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SOUHRN

Tato prace je &ovana problematice disd@lich tesk, které se pouzivaji jako
lékopisné metody ve farmaceutickénipiysiu, pro zji&ni rychlosti uvohovani &inné latky
z pevnych Iékovych forem za podminakvitro.

Experimentalni¢ast se zabyva disoluci tabletové Iékové formy, &iako @&innou
latku obsahuje azitromycin. Sgasti prace je validace disohi metody, kter4 zahrnuje

ovéieni linearity, pesnosti, spravnosti a selektivity.

Kli ¢ova slova: Disoluce
Validace
Azitromycin



SUMMARY

This work is dealing with the questions of dissminttests that are being used as
pharmacopoeial methods within pharmaceutical ingiustr a detection of active substance
releasing velocity from solid drug forms considgroonditions “in vitro”.

An experimental part dwells on a tablet drug fatissolution with azitromycin as an
active substance. A part of this work is a valioiatdf dissolution method which comprehends

verification of linearity, accuracy, correctnessl &electiveness.
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1. Uvod

Uvolnovani |€iva z pevnych peroralnich Iékovych forem se zkousi vitro
disolwnim testem. PoZadavky na aparaturu, préwéda vyhodnocovani vysledk
disolwiniho testu jsouiesré uvedeny Weském, evropském i americkém Iékopise. Kazdy Iék
musi splnit Bhem disoldni zkousky dané limity. Obeeénlze léky ze skupiny pevnych
peroralnich lIékovych forem vyskytujicich se v &ané dob na farmaceutickém trhu rodd
na lékové formy bez Upravy uwmvani I€iva a s modifikovanym uvébvanim I€iva.
Rychlost disoluce je ovlivma nejenom chemickymi a fyzikalnimi vlastnostniininé latky,
ale i pouzitymi excipienty a vyrobnim procesem.

Obsah dinné latky ve vzorcich odebranyclkhem disoluce se obvykle stanovuje
spektrofotometricky nebo pomoci kapalinové chromebie.

Validace je proces,ipkterém se odti pouZzitelnost vyvinuté metody.

Predmétem této prace je validace padelkové digoiumetody pouzité pro zji&ti

rychlosti uvohovani &inné latky azithromycinu z tablety s rychlym uovanim.
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2. Teoretickac¢ast

2.1 Disoluce

Uvolnovani I€iva z tuhych peroralnich Iékovych forem se zkadosiitro disolwnim
testem. PoZadavky na aparaturu, prémwac vyhodnocovani vysledidisolwiniho testu jsou
piesré uvedeny weském, evropském i americkém lékopise a v dalSiddikacich. Kazdy
lék musi splnit Bhem disoldni zkousky dané limity. Rychlost disoluce je oviwa nejenom
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmicinné latky, ale i pouzitymi excipienty a vyrobnim

proceserh
2.2 Disolini metody

Disolwni test lze provéstéholika metodami. Volba metody je nejvice zavisla na
vlastnostech lékové formy. Pro disoluce pevnycloWkh forem se pouzivajir@devsim tyto
metody:

- padelkova metoda

- kosSttkova metoda

- metoda s gitokovou celou
2.2.1 Padelkova metoda

Pristroj pro padelkovou metodu: Zarizeni se skldda z nadoby, kter&iza byt
zakryta vikem ze skla nebo jiného vhodného inedaniiaterialu, motoru, hnacitidele a
lopatkového michadla.

Nadoba jecast&né pondena ve vhodné vodni lazniimérené velikosti, nebo je
vybavena vhodnym #&enim k zafivani, jako je vyhkvany plag. Vodni lazé nebo
vyhtivaci zdizeni umo#uji udrzovat teplotu uvnit nAdoby Bhem zkousSky. Disokni
médium se udrzuje ve stalém plynulém pohybu. Pi&tEai plynulého chodu michaci
jednotky nesmi Zadnéast zaizeni ani prosedi, v ®mzZ je gistroj umisén, prispivat ke
znatelnému pohybuigseni nebo vibraci.

Jako michaci jednotka se pouzivA padlotdaé hnaci iideli s lopatkovym
michadlem. Kidel musi byt vysedina a jeji rotace musi byt plynula a bez znatelrektwdni,
které by mohlo ovlivnit vysledky. Michadlo je vyrebu z kovu nebo vhodného inertniho
neohebného materidlu a tvos hnaci Fdeli jeden celek. NMfe se pouZzit i dvoudilné
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provedeni s vygnnym michadlem. Pouziva sefiz&ni pro regulaci rychlosti aték, které
umoziuje nastaveni specifikované rychlostidai Hidele. Nadoba je vélcovita slgulatym
dnem o objemu jeden litr s obrubou néhd”okud testovana Iékova forma plave na higdin
muze se pouzit maly volny kousek nereaktivniho malierijako je mala spiralka z dratu.
Lékova forma se pak uchyti do této spiralky. Molsmu pouZzit i jiné osfené prosedky

k uchyceni. Estroj umoujici pozorovani fipravku a michaci jednotky¢bem zkousky je

vhodrgjsi.

Provedeni testu: Predepsané mnoZstvi disohi kapaliny se odgfi do nadoby,
sestavi se ifstroj, disoléni kapalina se vytemperuje na (37 * 0,5°C). Lékdoédma
zkouSeného ifpravku se vlozi na dno nadobyepd spudnim pistroje. Ripravky, které
plavou nebo se vznaseji v disthil kapalirt se gidrzi vodorové u dna za pouziti vhodné
pomicky, jako je spiralka z dratu nebo skla.

Nastavi se fedepsané otly a pistroj se ihned uvede do chodu. @dlvzorki
probiha tak Ze vipdepsanémase nebo vigdepsanyckiasovych intervalech nebogmézne
se odebereipdepsané mnozstvi roztoku z nddoby vedst mezi hladinou disatai tekutiny
a horni hranou lopatky michadla, resp. &kgj minimal® 10 mm od stny nadoby. Je-li
piedepsan odiv opakovany, odebrany objem roztoku kipads, kdy je pouzita metoda s
michadly nebo ko&ky, se nahradi vzdy stejnym objemem digoiukapaliny, pipadré se
pocita s jejim ubytkem.

Odebrany roztok se Zfiltruje i@s inertni filtr o vhodné velikosti pir ktery
neadsorbuje zkouSeny vzorek z disolukapaliny a neobsahuje latky, které se extrahuji

disolwini kapalinou a interferujitppouZiti fFedepsaného Agobu stanoveni.

2.2.2 KoSé&€kova metoda

Pristroj pro koSi¢kovou metodu: Pouziva se stejnéitzeni jako u padelkové metody
(kapitola 2.2.1), jen hnacitidel je na spodnim konci zakiena valcovitym kogkem.
KoSicek tvai dve ¢asti: horni piruba, ktera je na konci hnadiidkele. Pomociit pruznych per
nebo jinym vhodnym zjsobem se k hornitjpubé pripeviiuje tubus ko%ku, do kterého se
umig’uje zkousena lékova forma. Upeéwn tubusu musi byt natolik pevné, abshbm rotace
nedochazelo k jeho vychyleni odrextové osy nadoby. Tubus k&di je tvdaen stkou
valcovitého tvaru zasazenou ného dole do Uzkych kovovych prsteéncHridel a kosfek

michaci jednotky jsou vyrobeny z nerezové oceli
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Provedeni testu:Postup je totozny s provedenim testu u padelkostody (kapitola
2.2.1), rozdil je pouze v umésti vzorku. Lékova forma zkouSenéhtigravku se vlozi do
suchého kogku, ktery se upevni na hnadiidel. Je teba se p#ivé vyhnout vzduchovym

bublinkam na povrchu zkouSenéhidgpavku.
2.2.3 Metoda s piito¢nou celou

Pristroj s pratokovou celou: Zafizeni se sklada ze zasobni nadoby na disdlu
meédium, pumpy na disatni médium, piitokové cely a vodni lazn

Vodni lazeés udrzuje hem celé zkousky teplotu disshiho média. Pumpa vytigju
disolwni médium pes pitokovou celu. Ritokova cela je z m@hledného a inertniho
materialu. Horntast cely obsahuje kovovouribku, ktera je hrubym filtrem, a po té filtnai
jednotku pro filtry papirove, ze sklemych vlaken nebo celulosy.

Existuji dva zakladni typy ptokovych cel:

1) Piitokova cela pro disoluce lipofilnich 1ékovych forgnjako jsou gkterécipky a
mekkeé Zelatinové tobolky. Dolnfast obsahuje dvsousedici komory, jedna je napojena na
priatokové zaizeni. Disoldni kapalina protékaips komoru A a jejim vrchemigiéka do
komory B, kde stéka do otvoru o mal&thosti, a odtud proudi @b vzhiru k filtracnimu
zarizeni. Ve gtednicasti cely je dutina @ena k hromaghi lipofilnich pomocnych latek

2) Pritokova cela pro disoluce tablet a podobnych Iékbviigrem. Dolni kuzZelovita
cast se plni malymi sklénymi kulickami. Ve Spice kuzele cely je umista jedna wtSi
skleréna kulicka. Ta zabrauje vstupu tekutiny do cely. Na ni je pak nasypéiséva malych
sklerenych kulicek po okraj kuzelovitéasti.

Cela je pi méfeni vloZzena ve vodni lazni. K odstim vSech vibraci je pumpa od
disolwni jednotky oddlena. Pumpa nesmi byt undish vySe nez zasobni nadoby

s disolknim médiem. Spojovaci hatty musi byt pokud moZno co nejkratSi a inertni.

Provedeni testu:Zalezi na pouzité cele. Pokud se pouZije cela fmawte lipofilnich
lekovych forem, tak se testovanyigravek vklada do komory A. V druhéntipad se
testovana lékova forma poklad4 na malé skiérkulicky. Nechd se tam votneZet nebo se
uchopi specialnim drzdkem tablet. Po té ©pojp viko cely, v gmzZ je umistno filtra¢ni
zarizeni. Za pouziti vhodnéh®rpadla s nastavenynigsnym piitokem se disokni médium

o teplo€ 37 £ 0,5°C necha prouditgs dno do cely.
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Vzorky odebiraji i vystupu z cely nehledna uzaveny nebo oteeny okruf.
2.3 Dilezité parametry disolwnich testi

1) ota’ky michadla: Voli se takové, p kterych se bude Iékovéa forma delrozpadat.
Provedou zkuSebni disolucei paznych otékach. Z grafického vyhodnoceni a pozorovani
chovani lékoveé formy v nadétb¢hem testu se zvoli atily. Obvykle se zkousi 50, 75 a 100
ota’ek za minutu. U metody siinénou celou se zkoustizné piitoky disoléniho média,
vétsinou 8, 16, 32 mililith za minutu.

2) Disolwni médium: Pouziva se takové ve kterém je pouZziténga latka dobe
rozpustna. Rozpustnostiané latky v médiu se zkouSictyinasobné koncentraci nez jaka
bude v disolani nadols. Negasgji pouzivana disoléni média:

- 0,1 M kyselina chlorovodikova

- pufrpH =1,2

- fosfatovy pufr pH =4,5

- acetatovy pufr pH =4,5

- fosfatovy pufr pH = 6,8

- UHQ voda

DalSi pouzivana disotni média:

- 2 % roztok laurylsiranu

- fosfatovy pufr pH = 6,0

- Zaludeéni ¥ava

Objem disoldniho média v nadab byva obvykle jeden litr, ale podle peb
disolwniho testu mze byt i jiny. Spateba média f metod s pfitoénou celou je dana
délkou disoluce a jpgtokem disolgniho média. VeSkera dis@lni média se vzdy temperuji na
teplotu 37 = 0,5°C.

2.4 Kontrola disoluénich piistroja

Disolwni pristroje se jednou nebo vicekratme kontroluji odbornym technikem. U
piistroje PHARMA TEST PTWS3 se kontroluje:

- hazivost hidele i 50 otakach

- hazivost hidele @i 100 ot&kach

- hazivost hidele s padlemip50 otakach

- hazivost hidele s padlemip100 ot&kach
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- centrovani nadob

- kontrola rychlosti otéek

- kontrola teploty uvnitnaplrenych nadob

- zemni a izoléni odpor

- vykon pumpy

Presné specifikace kontroly je uvedena v dokumentaisolusnimu gstroji®. Pokud
by byli prekraieny povolené limity, je nutné zavadu odstranit. Wewujici @istroj neni

mozné v rezimu SVP pouZzit.
2.5 Lékové formy

Lékova forma je konkrétni podobai¢eho gipravku, tedy jeho fyzikalni, chemicka a
tvarova charakteristika. Lékova forma je danargdmiu podani (uziti nebo pouziti) Iéku a
koexistenci v ni poéebnych I€iv a pomocnych latek. Do tohoto pojmu se zahrnupgr,t
sloZeni a fyzikalni struktufaLékové formy rozliSujeme podle stavu na:

- pevné - tablety, kapsle

- kapalné - kapky, sirupy, injekce

- polotuhé - masti, gely
2.6 Spravna vyrobni praxe (SVP)

Predstavuje ve farmaceutické vyrolsystém ochrany spebitele. Je to soubor
opateni, ktery minimalizuje riziko, aby se dostal na ligk nevyhovuijici kvalitygi nevhodny
pro zamyslené pouZit.

Pro Ceskou republiku jsou zavazné pokyny vydavané Statistavem pro kontrolu
léciv (SUKL)’. Jedna se o pokyn SUKL VYR-32 , ktery s#&di zasadami evropského
predpisu EU- GMP Guide. The Rules Governing MedicPraducts in the European Union,
Volume 4, Good manufacturing practices.

» Z&akladni oblasti SVP
— fizeni jakosti
— pracovnici
— prostory
— zaizeni
— dokumentace

— vyroba

15



kontrola jakosti

» Zakladni poZzadavky SVP

jasna definice vyrobniho postupu

provadni validaci vyrobnich stufi

ndzorné pracovni postupy a instrukce

Skoleni pracovnik

dokumentani zaznamy &hem vyroby a kontroly
zaznamy o distribuci vyrolik

systémieSeni reklamaci a stahovani vyrolaktrhu

2.7 Validace

Validagéni ¢innosti znamenaji dnes jeden ze zé&kladnich prindgrmaceutického

jisténi jakosti a pedstavuji téz vyznamnou polozku naklada jakost u farmaceutickych

vyrobai.

Validace je potvrzeni fipzkouSenim a poskytnutim objektivnihdkdzu, Ze jsou

jednotlivé poZadavky na specifické zamyslené pousiireny®. Validace tedy doklada

s vysokym stupgm jistoty, Ze specificky proces je schopen trvatesiytovat vyrobek

sphiujici predem stanovené kvalitativni pozadavky.

Validace disolini metody se skladé zgyt zkouSek. D¢ zkouSky se tykaji vlastni

disoluce: pesnost a spravnost. DalSi¢dzkousSky jsou analytického vyznamu: linearita a

selektivita.

» Linearita: schopnost metody davat vysledkyinm an€rné koncentraci

stanovované latky

= Spravnost: mira shody sémnou nebo vypfienou hodnotou k jeho skuted

nebo specifikované hodriot

» Presnost: shoda mezi vysledkgkiolika opakovanych gfeni

» Selektivita: schopnost metody it spravié a specificky stanovovanou latku

v pritomnosti jinych latek (placeba)

2.8 Provedeni a limity validace

1) Linearita: Provede se vipdpokladaném rozsahu koncentraci od 20 do 110%

(deklarované &inné latky) v pislusném objemuipdepsaného disalniho media. Vzorky se
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vyhodnoti pomoci HPLC nebo spektrofotometrie. fippct opakovanych wieni se do
vypocétu kalibrace pouZiji grmérné hodnoty.

Linearitu prokazuje grafické zpracovani zavislokbncentrace &nné latky na
absorbancti ploSe piki. Frimka, resp. mira linearity, je charakterizovanialpsnou rovnici a
hodnotou spolehlivosti R

R*>0,98

2) Spravnost: Testuje se modelovou disoluci na 3 hodnoty (600%6,8100% dinné
latky), nebo v pipadt pripravki siizenym uvaohovanim na $edni hodnotu z daného
intervalu (podminky v fislusném sledovanérase odbru). V kazdé ze Sestice nadob je
vytemperované disomi médium s danou procentni koncentragindé latky. Modelova
disoluce se odstartuje se gasnym vhozenim tablety (tobolky) placeba do kazédohy.

V caset (stanoveny odly podle zrni testu) se z kazdé nadoby odebéilerdt vzorek a
nasledg analyzuje (HPLC, spektrofotometrie) a softwareyhodnoti mnozstvidinné latky.

Ze ziskanych dat se pro kazdou nadobu vwiguyznost (recovery). Ziskana hodnota jednak
charakterizuje odchylku vysledku dané metody odape hodnoty v kazdé ze Sesti nadob, za
dalSi pak minimalni rozdily mezi wW#nostmi 1 — 6 potvrzuji dobrou reprodukovatelnost
vysledii od nadoby k nad@b Resp. Ze rychlost uvgbvani v kazdé z nic neni zatizena
nejakou systémovou chybou (ditglad negativni ovlivani prislusnym michadlem, mistem
odkeru vzorki v nddolé a podobn)

Pozadované hodnoty sledovanych paramair

Vytéznost (recovery) 95 - 105%

RSD pro jednotlivou nadobu max. 3%

3) Piresnost: Testuje se fikrat opakovanou disoluci jedné vybrané Sarze danéh
piipravku s odbrem pot minutach (stanoveny odbv ¢ase podle zni testu). Vybranou
Sarzi se rozumi skuieost, Ze se jedna o propef piipravek, u kterého je pozadovana
homogenita dana souborem vyslédiSech provedenych zkouSek. ParaméésRost je pak
charakterizovan s#énodatnou odchylkou — zéitstanovenych hodnot uva@ného mnozstvi
acinné latky pro kazdou nadobu.

Presnost se a@¥uje na dvou pracovistich nebo dvou disolich kompletech téhoz
pracovis¢ a odchylka se vyjadje parametrem ,Intermediate Precision“ IP (mez#deh
presnost).

Pozadované hodnoty sledovanych paramair

RSD pro jednotlivou nadobu  max. 10%

IP < 6%
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4) Placebo:Provede se a vyhodnoti disthi test s placebem — za zvySené rychlosti

ot&ek michadla (1200t./min) s ogllem pot minutach.

. 100C.A vV
Interference placeba se vyii@ podle vzorcel = T
C koncentrace referéniho roztoku, tj. libovol& zvolena koncentrace&iné latky v

rozsahu ogtfené linearity

Ap absorbance placeba

Ar absorbance referéniho roztoku
Vv objem disoldniho media

L deklarované mnozstvicinné latky

Pro | < 2% lze pouzit UV-VIS spektrofotometrické hodnogemio | > 2% je
vyhodrgjSi pouzit HPLC metodu nebdiJV-VIS spektrofotometrickém hodnoceni @dtat

absorbanci placeBa

2.9 Azitromycin

CH,
¥
CH3 l‘ﬂ'{‘."'CHl
OH SH CH, /CI—Is
OH N
CHatan,, nlCH,
HO
CH,CH# o0 s
o 5

L CH,

07\
CH —OH

Obrazeke. 1 molekula azithromycinu

Azithromycin je krystalicka latka o M= 749, bodu tani 113-115°C a specifické

ot&ivosti [0]*p = -37°1° Lésiva obsahuijici jakodinnou latku azithromycin, p#tdo skupiny
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makrolidovych antibiotik. Mechanismuscigku azitromycinu sp&iva v inhibici syntézy
proteini v bakteriich vazbou na ribosomalni podjednotku %08 zamezeni translokace
peptidi. Azitromycin obvykle fisobi bakteriostaticky. Ve vysokych koncentracicakvdiize
byt azitromycin wéi uréitym mikroorganisndm baktericidni. Azitromycin je dinny proti
celéfadk grampozitivnich a gramnegativnich aerobnich arataéch bakterii a bakterialnich
patogeid, jako je komplex Mycobacterium avium, druhy Mycagina, Borrelia burgdorferi,
druhy Chlamydia a druhy Campylobacter. Kgontoho je azitromycin &nny proti
protozoalnim mikroorganisim, jako je Toxoplasma gondii. Pouziva se dbéeinfekci jako
infekce dychacich cest, zimpriduSek, zapal plic, zéhkrecnich mandli, zat hltanu, zast
vedlejSich nosnich dutin a zdinstedniho ucha, infekcetike a ndkkych tkani a léba
nekomplikovanych pohlawpienosnych chorob Zigobenych bakteriemi.

Kinetické studie prokazaly vyraZznvySSi hladiny azitromycinu v tkanich nez v
plazng, coz ukazuje, Zedinna latka se sikhvaze ve tkanich. V experimentalnich studiich in
vitro a in vivo bylo prokadzano, Ze azitromycin serhadi ve fagocytech a jeho uiolani je
stimulovano aktivni fagocytézou. Podle studii n&aech se zda, Ze tento procésgiva k
hromadni azitromycinu v tkani.

Plazmaticky poloas eliminace jagnodrazi poldas vylokeni azitromycinu z tkani,
ktery je 2-4 dny. Asi 12% nitroZithpodané davky se vyléuv nezngnéné forme béhem 3
dna; wveétSina tohoto mnozstvi éhem prvnich 24 hodin. Hlavni cestou wWdwani
azitromycinu je vyldovani do Zldi, predevSim v nezemeéné formne.

Léciva obsahujici azithromycin maji minimalni nezadoukinky. V Kklinickych
studiich udavalo ifiblizné¢ 13% pacient vyskyt nezadoucich ¢inka. NejasgjSi byly
nezadouci &inky na gastrointestinalni systém, které se vyskafppriblizné v 10% gipad.

Ve studiich na zvatech, kterym byly podavany vysoké davky, vyvol&iaj
koncentrace |ékuctyricetindsobr vysSi, nez jaké setgdpokladaji v klinické praxi,
zpasoboval azitromycin reverzibilni fosfolipidozugtginou bez #ejmych toxikologickych
nasledk. Neexistuji dkazy, Ze by tento dinek mgl vyznam pro normalni pouZzivani
azitromycinu u lidi.

Karcinogenni potencial: Nebyly provedeny dlouhodshg&die na zv¥atech, které by
hodnotily karcinogennni potencial.

Mutagenni potencial: Ve standardnich laboratorniestech: zkouSce na mySim
lymfomu, zkousSce na lidském lymfocytarnim klastagem zkouSce na mySim kostnim

dienovém klastogenu se u azitromycinu neprokazal zaamagenni potencial.
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Reprodukni toxicita: Ve studiich embryotoxicity na mysSich potkanech nebyl
pozorovan teratogennicimek. U potkahd vedl azitromycin v davkadch 100 a 200 mg/kg
télesné hmotnosti a den k mirné retardaci osifikagadadu a ke zvySeni hmotnostigzi
samice. V perinatalnich a postnatalnich studiigfotkani byla pozorovana mirna retardace

po podani davek azitromycinu 50 mg/kg/den a vys&ich
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité fFistroje

- Disolwni komplet fy PHARMA TEST PTWS3 (BudapeMadarsko)
- HPLC sestava (Spectra Systém, Waltham, USA)

- stolni p@ita¢ IBM kompatibilni

- zaizeni ROWAPUR (Watrex, Prah@R)

3.2 Pouzité chemikalie

- Substance azithromycin §. RTO5002 (101,3%ane latky + 4,6% KHO)
- Placebo azithromycin §. 150306 (PRO.MED.CS Peaba PrahaR)

- Sumamed 125mg tbl. §. 352036 (Pliva-LachemaBisqg, CR)

- hydroxid sodny p.a., (Lachema,Bra®).

- dihydrogenfosforénan draselny p.a., (Lachema,BIGiR).

- UHQ voda (PRO.MED.CS Praha a.s., Pratf)

- Acetonitril HPLC grade (Sigma-Aldrich, St. LouldSA)

3.4 Disoluce

Validovana disoltni metoda pro Azithromycin 125mg tabletglmtyto parametry:
metoda: padelkova
otaky: 50 ot&ek/min
disolwni médium:  fosfatovy pufr pH = 6,0

objem dis. média: 1000ml

teplota: 37,0+ 0,5°C

odkerovy interval: 2.5, 5, 10, 15, 20, 30min

objem vzorku: 5ml

filtrace: filtry MILLEX ®*~HV (Millipore Durapore-PVDF, 0,45m, 13mm)

(Millipore, Billerica, USA)

Priprava disoldniho média: 6,89 KHPO,
28,2ml 0,2M NaOH
doplnit do 1 litru UHQ vodou
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3.3 HPLC stanoveni

VeSkeré vzorky byly rreny na HPLC sestav Stanoveni bylo prové&do
isokratickou metodou a vyhodnoceni metodou katitr&iivky. Zaklad metody byl fevzat

z teského |ékopistd. Tato metoda byla upravena &lentyto parametry:

nastik vzorku: 24

kolona: SUPELCOSIL LC-18, 250mm x 4,6mm velikdastic SF - pm
teplota: laboratorni teplota 25°C

mobilni faze: roztok hydrogenfosfamanu draselného + acetonitril + voda

v poneru (10:35:55, v/iviv)
pratok mobilni faze: 1ml/min
redéni vzorku 1:1 s mobilni fazi
detekce: UV/VIS detektor, 215nm

Retergni ¢as azithromycinu byl kolem Sesté minuty.

3.5 Linearita

K ovéreni linearity bylo pipraveno 8 kalibrénich roztok o znamych koncentracich,
které edstavovaly pblizné 12 — 480% deklarovaného mnoZzstvininé latky obsazené

v tableg viz tabulkac¢.1.

Tabulka¢.1 prehled hodnot paeébnych k testu linearity

kalibra €ni teoretické teoreticka skute éna skute éna
roztok ¢. % Uginné koncentrace navazka koncentrace
latky [mg/l] [mg]/ [mg/l]
objem [ml] dle % ué¢.l. a
H,O
v substanci
1 12 15 19,2 /1000 18,5664
2 40 50 26,9 /500 52,0246
3 80 100 14,4/ 100 139,248
4 160 200 20,3 /100 196,301
5 240 300 15,6 / 50 301,704
6 320 400 20,9/50 404,206
7 400 500 26,6 / 50 514,444
8 480 600 30,4 /50 578,936
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3.6 Spravnost

Byl pripraven zésobni roztok azithromycinu o koncentrd€10,8 mg/50 ml
v methanolu. Byla fipravena disoluce podle metody pro azithromycin mg5tablety.
Z kazdé nadoby bylo odpipetovano 5 ml digoilho média a po té do kazdé nadoby
napipetovano 5 ml zasobniho roztoku a vioZena talplaceba. Poté byla provedena disoluce
a po 30ti minutach byly z kazdé nadoby odebranyz@8rky, které byly pedany k HPLC
analyze. Referentni koncentrace byla 121,078 mg/I.

3.7 Hresnost

Podle pedpisu disolani metody pro azithromycin 125 mg tablety kykiat proveden
disolwni test se stejnou Sarzi tablet. Vzorky byly vzélsdany k HPLC analyze.

3.8 Selektivita

Za podminek disoktniho testu pro azithromycin 125mg tablety byla maena
disoluce tablet placeba.
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4. Vysledky a diskuze

Veskeré vzorky byly mreny na HPLC sestayv Pro ilustraci je zde uveden jeden

chromatogram. Reténi ¢as azithromicinu se pohyboval kolem Sesté aZz sediméty .

ALL26Inj1, Interface A

40

a0

G447 AZITHROMYCIM
mgl Paak Type
216,19  Modified

216,18
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2667
2667

1.0
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44621
44521

UL+ ——— S I " T T ST )

BT{min}
&,.447

1.0

2.0

] 2 4 6 a 10 12 14
Minutes

Calbculation Type: External Standard [ Area)

Signal 1: Interface A
AZITHROMYCIN

Companent
Tetals

Obrazeke. 1 chromatogram azithromycinu

Kolona SUPELCOSIL LC-18, 250mm x 4,6mm velik@ééstic SF - hm, laboratorni teplota
25°C, mobilni faze - roztok hydrogenfosfémanu draselného + acetonitrii + voda v
poneruru (10:35:55, viviv), mitok mobilni faze 1ml/min, detekce UV 215nm.
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4.1 Linearita

Namegiené hodnoty kalibkmich roztok byly graficky vyhodnoceny. Linearni
zAavislost a pdebné hodnoty jsou na obraz&@.
Azithromycin
150000 O
e
100000
S
< <
50000
0 100 200 300 400 500 600
Concentration
AREA = B * CONC
B =2.4651e+002, RELIABILITY =99.042%, CORR COEFF =0.9999
Component RT(min) Linear Coeff Const Coeff %Rel Corr
Azithromycin 5.452 2.46513e+002 0.00000e+000 99.042 0.9999
Obrazeke. 2 zavislost koncentrace Azithromicinu na plo3eipi
4.1 Spravnost
Namgrené a vypétené hodnoty testu spravnosti jsou uvedeny v taimilk
Tabulka¢. 2 vypatené hodnoty testu spravnosti
Disoluce % referen €ni koncentrace (recovery) v jednotlivych nadobéach
1 2 3 4 5 6
Méreni 1 97,532 100,456 101,827 102,570 101,843 104,957
Méfeni 2 96,954 99,167 100,035 102,554 100,109 100,588
Mé&feni 3 99,308 97,623 97,747 101,282 103,107 100,068
pramér 97,931 99,082 99,869 102,135 101,686 101,871
SD 1,227 1,418 2,045 0,739 1,505 2,685
RSD [%] 1,253 1,432 2,048 0,724 1,480 2,636

Tabulka¢. 3 ptimérné hodnoty testu spravnosti

Spravnost [%]

Prameér 100,429
SD 2,173
RSD 2,163
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4.2 Hresnost

Namgiené a vypstené hodnoty testui@snosti jsou uvedeny v tabulkach. Jsou zde
uvedeny veSkeré odiové intervaly.

Tabulka¢. 4 vypatené hodnoty pro oabovy interval: 2,5 min

Disoluce % uvoln éné u¢€inné latky v jednotlivych nadobach
1 2 3 4 5 6
1 24,027 15,821 16,479 14,484 31,438 21,193
2 25,944 33,586 16,271 19,790 21,966 14,033
3 19,160 16,771 28,226 18,036 12,790 16,920
Pramér 23,044 22,059 20,325 17,437 22,065 17,382
SD 3,497 9,994 6,843 2,703 9,324 3,602
RSD (%) 15,177 45,304 33,665 15,504 42,259 20,724
Tabulka¢. 5 ptimérné hodnoty pro odivovy interval: 2,5 min
Presnost
pramér 20,385
SD 6,056
RSD [%)] 29,709
Tabulkac. 6 vypaitené hodnoty pro odbovy interval:5 min
Disoluce % uvoln éné U ¢€inné latky v jednotlivych nadobach
1 2 3 4 5 6
1 85,531 70,462 71,355 68,389 94,762 76,364
2 74,436 88,858 72,021 66,551 72,890 59,082
3 67,803 64,984 71,086 70,657 62,277 67,987
prameér 75,923 74,768 71,488 68,533 76,643 67,811
SD 8,957 12,506 0,481 2,057 16,564 8,642
RSD (%) 11,798 16,726 0,673 3,001 21,613 12,745

Tabulka¢. 7 ptimérné hodnoty pro odivovy interval: 5 min

Presnost

pramér 72,528
SD 9,070
RSD [%] 12,506
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Tabulkac. 8 vypaitené hodnoty pro odbovy interval 10 min

Disoluce % uvoln éné U ¢€inné latky v jednotlivych nadobach
1 2 3 4 5 6
1 86,249 | 77,171 | 86,564 | 77,214 | 79,527 | 86,968
2 78,870 90,640 88,062 92,582 84,396 74,329
3 86,774 85,446 88,804 84,320 96,552 87,649
pramér 83,965 84,419 87,810 84,705 86,825 82,982
SD 4,420 6,793 1,141 7,691 8,768 7,501
RSD (%) 5,264 8,047 1,299 9,080 10,099 9,040
Tabulka¢. 9 ptimérné hodnoty pro odivovy interval: 10 min
Presnost
pramér 85,118
SD 5,784
RSD [%] 6,795
Tabulkac¢. 10 vyp@tené hodnoty pro odbovy interval 15 min
Disoluce % uvoln éné U ¢€inné latky v jednotlivych nadobach
1 2 3 4 5 6
1 91,684 89,016 92,705 89,663 97,742 92,857
2 90,550 99,655 92,877 101,865 | 99,360 94,166
3 89,149 83,467 89,488 84,691 88,418 91,648
prameér 90,461 90,712 91,690 92,073 95,173 92,890
SD 1,270 8,226 1,909 8,837 5,906 1,259
RSD (%) 1,403 9,069 2,082 9,597 6,206 1,355

Tabulka¢. 11 pfimérné hodnoty pro odisovy interval: 15 min

Presnost
pramér 92,167
SD 4,967
RSD [%)] 5,389
Tabulka¢. 12 vypa@tené hodnoty pro odbovy interval 30 min
Disoluce % uvoln éné u€inné latky v jednotlivych nadobach
1 2 3 4 5 6
1 93,628 97,938 93,481 94,108 99,709 97,467
2 97,849 99,843 97,361 102,225 99,595 95,153
3 98,220 94,913 100,574 95,793 96,579 100,382
prémér 96,566 97,565 97,138 97,375 98,628 97,668
SD 2,551 2,486 3,552 4,284 1,775 2,620
RSD [%] 2,642 2,548 3,656 4,399 1,800 2,683
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Tabulkac¢. 13 paimeérné hodnoty pro odisovy interval: 15 min

Presnost [%]
pramér 97,490
SD 2,593
RSD 2,660

4.3 Selektivita

Koncentrace vzotk placeba byla nulova. Pro ilustraci je na obrazku zobrazen

jeden chomatogram z testu selektivity.
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Obrazeke. 3 chromatogram z testu selektivity
Kolona SUPELCOSIL LC-18, 250mm x 4,6mm velik@astic SF - bm, laboratorni teplota
25°C, mobilni faze - roztok hydrogenfosfémanu draselného + acetonitrii + voda v
poneruru (10:35:55, v/iv/v), mitok mobilni faze 1ml/min, detekce UV 215nm.
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4.4 Shrnuti vysledki

Linearita

M&tend zavislost je v celém rozsahu linearni. HodriRfta= 0,98093 tim splije
uvedenou podminku.

Linearita byla mdfena vrozsahu 12 — 480%:idné latky (125 mg) Toto bylo
provedeno zaminé, protoZe se pta s pouzitim této linearity k validaci metod pro
Azithromycin 250 a 500 mg tablety.

Spravnost

Z hodnot uvedenych v tabulkach vyplyva ze godminky jsou spkny. VytéZnost u
vSech nadob je vrozmezi 95 — 105 %, stapk hodnoty RSD jsou pro kazdou nadobu
vyhovujici, nepekraiuji 3 %.

Presnost

Podminka je spkna pokud vyhovuji hodnoty odiu v 30té minut. Hodnota RSD
pro jednotlivou nadobu max. 10%. VSechny nadobynio#u sphuji.

Selektivita

Veskeré vzorky @i nulovou koncentraci. Metoda je tedy selektivni
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5. Zawvér

V této praci popsana validace dissi metody pro Azithromycin 125mg tablety,
vznikala v dob, kdy byly v platnosti trochu odliSné pozadavkyvadidaci. V této dob takeé
firma zaala ztracet o projekt Azithromycin zajem. Nakonegd projekt Azithromicin
zastaven. Od konce minulého roku se validddée novymi pozadavky, které jsou popsané
v této praci.

Pokud se projekt Azithromicin obnovi, bude nutnéldiat chylEjici testy, aby byla
validace kompletni. VeSkeré zde uvedené vysledipowidaji novym poZadaukn. Lze je

piipadré v budoucnu vyuzit.
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