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ABSTRAKT

Diplomovéa prace je zaméfena na problematiku disolucnich test, které zaujimaji
vyznamnou ulohu pii studiich 1é¢ivych pfipravka ve farmaceutickém prumyslu. Disoluce
neboli testy rozpustnosti umoziuji stanoveni mnozstvi uvolnéné 1éCivé latky z pevné
1ékové formy v piedepsané kapaliné a v pfedepsaném casovém tuseku. Diplomova prace
popisuje uvolnovani ucinné latky z 1ékové formy do organismu u piipravku Novo-Passit
tablety. Disolu¢ni studie probihala dle pravidel popsanych v evropském 1ékopisu (EP).
Disolu¢ni testy byly provedeny na disoluénim pfistroji SOTAX AT 7 Smart
a na disoluénim robotu SOTAX AT 70 Smart. Validace soucasné zaregistrované metody
probéehla podle ICH (International Conference on Harmonisation) protokolu Q2(R1), ktery
u disoluci pozaduje ovéetfeni linearity, piesnosti, spravnosti, robustnosti a specificity.
V souladu s ¢eskou legislativou (Zakon 378/2007 Sb. o 1é¢ivech a o zménach nékterych
souvisejicich zakont) a ICH Q8(R2) (Pharmaceutical Development) byl proveden pievod
detekce stanoveni obsahu u¢inné latky s cilem usnadnit nebo zjednodusit analyzu a zkratit
jeji Cas. Byly navrzeny dva nové typy detekce — UV/VIS (Ultraviolet/Visible) a UHPLC
(Ultra-High Performance Liquid Chromatography). Zatimco UV/VIS metoda v dusledku
neselektivity nevyhovéla pozadavkim pro vyuZiti ve farmaceutické praxi, pfevodem
na UHPLC metodu byla pii zméné piipravy roztoka (sjednoceni ptipravy roztoki vzorku
a standardu), kolony (Acquity UPLC BEH C18, 1.7 pm, 50 x 2.1 mm) a podminek
chromatografického méfeni (prutok — 0,4 ml, objem vzorku - 1 pl) vyrazné zkracena doba

analyzy z puvodnich 15-ti minut na 2 minuty.

Klicova slova: Novo-Passit tablety, disoluce, validace, spektrofotometrie, chromatografie.



ABSTRACT

The thesis is focused on the issue of dissolution tests, which play an important role
in the study of medicinal products in the pharmaceutical industry. Dissolution test allows
determination of the released active ingredient from solid dosage forms in the prescribed
fluid and in a prescribed time period. The thesis describes the drug release from the dosage
form of the Novo-Passit tablets into the body. The dissolution study was carried out
according to the rules described in the European Pharmacopoeia (EP). Dissolution tests
were performed on the dissolution device SOTAX AT 7 Smart and dissolution robot
SOTAX AT 70 Smart. Validation of current method was held by ICH Q2 Protocol (R1),
which requires verification of linearity, precision, accuracy, robustness and specificity.
In accordance with Czech legislation (Act 378/2007 Coll. Pharmaceuticals (International
Conference on Harmonisation) and on Amendments to Some Related Acts) and ICH Q8
(R2) (Pharmaceutical Development) was performed transfer of detection assay of the active
substance in order to facilitate and simplify the analysis and shorten its time. There were
designed two new types of detection — UV/VIS (ultraviolet/visible) and UHPLC (Ultra-
High Performance Liquid Chromatography). While UV/VIS method failed to comply
with the requirements for use in pharmaceutical practice, a new UHPLC method
significantly shorted time of the analysis (from 15 minutes to 2 minutes) and simplified
standard and sample preparation under following conditions: column (Acquity UPLC BEH
C18, 1.7 micron, 50 x 2.1 mm) and chromatographic measurement conditions (flow rate -

0.4 mL sample volume - 1 mL).

Keywords:  Novo-Passit tablets, dissolution studies, validation, spectrophotometry,

chromatography.
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UvVOD

Disolu¢ni studie patii mezi nezbytné testy pouzivané ve farmaceutickém prumyslu. Prvotni
uplatnéni disoluci bylo pfi stanoveni mnozstvi a rozsahu uvoliovani APl (Active
Pharmaceutical Ingredients) z pevnych 1ékovych forem (tablety, m¢kké Zelatinové tobolky,
kapsle). V dnesni dobé nachazi disoluce uplatnéni nejen v oblasti vyzkumu a vyvoje
(R&D — Research and Development) novych generickych pfipravka a jejich
bioekvivalenénich studiich, ale také pti kontrole kvality (QC — Quality Control) jiz

registrovanych piipravk.

Jednoduse lze disoluce popsat jako prostiedek, ktery mize poskytnout cenné informace
0 biologické dostupnosti 1écivého piipravku. Disolucni testovani sleduje piedevsim
rychlost, s jakou se API dostane z 1ékové formy do kapaliny, ktera piedstavuje urcitou ¢ast
gastrointestinalniho traktu, kde se ma tableta rozpustit a API se m4 vstfebat do lidského
téla. Obsah ucinné latky ve vzorcich odebranych béhem disoluce se stanovi

spektrofotometricky nebo pomoci kapalinové chromatografie.

Cilem validace analytické metody je zajistit, ze zvolena analyticka metoda je vhodna
pro zamysleny ucel pouziti. Validace pfedstavuje ovéfeni validacnich charakteristik podle
zasad GMP (Good Manufacturing Practice). Validaci se bézné€ vyuziva nejen v oblasti
kontroly kvality, ale také pfi registraci 1éku a jeho nasledném uvedeni na trh. Kazda metoda
slouzici pro ucely propousténi findlniho farmaceutického ptipravku na trh musi byt
validovana. Stejnd zasada plati i v pfipadé, kdy nahrazujeme dle principu ,,Quality by
Design* neefektivni nebo jiZ zaregistrovanou metodu metodou modernéjsi. V téchto

ptipadech je nutné kromé validace, poskytnout i srovnani mezi obéma metodami.

Diplomova prace je zaméfena na validaci soucasné zaregistrované disolu¢ni analytické
metody u ptipravku Novo-Passit tablety. Tato metoda nebyla doposud validovana.
Z diivodu studijniho programu byl zvolen pfipravek, ktery vynikd bylinnym slozenim.
V dnes$ni dobé se €lovek nachazi na pocatku trendu, ktery mé svlj plivod zakofenény
hluboko v minulosti, kdy jedinym farmaceutickym gigantem byla ptiroda sama. Na zakladé
této skutecnosti byl vyvinut i pfipravek Novo-Passit (peroralni roztok a tablety), ktery
obsahuje extrakt ze sedmi bylin. Obsah G¢inné latky guaifenesinu v ptipravku Novo-Passit

tablety se stanovuje pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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Dalsimi cily diplomové prace je vyvinout metodu pro stanoveni obsahu guaifenesinu
spektrofotometricky, nebo pievést metodu z HPLC techniky (High Performance Liquid
Chromatography) na UHPLC techniku, coz by vyznamné roz$ifilo moznosti testovani

ptipravku.

Diplomova prace byla vytvoiena vyhradné ve spolecnosti Teva Czech Industries s.r.o
Vv prostorach laboratoii kontroly kvality QC Pharma. Analytickd (valida¢ni i vyvojova)
prace probé¢hla plné v souladu s predpisy korporace Teva a GMP. Veskera primarni data
jsou ulozena a zavéry diplomové prace formovany do nasledujicich dokumentii spole¢nosti

Teva Czech Industries s.r.o.:

QDP0050029 — Novo-Passit 200 mg tablety: Valida¢ni protokol disolu¢ni metody.
QDP0055972 — Novo-Passit 200 mg: Valida¢ni zprava disoluéni metody.

QDP0057894 — Novo-Passit 200 mg: Vyvoj disolu¢ni metody UV/VIS technikou.
QDP0057892 — Novo-Passit 200 mg tablety: Vyvoj disolu¢ni metody UHPLC technikou.

QDP0056753 — Novo-Passit 200 mg tablety: Valida¢ni protokol UHPLC metody.
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1 NOVO-PASSIT TABLETY

Zvysend podrazdénost, naladovost, unava, nedostate¢na schopnost koncentrace, bolesti
hlavy a svalli, poruchy spanku nebo pocity malatnosti piedstavuji pfiznaky, které se fadi
pod 1ékaisky pojem ,,neurastenie”. Nékdy vSak posta¢i prosttedky souhrnné oznacovany
jako fytoterapeutika (1éCiva, jejichz ucinnou latkou jsou rostlinné drogy) a anxiolytika,

mezi které fadime guaifenesin, jednu z API u ptipravku Novo-Passit tablety [1].

Novo-Passit je 1é¢ivy piipravek, ktery je vyrabén v podobé peroralniho roztoku a tablet
(Obr. 1). Nejvyznamnéj$i API je guaifenesin, jenZ odstranuje strach a psychické napéti
a uvoliuje kosterni svalstvo. Novo-Passit obsahuje dale smés extraktii ze sedmi 1é¢ivych
bylin — medunka, mucenka, kozlik, tfezalka, bez, hloh a chmel. Tento 1€k je urCen nejen

pro dospélé lidi, ale je vhodny také pro déti od dvanacti let.

Obr. 1 Novo-Passit (a — tablety, b — kapky) [1]

1.1 Bylinné sloZeni Novo-Passit tablet

1.1.1 Tiezalka teckovana (Hypericum perforatum)

Ttezalka teckovana je povaZovana za velmi vyznamnou léCivou bylinu, kterd mé velmi
silny pozitivni ucinek nana$ organismus. Jeji 1é¢iva pusobeni jsou znama jiz po mnoho
generaci, predevsim v lidovém lécitelstvi. I kdyz je proslula jako ucinna zbran proti stresu,
nespavosti, uzkosti a depresim, tak 1 nadale byva Casto pfedmétem raznych vyzkumda,
protoze ucinky obsahovanych latek a jejich kombinaci v této rostlin€ nejsou jesté plné

odhaleny [2].

Ttezalku je mozné uzivat po mnoho meésictl, jelikoz neni navykova. Jeji 1é¢ivou latkou je

pigment hypericin, ktery je nejcastéji povazovan za aktivni slozku byliny. Mimoto vSak
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tiezalka obsahuje i velké mnozstvi organickych latek (flavanoly, flavonony, karoteny,
fytosteroly) v rizné koncentraci. Je tedy mozné, Ze antidepresivni u¢inek ma néktera jina
slozka [2]. Neékteré latky, které tifezalka obsahuje, mohou putsobit na lidské télo
mocopudné, takze je mozné trezalku vyuzit 1 pfi CiSténi té€la apii zanétlivych
onemocnénich ledvin. Celkové podporuje Cinnost zaludku, zlu¢niku a jater. Je mozné

Ji pouzit i jako pfirodni antibiotikum V boji proti ptivodciim chiipky [3].

1.1.2 Mucdenka pletni (Passiflora inkarnata)

Mucenka je rostlina ptivodem z Jizni Ameriky a jiznich oblasti Severni Ameriky.
Nadzemni cCast rostliny obsahuje vyznamné mnozstvi harmalovych alkaloidl, které mayji
pomérné silné sedativni U¢inky. Jeji vyhodou je, Ze neni navykova, takze ji lze pouzivat
po delsi dobu. Nedoporucuje se vSak pacientiim, ktefi maji nemocna jatra, a malym détem.
Mimoto obsahuje také flavonoidy (pfedev§im glykosylflavony), glykoproteiny,

V nepatrném mnozstvi kyanogenni glykosid gynocardin a stopy éterickych oleju [4].

Mucenka je blahodarnou rostlinou pro vsechny, kteti maji problémy s nespavosti, trpi
pocity psychického napéti a tzkosti. Plisobi téZ jako kardiosedativum. Jelikoz uklidiiuje
i hladké svalstvo v travici soustavé, doporucuje se také k uklidnéni traveni. Vzhledem
K psychickym narokam, které hekticka doba klade na kazdého ¢lovéka, ceni se predevsim
jeji schopnosti utlumit pocity Gzkosti a psychického napéti. Rovnéz zlepSuje a prohlubuje

spanek, navraci duSevni rovnovahu a pohodu [4].

1.1.3 Kozlik lékarsky (Valeriana officinalis)

Kozlik 1ékafsky patfi mezi jedny z nejpopularnéjSich rostlin, které casto nachdzeji
své vyuziti pfi nervovych chorobach, napt. tizkosti a nespavosti. Kozlik je vyjimecny
predevsim diky obsahu valepotriatt a terpenickych latek, jez maji sedativni ucinky. Studie
prokazaly, ze i samotna viné kozliku lékatského ma uklidiujici a relaxaéni ucinky.
Jeho pozitivni efekt se vyuziva pii neurézach a nervovém vycerpani. Na rozdil od jinych
latek se sedativnim t¢inkem neni ndvykovy a neziistava po ném pocit omadmenosti. Kozlik
Iékaisky by neméli brat lidé s jaternimi obtizemi a neni doporucovan ani t¢hotnym Zenam,

jelikoz by mohl mit negativni vliv na vyvoj détského mozku [3].
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1.1.4 Meduiika lékaiska (Melissa officinalis)

Medurka lékatska je cenénou rostlinou piedevsim pro uklidiujici u¢inky. Obsahuje hlavné
silice (citral, citronelal, geraniol, linalol), tfisloviny, kyselinu hydroxytriterpenovou,

flavonoidy a mineralni latky [4].

Meduiika posiliiluje nervovou soustavu a pusobi sedativné a spazmolyticky. Mimoto
se uplatituje pfi srdeCnich onemocnénich, migrénach, nespavosti a nervovém vypéti.
Kromé¢ toho piisobi taktéz proti nadymani, takze se vyuziva pii funkénich onemocnéni
sttev — uvoliluje plyny ve stievech, zastavuje zvraceni, stimuluje traveni a vylucovani

Zlucové stavy, podporuje chut K jidlu [4].

1.1.5 Chmel otac¢ivy (Humulus lupulus)

Chmel jakoZto 1é€iva rostlina je zndma jiz od stfedovéku. Kromé vyuziti v pivovarnictvi
a gastronomii se chmel ceni také pro obsah pryskyfice s hot¢inami. Hoi¢iny a silice
povzbuzuji chut’ k jidlu a mohou plsobit mirn¢ diureticky. Uklidiiuji nepiijemné stavy
pii nervové podrazdénosti a vyvolavaji spanek, takze ptisobi jako sedativum [5]. Sedativni

ucinky jsou zesileny, kdyz se chmel otacivy pouzije v kombinaci s kozlikem 1ékaiskym.

1.1.6 Hloh obecny (Crataegus laevigata)

Hloh je povazovan za ,,srdeéni bylinu“. Kvéty a ¢erstvé nebo ususené plody jsou srde¢nim
sedativem, roztahuji cévy a snizuji krevni tlak. Listy, bobule a kvéty jsou zase srde¢nim
tonikem, které funguje synergisticky a normalizuje ¢innost srdce. Kvéty ve formé& ¢aje jsou
vyborné na krevni ob&h a na srdce. Hloh se miiZze uplatiovat jako 1€k proti kiecim,

popiipadé ma taktéz sedativni ucinky [3].

Obsahuje flavonoidy, které maji silny antioxida¢ni u€inek a déle taniny, esencialni oleje,
barviva, vitaminy, kyseliny a derivaty purinu. Ma uklidnujici ucinek u lidi trpicich
nespavosti a pomaha pii celkovém vycerpani, predevSim u starSich lidi. Pro vétSinu
dospélych je pii kratkodobém uzivani bezpecny, miize vSak reagovat s latkami na predpis

a tehdy by jeho uzivani mélo byt konzultovano s 1ékafem [3].
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1.1.7 Bez ¢erny (Sambucus nigra)

Bez cerny je listnaty kef, ktery své vyuziti nachdzi nejen ve farmaceutickém primyslu,
ale také v 1écitelstvi a potravinafstvi. Lé¢ivé jsou pouze rostliny S fialovymi a ¢ernymi
bobulemi. Vsechny zelené ¢asti ¢erného bezu jsou jedovaté, protoze obsahuji glykosid,

jehoz rozkladem vznika kyanid. V kuife jsou toxické krystaly oxalatu vapenatého [3].

Bez Cerny obsahuje piedevsim glykosidy, tfisloviny, vitaminy, slizovité latky, éterické
oleje a organické kyseliny. Své vyuziti nachdzi nejen pii boji proti chiipce, ale téz
pfi procisténi krve, usnadnéni vykaslavani a zastaveni krvaceni. Mimoto ma také
analgeticky Ucinek, takze se uplatiluje pii neuralgii a migréné. Bez ¢erny ma uklidiujici
efekt na nervovy systém bez pociti spavosti a snizeni pozornosti. Extrakt z listl

v kombinaci s tiezalkou teckovanou a mydlici 1ékafskou oslabuje chiipkové a oparové viry

[3].
1.2 Chemické sloZeni pripravku Novo-Passit tablety

1.2.1 Guaifenesin

Guaifenesin je bezpetna a nenavykova latka. Je vhodny na leh¢i formy neurastenickych
obtizi, jako je uzkost, strach, smutek, neklid, podrazdénost, leh¢i formy nespavosti,
nesoustfedénost, bolest hlavy spojena s neurotickym napétim, ale i na problémy spojené

S premenstruacnim syndromem.

Guaifenesin [3-(2-Methoxyphenoxy)-1,2-propandiol] (Obr. 2) je bily krystalicky prasek
[6]. Latka guaifenesin pivodné pochazi z Amerického kontinentu. Jiz v 16. stoleti byl
vyuzivan v boji proti syfilis, v dnesni dobé je guaifenesin obsazen v lécich, které
se pouzivaji pii onemocnéni respira¢nich cest. Mimo jiné patii do skupiny centralnich
myorelaxancii, kdy snizuje psychické a emocni napéti s pocitem Uzkosti, ma mirné

sedativni ucinky, sniZuje svalovy tonus a ptisobi expektoracné.
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Obr. 2 Molekularni struktura guaifenesinu (Priloha PI)

Guaifenesin patii mezi latky drazdivé. Jestlize ptijde do kontaktu s ofima a pokozkou,
muze vyvolat alergickou reakci na prach. V pfipadé¢ vdechnuti mize podrazdit sliznici
a vyvolat nevolnost. Proto je nutné pii praci s guaifenesinem pouzivat ochranné pomucky,

jako jsou rukavice, ochranné bryle a ochrannou masku proti prachu. (Ptiloha PI)

Vyroba guaifenesinu (Obr. 3) je rozdélena do nékolika etap. V prvni fazi reaguje
pyrokatechol s dimethyl sulfitem v toluenu a vznikne guajakol, ktery s hydroxidem
sodnym reaguje za vzniku soli guajakolatu sodné¢ho. V dalsi fazi reaguje epichlorhydrin
s vodou Vv prostfedi kyseliny fosfore¢né a vznikne glycerol monochlorohydrin. Produkty
prvni a druhé faze spolu reaguji pfi 100°C a davaji vzniknout surovému guaifenesinu, ktery
se dale cisti, promyva a destiluje se ve vakuu, ¢imz vznika technicky guaifenesin.
V poslednim kroku dochazi ke krystalizaci technického guaifenesinu v toluenu a vznika

forma guaifenesinu, jenz se vyuziva ve farmaceutickém pramyslu (Pfiloha PI).

Ve spolecnosti Teva Czech Industries s.r.o. se jako API pouziva nejen k vyrobé¢ piipravku
Novo-Passit, ale figuruje také jako aktivni ingredience spolecné s butamirat citratem

I v pfipravku Stoptussin.
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Obr. 3 Vyroba guaifenesinu (Priloha PI)

1.3 Vyroba Novo-Passit Extract Dry

Vyroba Novo-Passit Extract Dry probiha extrakci jednotlivych bylin v ethanolu. Extrahuje

se kvét bezu Cerného, SisSky chmele otafivého, kofen hlohu obecného, vrchol medunky

I¢kaiské, kvét mucenky pletni a tiezalky teckované a koten kozliku lékatského. Primérni

extrakty jsou homogenizovany a upraveny tak, aby dosahovaly pozadovanych parametrd,

a nasledné jsou filtrovany. Tekuty extrakt je poté zahustén v daném poméru, aby se ziskal

piechodny extrakt Novo-Passit Fluidum. Po ukonceni homogenizace je kone¢ny suchy

extrakt analyzovan a pfipraven pro farmaceutické zpracovani podle registracni specifikace

produktu.

Plan vyroby je zobrazen na Obr. 4.
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Smés drog: kvét bezu Cerného, 38Ky chmele
otadivého, kofen hlohu obecného, vrechol
meduiiky IéKafské, Kvét mudenky pletni,

tiezalka telkovand a Kofen Kozliku lékafského

Ethanol Extrakce
Cidténéd voda Homogenizace
Uprava

Filtrace

Zahuiténi

v

Extrakt pro Novo-passit fluidum v poméru 1:2

Koloidni oxid sifility Zahu3téni
Sudeni
Mileti

Homogenizace

Vysufeny extrakt Novo-passitu

Obr. 4 Schéma vyroby Novo-Passit Extract Dry

1.4 Vyroba tablet Novo-Passit

Tablety se vyrdbi z tabletoviny, kterd pfedstavuje meziprodukt pro vyrobu tablet.
Tabletovina pfipravku Novo-Passit vznika smichanim Novo-Passit Extract Dry,
guaifenesinu a placeba (Silicon dioxide, Microcrystalline Cellullose, Glyceryl Tribehenate,
Magnesium Stearate, Lactose Monohydrate — Fast Flo, Opadry AMB 80W311115)
a pomocnych latek (plniva, pojiva, zvlh¢ovadla) smichanim granulatu s extragranularnimi

pomocnymi latkami v pfedepsaném pomeéru (Priloha PII).

Mimo pfipravy tabletoviny je zékladni operaci pii vyrob€ tablet lisovani, které
se uskutecnuje V tabletovacich lisech. Tabletovaci lis se skladd z matrice, horniho

a spodniho razidla. K lisovani tablety dochazi v prostoru vymezeném matrici a razidly [7].
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2 DISOLUCE

Disoluéni (rozpoustéci) studie patii mezi zakladni testy pouzivané ve farmacii
pii vyhodnocovani uvoliiovani aktivnich latek z pevnych a polotuhych 1ékovych forem [8].
Zakladnim principem disoluce je uvoliiovani 1éCivé latky zlékové formy Vv predepsané
kapaliné (disoluéni médium) a v predepsaném c¢ase [9]. Disolu¢ni médium (puft;
0,1 M HCI) simuluje prostfedi v zaludku a ve stfevech, kde dochazi k absorpci 1€Civ.
Hodnoty pufrii nejsou zvoleny nédhodné, ale pfesné¢ podle pH jednotlivych casti traviciho
traktu, kde se tablety rozpousti. pH Zzaludeéni sliznice ma hodnotu 1 — 2. Proto
se k simulaci rozpous$téni tablet v Zaludku pouziva nejcastéji kyselina chlorovodikova
v rizné koncentraci (0,1 M HCI; 0,01 M HCI nebo 0,06 M HCI). Mohou se pouzit také
pufry, které maji hodnotu pH = 1,2. V tenkém stifevé pievazuje alkalické prostiedi
spH > 7, takze se pouzivaji predev§im fosfore¢nanové pufry s hodnotou pH okolo 7,4.
V tlustém stfevé je vstiebavani 1€kt méné vyznamné, uplatni se u retardovanych 1ékovych
forem s pomalym uvoliiovanim aktivni latky. Hodnota pH v tlustém stfevé se pohybuje
v rozmezi od lehce kyselého az po zésaditou, takze pufry mohou mit hodnotu od pH = 6

do pH = 8 (acetatovy, fosfore¢nanovy pufr) [9, 10, 11].

Velmi cCasto mize dochdzet k zdméné pojmu disoluce s rozpadem. Rozpad ptedstavuje
schopnost pevné 1ékové formy rozpadnout se na cCastice, zatimco disoluci je chapano
uvolnéni molekul (iontl) z krystalické vazby a jejich difuze do rozpoustédla, popiipadé
travicich stav [12].

Aby disolucni zkouska probé&hla spravné, je nutno brat v potaz také to, ze kazdy 1€k musi
béhem disoluéni zkousky splnit dané limity. Obecné se 1éky ze skupiny tuhych peroralnich
lékovych forem rozdéluji na lékové formy bez Upravy uvolilovani léc¢iva a léky
s modifikovanym uvoliiovanim léciva. Lékové formy prvni skupiny musi splnit pouze
podminku, Ze uvolni minimélni pfedepsané mnozstvi lé¢iva v pozadovaném Casovém
intervalu [13]. Zde fadime i Novo-Passit tablety. U Iékovych forem s modifikovanym
uvolnovanim se prodlouzené uvoliiovani a prodlouzeny ucinek Iléciva vyjadiuje
zabezpeceni terapeutické hladiny 1éCivé latky v krevni plazmé po pozadovany Casovy
interval. Del$i ptsobeni 1é¢ivé latky v biofazi je umoZznéno specifickymi farmaceutickymi
pomocnymi latkami, specidlnimi technologickymi postupy nebo jejich kombinaci.
Zpozdéného uvoliovani se vyuziva u léCiv, kdy se ma latka vstiebavat az ve stfevnim

traktu nebo v jeho urCitém misté (napi. kolon) [14]. Mnozstvi aktivni latky je nutné
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stanovit kvantifikaéni metodou. Mezi kvantifikaéni techniky patii spektrofometrie

a chromatografie. Tyto metody budou popsany Vv dalSich kapitolach.

Disoluce nachazi uplatnéni nejen jako nastroj ve vyvoji léki, ale spada také do kontroly
vyrobniho procesu. Disolucni testovani se b&ézné pouziva v fizeni jakosti a v oblasti
vyzkumu a vyvoje. Pro ucely QC sedisoluce vyuziva pro deklaraci shody
mezi jednotlivymi komerénimi $arzemi a pro detekci vyrobnich odchylek. V oblasti
vyzkumu a vyvoje se disolucni testovani zaméfuje na poskytnuti nékterych odhadt
uvolnovani 1é¢iv ve vztahu kin vivo testovani. Jestlize spliiuje vSechny parametry,
nasleduje po in Vivo testovani registrace ptipravku a nasledna rutinni testovani, ktera
se ovetuji u kazdé Sarze [8, 12]. Soucasti jakékoliv registrace generického piipravku je
statni autorité¢ predkladéna disolucni studie srovnavajici disolu¢ni profily mezi generikem
aorigindlnim farmaceutickym piipravkem v dané zemi jiz registrovaném. V Ceské
republice udéluje registraci na zdklad¢é paragrafu 25, zédkona €. 378/2007 Sb. Statni utvar

pro kontrolu 1é&iv (SUKL, http://www.sukl.cz/).

Analyticka metoda popisujici disoluéni zkouSku daného I1éCivého piipravku musi

obsahovat nasledujici podminky provedeni:
1) typ pfistroje, ktery ma byt pouzit
2) slozeni, objem a teplota disolu¢ni kapaliny
3) rychlost otaceni, piipadné pritokova rychlost disoluéni kapaliny

4) Cas, zpusob a mnozstvi odebraného roztoku ke stanoveni obsahu ucinné latky,

ptipadné podminky pro automatické vyhodnocovani

5) metoda stanoveni obsahu t¢inné latky (UV/VIS nebo kapalinova chromatografie —

viz kapitola 3 a 4)
6) zptsob vyhodnoceni

7) limity pro hodnoceni disoluce pfipravku v piedepsaném case

2.1 Typy disolu¢nich metod

Disolu¢ni  test je mozné provést nékolika zpisoby. Spravna volba metody souvisi
s vlastnostmi 1ékové formy. Pro disoluce pevnych lékovych forem se pouzivaji tii

1ékopisné metody, nebo metody z nich vychazejici [12]:
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v’ padelkova metoda
v' kosi¢kova metoda
v metoda s pritokovou celou

Pro ucely diplomové prace byla pouzita padelkova metoda.

2.1.1 Padelkova metoda

Zatizeni (Obr. 5) se sklada z nadoby (sklo nebo jiny inertni material) s vikem. V nadobg,
kterd je naplnéna ¢isténou vodou, je ¢astecné ponoieno sedm sklenénych nadob s kulatym
dnem. Nadoby maji objem jeden litr a jejich rozméry jsou: vySka 160 mm az 210 mm
a vnitini pramér je 98 mm az 160 mm [12]. Pro spravnou praci disolu¢niho zafizeni je
nutné, aby kazdd nadoba byla ve svislé poloze. K méfeni svislé polohy se pouziva digitalni
méfidlo, kdy svislost nadoby se stanovuje na dvou mistech svirajicich uhel 90°. Limit
pro svislost musi byt < 0,1°. Mé&feni horizontdlni polohy ldzn€¢ se provadi pomoci
specialniho métidla a méfidlo je umisténo vzdy mezi dvéma nadobami (1 —3,1-2a6 —
7). Maximalni povolena odchylka je 0,5 ° [15]. V horni ¢asti nadoby je obruba, aby viko
dokonale pfiléhalo na nddobu a nedochédzelo tak k odpatfovani disoluéniho média.
Mimojiné¢ jsou nadoby ohfivany cisténou vodou na ptedepsanou teplotu (37+0,5°C).
Disolu¢ni médium v nadobach simuluje §tavy gastrointestinalniho traktu, a proto jsou tyto
nadoby nazyvany zaludky. DalSimi dilezitymi souc¢astmi pfistroje je motor, hnaci hiidele
a lopatkova michadla. Je nutné, aby se disolu¢ni médium udrzovalo ve stalém, plynulém
chodu, pro jehoz zajiSténi nesmi zddna Cast zafizeni ani prostiedi, ve kterém je pftistroj

umistén, piispivat ke znatelnému pohybu, tfeseni nebo vibracim [16, 17].

Michaci jednotku pfedstavuje padlo, jez tvofi hnaci htidel s lopatkovym michadlem.
Rozméry kazdého padla musi odpovidat rozmérim uvedenym v lékopise. Rozméry padla
zobrazuje Obr. 6. Je velmi dilezité, aby hfidel byla vystiedéna a jeji rotace byla plynula
a bez znatelného chvéni, které by mohlo ovlivnit nejen pribéh analyzy, ale i celkové
vysledky. Jako kontrola slouzi vhodné métidlo, které zaznamenava vychyleni hiidele.
Je respektovano zrychleni < 1,0 mm [12]. Lopatkové michadlo je vyrobené z kovu
nebo vhodného inertniho neohebného materialu a muze byt pevné spojeno s hiideli nebo
se jednoduSe na hiidel nasroubuje. Hlavni naplni lopatkového michadla je regulace

rychlosti otac¢ek. Kazda analyticka metoda zkouseného piipravku piesné udava, jaké otacky
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a teplota maji byt béhem analyzy nastavené. Vodni lazen reguluje teplotu a pomoci
lopatkovych michadel je zajisténo proudéni disolu¢ni kapaliny. Tim je dosazeno

homogenniho prostiedi zaludku [16, 17].

Tablety se spoustéji do disoluéniho média pomoci hornich otvord ve viku. Dopadnou
na dno nadoby a po urCitou dobu se rozpousti. Po uplynuti definované doby dojde
k odebrani vzorku pomoci kanyl do stiikac¢ek a vzorky jsou nasledné dle analytické metody

zpracovavany. Pokud tableta plave na hladiné a je tfeba ji potopit, mize se vyuzit drobného

spiralovité zato¢eného dratku, ktery se nazyva sinker [12].

b)

Obr. 5 SOTAX AT 7 Smart — padelkova metoda (a — celkovy pohled, b — detailni pohled)
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Obr. 6 Rozmery padla disolucni jednotky [12]

2.2 Kosickova metoda

Ptistroj pro kosi¢kovou metodu (Obr. 7) pracuje na stejném principu a zafizeni vypada
téméf identicky jako zafizeni u padelkové metody. Lopatkova michadla jsou vsSak
nahrazena kosicky. Zafizeni taktéZz obsahuje hnaci hiidel, ktera mize byt napevno spojena
s valcovitym koSickem, poptipadé se koSicek muze lehce naSroubovat na hnaci htidel.
Kosicek je slozen ze dvou ¢asti. Na hnaci hiidel se pfipevituje nebo je pfipevnéna horni
ptiruba, ke které se pomoci tii pruznych per pfipeviiuje tubus koSicku, jez je tvoten sitkou
valcovitého tvaru zasazenou nahote i dole do uzkych kovovych prstencti. Upevnéni tubusu
koSicku musi byt velmi pevné, aby nedoSlo k jeho vychyleni od stfedové osy nadoby
beéhem analyzy, poptipad¢ jeho spadnuti na dno naddoby. Ke kontrole kosicka slouzi vhodné
méfidlo, které zaznamenava vychyleni koSe. Piijatelné hodnoty musi byt < 1,0 mm. Htidel
a valcovity kosi¢ek jsou vyrobené z nerez oceli nebo jiného inertniho kovu. Rozméry
kosikt musi odpovidat rozmérim uvedenym v 1€kopise. Rozméry kosikti zobrazuje Obr. 8.
Princip provedeni analyzy s koSickovou metodou je velmi podobny metodé padelkové.
Nejprve se musi nastavit parametry dané metodou — teplota, otdCky a Cas analyzy. Poté

se vlozi do kosicku tablety a koSi¢ky se upevni na pruzna péra. Béhem analyzy se tablety
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rozpoustéji v disoluénim médiu a po uplynuti doby jsou vzorky odebrany pomoci kanyl

do stiikacek a nasledné dle metody vyhodnoceny [12, 16].

b)

Obr. 7 SOTAX AT 7 Smart — kosickova metoda (a — celkovy pohled, b — detailni pohled)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

1
Yol

C 7
sitka vnéjsi | IY/ i
prumér 22,2 +41.0
o (=]
- ol
H H
ol o
~ o~
Nl ™)
= Y2l -
y.s 3

te 222210

202410
250230

' & \

P

Obr. 8 Rozmery kosicku disolucni jednotky [12]

2.3 Metoda s pritokovou celou

Ptistroj s priitokovou celou obsahuje zasobni nddobu na disoluéni médium, pumpu
na disolu¢ni médium, prutokové cely a vodni lazen, ktera udrzuje teplotu disolu¢niho
média béhem analyzy. Pritokovd pumpa slouzi k vytlaCeni disoluéniho média ptes
pratokovou celu. Pritokova cela je vyrobena z prihledného, inertniho materialu. V horni
Casti je priatokova cela spojena s filtratnim systémem, ktery zabrafiuje uniku
nerozpusSténych Castic z horni ¢asti cely. Dolni kuzZelovita ¢ast cely je naplnéna malymi
sklenénymi kulickami o priméru asi 1 mm a ve Spicce kuzele je umisténa jedna véEtsi
kulicka o priméru asi 5 mm, aby se zabranilo vniknuti tekutiny do cely. Cela je vloZena

do vodni 1azné a teplota se udrzuje v limitu 37+0,5°C [12].

Cela je upevnéna v pfistroji pomoci upinaciho mechanismu a dvou O — krouzkd.
Je dulezité, aby pumpa nebyla umisténa vySe nez zdsobni nddoby s disolu¢nim médiem.

Pumpa je odd¢€lena od disolu¢ni jednotky, aby se predeslo nechténym vibracim [12].

2.4 Moderni disolué¢ni techniky

Rozvoj védeckych poznatkti a pievedeni védy do praxe vede k tomu, Ze se disoluéni
techniky modernizuji. Disoluce se stava jednou Zz nejCastéji automatizovanych technik
v modernich farmaceutickych laboratotich. Jelikoz disolu¢ni metody jsou ¢asové narocné
ajsou zavislé také na lidském faktoru, je nutné provoz disolucnich stroji neustale

zdokonalovat a automatizovat, a tim eliminovat lidsky faktor.
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Farmaceutické spole¢nosti ptfichazeji na trh Snovymi registrovanymi farmaceutickymi
ptipravky, u nichz se zavazuji ke kontrole kvality kazdé komercni Sarze. Obecnym cilem
spole¢nosti je dosahnout maximalni efektivity za sou¢asného snizovani nakladu. | z tohoto
divodu jsou k dostani modernéjsi disolucni stroje, které maji praci jesté vice urychlit,
zjednodusit a zlevnit. Tyto stroje pracuji samostatné, takze také lidska prace a piedevsim

lidska chyba jsou zde zredukovany na minimum.

V dnesni dobé je velice popularni propojeni s HPLC jednotkou, takze jsou vzorky ihned
analyzovany pomoci metody s chromatografickou detekci. Druhou moznosti ON-LINE
systémil je propojeni disolu¢ni jednotky se spektrofotometrem, ktery ihned vyhodnoti
obsah u¢inné latky vIékové formé na =zakladé Lambert-Beerova zakona.
U farmaceutickych ptipravka s prodlouZzenou dobou uvoliovani aktivni latky se velmi
Casto vyuziva propojeni disolu¢ni jednotky s kolektorem (OFF-LINE), pies ktery se vzorek
odebere do zkumavky nebo vialky a je pfipraven k dal§im analyzam. Pfistroje s moZnosti

ON-LINE a OFF-LINE analyzy zobrazuje Obr. 9.

Mezi nejznaméjsi spolecnosti, které se zabyvaji produkci disolucnich zafizeni, patii
predevsim znacky Hanson (http://lwww.hansonresearch.com), Agilent
(http://www.chem.agilent.com/en-US/products-services/Instruments- systems/ Dissolution/
Pages/default.aspx), Erweka (http://www.erweka.com/en) a Sotax
(http://www.sotax.com/). Spole¢nost Teva Czech Industries s.r.o. pro své ucely pouziva

vyhradné disolu¢ni stroje znacky Sotax (SOTAX AT 7 Smart).

a) b)

Obr. 9 SOTAX AT 7 Smart (a - ON-LINE, b - OFF-LINE) [18]
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2.4.1 Disoluéni automat

PIn¢ automatizovany piistroj (Obr. 10) umoziuje usporny provoz pii sériovém testovani
piipravkl a diky extrémné kratkym intervaliim mezi jednotlivymi analyzami patii disolucni
roboty mezi nejatraktivnéj$i piistroje, které se ve farmacii v dnesni dob¢€ nachazeji. Lidska
prace je zde minimadlni, pfistroj sdm zajiStuje pfechod mezi jednotlivymi analyzami
a ocistu zafizeni. V porovnani s klasickymi metodami je robot rychlejsi a efektivnéjsi.

Jeho velkou ptednosti jsou minimalni naroky na obsluhu [18].

Teva Czech Industries s.r.o. vlastni disolu¢ni automat znacky Sotax (SOTAX AT 70
Smart).

Obr. 10 SOTAX AT 70 Smart

2.5 Dulezité parametry disolu¢nich testa

2.5.1 Otacky michadla

Rychlost otaceni padel nebo ko$ickli ma vyznamny vliv na priabéh analyzy a ovliviiuje
predevsim rozpadavost lékové formy. MéEly by se proto volit tak, aby se lékova forma
dobie rozpadala, a zaroven byly respektovany pozadavky dané lékopisem. Nejcastéji
se farmaceutické pfipravky analyzuji pfi rychlosti 50, 75, 100, 120 a 150 RPM (Rotation
per Minute). Ovéfeni nastaveni obvodové rychlosti se provadi na jedné htideli pomoci
otaCkoméru. Hiidel by méla hladce rotovat a neméla by se vychylovat ze své drahy. Limit
piijatelnosti je + 2 otaky za minutu. Tabulka 1 ukazuje, jaké jsou povolené rozdily otacek

u bézné uzivanych hodnot rychlosti [12, 19].
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Tabulka 1 Povolené rozdily u otacek [12]

Obvodova rychlost .
(RPM) Limit

50 +2

75 +3

100 +4

125 +4,8

150 +6

2.5.2 Disoluéni médium

Pro spravné provedeni disoluce je nezbytny nejen spravny vybér pfistroje, ale také idealni
disoluéni médium. Disolu¢ni kapalina méa napodobovat pH $tav gastrointestinalniho traktu

[11].
Nejcastéjsi pouzivana disolu¢ni média zobrazuje Tabulka 2.

Tabulka 2 Nejcastéji pouzivana disolucni média [12]

pH Disolu¢ni mé dium
pH 1,0 HCI
pH 1,2 NaCl, HCI
pH 1,5 NaCl, HCI
pH 4,5 Tlumivy roztok fosforecnanovy nebo
acetatovy
pH55a5,8 |Tlumivy roztok fosforecnanovy nebo
acetatovy
pH 6,8 Tlumivy roztok fosforeCnanovy
pH7,2a75 Tlumivy roztok fosfore¢nanovy

2.5.2.1 Objem disolucniho média

Co se objemu disolu¢niho média tyce, nejéastéji byva v nadobé¢ 500 ml, 900 ml nebo
1000 ml disolu¢niho média [12].

2.5.2.2 Teplota disoluéniho média a odplynéni disolu¢niho média
Médium se ptipravi odmétenim jednotlivych komponent do vhodné nadoby. Obsah se musi
dikladné promichat pomoci magnetického michadla, poptipad¢ je mozné pii obtizném

rozpousténi médium zahtat na teplotu 40°C. Pro pfipravu média je velmi dualezité, aby byla
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¢isténa voda odplynéna. Odplynéni se provadi zahiivanim ¢isténé vody na teplotu 41 °C
apoté se provede vakuova filtrace pres filtr (0,45 pum). Takto odplynéna ¢isténa voda
se micha. Zafizeni, jez pracuje na tomto principu, se nazyva MPS zafizeni. MPS médium
nejen odplyni, ale pfedehiiva také ¢isténou vodu na pozadovanou teplotu 37+0,5 °C. Dalsi
moznosti ziskani odplynéného média je probublavani Cisténé vody héliem, které odstrani
vSechny piebytecné plyny. Odplynéné a promichané médium se dale davkuje pomoci
odmérného valce do disolu¢nich nadob. V piipadé, ze se davkuje pouze odplynéna Cisténa

voda, Ize pouzit ptimo MPS zafizeni, u kterého 1ze nastavit davkovany objem [19, 20].

2.5.3 Cas analyzy

Cas analyzy 1ékové formy vychazi z analytické metody, kde je Gasovy priibéh piesné
definovan. Nejcastéji byva 30, 45 nebo 60 minut. Vzorky se mohou odebirat
ve stanoveném cCase Vv toleranci = 2%. V pfipadé, ze se provadi disolu¢ni profil, je odbér
vzorku provadén v nékolika ¢asovych rozmezich (napt. 5, 10, 15, 20, 30, 45 a 60 minut)

[12].

2.6 Kontrola disolu¢nich pristrojt

Kazdé zafizeni, které je pii kontrole farmaceutického piipravku pouzivano, je nutné
neustale kontrolovat, kalibrovat a kvalifikovat. Kalibrace laboratornich pfistroju a zatizeni
patii mezi kritické Cinnosti, jelikozZ na spravném provedeni kalibrace zéavisi spravnost
vyhodnoceni analytickych dat vysledkt. Kalibraci mohou provadét proskoleni pracovnici
nebo externi firma. Pfistroj musi byt kalibrovan v celém rozsahu, ktery je pouzivan

pfi provadéni analyz [19].

Kvalifikaci AlQ (Analytical Instrument Qualification) se rozumi komplexni provéfeni

pfistroje nebo zafizeni. Schéma AIQ zobrazuje Obr. 11 [19, 21].
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3 MOLEKULOVA ABSORPCNI SPEKTROFOTOMETRIE V
UV/VIS OBLASTI

Spektrofotometrie patii k nejvyuzivanéjSim instrumentalnim metodam v analytické praxi.
Jedna se o optickou metodu, ktera je zaloZzena na sledovani absorpce elektromagnetického
zateni z oblasti UV (190 - 400 nm) a VIS (400 - 800 nm) molekulami analytu v roztocich
nebo v pevnych latkach [22]. Latky, jez absorbuji zafeni S Vinovou délkou mensi nez
380 nm, se projevuji jako bezbarvé, zatimco latky, které absorbuji z bilého slunec¢niho
zateni vlnové délky v rozsahu 380 nm az 780 nm se projevuji jako barevné. UV/VIS
spektrometrie se nejastéji pouzivd na studium barevnych sloucenin nebo sloucenin
obsahujici chromofor [23]. Chromofory jsou charakteristicka funkéni seskupeni
zodpovédna za barevnost slouc¢eniny — casto se jedna o konjugovany systém néasobnych

vazeb (napt. azobarviva) [22].

3.1 Absorp¢ni spektrum

Principem spektrofotometrie je interakce mezi elektrony umisténymi ve vazebnych,
pfipadné nevazebnych orbitalech molekuly s fotony UV/VIS zafeni. Molekuly jsou
schopny pohlcovat elektromagnetické zateni pouze urCitych vlnovych délek. Je to dano

tim, Ze mohou existovat v ur€itych kvantovych stavech, které se 1i8i obsahem energie.

V ptipad€, Ze ma molekula piejit ze stavu s niz$i energii do stavu s energii vyS$i, musi
absorbovat zateni o frekvenci v, kterd pravé odpovida rozdilu energii mezi energetickymi

hladinami E; a E; obou kvantovych stavt podle Planckova vztahu:
AE=E,-E,=h-v (1)

kde E; a E; jsou energie atomu ve vyS$§im a niz§im energetickém stavu, h je Planckova
konstanta (6,626 - 10* J-s) a v je frekvence [Hz] vyzarené¢ho nebo absorbovaného zafeni.

Zakeni je ddle mozno charakterizovat pomoci vinové délky A [nm] nebo vIno&tu v [1 m™]:
v=c/l=c-v (2
kde c je rychlost zafeni [m.s™] [24].

Absorbuje se vzdy ta cast elektromagnetického zatfeni, ktera svou energii odpovida

pfechodu elektronu ze zakladni hladiny na excitovanou hladinu. Proto molekulova
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absorp¢ni spektra v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra

[22].

3.2 Lambert-Beeruv zakon

Metoda absorpcni spektrofotometrie zjist'uje, pro které vinové délky a do jaké miry vzorek
pohlcuje (absorbuje) ultrafialové nebo viditelné zaieni. Lambert-Beeriv zakon je zakladem
pro kvantitativni analyzu, kterd je zaloZzena na méfeni absorpce zafeni. Platnost zakona
je omezena jen pro ziedéné roztoky [18]. Pokud na vzorek dopada monochromatické
zateni, poklesne v disledku absorpce piivodni zéfivy tok dopadajiciho paprsku lo na nizsi

hodnotu 1 [25].

I, 3)

r=-1
IO

Pomér obou zativych toku 11/lg (jsou-li zanedbany ztraty vzniklé rozptylem a odrazem
na sténach kyvety) se nazyva propustnost (transmitance) 7. Propustnost nezavisi
na velikosti dopadajiciho zafivého toku. Dekadicky logaritmus pievracené hodnoty

propustnosti se nazyva absorbance A [25]:
A=-logz (4)

Zavislost propustnosti nebo absorbance na vlnové délce zafeni predstavuje absorpcni

spektrum vzorku.

Absorbance roztoku absorbujici latky je pfimo umérna jeji molarni koncentraci ¢ a tloust'ce
proméfované vrstvy roztoku |. Tato zavislost je oznacovana jako Lambert-Beertuv zakon

a je mozno ji zapsat ve tvaru [25]:
A =alc (5

kde o. se nazyva absorp¢ni koeficient. Jestlize se hmotnostni koncentrace vyjadii
v jednotkach g.I" a tloustka vrstvy v cm, je rozmér absorpéniho koeficientu 1.g™'.cm™. Je-
li koncentrace vyjadiena v jednotkach mol.I”', ziskd se hodnota molarniho absorp&niho
koeficientu ¢, (jednotky I.mol™'.cm™). Absorpéni koeficient je veli¢ina charakteristicka
pro danou latku v daném prostfedi a podobné jako absorbance zavisi na vinové délce,

pii které jsou provadéna méteni [25].
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Neni-li uvedeno jinak, méfi se ve farmacii absorbance pii piedepsané vinové délce v 1 cm
vrstvé pii 20£1°C a meéfeni se provadi proti pouzitému rozpoustédlu nebo smeési

rozpoustédel [12].

Platnost Lambert-Beerova zakona je mozné vyuzit v omezeném rozsahu. Je platny, pokud

se splni tyto podminky:

e  zafeni musi byt monochromatické

e roztoky museji byt velmi zfedéné (c < 10 mol.I™)

e absorbujici prostiedi nesmi podléhat Zzadnym zménam

e pro kvantitativni analyzu je nutné vybrat takovou vlnovou délku, pii niz stanovovana

latka siln€ absorbuje, ptipadné interferujici latky maji absorpci minimalni [26].

3.3 Instrumentace

Pristroje, které se pouzivaji k méfeni intenzity zareni v ultrafialové nebo viditelné oblasti
spektra, se nazyvaji fotometry nebo spektrofotometry. Fotometry jsou jednodussi
a pouzivaji k vymezeni tzkého pasma vlnovych délek filtry. Spektrofotometry pouZzivaji
miizkovy monochromator, ktery dovoluje kontinudlné meénit vinovou délku meéfeni
v sirokém intervalu [22]. VSechny fotometry a spektrofotometry sestavaji ze tfi zakladnich
¢asti (Obr. 12):

a) zdroj zafivé energie

b) filtr nebo miizka pro izolaci izkého pasma zativé energie (monochromator)

c) detektor méticiho zafivou energii propusténou vzorkem.

Mezi monochromator a detektor se vklada kyveta s roztokem méfeného vzorku [22].
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Obr. 12 Instrumentace spektrofotometru [26]

3.3.1 Zdroje zareni

V UV oblasti se pouzivala deuteriova vybojka, vysokotlakd vybojka naplnéna inertnim
plynem (xenon, argon), popiipadé bylo mozné také vyuzit velmi intenzivni rtutové
vybojky. VIS oblast pokryvala wolframova Zarovka nebo halogenové vldkno. V dne$ni
dobé jsou vSak velmi zadané zdroje zafeni predevSim lasery, které produkuji vysoce

monochromatické a koherentni (stejna faze vin) zafeni, jeZ ma vysokou intenzitu [27].

Svételny tok dale prochdzi monochromatorem (lamavé hranoly nebo miizka v kombinaci
se Stérbinami a odrazovymi zrcadly). Naklanénim mifizky je moZzné plynule regulovat
vlnovou délku. Rozsah vlnovych délek, které z monochromatoru vychazeji, urcuje Stérbina.
DalSim prvkem soustavy, do kterého mifi monochromatické svétlo, je kyveta. Nejcastéji
pouzivané kyvety jsou hranaté (konstantni vzdéalenost a tlouStka dvou planparalelnich
stén). Kyveta propousti svétlo pozadované vinové délky a vyrabi se z kiemenného skla.
NejcCastéji se pouzivaji kyvety s optickou drahou 1 cm, vyjimkou ale nejsou ani kyvety

s optickou drahou 0,5 cm a 1mm [27, 28].

3.3.2 Detektory

V UV/VIS spektrofotometrii  se pouzivaji  detektory v podobé fotonasobicu,

polovodicovych fotoelektronovych ¢lankd, diodovych poli a detektora CCD [23].

Fotonasobice jsou béZzné pouzivané detektory v ultrafialové a viditelné spektrometrii. Jsou

uspotadany tak, Ze elektrony dopadnou po ozafeni fotokatody na prvni zesilovaci elektrodu
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(dynodu), kde je pocet fotoelektronii ndsoben sekundarni emisi. Takovych dynod je

ve fotonasobici 10 i vice a vysledny efekt zesileni mtize byt i nékolik miliont [23].

Linearni diodové pole je multikanalovy detektor, kdy jeho elementy méfi najednou paprsek
rozlozeny disperznim prvkem. Tento detektor se vyuziva pro zdznam absorpcnich spekter

vzorku, které rychle prochazeji pruto¢nou kyvetou (HPLC) [23].

3.4 Zakladni usporadani pro UV/VIS spektrofotometrii

Zakladni uspofadani pfistrojovych prvki mluze byt dvoji: jednopaprskové
a dvoupaprskové. U jednopaprskovych pfistroji (Obr. 13) prochazi svétlo ze zdroje
kondenzorovym systémem na vstupni St€rbinu monochromatoru, projde kyvetou a detekuje
signdlu a lep$i meze detekce. Jeho nevyhodou je vSak niz$i stabilita systému a nelze

eliminovat kolisani intenzity zdroje zafeni [23].

U dvoupaprskového pfiistroje (Obr. 13) dopada paprsek z monochromatoru na rotujici
sektorové zrcadlo, které je nastavené tak, Ze bud’ odrazi paprsek na referencni vzorek,
nebo nebrani paprsku, a ten dopada rovnou na kyvetu s méfenym vzorkem. Dvoupaprskové
systémy maji vySsi stabilitu, ale dochazi k vétsi ztraté zareni. Navic se dvoupaprskové
pfistroje 1i8i od pfedchozich tim, ze oba vzorky, srovnavaci i méfeny, jsou proméfovany
bud’ soucasné (u pftistrojit ,,dvoupaprskovych v prostoru*) nebo skoro soucasné (u piistroji

,»dvoupaprskovych v ¢ase) [23].

Pro potieby diplomové prace byl pouzit spektrofotometr znacky Varian (Varian Cary 100)

a je zobrazen na Obr. 14.

 ooE gé’gﬁ

zdroj detektor

e

jednopaprskové dvoupaprskové

a) b)
Obr. 13 Spektrofotometr - a) jednopaprskovy, b) dvoupaprskové [28]
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Obr. 14 Varian Cary 100 [29]
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4 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni metoda, ktera slouzi k oddéleni a analyze smési latek.
Zikladnim principem chromatografie je rozdélovani slozek smési mezi mobilni
a staciondrni fazi. Vyznam slova ,Separacni (metoda) Vuvedené definici znamena4,
ze chromatografické metody umoziuji vzdjemnou separaci latek obsazenych ve zkoumané
smési. Chromatografické analyzy se zpravidla pouzivaji pro slozité smési latek, které maji
navzajem dosti podobné chemické a fyzikalni vlastnosti a které by se jinymi metodami
kvalitativné a kvantitativné analyzovaly jen velmi obtizné, pokud by to vibec bylo mozné

[30].

Hlavnim principem chromatografie je vnaSeni vzorku mezi dvé nemisitelné faze —
nepohybliva stacionarni faze a pohybliva mobilni faze [22]. Mobilni fazi je u kapalinové
chromatografie kapalina. Stacionarni fazi je latka zakotvena na povrchu nosiée nebo pevny
adsorbent. Principem kapalinové chromatografie je tedy interakce analyzovaného vzorku
se sorbentem kolony a protékajici mobilni fazi. Nasledkem fyzikaln¢ chemickych
vlastnosti sorbentu a mobilni faze dojde k rozdéleni analyzovaného vzorku na koloné
do riznych zén [30]. Pfi prichodu kolonou piejde kazda molekula vzorku mnohokrat
z proudu mobilni faze na povrch sorbentu a zpét. Pohybem mobilni faze je vzorek
touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a proto
se pii pohybu zdrZzuji. Vice se zdrZi slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji. Tim

se postupné slozky od sebe odd¢li [22].

Souvislost mezi difiznimi vlivy a linedrni rychlosti mobilni fdze odvodil van Deemter.
Van Deemterova rovnice popisuje zavislost vySky ekvivalentni teoretickému patru
na rychlosti pritoku mobilni faze a zahrnuje vliv zminénych parametrd, kde u je primérna

rychlost toku mobilni faze, A, B a C jsou faktory zpiisobujici rozsifovani pikt [31]:

H=A+Blu+C*u (6)

kde A je faktor vlivu turbulentni difuze, B piedstavuje faktor vlivu molekularni difuze, C je

faktor vlivu odporu vici prevodu hmoty, u je stfedni linearni rychlost toku mobilni faze.

Grafické zobrazeni Van Deemterovy rovnice predstavuje Obr. 15.
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Hleml

Obr. 15 Van Deemterova rovnice graficky [31]

4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Oznac¢eni HPLC je zkratka, kterd je odvozena od nazvu ,High Performance Liquid
Chromatography* [20]. V dne$ni dob¢ se stale stavaji popularnimi také UHPLC a IC (lon
Chromatography) techniky. Cely proces probiha za velmi vysokych tlaki (az 400 MPa),
oproti klasické HPLC metodé UHPLC pftinasi fadu vyhod, jako kratsi doba analyzy,
snizeni ndkladl, zvySeni separac¢ni UCinnosti, snizeni meze detekce, zvyseni citlivosti

a ziskani vice kvalitativnich informaci [32].

Klasicka kapalinova chromatografie se pouziva k separaci jednoduchych smési, zatimco
pro separaci komplikovanych smési latek je tato metoda prakticky nepouzitelnd. K témto
ucelim slouzi vysokouc¢inna kapalinova chromatografie [33]. Touto metodou lze
analyzovat ionty, latky poldrni 1 nepolarni, malo tekavé, tepelné¢ nestabilni

I vysokomolekularni [34].

4.1.1 Zakladni ¢asti HPLC chromatografu

Ptistroj, na kterém se provadi kapalinova chromatografie, se nazyva kapalinovy
chromatograf. K ucinné separaci je nutné pouzit dostate¢né malych zrni¢ek sorbentu, ktera
kladou prostupujici kapaliné zna¢ny odpor. Z toho divodu je nutné pracovat pii vysokém
tlaku [22]. Metoda HPLC existuje jako tzv. ,,normalni* (stacionarni faze je polarnéjsi nez

mobilni faze) a ,,reversni* (stacionarni faze méné polarni nez faze mobilni).

Aparatura HPLC (Obr. 16) je sloZena z vysokotlakych ¢erpadel, které zabezpecuji transport
mobilni faze kolonou, davkovace vzorkli, chromatografické kolony, v niz se slozky vzorku
separuji. Déle je nezbytnou soucéasti HPLC stroje detektor, ktery poskytuje elektricky signal

pii prichodu separovanych latek jako odezvu umérnou zméné sledované vlastnosti eluatu,
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vytékajiciho z kolony. Pro zaznam a ukladani signalu detektoru je pftistroj doplnén

0 zafizeni, které¢ vyhodnocuje vysledny chromatogram [22].

Nejcastéjsi technikou, kterd se vyuziva u HPLC, je elu¢ni technika. Pii ni se na kolonu
zavadi vzorek do kontinudlné protékajiciho proudu mobilni faze, pticemz dojde k rozdéleni
latek. Slozky ze vzorku jsou z kolony eluovany v potadi sorpce na stacionarni fazi a mezi

sebou jsou rozdéleny mobilni fazi [22].

Vymyvani latek je mozné realizovat v né¢kolika variantach, které se od sebe liSi zavislosti
tzv. elucni sily mobilni fdze na case. Jestlize se slozenim mobilni faze béhem celé¢ doby
analyzy neméni, jednd se o eluci izokratickou. Pokud se slozeni mobilni faze méni s ¢asem,

tak se jedna o gradientovou eluci [35].

K diplomové praci byly pouzity HPLC pfistroje znacky Agilent - Agilent 1100 series,
Agilent series 1200 a Waters - Waters Acquity UPLC (Obr. 17). Nastaveni sample setu,
instrumentalnich metod, vyhodnoceni SST (System Suitability Test) a vSech
chromatogramti probihalo za pomoci softwaru Empower Pro, version 2 (Waters
Corporation Milford, USA).
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Obr. 16 Schéma kapalinového chromatografu [31]
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Obr. 17 Kapalinovy chromatograf (a — Agilent [36], b — Waters [37])

4.1.1.1 Vysokotlakda pumpa

V dnes$ni dobé jsou nejpouzivanéjS§imi Cerpadla s malym objemem mobilni faze, kde
se mobilni faze stiidavé nasava pies systém zpétnych ventilli ze zdsobniku do malé pistni
komory o objemu 10 - 400 pl a poté je vytlatovana na chromatografickou komoru. Tento

maly vnitini objem umoziuje rychlou vyménu mobilni faze [35].

4.1.1.2 Zaiizeni pro gradientovou eluci

Gradientovd eluce je nejpouzivangjsi a nelGcinnéjsi technikou zmény selektivity
na analytické kolon¢. U gradientové eluce je dilezitd mobilni faze, jejiz slozeni se méni
s Gasem, takze v pribdhu separace dochazi ke zvySovani eluéni sily. Casovd zména
koncentrace v prubéhu separace se nazyva profil gradientu [38]. Hlavni vyhodou
gradientové eluce je krat$i doba analyzy a vyssi citlivost detekce pro pozdéeji vymyvajici

se latky [39].

4.1.1.3 Davkovani

Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci davkovaci smycky nebo pomoci
automatického davkovace, ktery pfedstavuje optimalni zajiSténi konstantni aplikace vzorku

na analytickou kolonu [30].
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4.1.1.4 Kolona

Zpravidla se jedné o nerezovou trubici o vnitinim primeéru okolo 4 mm a délce typicky 5 —
25 cm, ktera je naplnéna stacionarni fazi. Napln¢ kolony mohou byt bud’ sorbenty
nepolymerizovanymi (SiO;, Al,O3) nebo sorbenty polarizovanymi (syntetizovany
na principu prostorové sit¢ slozené ze styren-divinyl-benzenu). Nejpouzivanéjsi naplni
je reverzni faze a kolony jsou tvofeny gelem SiO, 0 velikosti 5 — 10 um, na némz je
chemicky navazan Cg nebo Cig alifaticky uhlikovy fetézec. Normalni faze je slozena
ze silikagelu a umoziuje mechanismem interakce ,aktivnich® silikatovych skupin

s analyzovanym vzorkem rozdéleni jednotlivych komponent smési [30].

4.1.1.5 Detektor

V metodé HPLC je dostupna opét fada rliznych detektort, které se lisi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem.
Detekovatelnost ptedstavuje minimalni mnozstvi latky, jez je mozné detekovat a odlisit
uni odezvu detektoru od Sumu. Metoda HPLC vyuziva tyto typy detektoru:
spektrofotometricky — detektor  (UV/VIS), fluorescenéni, hmotnostni, vodivostni
a refraktometricky. Nejpouzivanéjsim detektorem je detektor spektrofotometricky (UV/VIS
detekce s fixni vlnovou délkou 214 nm, 254 nm nebo 280 nm nebo spektrofotometricky
detektor s proménlivou vinovou délkou) a fluorescenéni (slouceniny vykazujici pfirozenou
fluorescenci). Podminkou pouziti téchto detektord je, aby dany analyt absorboval zafeni
urc¢ité vinové délky (UV/VIS), poptipadé aby emitoval flourescenéni zafeni (fluorescencni
detekce). Pokud analyt sam o sob& neabsorbuje zafeni v oblasti UV/VIS nebo neemituje
fluorescenéni zafeni, je pouziti téchto detektori podminéno derivatizaci vzorku (vzorek je
chemickou reakci preveden na slouCeniny, které maji potiebné vlastnosti - absorpce

UVI/VIS, fluorescence) [30].

4.1.2 Chromatogram

Vysledkem HPLC analyzy je chromatograficky zaznam, ktery se odborné nazyva
chromatogram. Béhem chromatografické analyzy dochazi k rozdéleni vsech slozek vzorku
a je mozné je zaregistrovat v podobé homogennich pikli. Chromatogram zkouSené latky

se vyznacuje uréitymi retenénimi charakteristikami:

e Sitka piki na nulové linii nebo v poloving jeho vysky
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e velikost plochy piku
e stupniovité rozdéleni nebo stupniovité prekryti
e tvar piku

Tyto retencni charakteristiky je mozné vyuzit k chromatografické identifikaci [40].

4.1.3 Prakticka aplikace kapalinové chromatografie

Vyuziti kapalinové chromatografie v praxi je rozséhlé. Velkou vyhodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie je ptredevSim rychlost analyzy a moZnost automatického
vyhodnoceni chromatogramil, vyuziva se tedy K feSeni nejen analytickych problémd, ale

také je spojena s €iSténim a preparaci slozek ve smési.
Hlavni oblasti, kde se vyuziva kapalinova chromatografie:
e déleni a identifikace latek ve smési
e kontrola Cistoty preparatt
e (CiSténi a mikropreparace latek
e kvantitativni analyza latek ve smési
e kontrola vyroby (kontrola surovin, meziprodukti i findlnich vyrobki)
e kontrola Zivotniho prostfedi

e Kklinicka praxe — analyza komponent v télnich tekutinach (mo¢, krev) [41]
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5 VALIDACE

Obecna firemni politika, zdméry a piistup k validaci, vCetn¢ validace vyrobnich postupi,
Cisténi, analytickych metod, postupii prabéznych vyrobnich kontrol, systémut fizenych
pocitatem a osob odpovédnych za navrh, revizi, schvalovani a dokumentaci jednotlivych
validacnich fazi, maji byt Vvsysttmu GMP zdokumentovany. Kritické parametry
(vlastnosti) by mély byt bézné stanoveny ve vyvojové fazi nebo na zaklad¢ historickych
udaji a méla by byt stanovena rozmezi nutnd pro reprodukovatelny provoz. Toto ma

zahrnovat nasledujici:
v' definovani 1é¢ivé latky ve smyslu jejich kritickych znaka produktu

v' identifikace parametrd procesu, jeZ by mohly ovlivnit kritické jakostni znaky 1é¢ivé

latky

v’ stanoveni rozmezi jednotlivych kritickych parametri procesu, u nichz
se predpoklada, ze budou pouzity v pribéhu rutinnich vyrobnich a procesnich

kontrol

Validace by se méla vztahovat i na operace, které byly urcené jako kritické pro jakost
a Cistotu 1é¢ivé latky, napt. validace myciho procesu ve vyrobé€, validace vyrobniho

procesu, validace softwaru [42].

5.1 Validace analytickych metod

Analytickd metoda pojednava o zplisobu provedeni analyzy. Pfedmétem analyzy je analyt,
kterym muize byt prvek, funkéni skupina, ion nebo jejich kombinace ve vzorku. Pfitomnost
a mnozstvi analytu je urCovano analytickymi zkouskami. Analytickd metoda (AM —
Analytical Method) by meéla detailné¢ obsahovat vSechny kroky nezbytné k provedeni
jednotlivych krokt analytické zkousky [43, 44].

Validace je dokumentované ovéteni, ze dany postup (proces), ktery se provozuje v ramci
stanovenych parametrii je u¢inny, spolehlivy a reprodukovatelny. Validace mize byt také
povazovana za ovéteni, Zze podle zasad GMP dany postup, proces, zafizeni, ¢i material,
¢innost nebo systém splituje ocekdvané vysledky. Cilem validace je prokazat, Ze dany
proces nebo postup je vhodny pro zamysleny ucel [43, 45]. Validace metody obvykle velmi

uzce souvisi s vyvojem metody, ¢asto neni mozné uréit hranici, kde kon¢i vyvoj metody
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azaCina validace metody. Mnoho parametr, které se stanovuji u validace metod,
je vyhodnocovano také u vyvoje metody. Hlavni rozdil vSak spociva v tom, ze validaci

se ovétuji jiz vyvinuté analytické metody [44].

Analytické metody musi byt validovany, pokud neni pouzivand metoda obsaZena
v pfislusném Iékopise ¢i jiném uznavaném standardnim zdroji. Vhodnost vSech
pouzivanych zkusebnich metod by méla byt ovéfena v ramci skute¢nych podminek pouziti
a vSe musi byt zdokumentovano. Stupen provadéné analytické validace by mél odrazet tcel
analyzy a fazi vyrobniho procesu. O kazdém kroku validace se musi vést zaznamy,
jakakoliv modifikace pii validaci musi byt zdokumentovéna. Tyto zdznamy musi
obsahovat divod modifikace a ptislusné udaje slouzici k ovéfeni toho, ze tato modifikace

ma stejné piesné a spolehlivé vysledky jako pivodné zaslané nebo vyvinuté parametry

[42].

Oblast validaci analytickych metod definuje mimojiné mezinarodni spolecnost ICH
v pokynu ICH Q2(R1) a podle typu a charakteru déli rozsah validace mezi zakladni
validaéni charakteristiky [46]:

v’ spravnost (Acuracy)

v’ presnost (Precision)
o intermedialni piesnost (Intermediate Precision)
o opakovatelnost (Repeatability)

v' specificita (Specificity)

v" detekéni limit (Detection Limit)

v' kvantifika¢ni limit (Quantitation Limit)

v' linearita (Linearity)

v" rozsah (Range)

v" robustnost (Robustness)
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5.2 Typy analytickych metod

Pro ucely provadeéni validaci se analytické metody rozdé€luji do skupin [47]:

1) skupina — metody kvantitativniho stanoveni (aktivni komponenty v 1é¢ivé latce,

aktivni komponenty v 1é¢ivém piipravku, vybrané komponenty v 1é¢ivém piipravku

s obsahem nad 10 % ve vztahu k API)

2) skupina — metody pro stanoveni necistot v 1é¢ivé latce nebo ptipravku (kvantitativni

testy pro stanoveni necistot, limitni testy pro kontrolu necistot)

3) skupina — procesni charakteristiky piipravku (disoluce)

4) skupina — identifikaéni testy

5.3 Validaéni charakteristiky analytickych metod

Validace analytické metody je provadéna proto, aby se prokazala jeji vhodnost pro dany

ucel. Je nutné, aby se prokazaly vSechny validacni charakteristiky v zavislosti na kategorii

analytické metody [43, 47], coz zobrazuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Validacni charakteristiky v zavislosti na kategorii analytické metody [44]

Validaéni 1. kategorie 2. kategorie 3. kategorie | 4. kategorie
charakteristika (Stanoveni | Kvantitativni | | . .
, | Limitni test | (Disoluce) | (TotoZznost)
obsahu) stanoveni
Specificita + + + * +
Spravnost + + * * -
Presnost + + - + -
Linearita + + - * -
Rozsah + + * * -
Detekéni limit - - + * -
Kvantifikacni limit + - * -
Robustnost + + + + +

* charakteristika maze byt pozadovana (uvadi valida¢ni protokol)

- dana charakteristika je pozadovana

+ dand charakteristika neni poZadovéana
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5.3.1 Specificita (Specificity)

Specificita je schopnost identifikovat analyt v pfitomnosti ocekavanych komponent

zkuSebniho vzorku (napiiklad placebo, doprovodné latky, rozkladné produkty) [43, 47].

5.3.1.1 Testy totoznosti

Prokazani testl totoznosti pfedstavuje pozitivni vysledek ve vzorcich, které obsahuji analyt
(srovnani se znamym referenénim materialem) nebo negativni vysledek pro vzorky, které

tuto latku neobsahuji [47].

5.3.1.2 Testy stanoveni obsahu a necistot

Pfi stanoveni analytu se musi brat v potaz, Ze analyt nesmi byt rusen ostatnimi komponenty
zkouseného vzorku, at’ uz jsou to doprovodné latky, rozkladné produkty, pomocné latky,
zbytkova rozpoustédla, ¢i rezidua katalyzatort. Jako dikaz specificity separa¢nich metod
se pouzivaji reprezentativni zdznamy (chromatogramy), kde musi byt identifikovany
jednotlivé slozky a také se piezkoumava separace jednotlivych komponent. Pokud
je stanoveni nejednoznacné, pak se vyuziva dalSich podplirnych metod pro dany analyt

(titrace v kombinaci s chromatografickym stanovenim obsahu necistot) [47].

V pfipadé stanoveni necCistot nesmi byt analyza analytu ruSena ostatnimi slozkami

zkusebniho vzorku (placebo, rozkladné produkty, doprovodné latky, pomocné latky) [47].

5.3.2 Spravnost (Accuracy)

Spravnost analytické metody ptedstavuje miru shody skutecné hodnoty analytu s hodnotou
nalezenou. Spravnost ma byt potvrzena ve specifickém rozsahu a mtize byt odvozena spolu
S presnosti, linearitou a rozsahem. Zpusob, jakym se vyhodnocuje, je zavisly na kategorii

analytické metody [43].

5.3.2.1 Stanoveni obsahu v lécivé latce

Analytickd metoda se aplikuje na analyt o zndmé Cistoté (referencni material), poptipade

je mozné porovnani vysledki analytické metody s vysledky jiné validované metody [47].
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5.3.2.2 Stanoveni obsahu v lécivém piipravku

Analyticka metoda se aplikuje na umélé smési analytu a placeba (pokud neni k dispozici
placebo, pak se muze pfidat zndmé mnoZzstvi analytu do IéCivého piipravku nebo

se porovnavaji vysledky ziskané jinou validovanou metodou) [47].

5.3.2.3 Kvantitativni stanoveni nedistot

Spravnost se posuzuje na vzorcich 1é¢ivé latky, poptipadé pripravku, do kterého se ptidava

znamé mnozstvi necistot [47].

5.3.2.4 Prokazani spravnosti analytické metody

Provedou se 3 pripravy roztoku standardu s mnozstvim placeba odpovidajicim jedné
jednotce (minimalné 3 navazky) na 3 koncentra¢nich trovnich cca 50%, 100% a 120%
koncentrace stanovované latky ve vzorku [44, 48]. Provede se pozadovana analyza
a stanovi se vytézek (recovery) [47].

100 * namerena _ hodnota,
realn a_ hodnota,

Recovery:£>x<ZRecoveryi :l*z (7
n n

5.3.3 Presnost (Precision)

Presnost analytické metody predstavuje miru shody mezi sérii vysledki ziskanych
mnohonasobnou analyzou homogenniho vzorku za ptedepsanych podminek. Pro odhad
piesnosti se vyuzivd homogenni vzorek nebo uméle pfipraveny vzorek ¢i roztok vzorku.
Vyjadiuje se obvykle bud’ jako smérodatna odchylka (RD — Relative Difference) nebo
relativni smérodatna odchylka (RSD — Relative Standard Difference) a konfidenéni

interval. Pfesnost je mozné vyhodnocovat na tiech urovnich [43, 47]:

v' opakovatelnost — vyjadfeni variability vysledki analyz provedenych za stejnych
podminek (stejna laboratof, stejny analytik, stejny den, stejny pfistroj, stejny analyt,
stejnd chemikalie) v kratkém ¢asovém intervalu

v' intermedialni pfesnost — vyjadfeni variability vysledkd v ramci laboratofe (rtizné

dny, rlizni analytici, rizné pfistroje, chemikalie)
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v" reprodukovatelnost — vyjadieni variability vysledkii mezi laboratofemi, pokud

se provadi reprodukovatelnost, neni nutna intermedialni pfesnost

Je vyZzadovano provést Sest stanoveni analytu, nejcastéji na 100% koncentra¢ni Grovni

analytu [43, 47].

5.3.4 Linearita (Linearity)

Linearita analytické metody pfedstavuje jeji schopnost prokazat linearni vztah mezi
nalezenymi vysledky a koncentraci analytu ve vzorku. Line4rni vztah se méa hodnotit
Vv definovaném rozsahu. Mutze byt dokézan piimo na 1é¢ivé latce nebo piipravou umélych
vzorkd smési komponent léc¢ivého piipravku. Pro stanoveni linearity se doporucuje
provedeni dvou analyz laboratornich vzorkd na minimalné péti koncentracnich trovnich.
Linearita ma byt hodnocena vizualni inspekci vztahu odezvy jako funkce koncentrace nebo
obsahu analyzované latky. Pokud se jedna o linearni vztah, maji byt vysledky vyhodnoceny
vhodnymi statistickymi metodami (regresni metodou nebo metodou nejmensich ctvercl)

[43, 47].

5.3.5 Rozsah

A4

Rozsah analytické metody pfedstavuje interval mezi nejvyssi a nejnizsi koncentraci analytu
ve vzorku, pro které bylo demonstrovano, Ze analyticka procedura méa odpovidajici
presnost, spravnost a linearitu. Pozadovany rozsah zavisi na ptredpoklddané aplikaci

analytické metody a je uveden vzdy spole¢né s linearitou [44, 47].

5.3.6 Detekéni limit

cvwr

ve vzorku, které muze byt detekovano, ale neni stanoveno kvantitativné. Pro urceni

detekéniho limitu se pouziji tyto metody [47]:

v' vizualni hodnoceni se pouziva piedevS§im pro neinstrumentalni metody, detekéni
limit se ur¢i hodnocenim vzorkli o znamych koncentracich analytu a stanovenim

minimalni detekovatelné hladiny

v pomér signalu k Sumu zakladni linie, kde plati vzorec: S/N ~ 3
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5.3.7 Kvantifika¢ni limit

Kvantifikacni limit analytické procedury piedstavuje nejniz§i mnozstvi (koncentraci)
analytu ve vzorku, kterou lze stanovit s pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Pro uréeni

kvantifikacniho limitu se pouzivaji tyto metody [47]:

v vizualni hodnoceni se pouziva piedev§im pro neinstrumentalni metody,
kvantifika¢ni limit se ziskd hodnocenim vzorkii o zndmych koncentracich analytu
a stanovenim minimalni hladiny, kterou lze kvantifikovat s pfijatelnou spravnosti

a presnosti

v pomér signalu Sumu k zakladni linii se pouZiva pouze u analytickych metod, které
vykazuji Sum zakladni linie; provadi se porovnani naméfenych signali vzorki

s nizkymi koncentracemi analytu a signala slepych vzorkt (S/N ~ 10)

5.3.8 Robustnost

Robustnost analytické metody je mira schopnosti metody poskytnout spolehlivé vysledky
I pfi provedeni malych, Umyslnych zmén parametric metody. Poskytuje informaci
0 vhodnosti metody pro pouziti pfi béZnych podminkach. Cilem robustnosti je nalezeni
intervalu spolehlivosti pro dany parametr, ve kterém je analyticka metoda validni. V ramci

robustnosti analytické metody se ovétuji [44, 47]:
v’ test zpusobilosti systému (SST)
v stabilita roztokt standarda a vzorki
v' zména parametrii pfipravy zkusebnich vzorkl (zména ve slozeni mobilni faze)

v’ zména parametrt analytické metody (zména teploty kolony, zména prutoku, zména

nastaveni teploty a otacek u disolu¢niho testovani)

5.4 Rizeni validaci

Pted vlastnim provedeni validace je potfeba vytvorit validaéni protokol. Po schvaleni
validacniho protokolu nastupuje vlastni prib¢h validace. Béhem validace jsou ovéfeny
parametry, které jsou dané jednotlivymi charakteristikami. Vysledky analyz jsou nasledné
shrnuty ve valida¢ni zprave, jejiz soucasti je nejen prezentace vysledkd, ale také zavérecné

shrnuti, zdali vSechny parametry vyhovuji a metoda byla uspésné validovana.
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5.4.1 Valida¢ni protokol

Valida¢ni protokol je dulezity dokument v systému GMP, ktery musi byt vypracovan
a schvalen diive nez zaCne praktickd c¢ast validace. Nazev validacniho protokolu ma
obsahovat ,,nadzev substance (pfipravku) — provadéna analyza“. Tento nazev by mél byt
identicky pro analytickou metodu, validaéni protokol a valida¢ni zpravu. Valida¢ni
protokol by m¢l obsahovat pfedmét a cil, popis metody, struény popis a odkaz na vydany
dokument analytické metody. Stru¢ny popis by meél obsahovat jaké vzorky, standardy
a chemikalie budou pouzity, pristroje a pomicky, postup pfipravy vzorkil a standardd,
zpusob stanoveni analyzy, zptsob vyhodnoceni vysledkt [47]. Mezi zakladni body
valida¢niho protokolu patii postup provedeni validace, ktery musi obsahovat seznam
validovanych polozek (hlavni latka, doprovodné latky, rozkladné produkty), seznam
valida¢nich charakteristik pro kazdou polozku, zplsob ovéteni kazdé validaéni
charakteristiky (pozadovany rozsah, standardy a puvodni vzorky, zpusob piipravy
laboratornich a zkuSebnich vzorkli, zptsob provedeni analyz, zplisob zpracovani
primérnich dat, zplsob statistického vyhodnoceni, kritéria pfijatelnosti). Ve validacnim
protokolu by mély byt taktéz popsany specialni pozadavky, které by mély byt v pribchu
validace ovéfeny (optimalizace piipravy vzorki, dikaz kvantitativniho uvolnéni analytu
Z matrice, doplitkové testy specificity — analyza pii nizsi vinové délce). Validaéni protokol

by mél také obsahovat souvisejici dokumenty (napt. dokumenty ptivodni validace) [47, 48].

5.4.2 Validacni zprava

Validaéni zprava je pfipravena poveéfenym specialistou. Nazev valida¢ni zpravy musi byt
identicky s nazvem valida¢niho protokolu a valida¢ni zprava by meéla obsahovat odkaz
na validacni protokol (pfesny popis metody), specifikaci a sloZzeni vyrobku, popis ovéfeni
kazdé validacni charakteristiky — jak zptsob provedeni, tak také vyhodnoceni ziskanych
dat. Souhrn valida¢ni zpravy musi obsahovat tabulky shrnujici kritéria a dosazené vysledky
pro vSechny ovéfené validani charakteristiky a musi zde byt jednoznatny zavér
o celkovém vysledku validace. Ptilohy valida¢ni zpravy obsahuji tabulky, obrazky

a odkazy na primarni data [47, 48].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je provést validaci analytické metody piipravku Novo-Passit
tablety a dle principu ,,Quality by Design®“ vytvofit efektivné&jsi zptsob detekce

a kvantifikace G¢inné latky guaifenesinu v piipravku Novo-Passit tablety.

1. Validace soucasné zaregistrované metody.

2. Podle trendu ,,Quality by Design“ najit efektivnéjsi (rychlejsi) zpisob detekce
a kvantifikace. Byly navrzeny tyto typy:

v' spektrofotometricka detekce v oblasti UV/VIS

v UHPLC metoda
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7 VALIDACE ANALYTICKE METODY U PRIPRAVKU NOVO-
PASSIT TABLETY

Pokud se provadi v syst¢ému GMP zména, nebo je zavadén novy pracovni postup, je nutno
pted zahajenim takové prace popsat a schvalit projekt formou zménového fizeni. V nasem
piipadé doslo nejprve ke schvéleni zménového fizeni ZR165782, na zakladé kterého byla

validace formaln¢ roz¢lenéna na tii faze:
v" valida¢ni protokol
v’ samostatné provedeni validace

v’ valida¢ni zprava

7.1 Vytvoreni valida¢niho protokolu

Prvnim krokem validace analytické metody piipravku Novo-Passit tablety bylo vytvoteni
valida¢niho protokolu, ktery obsahuje provedeni a rozsah validace [49]. Soucasti
valida¢niho protokolu jsou také matematické vztahy, pomoci nichz se vypocitaji hodnoty
stanoveni obsahu a statistické modely zpracovani dat. Protokol rovnéz definuje limity
a kritéria pfijatelnosti, na zaklad€ kterych je validace povaZovana za Usp&€$né provedenou;

AM je tedy vhodna k zamyslenému zptisobu pouziti.
7.1.1 Material a pristroje

7.1.1.1 Vzorek Novo-Passit tablety

K analyze bude pouzita jedna SarZe piipravku Novo-Passit tablety, placebo a standard

guaifenesin:
tablety Novo-Passit 200 mg, Sarze: 6A0390410V, expirace: 4/2013

placebo (Silicon dioxide expirace: 11/2012 , Microcrystalline Cellullose expirace: 2/2015,
Glyceryl Tribehenate expirace: 9/2015 , Magnesium Stearate expirace: 5/2014, Lactose
Monohydrate — Fast Flo expirace 9/2013, Opadry AMB 80W311115 expirace: 10/2013)

standard guaifenesin (¢islo standardu: 033-7, Sarze: 11GF02113, expirace: 3/2013)

Novo-Passit Extractum Dry, expirace: 3/2013
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7.1.1.2 Seznam chemikalii a roztokii
- ¢iSténa voda

- kyselina chlorovodikova

- kyselina fosforecna

- ethanol

- acetonitril

7.1.1.3 Zaiizeni

- disolu¢ni zatizeni (SOTAX AT70 Smart, SOTAX AT7 Smart nebo ekvivalentni)
- HPLC systém

- zafizeni pro odplynéni média

- standardni laboratorni vybaveni

7.1.2 Priprava vzorku, standardi a placeba disolu¢ni technikou

Vzorky budou piipraveny pomoci disoluéniho pfistroje SOTAX AT 7 Smart a automatu
SOTAX AT 70 Smart. Piiprava vzorku se fidi podle interniho dokumentu Teva Czech
Industries s.r.o. NO/PCQ/093/V6 — Disoluéni zatizeni SOTAX AT 7 (Smart).

7.1.2.1 Piiprava vzorku

Do kazdého disolu¢ni nadoby se odméii 900 ml disoluéniho média (0,1 M HCI). Poté

se navazi Sest tablet a po jedné se umisti do Sesti disolucnich nadob a spusti se méteni.
Po 45 minutéach:

v Odebere se 10 ml vzorku do stiikacky a vzorek se filtruje pies 0,45 um nylonovy
filtr. Poté se pipetuje 2,0 ml filtrovaného roztoku vzorku do 10 ml odmérné banky a

banka se doplni 60% ethanolem po rysku (AT 7 Smart).

v' 15 ml roztoku vzorku se pumpuje ptes 0,45 um nylonovy filtr do kolektoru.
Pipetuje se 2,0 ml filtrovaného roztoku vzorku do 10 ml odmérné bariky a baika se

doplni 60% ethanolem po rysku (AT 70 Smart).
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7.1.2.2 Priprava standardu

Do 100 ml odmérné banky se navazi presné asi 40,00 mg standardu guaifenesin a standard
se rozpusti vV 60% ethanolu. Zasobni roztok se temperuje 20 minut ve vodni lazni (20 °C) a

poté se doplni 60% ethanolem po rysku. Vzdy budou pfipraveny dvé navazky.

Pracovni roztok standardu

Pipetuje se 5,0 ml ze zasobniho roztoku do 50 ml odmérné bariky, piida se 60% ethanol a
pracovni roztok se temperuje po dobu 15 minut ve vodni lazni (20 °C) a poté se doplni

60% ethanolem po rysku.

7.1.2.3 Priprava placeba

Pro provedeni n€kterych parametri validace (specificita, spravnost, linearita a rozsah) bude
nutné pripravit placebo. Jednotlivé komponenty se navazi, rozpusti se v disoluénim médiu

a pripravi se K analyze.

7.1.2.4 Priprava mobilni faze

Mobilni faze se ptipravi smichdnim acetonitrilu pro HPLC a cisténé vody v pfesném

pom¢éru (1:4) a hodnota se poté upravi pomoci kyseliny na hodnotu pH = 2.

7.1.2.5 Chromatografické podminky
Kolona: Hypersil ODS, 5 pm, 250 x 4,6 mm
Teplota kolony: 25 °C

Davkovany objem: 20 pl

Priitok: 1,0 ml/min.

Detekce (UV): 225 nm

Délka analyzy (min): 15

Oplach injektoru: 50% acetonitril

Teplota vzorku: 20 °C

Poznamka: Po analyze je doporuceno kolonu promyvat po dobu 20 minut 50%

acetonitrilem.
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7.1.3 Validace jednotlivych charakteristik

Validace analytické metody probéhne podle interniho dokumentu Teva Czech Industries

s.r.0. SOP\PQA\025 verze 5.00 — Validace analytickych metod.

7.1.3.1 Specificita
Bude analyzovano placebo, disolu¢ni médium mobilni faze a standard.

Kritéria ptijatelnosti:

Pro HPLC detekci v chromatogramu nesmi byt pfitomny zadné piky interferujici s pikem

analytu, pfipadné odezva interferujiciho piku < 0,5 %.

7.1.3.2 Robustnost

Provede se disolu¢ni test dvou navazenych tablet s pozménénymi podminkami pfi piipraveé
vzorku, standardu anebo detekce analytu. Pracuje se vzdy se dvéma ptedem navazenymi

tabletami.

7.1.3.2.1 Stabilita vzorku a standardu

Provede se disoluéni test, vzorky budou poté analyzovany a nasledné uschovany v lednici,
autosampleru a pii laboratorni teploté. Dalsi dny se bude vzorek vzdy analyzovat

a porovnavat S nove pripravenymi vzorky. Stejné se bude postupovat také se standardem.

Kritéria prijatelnosti:

Pro roztoky standardu: Vyhodnoti se opakovatelnost. Pro stabilitni a nové standardy
se vypocita relativni rozdil (RF). Pro vyhodnoceni roztokli standardli jsou pouzity
pramérné hodnoty relativniho rozdilu 1. navazeného standardu. Hodnota se vypocita dle

VzZorce:

RF =fL— S
RF

1100 [%] (8)

S
RFy je hodnota relativniho rozdilu nové pfipraveného roztoku
RFs je hodnota relativniho rozdilu stabilitné sledovaného standardniho roztoku

RF<3 %
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Pro roztoky vzorku: Obsah se vyhodnocuje pro kazdou navazku a kazdy ¢as analyzy zvIast'.
Srovnava se obsah nové analyzy k obsahu plvodni analyzy roztoku vzorku. Hodnota

relativniho rozdilu se vypocita dle vzorce:

|Priimér, —Priimérs|

RD -100 [%] (9)

Primer,g
Primeéra je primérna hodnota piivodni analyzy ptipraveného roztoku vzorku
Primeérg je primérna hodnota stabilitni analyzy piipraveného roztoku vzorku

Primérag je primérna hodnota vypocitand z obou hodnot (piivodné pfipraveny vzorek,

stabilitni vzorek)

RD <3 %

7.1.3.2.2 Disolu¢ni parametry

Provede se disoluce dvou navazenych tablet s pozménénymi podminkami:
v Otacky padel £5 % (114 RPM, 126 RPM)

v Teplota £2°C (35°C, 39°C)

v odplynéno/neodplynéno — odplynéné disolu¢ni médium

Kritéria prijatelnosti:

Relativni rozdil mezi primérnymi hodnotami dvou vysledkt se spocita podle vzorce:

|Pr£2mérA - PrﬁmérB|

Primery g =X == 3 X RD 1100 [%] (10)
o n

Primeér,g

Primeéra je primérna hodnota vypocitand z % rozpusténé latky z prvniho setu (normalni
podminky).

Priimérg je primérna hodnota vypocitana z % rozpusténé latky v druhém setu.

Primérag je primérna hodnota z obou vyslednych sett.

Rozdil mezi soubory je vyhovujici, pokud je RD <3 %.
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7.1.3.2.3 HPLC parametry

Provede se detekce Sarze za pozménénych podminek:

v vlnova délka + 3 nm

v Slozeni mobilni faze + 10 % organického sloZeni
v teplota kolony + 5°C

v pratok + 10%

Kritéria pfijatelnosti:

Test zpisobilosti systému musi vyhovovat pozadavkiim metody.

7.1.3.2.4 Filtraéni studie

U dvou navazenych tablet se provede disolu¢ni test. Nejprve budou odebrany vzorky, které
se centrifuguji a poté budou odebrany vzorky, jez se filtruji v daném rozmezi (alespon ve

tfech frakcich).

Kritéria prijatelnosti:

Hodnota, ktera je ziskana z centrifugovaného vzorku, je povaZovana za referenci. Obsah
ve filtrovaném vzorku se vyjadfuje jako procento z obsahu nalezeného v centrifugovanych

frakcich.

B |Pr12mérA - PrzimérB|

Priimer, g =X = % X RD -100 [%] (11)

Priimeér,g

Priméra je primérna hodnota vypocitana z centrifugovaného roztoku vzorku
Primérg je praimernd hodnota vypocitana z filtrovaného roztoku vzorku
Primérag je primérna hodnota z obou roztoki vzorku

Rozdil mezi soubory je vyhovujici, pokud je RD < 3,0 %.

7.1.3.3 Sprdavnost

Pripravi se tii roztoky standardu s mnozstvim placeba, které bude odpovidat dané jednotce.
Standardy se pfipravi na tfech koncentra¢nich trovnich (50%, 100% a 120%) a jsou

piipraveny vzdy 3 navazky.
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Kritéria prfijatelnosti:

Primérna hodnota vytéznosti se musi pohybovat v rozmezi 95 — 105 %o.

7.1.3.4 Linearita

Provedou se dv¢ ptipravy roztoku standardu s ptidavkem placeba odpovidajicim jedné
jednotce. Standardy se piipravi na péti koncentracnich tGrovnich od 50 % do 120 %.

Ptipravi se vzdy 2 navazky.

Kritéria pfijatelnosti:

Kritérium piijatelnosti u linearity je R*> 0,99.

Analyzou dat (ANOVA), popiipadé¢ vypoctem uvedenym nize zjiStujeme, zda regresni
pfimka prochazi poc¢atkem. Pokud kritéria pfijatelnosti nejsou splnéna, je mozné pouzit k

analyze vhodnou kalibra¢ni ktivku.

Usek na ose 'y

___100<50% (12)
odezval00% koncentrace latky

7.1.3.5 Rozsah

Rozsah se prokazuje v rozmezi 50 — 120% (z linearity, spravnosti a piesnosti).

7.1.3.6 Presnost

7.1.3.6.1 Opakovatelnost

Provede se disoluce bézné Sarze pripravku v Sesti disolucnich nadobach. Tablety se pied

zacatkem analyzy zvazi.

Kritéria prijatelnosti:

RSD <8,0 %.
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7.1.3.6.2 Systémova piesnost
Provede se Sest analyz vzorku v jedné disolu¢ni nadobé. Tablety se pied zacatkem analyzy
zZvazi.

Kritéria piijatelnosti:

RSD < 8,0 %.

7.1.3.6.3 Intermedidlni pfesnost

Provede se disoluce Sesti tablet jedné Sarze, avSak jinym laborantem, v jiny den a na jiném

pristroji. Tablety se pied zacatkem analyzy zvazi.

Kritéria prijatelnosti:

|Pr umer, — Priimery |

RD = 1100 [%] (13)

Prumer,g
Priméra je primérnd hodnota vypocitana z pivodnich vysledk.
Primérg je primérna hodnota vypocitana z novych vysledki (jiny laborant, den, piistroj).
Primérag je primérna hodnota z obou analyz.

Jestlize RD < 8,0 % z 12 — ti vysledkii (2 disoluce), pak lze povazovat rozdil mezi

soubory za vyhovujici.

7.1.3.6.4 Srovnani manualni a automatické disoluce
Srovnaji se vysledné hodnoty Sesti vzorkl z manudlni a automatické disolucni jednotky.

Kritéria prijatelnosti:

|PrﬁmérA - PrﬁmérB|

RD -100 [%] (14)

Primeér,g
Priiméra je primérna hodnota vypocitana z vysledki manuélni disolucni jednotky.
Primérg je primérnd hodnota vypocitand z automatické disolu¢ni jednotky.

Primérag je primérna hodnota z obou disoluénich jednotek.
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Jestlize RD < 8,0 % z 12 — ti vysledki (2 disoluce), pak lze povazovat rozdil mezi

soubory za vyhovujici.
Jednotliva akceptacni kritéria valida¢ni zpravy jsou shrnuta v Tabulce 4.

Tabulka 4 Kritéria prijatelnosti u jednotlivych charakteristik

Parametr AKceptaéni krité rium
Specificita Efekt < 0,5 %
Robustnost

Sz‘ab.ilita roztoku standardu (Laborator, RF < 3.0%

lednice, autosampler)

Sz‘abill:ta zdsobnz'hovroztoku standardu RF < 3.0%

(Lednice, laborator)

Disolucni parametry (otacky padel, teplota,

nip ry (otacky p P RD<3.0 %
odplynéni)
Stabilita roztoku vzorku (Lednice, laborator, RD <3.0%

autosampler)

HPLC parametry Test vhodnosti musi odpovidat

pozadavklim metody.

Filtracni studie RD <3,0%

Spravnost Primérma hodnota vytéznosti se musi

pohybovat v rozmezi 95 — 105 %.

Linearita R”>0,99.

Presnost
Opakovatelnost RSD < 8,0 %
Systémova presnost RSD < 8,0 %

Intermedialni presnost

RD < 8,0 %, RSD <8,0%

Srovnani automatické a manualni disoluce

RD < 8,0 %, RSD < 8,0 %

7.2 Laboratorni provedeni validace analytické metody

Samostatné provedeni testii k jednotlivym validaénim charakteristikdm probihd podle
schvaleného valida¢niho protokolu. Realné vzorky Sarzi a placebo obsazené v analytu
v piedem definované koncentraci se pievedou do disolu¢niho =zafizeni, kde dojde
k uvolnéni analytu do disolu¢niho média. Po disolu¢nim procesu se dle pokynt valida¢niho
protokolu k provadéni jednotlivych valida¢nich charakteristik a dle metody piipravi

reprezentativni roztoky pro vyhodnoceni obsahu uvolnéné u¢inné latky HPLC analyzou.
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7.3 Validaéni zprava

Po ukonceni validace se ptipravi valida¢ni zprava, kterd musi obsahovat odkaz na valida¢ni
protokol. Valida¢ni zprava obsahuje popis ovéfeni kazdé validaéni charakteristiky (zptusob
provedeni, vyhodnoceni ziskanych dat, vyhodnoceni odchylek), souhrn (tabulky shrnujici
kritéria a dosazené vysledky pro vSechny ovéfované validacni charakteristiky, jednoznacny
zavér o celkovém vysledku validace) a ptilohy (tabulky, obrazky, odkazy na primarni data)

[47,50] (Tabulka 5).
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Tabulka 5 Shrnujici tabulka z validacni zpravy

Vyhovujici
Parametr Akceptacni kritérium Vysledky kritérium
(Ano/Ne)
Nebylo zaznamenano zadné ovlivnéni mezi
Specificita Efekt < 0,5 % placebem, disoluénim médiem a mobilni fazi. Ano
Metoda je selektivni.
Robustnost
Lednice: RD = 0 % po 20-ti dnech Ano
Stabilita roztoku standardu RF<3,0 % Laboratoi: RD = 0 % po 20-ti dnech Ano
Autosampler: RD = 1 % po 20-ti dnech Ano
Stabilita zdasobniho roztoku RF<3.0% Lednice: RD = 0 % po 20-ti dnech Ano
standardu - Laboratoi: RD = 0 % po 20-ti dnech Ano
RD <3,0 % Lednice: I?D =0 % po 10-ti d.nech Ano
SOTAX AT 70 Laboratof: RD = 1 % po 10-ti dnech Ano
- Autosampler: RD = 2 % po 5-ti dnech Ano
Stabilita roztoku vzorku - -
RD <3,0 % Lednice: RD = 0 % po 10-ti dnech Ano
S OTA_X AT 7 Laboratof: RD = 2 % po 10-ti dnech Ano
Autosampler: RD = 1 % po 10-ti dnech Ano
Teplota
36,5°C-RD=0% Ano
RD <3,0 % 39°C-RD=0% Ano
SOTAX AT 7 Rychlost padel
114 RPM - RD =0 % Ano
126 RPM - RD=1% Ano
Disolucni parametry Teplota
36,5°C-RD=2% Ano
RD <3,0 % Zgoil' ljD; 11 % Ano
ychlost padde
SOTAXATT0 114RPM-RD=2% Ano
126 RPM-RD=2% Ano
Odplynéni média nema vliv na vysledky.
Metoda je robustni ve vSech kritériich: vinova
HPLC parametry SS,T musi spliiovat délka.i 3 nm,vsloieni mobilni faize + 10 % Ao
pozadavky metody. organické slozky, teplota kolony + 5 °C,
pritok = 10 %.
1 um skleneny filtr
o . RD <3,0 % RD =0-2% _ Ano
Filtracni studie AT 7/AT 70 0,45 um nylonovy filtr
RD =0-1% Ano
Neni nutné vylévat filtrat do odpadu.
Spravnost Vytéznost mez 95 — 105 %. Vytézmost od 102 % do 105 %. Ano
Linearita korelaéni koeficient > 0,99 /| korela¢ni koeficient > 1,00 /Y - priseéik = Ano
Y - priisecik < 5,0 % 1,6 %
Presnost
RSD < 8,0 %
Opakovatelnost SOTAX AT 7 Primémy obsah: 103 %, RSD = 0,8 % Ano
SOTAX AT 70 Primémy obsah: 101 %, RSD = 0,7 % Ano
RSD < 8,0 %
Systémova presnost SOTAX AT 7 Primérny obsah: 107 %, RSD =1 % Ano
SOTAX AT 70 Primémy obsah: 100 %, RSD =1 % Ano
RSD < 8,0 %, RD <8,0 %
Intermedialni presnost SOTAX AT 7 RD=1%,RSD=1% Ano
SOTAX AT 70 RD=1%, RSD=1% Ano
Srovndni automatické a | popy < g g o RD <8,0 % RD=1% RSD=1% Ano

manudlni disoluce
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7.3.1 Specificita

Specificita byla prokézana porovnanim zkousky mobilni faze, placeba a disolu¢niho média
s roztokem standardu — nebyly pozorovany zadné interference (Obr. 18 - 22). Metoda

je selektivni.

Poznamka: Novo-Passit Extract nebyl soucasti placeba, protoze obsahuje aktivni latku
(API) (Obr. 23). Pti porovnani Obr. 21 a Obr. 23 je ziejmé, ze se nejedna o stejnou APl —

guaifenesin.

0.005

0.0004—r—————

-0.00:34

-0.01 04

-0.01 5

-0.020

-0.02 5

-0.0304

T T T T T T T T T T T T T
o.oo 2.00 4.00 5.00 g.0o 10.00 1200 14.00
minutes

Obr. 18 Chromatogram placeba
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Obr. 23 Chromatogram Novo-Passit Extract Dry

7.3.2 Robustnost

7.3.2.1 Stabilita vzorku a standardu

Byla zkoumana stabilita vzorku a standardniho roztoku (Tabulka 6 — 9). Pro stabilitni
testovani byly pfipraveny nové roztoky standardu a ty byly proméfeny spolu s ptivodnimi
standardy a vzorky skladovanymi pifi laboratorni teplot¢ (15°C — 25°C),
Vv chladnicce (2°C — 8°C) a autosampleru (11£1°C).

Stabilita vzorku byla prokazana porovnanim procentualni hodnoty rozpusténych latek
(obsah) u plvodniho (starého) roztoku a stejného roztoku uloZené¢ho v definovanych

podminkéach (laboratorni teplota, lednice a autosampler).

Stabilita vzorku byla prokazana pro:

[SOTAX AT 7 SMART]

10 dni pro vzorky ulozené pii laboratorni teploté
5 dni pro vzorky ulozené v autosampleru

10 dni pro vzorky ulozené v lednici

[SOTAX AT 70 SMART]

10 dni pro vzorky ulozZené pii laboratorni teploté
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10 dni pro vzorky ulozené v autosampleru
10 dni pro vzorky ulozené v lednici

Stabilita standardu byla prokdzana porovnanim odezvy faktoru stability testované¢ho

standardu s nové pfipravenym.

Stabilita standardu byla prokazana pro:

20 dni pro vzorky ulozené pii laboratorni teploté
20 dni pro vzorky ulozené v autosampleru
20 dni pro vzorky ulozené v lednici

Poznémka: Navic byla provedena také testovani zasobniho roztoku standard a stabilita byla

prokazana porovnanim odezvy faktoru stability testovaného standardu s nové pfipravenym.
Stabilita zasobniho roztoku standardu byla prokazana pro:
20 dni pro vzorky ulozené pti laboratorni teploté

20 dni pro vzorky ulozené v lednici
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Tabulka 6 Vysledky stabilitni studie tablet Novo-Passit na SOTAX AT 7 SMART

Stabilita 200 mg tablet roztoku vzorku po dobu 10 dnd

Laboratorni teplota

Datum 1.2.2013|4.2.2013|6.2.2013|11.2.2013
Obsah [%] 100,0 - - -
Obsah giapitita [%0] - 101,2 | 1011 100,5
RD - 1 1 1
Lednice
Datum 1.2.2013(4.2.2013(6.2.2013(11.2.2013
Obsah [%] 100,0 - - -
Obsah stapilita [%0] - 100,4 | 100,0 99,7
RD - 0 0 0
Autosampler

Datum 1.2.2013|4.2.2013|6.2.2013|11.2.2013
Obsah [%] 100,0 - - -
ObsahStabilita [%] - 1015 | 102,1 103,8
RD - 1 2 4

Tabulka 7 Vysledky stabilitni studie tablet Novo-Passit na SOTAX AT 70 SMART

Stabilita 200 mg tablet roztoku vzorku po dobu 10 dnt

Laboratorni teplota

Datum 1.2.2013]4.2.2013(6.2.2013|11.2.2013
Obsah [%] 99,0 - - -
Obsah giapitita [%0] - 101,4 | 101,3 100,8
RD - 2 2 2
Lednice
Datum 1.2.2013]4.2.2013(6.2.2013|11.2.2013
Obsah [%] 99,0 - - -
Obsah seapilita [%0] - 99,9 99,8 99,0
RD - 1 1 0
Autosampler

Datum 1.2.2013|4.2.2013|6.2.2013(11.2.2013
Obsah [%] 99,0 - - -
Obsah sapiiita [%0] - 99,0 98,7 98,1
RD - 0 0 1
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Tabulka 8 Vysledky stabilitni studie pracovniho roztoku standardu
Stabilita pracovniho roztoku standardu v laboratori

Datum 1.2.2013(4.2.2013|11.2.2013(15.2.2013]21.2.2013

S1 RF Novy - 39746 | 40331 40152 39882

S1 RF Stabilita - 39970 | 40264 40091 40082

RF - 0 0 0 0

Stabilita pracovniho roztoku standardu v lednici

Datum 1.2.2013(4.2.2013|11.2.2013{15.2.2013]21.2.2013

S1 RF Novy - 39846 | 40331 40152 39882

S1 RF Stabilita - 39910 | 40101 40064 39835

RF - 0 1 0 0

Stabilita pracovniho roztoku standardu v autosampleru

Datum 1.2.2013(4.2.2013|11.2.2013{15.2.2013]21.2.2013

S1 RF Novy - 39846 | 40331 40152 39882

S1 RF Stabilita - 39893 | 39767 39500 39429

RF - 0 1 2 1
Tabulka 9 Vysledky stabilitni studie zasobniho roztoku standardu

Stabilita zasobniho roztoku standardu v laboratori

Datum 1.2.2013]4.2.2013|11.2.2013|15.2.2013|21.2.2013

S1 RF Novy - 396552 | 395245 | 395295 | 393306

S1 RF Stabilita - 397226 | 396547 | 396317 | 394012

RF - 0 0 0 0

Stabilita zisobniho roztoku standardu v lednici

Datum 1.2.2013]4.2.2013|11.2.2013|15.2.2013|21.2.2013

S1 RF Novy - 396312 | 395245 | 395295 | 393306

S1 RF Stabilita - 397444 | 396631 | 396113 | 393943

RF - 0 0 0 0
7.3.2.2 Disoluéni parametry
Robustnost disolu¢nich parametri (Tabulka 10 — 11) byla prokazana srovnanim
obsahu (%) za normalnich a pozménénych podminek.
SOTAX AT 7 Smart — metoda je robustni vrozsahu 36,5 — 39+0,5°C a
od 114 do 126 RPM.
SOTAX AT 70 Smart — metoda je robustni vrozsahu 36,5 39+0,5°C a

od 115 do 126 RPM.

Podle ziskanych udaji nema odplynéni média vliv na analyzu.
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Tabulka 10 Vysledky studie disolucnich parametrit Novo-Passit 200 mg tablety na SOTAX

AT 7 Smart
AT 7 Vzorek Obsah [%] | Primérny obsah [%] | RD [%]
s7ocsorpm| P 1 1030 103 ;
opakovatelnosti
o Vzorek 1 98,9
33°C Vzorek 2 95,7 o 6
Vzorek 1 100,5
35,3°C Vzorek 2 96,6 9 4
Vzorek 1 94,7
0, 1
36°C Vzorek 2 96,7 % !
o Vzorek 1 101,1
36,5°C Vzorek 2 104,0 103 0
o Vzorek 1 103,0
39°C Vzorek 2 102,3 103 0
Vzorek 1 103,8
114RPM Vzorek 2 101,5 103 0
Vzorek 1 104,9
126 RPM Vzorek 2 102,6 104 .

AT70 Vzorek Obsah [%] |Primérny obsah [%] JRD [%0]

37°C/50RPM Opafsgt‘ilrnosﬂ 101,3 101,0 -

T

355 T 07,0 10

et e |

il e 1000 10

e T
Vzorek 1 98,1

L5 RPM vzgik 2 100,0 99,0 20
Vzorek 1 100,2

126 RPM vzgik > 5 99,0 2,0

Tabulka 11 Vysledky studie disolucnich parametrii Novo-Passit 200 mg tablety na SOTAX
AT 70 Smart
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7.3.2.3 HPLC parametry

Metoda robustnosti pro HPLC parametry (Tabulka 12) byla prokazana vyhodnocenim testu

zpusobilosti systému ve zménénych podminkach.

Tabulka 12 Vysledky studie HPLC parametri pro Novo-Passit 200mg tablety

Parametr Plocha RSD 5xS1 [%] | RF S1vs S2[%] | Pocet pater | Polet pater na metr
Organicka sloZka + 10 % 0,5 0,2 8410 33640
Organicka sloZka -10 % 0,3 0,1 9706 38824
Teplota kolony + 5 °C 0,2 0,4 8791 35164
Teplota kolony - 5 °C 0,1 0,1 9512 38048
Pritok +10 % 0,1 0,1 8897 35588
Priitok - 10 % 0,2 0,4 9503 38012
Vinovd délka + 3 nm 0,1 0,1 8937 35748
Vinovd délka - 3 nm 0,2 0,2 9226 36904
Limit <2,0 <2,0 >2000 >8000

7.3.2.4 Filtracni studie

Metoda robustnosti pro rizné typy filtri byla prokdzana na zékladé porovnani obsahu
filtrovaného ¢asti a odstfedéné ¢asti vzorku (Tabulka 13). Pro vSechny testované filtry byl

rozdil < 3%. Neni nutné, aby se ¢ast filtratu vylévala do odpadu.

Tabulka 13 Vysledky filtracni studie tablet Novo-Passit

Vzorek Cislo Obsah [%] | RD [%0]
Centrifugovany vzorek 1 101,9 -
1 um Glass fibre 0-6 ml 1 100,6 1
1 um Glass fibre 7-12 ml 1 99,7 2
1 um Glass fibre 13-18 ml 1 100,8 1
0.45 um Nylon 0-6 ml 1 102,0 0
0.45 um Nylon 7-12 ml 1 102,2 0
0.45 um Nylon 13-18 ml 1 102,3 0
Centrifugovany vzorek 2 101,4 -
1 um Glass fibre 0-6 ml 2 102,4 1
1 um Glass fibre 7-12 ml 2 1011 0
1 um Glass fibre 13-18 ml 2 100,8 1
0.45 um Nylon 0-6 ml 2 102,2 1
0.45 um Nylon 7-12 ml 2 102,8 1
0.45 um Nylon 13-18 ml 2 102,4 1
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7.3.3 Spravnost

Valida¢ni charakteristika byla dokazana vypoctem primérného vytézku, ktery se pohyboval

v rozmezi 95 — 105 %. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14.

Tabulka 14 Vysledky spravnosti pro tablety Novo-Passit tablet

Koncentra¢ni Navazka Vytézek Pri”mvlevrny RSD
Girovei Vzorek V[.mg] ’ %] vytézek [%]
pridana [%0]
C1/1 | 111,59 | 101,70
50% C2/1 | 111,57 | 103,90 102 1,2
C3/1 | 111,62 | 101,70
Cl1/4 | 223,84 | 104,00
100% C2/4 | 223,84 | 106,30 105 1,3
C3/4 | 223,77 | 104,00
C1/5 | 268,68 | 103,20
120% C2/5 | 268,63 | 103,90 104 0,6
C3/5 | 268,68 | 104,50

7.3.4 Linearita

Valida¢ni charakteristika byla dok4dzana vypoltem piimky linearni regrese (Tabulka 15,

Graf 1).

Tabulka 15 Vysledky linearity u studie Novo-Passit tablet

- Navazka
Koncentracni 1
. y Vzorek | [mg] |c[mg.mi™]| Plocha
uroven ey,
pridana
50% Cl/1 | 111,59 | 0,110787 | 936404
C2/1 | 111,57 | 0,110767 | 956653
20% C1/2 | 156,70 | 0,155572 | 1332482
C2/2 | 156,67 | 0,155542 | 1298868
90% C1/3 | 201,52 | 0,200069 | 1714924
C2/3 | 201,54 | 0,200089 | 1721167
100% Cl/4 | 223,84 | 0,222228 | 1921706
C2/4 | 223,84 | 0,222228 | 1963753
120% Cl/5 | 268,68 | 0,266746 | 2288731
C2/5 | 268,63 | 0,266696 | 2303853
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7.3.5 Rozsah
Rozsah byl prokazan v rozmezi 50 — 120% (z linearity, spravnosti a piesnosti) (Graf 1).
2500000 1
y = 8767618x - 31395
R2=1
2000000 -
'<3_(|1500000 1
[<5)
51000000 1
500000 A
0 T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Koncentrace [mg/ml]

Graf 1 Primka a rovnice linedrni regrese

7.3.6 Presnost

7.3.6.1 Opakovatelnost

Na zakladé vysledkt (Tabulka 16 — 17) byla prokazana opakovatelnost, kdy RSD < 8,0 %.

Tabulka 16 Opakovatelnost AT 7 Smart

Vzorek C. Obsah [%]

1 103

2 103

3 102

4 102

5 104

6 103
Priamér 103
RSD [%)] 0,8
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Tabulka 17 Opakovatelnost AT 70 Smart

7.3.6.2 Systémova piesnost

Vzorek C. Obsah [%]

1 102

2 102

3 102

4 101

5 100

6 101
Priamér 101
RSD [%)] 0,7

Na zaklad¢ vysledkd (Tabulka 18 — 19) byla prokazana systémova piesnost, kdy RSD <

8,0 %.

Tabulka 18 Systémova presnost AT 7 Smart

Tabulka 19 Systémova presnost AT 70 Smart

Vzorek C. Obsah [%]

1,1 106

1,2 107

1,3 108

14 107

1,5 106

1,6 106
Priamér 107
RSD [%)] 1
Vzorek C. Obsah [%]

1,1 100

1,2 100

1,3 100

14 100

1,5 102

1,6 100
Pramér 100
RSD [%)] 1
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7.3.6.3 Intermedialni piesnost

Na zaklad¢ vysledku (Tabulka 20 — 21) byla prokazana intermedialni piesnost, kdy RSD <

8,0 %, RD < 8,0 %.

Tabulka 20 Intermedidlni presnost AT 7 Smart

Vaorek & Pivodni  |Intermedialni
Obsah [%] | Obsah [%6]
1 103 101
2 103 102
3 102 103
4 102 101
5 104 101
6 103 102
Prameér 103 102
RSD [%] 0,8 0,9
RSD [%]
RD [%]
Tabulka 21 Intermedidlni presnost AT 70 Smart
Vaorek & Pivodni  |Intermedialni
Obsah [%] | Obsah [%]
1 102 101
2 102 100
3 102 99
4 101 99
5 100 101
6 101 103
Priamér 101 101
RSD [%] 0,7 1,3
RSD[%]
RD [%]
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7.3.6.4 Srovnani automatické a manudlni disoluce

Srovndni automatické a manudlni disoluce zobrazuje Tabulka 22. RSD < 8,0 % a RD <

8,0 %.

Tabulka 22 Srovnani vysledkit AT 7 Smart a AT 70 Smart

Veorek ¢ AT 7 Obsah |AT 70 Obsah

[%0] [%0]

1 103 102

2 103 102

3 102 102

4 102 101

5 104 100

6 103 101

Priameér 103 101

RSD [%)] 0,8 0,7
RSD [%)] 1
RD [%] 1
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8 VYVOJNOVE METODY NA STANOVENI OBSAHU
GUAIFENESINU

Dalsim cilem diplomové prace bylo vyvinout metodu na stanoveni obsahu guaifenesinu
v piipravku  Novo-Passit tablety. Obecné existuji dva principy detekce —
spektrofotometricky a chromatograficky. Oba pfistupy byly aplikovany. Zatimco kapitola
8.1 shrnuje vysledky vyvoje metody s UV/VIS detekci, kapitola 8.2 popisuje moderni
a daleko efektivnéjsi prevod soucCasné¢ zaregistrované metody na UHPLC metodu.
Vhodnymi zménami v ptiprave, pouzité koloné¢ a podminek chromatografického mérent,

bylo dosazeno vyrazného zkraceni doby analyzy.

8.1 Stanoveni guaifenesinu spektrofotometricky [51]

8.1.1 Material a pristroje

8.1.1.1 Vzorek Novo-Passit tablety

K analyze byla pouzita jedna Sarze piipravku Novo-Passit tablety, placebo a standard

guaifenesin:
- tablety Novo-Passit 200 mg, Sarze: 6A0390410V, expirace: 4/2013

- placebo (Silicon dioxide expirace: 11/2012 , Microcrystalline Cellullose expirace: 2/2015,
Glyceryl Tribehenate expirace: 9/2015 , Magnesium Stearate expirace: 5/2014, Lactose
Monohydrate — Fast Flo expirace 9/2013, Opadry AMB 80W311115 expirace: 10/2013)

standard guaifenesin (¢islo standardu: 033-7, Sarze: 11GF02113, expirace: 3/2013)

- Novo-Passit Extractum Dry (neni povazovano za placebo, protoze obsahuje ucinnou

latku), expirace: 3/2013.

8.1.1.2 Seznam chemikalii
- ¢iSténa voda
- ethanol

- kyselina chlorovodikova
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8.1.1.3 Pomiicky a pristroje

- disolu¢ni zafizeni (SOTAX AT 7 Smart)
- zafizeni pro odplynéni média

- analytické vahy Mettler Toledo

- vodni lazen

- ultrazvukové zatizeni

- analytické sklo, pipety a mikropipety

- dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr Varian Cary 100

8.1.1.4 Piiprava vzorku, placeba a standardu pro UV/VIS méieni

8.1.1.4.1 Ptiprava vzorku

Pro spektrofotometrické prométeni postacila disoluce pouze jedné tablety za klasickych

podminek (120 RPM, 37+0,5°C, 45 minut).

Ptipravilo se 1000 ml disolu¢niho média — do 990,2 ml ¢isténé vody se odméfilo 9,8 ml
32% HCIL. Do disolu¢ni nadoby se odméfilo 900 ml disoluéniho média a médium
se temperovalo na teplotu 37+0,5°C. Poté se zvazila jedna tableta, byla spusténa

do disolu¢ni nadoby a zacal test.

Po 45 minutach byl proveden manualni odbér, vzorek byl prefiltrovan pies nylonovy filtr.
2 ml filtratu byl pipetovan do 10 ml odmémé barky, banka se doplnila 60% ethanolem,
vytemperovala se ve vodni lazni a nasledné byla banka doplnéna 60% ethanolem po rysku.
Jelikoz byl pfi spektrofotometrickém méteni pouzit jako slepy vzorek nejen 60% ethanol,

ale také 0,1 M HCI, byly filtrované vzorky natfedény také pomoci 0,1 M HCI.

8.1.1.4.2 Ptiprava placeba

Placebo bylo rozvazeno podle produktové specifikace. Pro ptipravu placeba se pivodné
nevyuzil Novo-Passit Extract Dry, jehoZ soucasti je aktivni latka, kterd by mohla negativné
ovlivitovat pribé¢h méfeni. Jednotlivé navazené slozky placeba se spolecné smichaly
Vv piislusném mnozstvi disoluéniho média (60% ethanol). Mnozstvi placeba a disolu¢niho

média bylo v takovém poméru, ktery simuloval rozpousténi tablety v 900 ml disolu¢niho
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média. Poté se vzorek filtroval pies nylonovy filtr a 2 ml filtratu se pipetovalo do 10 mi
odmérné banky. Do banky byl ptidan 60% ethanol (0,1 M HCI) a po temperaci ve vodni
lazni byla banka doplnéna 60% ethanolem (0,1 M HCI) po rysku.

8.1.1.4.3 Ptiprava standardu

Do 100 ml odmérné banky navazilo 40 mg standardu guaifenesinu. Standard se rozpustil
v 60% ethanolu (0,1 M HCI), vytemperoval se ve vodni lazni a doplnil se 60% ethanolem
(0,1 M HCI) po rysku. Poté se pipetovalo 5 ml ze zasobniho roztoku do 50 ml odmérné
barky, do banky byl pfidan 60% ethanolem (0,1 M HCI) a po temperaci ve vodni lazni
se pracovni roztok doplnil 60% ethanolem (0,1 M HCI) po rysku.

8.1.1.5 Spektrofotometrické méreni

Po temperaci a doplnéni ban¢k po rysku, byly vzorky, standard a placebo prométeny.

Analyza probéhla na dvoupaprskové spektrofotometru Varian Cary 100.

Musela se provést série nékolik meéfeni pro dvé rizna média. Jelikoz se standard
dle metody rozpousti v 60% ethanolu, zatimco vzorky v 0,1 M HCI a az poté jsou fedény
60% ethanolem, musely se provést dvé rizna méfeni, kdy v prvnim ptipadé se postupovalo
presné dle metody, a pro vynulovani pfistroje byl pouzit 60% ethanol. V druhém ptipadé
byly standard a vzorky rozpustény a nafedény v 0,1 M HCI a pfistroj byl vynulovan
na 0,1 M HCI. Méfeni bylo provedeno v1 cm a v 1 mm kyvetich, aby byl vysledek

piehledngjsi a zobrazovala se celd kiivka.

Nejprve byla vytvofena metoda v programu. Nastavilo se rozmezi vinovych délek
a snimani hodnot absorbanci po 1 nm. Néasledn¢ byly prométeny vzorky, jako médium
se pouzil 60% ethanol a méfeni probéhlo v1 cm a v 1 mm kyvetach. Poté jako médium
poslouzila 0,1 M HCI a opét se méfilo vl cm a v1 mm kyvetich. VSechna méfeni
probihala v tomto pofadi: slepy vzorek, standard, placebo, nefedéné placebo a nakonec

vzorek.

Aby byla vSechna meéfeni kompletni, muselo dojit také k prométeni Novo-Passit Extract
Dry. Jako médium byly pouzity 60% ethanol a 0,1 M HCI. Pro piehlednéjsi vysledky byly
opct kromé 1 cm kyvet uzity i 1 mm kyvety a vzorky byly proméfeny v nasledujicim

poradi: slepy vzorek, standard, Novo-Passit Extract Dry a vzorek.
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8.1.1.6 Vysledky a diskuze

Vyhodnocujici kiivky, kdy se proméftil blank, standard, placebo, nefedéné placebo a vzorek
pro 60% ethanol u 1 cm kyvet zobrazuje Obr. 24. Pfipad, kdy byly pouzity 1 mm kyvety,
a fedici médium zustalo stejné, zobrazuje Obr. 25. Vyménu fediciho média za 0,1 M HCI

u 1 cm kyvet znazoriuje Obr. 26, pro 1 mm kyvety je to Obr. 27.

V piipadé, kdy se proméfil blank, standard, Novo-Passit Extract Dry a vzorek, vysledna
ktivka pro 60% ethanol u 1 cm a 1 mm kyvet je zobrazena v Obr. 28 a Obr. 29. Vysledna
ktivka pro 0,1 M HClu 1 cm a 1 mm kyvet je znazornéna v Obr. 30 a Obr. 31.

Z vyhodnocujicich kiivek je patrné, ze optimalni vinova délka vzorku a standardu je okolo
275 nm. Hodnoty absorbanci proméfenych v1 mm a 1 cm kyvetach jsou zobrazeny
v Tabulce 23 a Tabulce 24. Hodnoty absorbance pii proméfeni standardu, vzorku a Novo-

Passit Extract Dry znazoriiuje Tabulka 25 a Tabulka 26.
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Obr. 24 Vyhodnocovaci kiivka u 1 cm kyvet — 60% ethanol
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Obr. 25 Vyhodnocovaci kiivka u 1 mm kyvet — 60% ethanol
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Obr. 26 Vyhodnocovaci krivka u 1 cm kyvet —0,1 M HCI
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Obr. 27 Vyhodnocovaci kiivka u 1 mm kyvet — 0,1 M HCI
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Obr. 28 Vyhodnocovaci kiivka u 1 cm kyvet — 60% ethanol
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Obr. 30 Vyhodnocovaci krivka u 1 cm kyvet — 0,1 M HCI
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Obr. 31 Vyhodnocovaci kiivka u 1 mm kyvet — 0,1 M HCI

1
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Tabulka 23 Hodnoty absorbanci standardu, vzorku a placeba pri vinové délce 275 nm v 1

cm kyveté
Absorbance | Absorbance
(60% ethanol) [(0.1 M HCI)
Blank -0,005 -0,007
Standard 0,471 0,441
Novo-Passit vzorek 0,595 0,566
Placebo -0,004 -0,004

Tabulka 24 Hodnoty absorbanci standardu, vzorku a placeba pri vinové délce 275 nm v 1

mm kyveté
Absorbance | Absorbance
(60% ethanol) [(0.1 M HCI)
Blank -0,011 -0,009
Standard 0,039 0,037
Novo-Passit vzorek 0,053 0,049
Placebo -0,007 -0,009
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Tabulka 25 Hodnoty absorbanci standardu, vzorku a Novo-Passit Extract Dry p#i vinové

délce 275 nm Vv I cm kyveté

Absorbance | Absorbance

(60% ethanol) [(0.1 M HCI)
Blank -0,004 -0,006
Standard 0,474 0,445
Novo-Passit vzorek 0,590 0,569
Novo-Passit Extract 0,092 0,095

Tabulka 26 Hodnoty absorbanci standardu, vzorku a Novo-Passit Extract Dry p#i vinové

délce 275 nm v 1 mm kyveté

Absorbance | Absorbance

(60% ethanol) [(0.1 M HCI)
Blank -0,008 -0,011
Standard 0,044 0,035
Novo-Passit vzorek 0,052 0,048
Novo-Passit Extract 0,004 -0,002

Pokud porovndme kiivky =z hlediska pouzitého

fediciho média,

nezaznamename

vyznamného rozdilu mezi 60% ethanolem a 0,1 M HCI.

Hodnoty absorbanci a tvar kiivky dokazuji, Ze placebo nema vliv na stanoveni obsahu
guaifenesinu. Novo-Passit Extract Dry vSak jiz stanoveni ovliviiuje. Pfed kazdou analyzou
by bylo nutné provadét korekci na absorbanci placeba, coz by bylo ¢asové naroéné.
Uvedeni UV/VIS metody pro vyuziti ve spole¢nosti Teva Czech Industries s.r.o. je z tohoto

divodu nevhodné.

8.2 Prevedeni metody stanoveni guaifenesinu z HPLC na UHPLC [52]

Pro vytvoteni nové UHPLC metody bylo nutné zménit nékteré podminky ze stavajici
HPLC metody (vhodna kolona, pratok a objem néstfiku vzorku). Déle bylo tfeba upravit

pfipravu roztokl standardl a vzorki a identifikovat neznamy pik.

8.2.1 Priprava roztoki standardu a vzorku

Podle pouzivané metody pro HPLC detekci probiha piiprava vzorkt a standardu rozdilng,
pii ptevodu na UHPLC muselo dojit ke sjednoceni médii. Jestlize byly vzorky a standard

pfipraveny v 60% ethanolu, doslo béhem UHPLC testovani k rozstépeni piku guaifenesinu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 91

(Obr. 32 — 33). Proto byla navrhnuta zména pii piipraveé vzorku a standardu, kdy byla misto
60% ethanolu pouzita 0,1 M HCL
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Obr. 32 Chromatogram zndzornujici degradaci piku standardu v 60% ethanolu
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Obr. 33 Chromatogram zndzornujici pik standardu v 0,1 M HCI

8.2.2 Identifikace neznamého piku

Pii analyze standardu byl nalezen neznamy pik. K identifikaci piku byly pfipraveny
jednotlivé vzorky 1ékopisné definovanych necistot [neistota A: Guaiacol My =
124,14 g.mol’l, necistota B: B — isomer M, = 198,22 g.mol’l, necistota C: Bisether My, =

378,43 g.mol™, negistota D: 1,3-bis(2-methoxyphenoxy)propan-2-ol My, = 304,35 g.mol™]
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v 10% koncentraci. Jednotlivé chromatogramy necistot jsou zobrazeny na Obr. 34 — 37.
Necistota C a necistota D nebyly detekovany z nékolika moznych raciondlnich davoda
(mohlo dojit k rozkladu necistoty pisobenim disolu¢niho média, retenéni ¢as byl delsi
nez 60 minut, danou metodou nejsme schopni selektivitu danych necistot stanovit).
| pies vySe uvedené diivody bylo ve vyvoji pokracovano, nebot metoda je zaméfena
vyhradné na detekci a kvantitativniho stanoveni obsahu guaifenesinu a ne jeho znamych,
¢i neznamych necistot. Jako neznamy pik byla identifikovana necistota B (p — isomer)
(Obr. 38). Tato necistota (respektive strukturni isomer) je definovana Iékopisné a vzhledem
Kk tomu, ze nekoreluje s pikem guiafenesinu, je metoda za soucasnych podminek dostate¢né
selektivni. Navic bude selektivita mezi dvéma izomery zajisténa testem vhodnosti systému,

pii kterém se oba izomery pouZziji.
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Obr. 34 Necistota A (Guaiacol) v 10% koncentraci
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Obr. 35 Necistota B ( — isomer) v 10% koncentraci
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Obr. 36 Necistota C (Bisether) v 10% koncentraci
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Obr. 37 Necistota D [1,3-bis(2-methoxyphenoxy)propan-2-ol] v 10% koncentraci
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Obr. 38 Chromatogram zobrazujici pik necistoty B v 10% koncentraci (zeleny pik) a

roztoku standardu (Cerveny pik)
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8.2.3 Vyvoj nové UHPL metody

8.2.3.1 Chemikalie a Cinidla
- ¢iSténd voda

- kyselina chlorovodikova

- kyselina fosfore¢na

- ethanol

- acetonitril

- standard guaifenesin

- B - isomer

8.2.3.2 Zarizeni

- disolucni zatizeni (SOTAX AT70 Smart, SOTAX AT7 Smart nebo ekvivalentni)
- UHPLC systém

- zafizeni pro odplynéni média

- standardni laboratorni vybaveni

8.2.3.3 Priprava mobilni faze a disolucniho média

Disoluéni médium: Pro 1000 ml disoluéniho média se pipetuje 9,8 ml 32% HCI

do 990,2 ml ¢isténé vody.

Mobilni faze: Mobilni faze se pfipravi smichanim acetonitrilu pro HPLC a ¢iSténé vody

Vv pfesném pomeru (1:4) a hodnota se poté upravi pomoci kyseliny na hodnotu pH = 2.

8.2.3.4 Priprava roztokii vzorku a standardu

8.2.3.4.1 Ptiprava roztoku vzorku

Do kazdé disolu¢ni nadoby se odméii 900 ml disolu¢niho média (0,1 M HCI). Je navazeno

6 tablet, které jsou spustény do disolu¢niho zatizené skrz horni otvor.
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v' Po 45-ti minutach se provede ru¢ni odbér a vzorek se filtruje pies 0,45 pm

nylonovy filtr pfimo do vialek (AT 7 Smart).

v Po 45-ti minutach se roztok vzorku pumpuje pies 0,45 pm nylonovy filtr piimo do

vialek (AT 70 Smart).

8.2.3.4.2 Ptiprava standardu

Do 100 ml odmérné banky se navazi asi piesné 22,00 mg standardu guaifenesinu
a standard se rozpusti v 0,1 M HCI v ultrazvukové lazni. Poté se temperuje ve vodni lazni a

banka se doplni 0,1 M HCI po rysku. Pfipravi se dva roztoky standardu.

8.2.3.4.3 Ptiprava roztoku SST

Roztok B — isomeru: Do 100 ml odmérné banky se kvantitativné pievede asi 2,2 mg 3 —
isomeru, ktery se rozpusti v 0,1 M HCI. Po temperaci ve vodni l4zni se baitkka doplni

po rysku 0,1 M HCI.

Roztok SST: Do 10 ml odmémé banky se kvantitativné pievede asi 2,2 mg standardu
guaifenesinu. Standard se rozpusti v 0,1 M HCI. Po temperaci ve vodni lazni se baiika

doplni po rysku 0,1 M HCL

8.2.4 Chromatografické podminky

Kolona: Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 50 x 2.1 mm
Teplota kolony: 25 °C

Objem vzorku: 1 ul

Priitok: 0,4 ml/min.

Detekce (UV): 225 nm

Délka analyzy (min): 1,5x RT guafenesin piku

Oplach jehly: 50% acetonitril

Teplota vzorku: 20 °C

Poznamka: Po analyze je doporuceno kolonu promyvat po dobu 20 minut 50%

acetonitrilem.
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V piipadé porovnani chromatografickych podminek u HPLC a UHPL metody je ziejmé,
ze puvodné byla pouzita jina kolona (HPLC — Hypersil ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm, UHPLC
— Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 50 x 2.1 mm). Doslo také ke zmén¢ prutoku (HPLC —
1,0 ml/min, UHPLC — 0,4 ml/min) a objemu vzorku (HPLC — 20 ul, UHPLC — 1 pul). Délka
analyzy se u HPLC detekce pohybovala okolo 15-ti minut, zatimco u UHPLC metody

se délka analyzy zkratila na Cas okolo 2 minut. Ostatni parametry zlstaly u HPLC
a UHPLC technik stejné.

8.3 Validace UHPLC metody pro pripravek Novo-Passit tablety

Jelikoz byl pievod zHPLC na UHPLC metodu velice uspé$ny a piekonal vSechna
o¢ekavani, rozhodla se spolecnost Teva Czech Industries s.r.o. pro validaci UHPLC
metody u Novo-Passit tablety. Tato ¢ast prace byla provedena nad ramec rozsahu

diplomové prace.

8.3.1 Validaéni protokol UHPLC metody [53]

Chemikalie a ¢inidla, zafizeni, pfiprava standardu, vzorkd, roztoku B — isomeru, SST
roztoku a chromatografické podminky zlstaly stejné, jak jsou vySe popisovany v kapitole
8.2.

8.3.1.1 Materidl a pristroje

8.3.1.1.1 Vzorek Novo-Passit tablety

K analyze bude pouzita jedna Sarze piipravku Novo-Passit tablety, placebo, B — isomer

a standard guaifenesin:
tablety Novo-Passit 200 mg, Sarze: 6A0390410V, expirace: 4/2013

placebo (Silicon dioxide expirace: 11/2012 , Microcrystalline Cellullose expirace: 2/2015,
Glyceryl Tribehenate expirace: 9/2015 , Magnesium Stearate expirace: 5/2014, Lactose
Monohydrate — Fast Flo expirace 9/2013, Opadry AMB 80W311115 expirace: 10/2013)

[ —isomer, expirace: 1/2014
standard guaifenesin (¢islo standardu: 033-7, Sarze: 11GF02113, expirace: 3/2013)

Novo-Passit Extractum Dry, expirace: 3/2013
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8.3.1.2 Seznam chemikalii a roztoki
- ¢iSténa voda

- kyselina chlorovodikova

- kyselina fosforecna

- ethanol

- acetonitril

- placebo

- standard guaifenesin

- B —isomer

8.3.1.3 Zarizeni

- disolucni zatizeni (SOTAX AT70 Smart, SOTAX AT7 Smart nebo ekvivalentni)
- HPLC systém

- zafizeni pro odplynéni média

- standardni laboratorni vybaveni

8.3.1.4 Priprava disolu¢niho média

Pro 1000 ml disolu¢niho média se pipetuje 9,8 ml 32% HCI do 990,2 ml ¢isténé vody.

8.3.1.5 Piiprava mobilni faze

Mobilni faze se piipravi smichanim acetonitrilu pro HPLC a cisténé vody v piesném

pomeéru (1:4) a hodnota se poté upravi pomoci kyseliny na hodnotu pH = 2.

8.3.1.6 Priprava roztokii vzorku a standardu

8.3.1.6.1 Ptiprava roztoku vzorku

Do kazd¢ disolu¢ni nddoby se odméii 900 ml disolu¢niho média (0,1 M HCI). Je navazeno

6 tablet, které se spusti do disolucniho zafizené skrz horni otvor.
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v' Po 45-ti minutach se provede ru¢ni odbér a vzorek se filtruje pies 0,45 pm

nylonovy filtr pfimo do vialek (AT 7 Smart).

v Po 45-ti minutach bude roztok vzorku pumpovan pies 0,45 pm nylonovy filtr pfimo

do vialek (AT 70 Smart).

8.3.1.6.2 Priprava standardu

Do 100 ml odmérné banky se navazi asi piesné 22,00 mg standardu guaifenesinu
a standard se rozpusti v 0,1 M HCI v ultrazvukové lazni. Poté se temperuje ve vodni lazni a

doplni se 0,1 M HCI po rysku. Pfipravi se dva roztoky standardu.

8.3.1.6.3 Ptiprava roztoku SST

Roztok B — isomeru: Do 100 ml odmérné banky se kvantitativné pievede asi 2,2 mg B —
isomeru, ktery se rozpusti v 0,1 M HCI. Po temperaci ve vodni l4zni se baitka doplni

po rysku 0,1 M HCI.

Roztok SST: Do 10 ml odmémé banky se kvantitativné pievede asi 2,2 mg standardu
guaifenesinu. Standard se rozpusti v 0,1 M HCI. Po temperaci ve vodni lazni se baiika

doplni po rysku 0,1 M HCL

8.3.2 Chromatografické podminky
Kolona: Acquity UPLC BEH C18; 1,7 um, 50 x 2,1 mm

Teplota kolony: 25 °C

Objem vzorku: 1 pl

Pritok: 0,4 ml/min.

Detekce (UV): 225 nm

Délka analyzy (min): 1,5x RT guafenesin piku
Oplach jehly: 50% acetonitril

Teplota vzorku: 20 °C

Pozndmka: Po analyze je doporuceno kolonu promyvat po dobu 20 minut 50%

acetonitrilem.
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8.3.3 Validace jednotlivych charakteristik

Validace analytické metody bude probihat podle interniho dokumentu Teva Czech
Industries s.r.o. SOP\PQA\025 verze 5.00 — Validace analytickych metod.

8.3.3.1 Specificita
Bude analyzovano placebo, disolu¢ni médium mobilni faze a standard.

Kritéria ptijatelnosti:

Pro HPLC detekci v chromatogramu nesmi byt pfitomny zadné piky interferujici s pikem

analytu, pfipadné odezva interferujiciho piku < 0,5 %.

8.3.3.2 Robustnost

Provede se disoluce dvou navazenych tablet s pozménénymi podminkami pii piipraveé
vzorku, standardu anebo detekce analytu. Bude se vzdy pracovat se dvéma piedem

navazenymi tabletami.

8.3.3.2.1 Stabilita vzorku a standardu

Provede se disolucni test, vzorky budou poté analyzovany a nasledné uschovany v lednici,
autosampleru a pii laboratorni teploté. Dals$i dny se budou vZdy analyzovat a porovnavat

S novée pripravenymi vzorky. Stejné se bude postupovat také se standardem.

Kritéria prijatelnosti:

Pro roztoky standardu: Vyhodnoti se opakovatelnost. Pro stabilitni a nové standardy se
vypocita relativni rozdil (RF). Pro vyhodnoceni roztokti standardii jsou pouZzity primérné

hodnoty relativniho rozdilu 1. navazeného standardu. Hodnota se vypocita dle vzorce:

RF
RF =[1- —"1-100 [%] (15
‘ = [%] (15)

S

RFy je hodnota relativniho rozdilu nové ptipraveného roztoku
RFs je hodnota relativniho rozdilu stabilitné sledovaného standardniho roztoku

RF<3 %
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Pro roztoky vzorku: Obsah se vyhodnoti pro kazdou navazku a kazdy Cas analyzy zvlast'.
Srovnd se obsah nové analyzy k obsahu ptivodni analyzy roztoku vzorku. Hodnota

relativniho rozdilu se vypocita dle vzorce:

|Priimér, —Priimér|

RD -100 [%] (16)

Priimer,,
Primeéra je primérna hodnota piivodni analyzy ptipraveného roztoku vzorku
Primérg je primérnéd hodnota stabilitni analyzy pfipraveného roztoku vzorku

Primérag je primérna hodnota vypocitand z obou hodnot (piivodné pfipraveny vzorek,

stabilitni vzorek)

RD <3 %

8.3.3.2.2 Disoluc¢ni parametry

Provede se disoluce dvou navazenych tablet s pozménénymi podminkami:
v Otacky padel £5 % (114 RPM, 126 RPM)

v Teplota +2°C (35°C, 39°C)

v odplynéno/neodplynéno — odplynéné disolu¢ni médium

Kritéria prijatelnosti:

Relativni rozdil mezi primérnymi hodnotami dvou vysledkt se spocita podle vzorce:

|Pr£2mérA - PrﬁmérB|

Primer, g jg =X = 1 D% RD +100 [%] (17)
" n

Primeér,g

Primeéra je primérna hodnota vypocitana z % rozpusténé latky z prvniho setu (normalni
podminky).

Primérg je primérnad hodnota vypocitana z % rozpusténé latky v druhém setu.

Primérag je primérna hodnota z obou vyslednych sett.

Rozdil mezi soubory je vyhovujici, pokud je RD <3 %.
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8.3.3.2.3 HPLC parametry

Provede se detekce Sarze za pozménénych podminek:

v vlnova délka + 3 nm

v Slozeni mobilni faze + 10 % organického sloZeni
v teplota kolony + 5°C

v pratok + 10%

Kritéria pfijatelnosti:

Test zpisobilosti systému musi vyhovovat pozadavkiim metody.

8.3.3.2.4 Filtra¢ni studie

U dvou navazenych tablet se provede disolucni test. Nejprve budou odebrany vzorky, které
se centrifuguji a poté budou odebrany vzorky, jez se filtruji v daném rozmezi (alespon ve

tfech frakcich).

Kritéria prijatelnosti:

Hodnota, ktera se ziska z centrifugovaného vzorku, je povazovana za referenci. Obsah
ve filtrovaném vzorku se vyjadfuje jako procento z obsahu nalezeného v centrifugovanych

frakcich.

B |Pr12mérA - PrzimérB|

Primer, o o = X = % 3 RD 1100 [%] (18)

Priimeér,g

Priméra je primérna hodnota vypocitana z centrifugovaného roztoku vzorku
Primérg je praimernd hodnota vypocitana z filtrovaného roztoku vzorku
Primérag je primérna hodnota z obou roztoki vzorku

Rozdil mezi soubory je vyhovujici, pokud je RD < 3,0 %.

8.3.3.3 Sprdvnost

Ptipravi se tii roztoky standardu s mnozstvim placeba, které bude odpovidat dané jednotce.
Standardy se pfipravi na tfech koncentra¢nich trovnich (50%, 100% a 120%) a jsou

piipraveny vzdy 3 navazky.
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Kritéria prfijatelnosti:

Primérna hodnota vytéznosti se musi pohybovat v rozmezi 95 — 105 %o.

8.3.3.4 Linearita

Provedou se dvé ptipravy roztoku standardu s ptidavkem placeba odpovidajicim jedné
jednotce. Standardy se pfipravi na péti koncentra¢nich urovnich od 50 % do 120 %.

Ptipravi se vzdy 2 navazky.

Kritéria pfijatelnosti:

Kritérium piijatelnosti u linearity je R?>0,99.
Analyzou dat (ANOVA), popiipadé¢ vypoctem uvedenym nize zjiStujeme, zda regresni
pfimka prochazi pocatkem. Pokud kritéria piijatelnosti nejsou splnéna, je mozné pouZit

k analyze vhodnou kalibra¢ni ktivku.

Usek na ose 'y
odezval00% koncentrace latky

100<5.0% (19)

8.3.3.5 Rozsah

Rozsah se prokazuje v rozmezi 50 — 120% (z linearity, spravnosti a piesnosti).

8.3.3.6 Piesnost

8.3.3.6.1 Opakovatelnost

Provede se disoluce bézné Sarze pripravku v Sesti disolucnich nadobach. Tablety se pied

zacatkem analyzy zvazi.

Akceptacéni kritéria:

RSD <8,0 %.
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8.3.3.6.2 Presnost systému
Provede se Sest analyz vzorku v jedné disolu¢ni nadobé. Tablety se pied zacatkem analyzy
zZvazi.

Akceptacéni kritéria:

RSD < 8,0 %.

8.3.3.6.3 Intermedidlni ptesnost

Provede se disoluce Sesti tablet jedné Sarze, avSak jinym laborantem, v jiny den a na jiném

pristroji. Tablety se pied zacatkem analyzy zvazi.

Akceptacéni kritéria:

|Pr umer, — Priimery |

RD = 1100 [%] (20)

Prumer,g
Priméra je primérnd hodnota vypocitana z pivodnich vysledk.
Primérg je praimérnad hodnota vypocitana z novych vysledki (jiny laborant, den, pfistroj).
Primérag je primérna hodnota z obou analyz.

Jestlize RD < 8,0 % z 12 — ti vysledkii (2 disoluce), pak lze povazovat rozdil mezi

soubory za vyhovujici.

8.3.3.6.4 Srovnani manualni a automatické disoluce
Srovnaji se vysledné hodnoty Sesti vzorkl z manudlni a automatické disolucni jednotky.

Akceptaéni kritéria:

|PrﬁmérA - PrﬁmérB|

RD -100 [%] (21)

Primeér,g
Priiméra je primérna hodnota vypocitana z vysledkt manualni disoluéni jednotky.
Primérg je primérnd hodnota vypocitand z automatické disolu¢ni jednotky.

Primeérag je primérna hodnota z obou disoluc¢nich jednotek.
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Jestlize RD < 8,0 % z 12 — ti vysledku (2 disoluce), pak lze povazovat rozdil mezi

soubory za vyhovujici.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo provedeni validace stavajici analytické metody u pfipravku

Novo-Passit tablety. Dale byl proveden vyvoj a pfevod stanoveni obsahu guaifenesinu
z HPLC metody na UV/VIS a UHPLC.

Pribé¢h validace a vSech vyvojovych procest byl dokumentacné zachycen vydanim
protokoli (valida¢ni protokol pro validaci analytické metody u piipravku Novo-passit
tablety a wvalida¢ni protokol UHPLC metody), zprav (valida¢ni zprava pro validaci
analytické metody ptipravku Novo-Passit tablety) a reportt (report pro stanoveni obsahu
guaifenesinu v piipravku Novo-Passit tablety spektrofotometricky a report pro stanoveni

obsahu guaifenesinu v ptipravku Novo-Passit tablety UHPLC metodou).

Béhem validace byly testovany nasledujici parametry: specificita; robustnost (stabilita
roztoku vzorku a standardu; filtracni studie; robustnost HPLC parametrii — sloZeni mobilni
faze, teplota kolony, detekce, pratok; robustnost disolu¢nich parametri — zména otacek
a teplot, odplynéni/neodplynéni disoluéniho média); spravnost; linearita a rozsah; presnost
(intermedidlni pfesnost; systémova piesnost; srovndni mezi automatickou a manudlni
disoluci). Na zdkladé vysledkl 1ze konstatovat, Ze vSechny parametry spliiuji akceptacni

kritéria spole¢nosti Teva Czech Industries s.r.o a metodu je mozné povazovat za validni.

Soucasné registrovana metoda definuje pfipravu roztok standardu a vzorku v rtizném
druhu média. Tento zplsob piedstavuje v soucasné dob€ nestandardni postup, a proto doslo
pii pfevodu z HPLC metody na UV/VIS detekci k pouziti efektivnéjsiho zpusobu, tedy

ptiprava roztoku vzorku a standardu ve stejném médiu.

Pii spektrofotometrickém méteni byly pouzity jak 1 cm kyvety, tak také 1 mm kyvety, aby
byla vidét cela kiivka. Po proméfeni vzorkt tablet Novo-Passit, standardu guaifenesinu,
placeba a Novo-Passit Extract Dry je zvysledki patrné, ze vhodna vlnova délka
pro detekci je okolo 275 nm. Novo-Passit Extract Dry negativné ovlivnil pribéh méfeni.
Mohlo to byt zptusobeno vysokym obsahem cukri, které se absorbuji v Sirokém spektru
vlnovych délek. V tomto dusledku je vyuziti spektrofotometrického stanoveni obsahu
guaifenesinu v Novo-Passit tabletach pro spolecnost Teva Czech Industries s.r.o.

nevhodné, respektive by bylo nutné u kazdé analyzy provadét korekei na placebo.

V piipadé¢ pievodu zHPLC na UHPLC metody byla sjednocena ptiprava vzorku
a standardu (0,1 M HCI). Byla pouzita nova kolona (HPLC — Hypersil ODS, 5 um, 250 x
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4,6 mm, UHPLC — Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 50 x 2.1 mm), prutok (HPLC — 1,0
ml/min, UHPLC — 0,4 ml/min) a objem vzorku (HPLC — 20 ul, UHPLC — 1 pul). Délka

analyzy se zkratila z puvodnich 15-ti minut na 2 minuty.

Cile diplomové prace byly splnény. Pro velmi pfiznivé vysledky v oblasti vyvoje UHPLC
metody bylo vedenim QC Pharma Teva Czech Industries s.r.0. rozhodnuto, ze bude
soucasna metoda preregistrovana a po nezbytné validaci a provedeni srovnavaci studie
mezi soucasné registrovanou a nové vyvinutou metodou nahrazena metodou nové
vyvinutou. Nad ramec diplomové prace byl navic vytvofen valida¢ni protokol nové

UHPLC metody.
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uv

VIS

HPLC
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RD
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SST
AM

RF

European Pharmacopoeia.

International Conference on Harmonisation.
Ultraviolet/Visible.

Ultra-High Performance Liquid Chromatography.
Active Pharmaceutical Ingredience.
Research and Development.

Quality Control.

Good Manufacturing Practice.

Rotation per Minute.

Analytical Instrument Qualification.
Ultraviolet.

Visible.

lon Chromatography.

High Performance Liquid Chromatography.
Analytical Method.

Relative Difference.

Relative Standard Deviation.

System Suitability Test.

Analytical Method.

Response Factor.
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PRILOHY

P I GUAIFENESIN A JEHO VYROBA

SYNTHOKEM LABS PRIVATE LIMITED

1.1 NOMENCLATURE :

111  PHYSICAL PROPERTIES AND CHEMICAL CHARACTERISTICS ;

. General Name . Guaifenesin
2. Chemical Name © 3-(2-Methoxy Phenoxy)-1,2-propanediol
3. CASNumber o [93-14-1] ;
{
4, Appearance : White or almost white crystalline powder.
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1.1.2 GENERAL INFORMATION :

Is MOLECULAR STRUCTURE :

OH
|
OCH> - CH - CH,0H

OCH;

3-(Z-methoxyphenoxy)-1,2-Propanediol

tJ

MOLECULAR FORMULA CioH404

3 MOLECULAR WEIGHT 198.22

4. HANDLING PRECAUTIONS
Wear gloves. goggles and dust mask. In the event of contact with skin, flush

with water. For eyes, give prolonged wash with water. For spillage, brush up
or vacuum up with vacuum equipment.

Ji STORAGE :

Store in tightly sealed polyethylene bags in fiberboard drums or plastic
containers, in cool a dry area.
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1.1.3 MATERIAL SAFETY DATA :

&,

Product Name : GUAIFENESIN

Formula ¢ ChroH 0y

Ingredient Name @ 1,2-Propanediol, 3-(2-methoxyphenoxy)-.

CAS Number o [93-14-1]

Hazards Identifications :

3
{
\

Emergency Overview Remove from exposure. Remove contaminated

elothing:  Persony developing serious hypersensitivity reactions must receive
immediate medical attention. Upon eye or skin contact flush attected area with
copious quantities of water. obtain medical attention.

Potential Health Effects :

b2

4.

Inhalation  : Possible allergic reaction to dust. May cause irritation of
respiratory tract,

Eye Contact : May cause irritation.
Skin Contact : Possible allergic reaction to dust. May cause irritation,

Ingestion  : Possible allergic reaction to dust. May cause irritation.

Overview : Promptly consult physician.

Adverse effects : Gastrointestinal discomfort and drowsiness have been reported.
Very large doses cause nausea and vomiting. May be irritating to mucous
membrane and respiratory tract.

First Aid Measures :

Inhalation . Avoid inhalation, remove to tresh air.

Eye Contact . Flush with copious quantities of water,
Skin Contact - : Flush with copious quantities of water.
Ingestion . Consume copious quantities of water.
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6.

8

10,

Fire Fighting Mecasures :

Extinguishing media

Accidental Release Measures :

General :

.

Handling and Storage :
Handling

Storage

Spray water. Carbon dioxide, dry chemical
powder.  Wear  self-containing  breathing
apparatus and protective clothing to prevent
contact with skin and eyes.

Wear respiratory and chemically compatible
gloves. Sweep up spillage. Avoid raising dust.
Place spillage in appropriate contajner for waste
disposal. Wash contaminated clbthing betore
re-use.  Ventilate spill area and wash spill site
thoroughly with water after picking of material
is complete.

Wear protective clothing.

Store in tight, light resistant containers.

Exposure Controls / Personal Protection :

Wear approved respiratory and chemically compatible gloves, safety goggles,
other protective clothing. Wash thoroughly after handling, Wash contaminated

clothing before re-use,

Physical and Chemical Properties :

Appearance

Solubility

Melting Point

Stability and Reactivity :
Stability

Hazardous combustion or
decomposition products

White or almost white crystalline powder,
Sparingly soluble in water. Soluble in alcohol.
79°C - 83°C.

Stable in the normal conditions of storage.

COx. Hazardous polymerisation will not occur.



SYNTHOKEM LABS PRIVATE LIMITED

11,

12;

13.

14.

15.

16 .

Toxicological Information ;

RTECS No : TY8400000
LD350 (oral-rat) © 1510 mg/kg.

Ecological Information :

Data not available.

Disposal Considerations :

—

Ensure disposal in compliance with all applicable Federal, State andiLocal Laws.

Transport Information :
Transport in close tiberboard drums/ HDPE containers.

INTERNATIONAL REGULATIONS :

Land

- Rail / Road (RID/ADR) 3 Not restricted.
Sea (IMO/IMDG) 3 Not restricted.
Air (ICAO-TATA) 3 Not restricted.

Regulatory Information :

EINECS No o 202-222-5
Xn, R22, S36.
Other information :

Bibliographic data - Not applicable
Data sheet released by . Manager -QA
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2.1

DESCRIPTION OF THE MANUFACTURING METHOD :
Guaitenesin is manufactured in four stage process.

STAGE -1:

Pyrocatechol reacts with dimethyl sulphate and sodium carbonate in toluene
medig gives guaiacol.  Which on reaction with sodium hydroxide gives sodium
guaiacolate.

i
{

STAGE - 11 :

Epichlorohydrin reacts with water in presence of phosphoric acid gives Glycero!
Meino ehloro hydrin

STAGE - 111 :

Stage - I and Stage - [l reacts at 100°C gives Guaifenesin crude, which is
extracted, washed and distilled under vacuum gives Guaifenesin technical.

STAGE -1V .

Guaitenesin technical on crystallization in toluene gives pharma grade
Guaifenesin.

21
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2.2

S WD —

Methylation
Cooling
Separation
Acidification
Solvent Extraction
Caustic Extraction

PROCESS FLOW CHART :

Toluene

Sodium Carbonate
Pyrocatechol
Dlmethyl Sulphate
Hydrochlornc Acid

SSS

GUAIACOL

l Sodium Hydtoxlde
l

\

STAGE -1 >
Epichlorohydrin

SODIUM GUAIACOLATE

Phosphoric Acid
Sodium Hydroxide

STAGE - II

GLYCEROL MONO CHLORO
HYDRIN

R O S

Fraction Distillation
Il Fraction Distillation
To(uene

Hydrolysis
Condensation
pH
Extraction
Distillation

kel e

v STAGE-1II

GUAIFENESIN CRUDE

2. Crystallisation

v

Crystallisation
Cooling
Centrituging
Washing
Drying

v y v

CRYSTALLISATION

STAGE - [IV—%

GUAIFENESIN

1. High Vacuum Fractions

23
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TEVA Czech Industries s.r.o QDP0015978 Version 1.0
Effective Date: 01-Sep-2011 Effective
Nizev dokumentu \ Title: Ozn. dokum. \ User refer. :
Novo-passit, 200 mg, coated tablets PC\PQC
Typ dokumentu \ Type : Nizev produktu \ Product : Kap. \ Chap. CTD:
Description and composition Novo-passit, 200 mg, coated tablets 3.2.P.1

Nahrazeny dokument \ Supersedes : PC\PQC\010\V1 - A
Zdrojovy dokument \ Source document : ZR 6342/10
Autor\ Author: Jitka Zichackova

3.2.P.1 COMPOSITION OF THE DRUG PRODUCT

Novo-passit, 200 mg, coated tablets

Composition of 1 coated tablet:

Latin names English names Quantity Quiality
**Novo-Passit Extractum | -------- 157.5mg QDS0009727*
Siccum

Guaifenesinum Guaifenesin 200.0 mg Ph. Eur.*
Silica praecipitata Silicon dioxide 2.0mg NF *
Cellulosum Microcrystalline 96.0 mg Ph. Eur.*
Microcristallinum Cellulose

Glyceroli Tribehenas Glyceryl Tribehenate 10.0 mg NF*

Magnesii Stearas Magnesium Stearate 10.0 mg Ph. Eur.*
Lactosum Monohydricum | Lactose Monohydrate ad 800.0 mg Ph. Eur.*
(Fast Flo) (Fast Flo)

Viride Opadry AMB Opadry AMB 80W31115 24.0 mg SS\QC\37601*
80W31115 (Green)

*the current versions of pharmacopoeia and internal specifications
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TEVA Czech Industries s.r.o
Effective Date: 01-Sep-2011

QDP0015978

Version 1.0
Effective

Nazev dokumentu \ Title:

Novo-passit, 200 mg, coated tablets

Ozn. dokum. \ User refer. :

PC\PQC

Typ dokumentu \ Type :
Description and composition

Nazev produktu \ Product :

Novo-passit, 200 mg, coated tablets

Kap. \ Chap. CTD:
3.2.P.1

**Composition of Novo-passit extract dry:

Latin names English names Quality

Sambusi flos Elder flower SS-47012*

Crataegi folium cum flore Hawthorn leaf and SS-47014*
flower

Hyperici herba Hypericum herb SS-47019*
(St. John’s wort)

Melissae herba Melissa herb SS-47020*
(Lemon balm top)

Passiflorae herba Passion flower SS-47021*

Lupuli flos Hop strobile SS-47025*

Valerianae radix Valerian root SS-47040*

Ethanolum 96% (V/V) Ethanol 96 per cent V/V | Ph. Eur.*

Aqua purificata Purified water Ph. Eur.*

Silica praecipitata Silicon dioxide NF*
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