova

chromatografie) (viz Tab.9).

2.5.2.3 Vyuziti pri analyze diklofenaku v ostatnich materialech

Nejvétsi zastoupeni pii téchto analyzdch méa opét plynova chromatografie.
DalS$imi analytickymi metodami vyuZivanymi v této oblasti jsou kapilarni

elektroforéza, spektrofotometrie a NMR *H a *C (viz Tab.10).
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Tab. 8: Analytické metody uZivané v analyze diklofenaku v 1é¢ivych p¥ipravcich

Stanovované latky Analyticka metoda Detekce Zdroj
21 fenolickych a kyselych
latek (nonylfenol, bisfenol
A, triclosan, 17—p—estradiol, GC MS [62]
estron, ibuprofen, naproxen,
diklofenak, ...
diklofenak sodny, FT — Ramanova [63]
aminofylin spektrometrie
diklofenak sodny spektrofotometrie A =380 nm [64]
aceklofenak, diklofenak spektrofotometrie A=242 nmr,lr%]45 nm, 273 [65]
benzylalkohol, }jlklofenak spektrofotometrie i [66]
sodny
diklofenak sodny spektrofotometrie A =281 a400 nm [67]
diklofenak sodny spektrofotometrie A =520 a 640 nm [68]
diklofenak sodny
. ) . A =670 nm (DS), 720 nm
enfenamova kyselina, spektrofotometrie ’ 69
mefenamovz kys. P (EK), 740 nm (MK) 159}
diklofenak, warfarin potenciometrie - [70]
diklofenak potenciometrie PUHG/Hg,(DCF). /grafitové [71]
elektroda
benzaldehyd, diklofenak . Ag/AgCl referen¢ni
sodny polarografie elektroda [72]
diklofenak sodny .
v piitomnosti kysliku polarografie ) [73]
methylparaben,
propylparaben, diklofenak SIA UV detekce [74]
sodny, butylparaben
potenciometricky (iontove
. selektivni elektroda —
diklofenak SIA cyklodextrin); [75]
fluorimetricky
. densitometricky
diklofenak TLC () = 248 nm) [76]
diklofenak, cyklodextrin fluorimetrie - 77
Yy
diklofenak sodny . . _
o S 3 fluorimetrie A =616 nm [78]
v pritomnosti Eu
mefenamova kys., ibuprofen, bezvoda titrace (piima, . .
diklofenak sodny nepiima) potenciometricky [79]
. , L spktrofotometricka
dikofenak sodny, famotidin, FIA (. = 451 nm) [80]
ibuprofen, indomethacin, g,
ketoprofen, piroxikam, CZE (kapllaml, zonova - [81]
. elektroforéza)
diklofenak
ibuprofen, indomethacin, S, o,
ketoprofen, piroxikam, micelarni elektrokineticka i [81]

diklofenak

kapilarni chromatografie
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Tab. 9: Analytické metody uZivané v analyze diklofenaku v biologickych materialech

Pouzity material

(analyzované litky) Analyticka metoda Detekce Zdroj
moc¢ (ciprofloxacin,
ofloxacin, diklofenak, spektrometrie, fluorimetrie - [82]
mefenamova kys.)
krevni sérum, mo¢ . . diklofenak iontoveé-
(diklofenak) potenciometrie selektivni elektroda [83]
plazma (diklofenak, i
aceklofenak) CZE [84]
moé (diklofenak) CZE elektrochemicka [85]
(amperometricky)
ruzné biologické materialy .
(diklofenak) polarografie - [86]
krevni sérum (diklofenak densitometricky
sodny) HPTLC (A =280 nm) [87]
plazma (diklofenak) kapilarni GC MS [88]
plazma, mo¢ (diklofenak kapilérni GC MS [89]
znaceny deuteriem)
konisk4d mo¢ (ibuprofen,
ketoprofen, naproxen, GC MS [90]
diklofenak, ...)
plazma (diklofenak a o detektor elektronového
metabolity) kapilarni GC zachytu [91]
lidska plazma (diklofenak) GC MS [92]
Tab. 10: Analytické metody uZivanév analyze diklofenaku v ostatnich materialech
Pouzity ma,tel,'lal Analyticka metoda Detekce Zdroj
(analyzované latky)
odpadni vody, fi¢ni voda GC Ms [93]
povrchové fi¢ni vody
(kofein, ibuprofen, GC MS [94]
diklofenak)
odpadni vody Recka GC MS [95]
odpadni vody (ibuprofen,
naproxen, ketoprofen,
tolfenamova kys., GC MS [96]
diklofenak)
pitna voda (fibraty, i
diklofenak, ibuprofen, ...) GC [97]
povrchové a odpadni vody
(ibuprofen, diklofenak, GC MS [98]
ketoprofen, firbraty)
119 .
. Sn Méssbauerova
diklofenak (komplexy spektrometrie; 'H a *C - [99]
s organotinem) NMR
Fiéni voda ( paracetamol, o
diklofenak, penicilin v, HPLC, kapilarni MS [100]
elelktroforéza

fibraty, ...)
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3 Experimentalni éast
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3.1 Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf: SHIMADZU LC-2010C Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japonsko

Vyhodnoceni: chromatograficka stanice Shimadzu CLASS-
VP, verze 6.12 SP4

Laboratorni pH metr: pH212 Microprocessor pH Meter, Hannah

instruments, Rumunsko
UV spektrofotometr: Hewlett Packard 8453, USA

Ultrazvukova lazen: Bandelin Sonorex Digitec, typ DT 52,

Bandelin electronic, SRN

Centrifuga: EBA 21, Hettich Zentrifugen
Analytické vahy: Sartorius 2004 MP, SRN
Vodni lazeii: Memmert typ WB 10, Memmert GmbH Co.,
SRN
3.2 Chemikalie

Diclofenacum natricum (VV 230/05), §. 04-S-0081 PP, Herbacos Bofarma
Pardubice

Flurbiprofen 97% p.a., Sigma Aldrich GmbH, SRN

Witepsol W25 (VV 231/05), §. 506490, Herbacos Bofarma Pardubice

Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Merck, SRN

Methanol R CHROMASOLYV for HPLC, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Ultracdista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)

3.2.1 Priprava zdsobnich a pracovnich roztokt

Zasobni roztoky

Roztok kyseliny fosforecné o pH 2,5 byl ptipraven piidanim 0,50 ml kyseliny
fosforeéné do 250 ml ultracisté vody a naslednym upravenim pH kzselinou
fosforecnou na pozadovanou hodnotu pH 2,5 za stalého michani na

magnetické michacce.
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- Zasobni roztok vnitiniho standardu 0 koncentraci 100 mg/100 ml byl
pfipraven rozpusténim 95,20 mg flurbiprofenu v methanolu a naslednym

doplnénim methanolem do 100,00 ml.

Pracovni roztoky
- Pracovni roztok pro opakovatelnost 0 koncentraci 250 mg/100 ml diklofenaku
a5 mg/100 ml vnitiniho standardu flurbiprofenu byl pfipraven navazenim
499,81 mg, ptfiddnim 10,00 ml zéasobniho roztoku wvnitiniho standardu
flurbiprofenu a naslednym doplnénim methanolem do 200,00 ml.
- Pracovni roztok vnitiniho standardu o koncentraci 5 mg/100 ml flurbiprofenu
byl pfipraven z 5,00 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu a naslednym

zfedénim methanolem na 100,00 ml.

3.3 Vyvoj metody — optimalizace
chromatografickych podminek

Jako metoda pro stanoveni diklofenaku v pfipravku VERAL cipky byla
pouzivana metoda vyvinutd na Katedfe analytické chemie pro stanovovani
diklofenaku a jeho necistoty 1-(2,6-dichlorfenyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-onu (dale

,hecistota A*) v riiznych 1é€ivych ptipravcich.

3.4 Priprava vzorku

Pro izolaci diklofenaku z ¢ipkti musela byt vyvinuta nova izola¢ni technika,
jejimz zakladem byl postup uzivany pro extrakci podobnych latek z 1éCivych
piipravkl v akreditované laboratofi na Katedfe analytické chemie. Tento postup
sestava z navazeni daného mnozZstvi 1é¢ivého ptipravku, jeho nasledném roztaveni na
vodni lazni teploty 40°C, ptidani 20,00 ml roztoku vnitiniho standardu, umisténim do
ultrazvukové 14zn€ na 10 minut a centrifugaci 15 minut pii 6000 otackéach za minutu.

Tento postup byl nasledné modifikovan.
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4 Vysledky a diskuse
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4.1 Vyvoj metody — optimalizace
chromatografickych podminek
Jelikoz byla pouzivéna jiz vyvinuta metoda pro stanoveni diklofenaku a jeho
necistoty A, uvadim zakladni data, ktera vedla k vyvoji této metody.
4.1.1 Vinova délka detektoru

Optimalni vlnovd délka pro stanoveni diklofenaku, jeho necistoty A a
flurbiprofenu (vnitini standard) byla stanovena na A = 254 nm. Pro dokumentaci
uvadim UV spektra vSech tii latek (viz Obr.13 — Obr.15).

Obr. 13: UV spektrum diklofenaku
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Obr. 14: UV spektrum flurbiprofenu
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Obr. 15: UV spektrum nelistoty A
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Pti této vlnové délce (A = 254 nm) je dosazeno dobré citlivosti jak u diklofenaku

tak u jeho necistoty A.

4.1.2 Optimalni chromatografické podminky - souhrn

Mobilni faze:

Analyticka kolona:

Predkolona:

Pritok Fy, (ml/min):
Vinova délka A (nm):
Vnitini standard:
Davkovany objem:
Teplota:

Rezim:

4.2 Priprava vzorku

methanol : vodny roztok kys. fosfore¢né o pH 2,5
(65 : 35)

LiChroCART Purospher RP-18e (Merck);
125x4 mm, Spm

LiChroCART Purospher RP-18e (Merck);
4x4 mm, Spm

0,8

254

flurbiprofen

1l

laboratorni

isokraticky

Jako prvni byl testovan tento izolacni postup: Cipky Veral byly rozmélnény

nozem a bylo odvdzeno do centrifugacni zkumavky asi 2,1400 g cipkoviny piesné.

(Hmotnost jednoho ¢ipku je totiz 2,14 g). Poté byla centrifugac¢ni zkumavka umisténa

na vodni lazenn o teploté¢ 40°C a na ni ponechdna 20 minut. DoSlo k roztaveni

¢ipkoviny. Nasledné bylo pfidano 40,00 ml roztoku vnitfniho standardu a tato smés

byla umisténa na 10 minut do ultrazvukové lazné. Nésledovala 15 minut trvajici
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centrifugace pti 6000 otackach za minutu. Centrifugovany vzorek se piefiltroval pies
teflonovou membréanu o velikosti port 0,45 pm a €iry supernatant byl nastfikovana na
kolonu. Vytéznost tohoto izolaéniho postupu byla cca 80% obsahu u¢inné latky (viz

Obr.16), proto jej nebylo mozné pouzit.

Obr.16: Porovnani chromatogramu vzorku (¢erna barva) s chromatogramem standardu
(Cervena barva), vytéznost cca 80% (Ao/A o = 13,01; pomér /A5 = 10,01)
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Podminky izolace musely tedy byt upraveny. Byl zachovan postup uvedeny
vyse a v ném se zménila doba ponechani vzorku v ultrazvukové lazni a to z 10 na 15

minut. Touto zménou doslo ke zvySeni vytéznosti na cca 87% (viz Obr.17)
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Obr.17: Porovnani chromatogramu vzorku (¢erna barva) schromatogramem standardu

(Cervena barva), vytéznost cca 87% (Ao/A 5o = 13,01; pomér /A5 = 11,20)
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Nésledné byl zkouSen tento postup: bylo odvazeno asi 2,1400 g cipkoviny

presné do centrifugacni zkumavky. Ta byla umisténa na vodni lazen o teploté 50°C na

dobu 10 minut. Doslo k roztaveni ¢ipkoviny a bylo k ni pfidano 40,00 ml roztoku

vnitiniho standardu. Tato smés byla ponechdna na vodni 1azni dalSich 10 minut, poté

byla umisténa na 15 minut do ultrazvukové 14zné€ a nasledné centrifugovana 15 minut

pii 6000 otackach. Vytéznost tohoto izola¢niho postupu byla cca 85% (viz Obr.18)
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Obr.18: Porovnani chromatogramu vzorku (¢erna barva) s chromatogramem standardu
(Cervena barva), vytéznost cca 85% (Ao/A 5o = 13,01; pomér /A5 = 10,58)
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Nésledné byl zkouSen novy izola¢ni postup. Byla zachovéana navazka vzorku do
centrifugacni zkumavky, ale byla zvysena teplota vodni lazné a to na 60°C. Délka
rozpousténi ¢ipkoviny byla zachovana, ale byla prodlouzena doba ponechani smési
roztavené Cipkoviny a roztoku vnitiniho standardu na vodni 14zni a to na 15 minut.

Vytéznost tohoto postupu byla cca 94% (viz Obr.19).
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Obr.19: Porovnani chromatogramu vzorku (¢erna barva) s chromatogramem standardu
(Cervena barva), vytéznost cca 94% (Ao/A 5o = 13,01; pomér p/As = 12,41)
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Jako dalS§i mozZznost byl zkouSen tento izolacni postup: bylo navazeno asi
1,0700g cipkoviny pfesné do centrifuga¢ni zkumavky a ta byla umisténa na vodni
lazen o teplot¢ 70°C. Na ni byl vzorek ponechdan 5 minut, aby doSlo k roztaveni
¢ipkoviny. K roztavené ¢ipkoviné bylo pfidano 20,00 ml roztoku vnitiniho standardu
a vznikld smés byla ponechana na 70°C teplé vodni lazni po dobu 15 minut. Na
centrifugacni zkumavky byly volné poloZeny sklenéné zatky, pro lepsi akumulaci
tepla. Nasledovalo umisténi vzorkti do ultrazvukové lazné na 15 minut a poté
centrifugace 15 minut pti 6000 otackach za minutu. Stejné jako u predchozich postupti
byl roztok filtrovan ptes teflonovou membranu velikosti port 0,45 um a ciry
supernatant se nastfikoval na kolonu. VytéZnost tohoto postupu byla cca 98% (viz

Obr.20) a proto byl tento postup dale pouzivan pro validaci.
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Obr.20: Porovnani chromatogramu vzorku (¢erna barva) s chromatogramem standardu
(Cervena barva), vytéznost cca 98% (Ao/A 5o = 13,01; pomér /A5 = 12,75)
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4.3 Validace metody

Jelikoz nebyla vyvijena novéa separacni metodika, byly testovany pouze ty
parametry, které¢ byly ovlivnény pouzitim jiné Iékové formy lécCivého piipravku.
Testovala se tedy Zpusobilost chromatografického systému, Presnost, Spravnost a

Selektivita.
4.3.1 Testovant zptisobilosti chromatografického systému

4.3.1.1 U¢innost kolony

Utinnost kolony byla testovana pomoci pracovniho roztoku pro opakovatelnost.
Pro vypocet byly brany udaje ziskané jako primér ze Sesti mé&feni. Uginnost kolony N
byla vypocitdna chromatografickou stanici Shimadzu CLASS-VP verze 6.12 SP4
podle vzorce uvedeného v Kap.2.4.9.1.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.11.

Tab. 11: U¢innost kolony

nazev latky

reten¢ni Cas (tg)

teoreticka patra (N)

flurbiprofen (IS)

9,64

4455

diklofenak

12,09

4298

Utinnost kolony byla vyjadiena jako pocet teoretickych pater N. U diklofenaku

to bylo 4298 teoretickych pater a u flurbiprofenu 4455 teoretickych pater. Pozadavek

je N > 1500.

4.3.1.2 Asymetrie chromatografickych pikti

Asymetrie

v Kap.2.4.9.2

chromatografickych piki T byla vypocitdna podle vzorce

a to odectenim pfisluSnych parametrii z chromatogramt ziskanych

nastiikem pracovniho roztoku pro opakovatelnost. Vysledky uvedené v tabulce

Tab.12 jsou primérem ze Sesti hodnot.

Tab. 12: Asymetrie chromatografickych piki

nazev latky Wo 05 (Min) f (min) asymetrie piki (T)
flurbiprofen (1S) 0,721 0,341 1,06
diklofenak 0,921 0,435 1,06
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Asymetrie pikti byla u obou hodnocenych latek T = 1,06 a nebyla tedy negativné

ovlivnéna vérohodnost integrace.

4.3.1.3 Rozliseni chromatografickych piki

Testovani rozliSeni chromatografickych pikit bylo provedeno nastiikem
pracovniho roztoku pro opakovatelnost. Vysledek je primérnou hodnotou ze Sesti
meéieni. RozliSeni bylo vypocitano chromatografickou stanici Shimadzu CLASS-VP
verze 6.12 SP4 podle vzorce v Kap.2.4.9.3. Vysledky jsou uvedeny v tabulce Tab.13.

Tab. 13: Rozli$eni pikii

nazev latky rozliSeni piki (Rij)

flurbiprofen (IS) - diklofenak 3,74

Obr. 21: Ukazka chromatogramu dokumentujici rozli$eni
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4.3.1.4 Opakovatelnost analyzy

Na analytickou kolonu byl Sestkrdt nastiiknut pracovni roztok pro
opakovatelnost. Vypocet smerodatné odchylky pro retencni Casy a plochy pikt byly
vypocitany pomoci programu Microsoft EXCEL 2003.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.14 — Tab.15.
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Tab. 14: Flurbiprofen (IS) — opakovatelnost

Vzorek Reten¢ni ¢as (min) Plocha
1 9,74 250 798
2 9,69 250 686
3 9,65 249 857
4 9,62 251 213
5 9,58 251 595
6 9,55 252 659
priamér 9,64 251135
9,64 251 135
S 0,07 864,94
Sr (%0) 0,68 0,34

Tab. 15: Diklofenak — opakovatelnost

Vzorek Reten¢ni ¢as (min) Plocha
1 12,24 3250 150
2 12,18 3250 207
3 12,12 3241737
4 12,06 3255141
5 12,01 3263 552
6 11,97 3280 953
prumér 12,09 3256 957
12,09 3256 957
s 0,09 12557,51
Sr (%0) 0,78 0,39

Pti testovani opakovatelnosti analyzy se smérodatna odchylka sg ploch pikl 1

retencnich ¢asli pohybovala pod poZadovanym limitem sg = 1%.

4.3.2 Presnost

Byly analyzovany roztoky vzorku VERAL c¢ipky Sarze 2010905, které byly

paralelné pfipraveny postupem z Kap.4.2.

53



Nameétené plochy pikti byly pro kazdy vzorek zprimérovany a pfepocteny na

navazku vzorku 1,07 g ¢ipkoviny.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce Tab.16 a jsou primérem ze tii méfeni.

Vypocet relativni smérodatné odchylky byl proveden pomoci programu Microsoft

EXCEL 2003.
Tab. 16: Piesnost
Vzorek Plocha piku vzorku Plochangil;l;l?jef:gstgené na

1 4 393 058 4 389 448
2 4373712 4 359 899
3 4327 434 4 262 858
4 4 344 297 4 323 689
5 4 305 608 4297 776
6 4 383 855 4 349 748
priamér 4 330 570
4 330570
S 41637,95

sr (%0) 0,96

Relativni smérodatnd odchylka sg byla 0,96. Pozadavek je, aby relativni

smérodatna odchylka pro presnost byla sg < 5%.

4.3.3 Spravnost

Byl analyzovan roztok standardd, kde byly z koncentraci diklofenaku (co =

249,905 mg/100ml) a vnitiniho standardu flurbiprofenu (co = 4,76 mg/100ml) ziskany

plochy Ao.

Poté¢ bylo analyzovdno Sest vzorkii obsahujicich placebo (Witepsol W25),

diklofenak a wvnitini standard flurbiprofen. Tyto vzorky byly paralelné ptfipraveny

postupem uvedenym v Kap.4.2. Misto 20,00 ml roztoku vnitiniho standardu bylo

k navazce placeba ptidano 20,00 ml roztoku standardii (koncentrace latek ve smési je

Ci). Vysledky jsou uvedeny v tabulce Tab.17.
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Tab. 17: Spravnost — diklofenak

Vzorek Co (Mg/100ml) AilAis ci (mg/100ml) Ri (%)
1 12,947 248,695 99,52
2 12,964 249,021 99,65
3 249,905 mg/100ml 12,935 248,464 99,42

odpovida plose
4 Ao/Aiso = 13,010 12,926 248,291 99,35
5 12,951 248,772 99,55
6 12,895 247,696 99,12
priamér 99,44
99,42
S 0,17
Sr (%) 0,17

Relativni smérodatné odchylka spravnosti vysledki je sg = 0,17% a to odpovida
pozadavku na sg (%) < 5%. Zjisténa koncentrace diklofenaku je 99,42% koncentrace
Co, coz odpovida pozadavku ze R; = 100 + 5%.

4.3.4 Selektivita

Selektivita se zjiStuje porovnanim chromatogramu placeba pfipravené¢ho

postupem z Kap.4.2 a chromatogramem standardu. (viz Obr.22 — Obr.23)
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Obr. 22 : Chromatogram placeba
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Obr. 23 : Chromatogram standardi
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Porovnanim obou chromatogramti bylo zjiSténo, zZe na chromatogramu placeba

neni zadny pik, ktery by mél podobny reten¢ni Cas jako jsou piky standardii na

druhém chromatogramu. To znamena, ze zadny pik z placeba neinterferuje s piky

stanovované latky a s pikem vnitiniho standardu a tedy Ze metoda je selektivni.
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5 Zaver
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Byla zpracovana reserSe na HPLC hodnoceni diklofenaku. Byla zpracovana

i reSerSe na jiné analytické metody hodnoceni diklofenaku.

Byl vyvinut izola¢ni postup pro extrakci diklofenaku z 1é¢ivého ptipravku

VERAL ¢ipky.

Pti testovani zptsobilosti chromatografického systému byla zjisténa tato data:
o Utinnost kolony vyjadiena poétem teoretickych pater byla N > 4298.
o Asymetrie pikii byla A = 1,06.
o RozliSeni chromatografickych pikl bylo Rj; = 3,74.

o Opakovatelnost vyjadiena jako smérodatnd odchylka byla jak pro
diklofenak tak pro flurbiprofen (vnitini standard) sg < 1,0 %.
Presnost vyjadiena jako smérodatna odchylka byla sg = 0,96 %. Pozadavek je,

aby sg <5 %.
Spravnost vyjadiena jako smérodatna odchylka byla sg = 0,17%. PoZadavek je,
aby sg <5 %.

Metoda je selektivni.
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6 Seznam zkratek
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HPLC

NSAID
COX |
cCox Il
GC
TLC
uv
VIS
DAD
MS
NMR
UPLC
ICH
USP
SUKL
LOD
LOQ
SST
CL 2002
EP

BP

JP

IS

High performance liquid chromatography (vysokou¢inna kapalinova
chromatografie)

nesteroidni antiflogistika

cyklooxygenaza typ |

cyklooxygenéza typ I1

Gass chromatography (plynova chromatografie)
Thin-layer chromatography (tenkovrstva chromatografic)
ultrafialové spektrum svételného zareni

viditelné spektrum svételného zafeni

diode-array detektor

hmotnostni spektrometrie

nuklearni magnetickd rezonance

Ultra performance liquid chromatoraphy

International Conference of Harmonisation

United States Pharmacopoiea (Americky 1¢kopis)

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

limit of detection (limit detekce)

limit of quantification (limit kvantifikace)

System suitability testing(testovani zptsobilosti systému)
Cesky lékopis 2002

European Pharmacopoiea

British Pharmacopoiea

Japanese Pharmacopoiea

Internal standard (vnitini standard)
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