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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva popisem disolu¢nich testti suplementu s obsahem G¢inné latky
L — tryptofan pro pozitivni ovlivnéni lidského mikrobiomu. V teoretické ¢asti je popsan
disolu¢ni pfiistroj a metoda, parametry ovlivilujici rozpustnost aktivnich latek, analyticka
metoda HPLC a parametry validace. Experimentalni ¢ast se zabyva validaci HPLC metody
a zkousSkou disoluce tablet s obsahem L — tryptofanu. Kapitola vysledky a diskuze obsahuje

vyhodnocend data, popis jednotlivych disoluénich zkousek tablet a jejich porovnani.

KLICOVA SLOVA

Disoluce, disolu¢ni zkouska, rozpustnost, L — tryptofan, HPLC, validace

TITLE

Dissolution tests of suplements for positive influence of human microbioma

ANNOTATION

The thesis describes dissolution tests of supplement containing an active L — tryptophan
ingredient with positive effects on the human microbiome. The theoretical part describes
dissolution apparatus and method, the parameters influencing solubility of active substances,
the analytical HPLC method and validation parameters. The experimental part deals with the
method HPLC validation and dissolution test of tablets with L — tryptophan content. The
results and discussion chapter includes evaluated data, describtion of individual dissulution

tests with tablets and their comparison.
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Dissolution, dissolution test, solubility, L — tryptophan, HPLC, validation


https://cs.bab.la/slovnik/anglicky-cesky/active-ingredient

OBSAH

UV OD ..t bbbt b et bbbt bbb bbbt 13
1. TEORETICKA CAST ...cosiiiiiiiiiieiiereiseseieseeieseises s 14
1.1 DISOIUCE. ...t 14
1.1.1  DiSOIUCHT PIISEIO] couvveeiuiiieiiiie i i sttt be e e 14

1.2 DiSOIUCHT MELOAA ....veeiiiiiii it 21
1.3 Parametry ovliviiujici rozpustnost aktivnich 1atek............ccooviiiiiiniiiis 21
1.3.1  Disolu€ni MEAIUM ......coiviiiiiiiiiiii e 21
1.3.2  Odplyneni MEAIa........ccoviiiiiiiiiiiiiii e 22
1.3.3  Rychlost MIChANT .......ccoiiiiiiiiiii e 23
1.3.4  ZpUGsob odbEru VZOTKU .....ccuvviiiiiiiiiii i 23
1.3.5  FHIIACE .o 24
136 TEPIOTA ..o 24

1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie...........cccooviviiiiiiiiiiic, 24
1.5 Validace analytické metody HPLC .........ccccoiiiiiiiiiiii 25
1.5.1  Parametry VAlIGACE.........ccoiiiiiiriiiieieee e 27

2. EXPERIMENTALNI CAST ... 29
2.1  Validace analytické metody HPLC ...........ccccoiiiiiiiiii 29
2.1.1  PHPrava roZtoKi.......ccociiiiiiiiiiiieiici e 29
2.1.2  Podminky chromatografické metody ..........cccovvrrieiiiiiiiieiicesecec e 30
2.1.3  Kalibracni TOZEOKY ......cveiveiiiiiiieiiieieiee e 31
2.1.4  Parametry VAHAACE. ........cccoiiiiiiiieeiee e 33

2.2 Zkouska disoluce L - tryptofanu ..........ccoocoiiiiiiiiii e 35
2.2.1  DisSOIUCHT METOAA ....viiiviiiiiieiieeeee s 35

2.3 PIStroje @ ZalIZENI.....ccviiiiiiiiiiiicic e 37
2.4 Chemikalie a standardni 14tKy ..........ccooiiiiiiiiiii 38
2.5 VZOTKY oo 38

3. VYSLEDKY A DISKUZE ......oetiiriiiiriiiiesisssssessesssss s 39
3.1  Vyhodnoceni validace analytické metody HPLC ...........cccccooiiiiiiiiiiiiiic 39

3.1 LINCAI A e 39



0 O o (1) o 11 SRS PRPRR 41
31,3 SPIAVIIOST ..ttt 42
3.1.4  Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ) ....cccovvverrierenieiiieiesie e 43

3. 15 RODUSINOSE ... 44
316 SHADIITA ..o 44
.17 POUZILE VYPOCEY . utiiiiiiiiiiiiieeiiiie sttt ettt be e e b e nnes 46

3.2 Vyhodnoceni zkousky disoluce L - tryptofanu ............ccoceeieiiiineniencnecee 47
321 TADIBLY A oo ae s 47
I -1 o] (=1 Y2 = TSSOSO 51
3.2.3  Porovnani tablet A @ B.......ocooviiiiiiiiiicii 54
3.2.4  POUZIEE VYPOCLY ..eeitieiiiieiieitie et e sttt ettt n e be e n e nneeanns 55
ZAVER ..o 57
4. POUZITA LITERATURA ....coooriiiinriinitneiseieseses sttt ssses s 59



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

ODbrazek 1 - DiSoIUCHT PTISTFO] [9] ..vveeiieiiiiii ittt 15
Obrazek 2 - Jednotlivé kroky disolucni zkousky [11] .........cccoooiioiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieseeee e 16
Obrazek 3 - Typy disolucnich zarizeni [8] ........cccccuoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
Obrazek 4 - Konfigurace disolucnich zarizenti [11] .........ccccouviiiiiiiiiiiiiiieiiiie e 21
Obrazek S - Zakladni SChéma LC [32] .....cccoiiiiiiiiiiiiiie it 25
Obrazek 6 - Disolucni pristroj SOTAX AT Xtend™ [45] .....ovevveoerreeeseerreseeiessnseeseessssensinns 37
Obrazek 7 - Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC 2010CHT [45] «vevvvvoviieiieeieeceee e, 38
ODbrazeK 8 - PoUZite VZOFKY [45] ..oooiueiiiiiiiiiii sttt 39
Schéma 1 - Obecné schéma validace analytické metody HPLC [40] ..........cccoovvviiiiiiiniinnnn, 26
Graf 1 - Kalibracni krivka vysoké kalibracni Fady ............c.cccuciiiieienenienis i 40
Graf 2 - Kalibracni krivka nizké kalibracni Fady................cccccooiioiiiiiiciiniissseees 41
Graf 3 - Priimérny disolucni profil tablety A, 50 IrPM......c.ccoiiiiiiiiiiieee e 47
Graf 4 - Primérny disolucni profil tablety A, 75 FPmi.........cccoocvciiiiieieneiese s 48
Graf 5 - Priimérny disolucni profil tablety A, 100 FPM..........c.coouuiuiiieienenienesieneseseaeeieees 49
Graf 6 - Porovnani disolucnich profilti tabIet A ..o, 49
Graf 7 - Priimerny disolucni profil tablety A, 100 rpm (KOS).......ccccuuvueicuiveiinaniniiesieeneaiennnns 50
Graf 8 - Disolucni profily tablet A, riizné typy michadel ................ccccccoooiioiioiniiiiiniieiiien, 51
Graf 9 - Priimérny disolucni profil tablety B, 50 FPMi..........ccccccooviiviiiiiiiiiieiiene e 52
Graf 10 - Prumerny disolucni profil tablety B, 75 FDMl.......c..ccccuoiioiiiiiieiesi s 53
Graf 11 - Prumeérny disolucni profil tablet B, 100 FPI ..........cccevcveeeiieeiiieiiesie e seese e 54
Graf 12 - Priumérny disolucni profil tablet B ............ccooooiiiiiiieiiiiieiieiiie et 54
Graf 13 - Porovndni tablet A @ B ............cocciiiiiiiieiieie ettt 55
ROVNICE 1 - PArametr RSD ........ccooiiiiiiiiiieiie e 46
Rovnice 2 - Vysledné hodnoty primeéri ... 46
Rovnice 3 - Vypocet 0dezvovERo fAKIOTU ............ccooeieieiiiiiiiiceeee e 46
Rovnice 4 - V'ypocet odchylek pro stanoveni Stability .............cccceoeviiiniiiiiiiiiiseees 46
ROVNICE 5 = VYPOCEE 20 v 55

Rovnice 6 - Vypocet % uvolnéného L-Trp - korigovano na zmeénu objemu.................cc.co...... 55



ROVNICE 7 = TYPOCEE X .ottt 56

Rovnice 8 - Zred'ovaci faktor (dilution fACIOT) ........c.ccuveivieiiiiiiiieii e 56
Tabulka 1 - Navrh hodnoty pH v travicim traktu [3] .......cccceoveiieeieiieiie e 22
Tabulka 2 - Prehled kalibracnich rad a jejich teoretickd koncentrace..............c..ccccocuvvanene. 31
Tabulka 3 - Prehled roztokit kalibracni Fady I. ..o 32
Tabulka 4 - Prehled roztokit kalibracni Fadyll.............cccoooioiiiiiiiiiiii e 32
Tabulka 5 - Zakladni a naredeéné roztoky pro stanoveni opakovatelnosti metody .................. 33
Tabulka 6 - Kombinace zmén podminek HPLC ............c.ccccccouivueiieaieiiieieaieseeseasie e e eae s 34
Tabulka 7 - Standardni podminky metody HPLC.............c.cccccooioiiiiiiiiieiesiis e 34
Tabulka 8 - Upravené podminky metody HPLC..............cccccccuoiiiiiiiiiiieieie e 34
Tabulka 9 - Objem disolucniho média v zavisIOSti NA CASE.........c.couveveicerieiiiiiiiisieeeeiees 36
Tabulka 10 - Prehled pouzZitych CRemiKQLL ............c.cccoovieiciiiiiiiiiiiiieiese e 38
Tabulka 11 - Prrehled hodnot kalibracni Fady |.............c.cccoooeiveeiieiieiiieie s 39
Tabulka 12 - Prehled hodnot kalibracni Fady 11 ................ccccovoiioiiiiiniiiiciseeeeees 40
Tabulka 13 - Vyhodnoceni opakovatelnosti RAPICAU..............c..ccoccueveiceeiiieie e 41
Tabulka 14 - Vyhodnoceni opakovatelnosti MEtody ..............cc.ccucuvuveiienieiiesisiiesisieseeeeniennns 42
Tabulka 15 - VYAOANOCENT SUMLL ..........ccccociiiiiiieieeie ettt 43
Tabulka 16 - Vypocet 0dezvoveho fAKIOTU. .............c.ccccceiiiciiciiiiiiiiiieeee s 43
TADUIKA 17 = VIPOCEt LOD,LOQ ... ..ovvveverevereeeseeesssesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseees 43
Tabulka 18 - Kombinace parametrii metody HPLC ............cc.ccccoiiiieiiiiiiiniiieieiee e 44
Tabulka 19 - DOnGUy QIGOFIIMUS ............ccccuiiiieieieiese sttt 44
Tabulka 20 - Vyhodnoceni Stability ..ot 44

Tabulka 21 — Shrnuti overeni Validace..............oooe oo 45



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

A — plocha piku (Area)

GIT - gastrointestinalni trakt

HCI — kyselina chlorovodikova

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
CH3COOH — kyselina octova

CH30H — methanol

ICH — Mezinarodni konference o harmonizaci (The International Conference on

Harmonization)

ISO - Mezinarodni organizace pro normalizaci (The International Organization for

Standardization)

L — Trp — L — tryptofan

LC — kapalinové chromatografie (liquid chromatography)
LOD — mez detekce (limit of detection)

LOQ — mez stanovitelnosti (limit of quantification)
MF — mobilni faze

NasPO, 12 H,0 — dodekahydrat fosfore¢nan sodny
NaOH — hydroxid sodny

PC — pocita¢ (personal computer)

R — korela¢ni koeficient

R? — koeficient determinace

RF — odezvovy faktor

RSD - relativni smérodatnd odchylka

SD — smérodatna odchylka



SF — stacionarni faze

ST — stabilita

Tbl. — tableta

UPW — ultracista voda

USP — americky 1ékopis (United States Pharmacopeia)
UV — ultrafialové (ultraviolet)

UV - Vis - Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (The World Health Organization)



UVOoD

Testovani rozpousténi 1€kovych forem bylo zavedeno v 70. letech 20. stoleti, kdy bylo
pfijato sv€tovymi zdravotnimi regulaénimi organy. Jednd se o in — vitro disolu¢ni
zkousky, které poskytuji informace o uvoliovani 1éiva z pevnych lékovych forem. Disoluce
se stala rutinnim testem, pfedevsim peroralnich 1ékovych forem, po celém svéte a stala se
analytickou technikou, kterou vyuzivaji mnohé farmaceutické firmy pii vyvoji 1éCiv.
Testovani rozpousténi 1éCiv pomoci disoluce poskytuje ojedin€lé moznosti sledovani
vyrobnich parametrii. Mezi hlavni spole¢nosti zabyvajici se vyrobou disolu¢nich pftistroji
patii SOTAX
a Agilent.

Pozadavky na aparaturu, disolu¢ni zkousku a vyhodnoceni vysledkl jsou definovany
v Ceském lékopise. ZkouSka disoluce probihd za piesné stanovenych podminek, které
ovlivituji rozpustnost aktivnich latek v disoluénim médiu. Obsah Uc¢inné latky je

vyhodnocovan nejcastéji spektrofotometricky nebo kapalinovou chromatografii.

Cilem diplomové prace bylo provést disolu¢ni test peroralnich 1ékovych forem s obsahem
ucinné latky L — tryptofanu pro pozitivni ovlivnéni lidského mikrobiomu (bakterialnich
slozek tlustého stfeva). Dale popsat parametry ovlivilujici rozpustnost aktivnich latek,
disolu¢ni pfistroj, pouzitou metodu a provést validaci analytické metody vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie. Statistickymi postupy déle zpracovat naméfena data, provést
jejich vyhodnoceni a nasledné prodiskutovat ziskané disolu¢ni profily jednotlivych typa
tablet. Diskuze je provadéna na zékladé porovnani zmén rychlosti otacek, druhu michaciho
zafizeni
a vlivu tloustky obalu na proces rozpousténi. Pfedmétem testovani jsou tablety, které se

vyskytuji ve fazi vyvoje.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Disoluce

Disoluce, neboli rozpousténi, je analyticka technika pouzivana k uréeni uvolnéného
mnozstvi uc¢inné latky z farmaceutického produktu. Rozpousténi davkové formy zahrnuje dva
kroky ato tzv. dezintegraci, ktera popisuje uvolnéni 1é¢iva z produktu (nahlizi z pohledu
rozpadu matrice) a samotnou disoluci, tedy rozpousténi 1é¢iva v kapalném médiu. Disoluce
patii mezi zakladni metody pro posuzovani kvality farmaceutickych vyrobku a biologické

dostupnosti u¢inné latky in - vivo [1] [2].

In - vitro disolu¢ni zkousky poskytuji uzite¢né informace v né€kolika oblastech procesu
vyvoje 1é¢iv. Disoluce slouzi k hodnoceni rozpustnosti samotného 1é¢iva, na jehoz zakladé 1ze
zvolit davkové formy s nejvhodnéj$im a reprodukovatelnym profilem uvoliiovani. Disolu¢ni
profily ptedstavuji uvolnéné mnozstvi ucinné latky béhem uréeného casového obdobi.
Testy rozpousténi je mozno vyuzit k ureni in — vivo/in - vitro korelace mezi uvolnénim 1éku
z lékové formy a jeho nésledné absorpce. Pro kvantitativni stanoveni uvolnéného mnozstvi
ucinné latky z farmaceutického produktu se vyuzivd chromatografickych nebo
spektrofotometrickych technik. Potfebné naroky na provedeni disolu¢ni zkouSky, popis
aparatury a nasledné vyhodnoceni je soucasti ¢eského, evropského i amerického Iékopisu.
Disolu¢ni test je jednim z nejhlavnéjSich charakteristik 1ékovych forem s fizenym

uvolnovanim 1é¢iva [3] [4] [5] [6] [27] [28].

1.1.1 Disoluéni pristroj

Disoluéni pfistroj je tvofen lazni obsahujici nejcastéji 7 disoluc¢nich nadob (tzv. zaludki),
motorem a hnaci hiideli. Sklenénd vodni lazen je prekryta pohyblivym vikem, ve kterém jsou
upevnény hiidele pro pfipojeni danych michadel. Jednotlivé zaludky s obsahem disolu¢niho
roztoku jsou témeét celé ponofené ve vodni lazni a cely systém je vyhfivan na konstantni
teplotu tepelnym plastém. Na pfedni strané¢ kovového vika je upevnén dotykovy displej
pro umoznéni nastaveni parametrc dané metody. Celé zafizeni je upevnéno do kovového
ramu. Ptistroj

pro disolucni test musi byt umistén v prostfedi s omezenym znatelnym pohybem, tfesenim
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a vibracemi. Tim je udrzovan stabilni, plynuly chod michaci jednotky
a disolu¢niho média [7] [8].

Obrazek 1 - Disoluéni pfistroj [9]

Obrazek 1 znédzoriuje disolucni pfistroj (pohled zeptedu), ktery se skladd z nasledujicich
¢asti: rdm zakladny (1), lazeni (2), disolu¢ni naddobka (3), kryt 14zné (4), michadlo (padelkové)
(5), mechanismus michani (6), pfipojeni hiidele michadla (7), saci hlavice (8), dotykovy
displej (9), kanal energie (10), zadni sténa (11), pfipojeni vypoustéci hadice lazné (12),
nastavitelné nozicky (13) [9]

Disoluc¢ni zaludky maji tvar valce s pilkulatym dnem S nasledujicimi parametry, které udava

1€kopis:

— objem:1 litr
— vyska: 160 - 210 mm

— vnitini primér: 98 — 106 mm

Htidel, na kterou se upeviluji michaci jednotky, je vyrobena z nerezové oceli. Musi byt
vycentrovana s maximalni povolenou odchylkou 2 mm a jeji rotace musi byt plynuléd

bez znatelného chvéni [8].

1.1.1.1 Rozdéleni disolucnich ptistroji podle stupné automatizace
V soucasné dob¢ se pouzivaji ptistroje manualni, ¢asteji pak piistroje poloautomatické a plné

automatizované [11].
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Sestaveni  Pfiprava Divkovini  Vzorkovani Filtrace  Analjzavzorkua Cisténi

metody média vzorku vyhodnoceni
| | \J/I /PI s :
l‘ L]
. .
0 =\
. s
Pied spuiténim Disoluce Po spuiténi
MANUALNI

I TONATIZOVANS

VyZaduje pritomnot a interakci uZivatele (zivis1é na technilovi)

- NevyZaduje pfitomnot a interakei uZivatele {(nezivislé na technilcovi)

Obrazek 2 - Jednotlivé kroky disolu¢ni zkousky [11]

Na obrazku 2 jsou uvedeny jednotlivé kroky disoluéni zkouSky a piehled

automatizovanych/neautomatizovanych krokt pro jednotlivé systémy.

e Manualni pfistroj

Pti provedeni testu disoluce manudlnim zptisobem je kazdy procesni krok proveden obsluhou

ru¢né. Je nejvice zavisly na obsluze a zpusobu testovani [11].

e Polo - automatizovany pfistroj

Polo - automatizované systémy zajist'uji vSechny sekven¢ni kroky béhem disolu¢ni zkousky
samostatné tak, aby byly provedeny reprodukovatelné od ¢innosti po spusténi do odbéru
vzorku. Rozeznavame 2 typy polo - automatizovanych systémi, a to systém s jednou
rozpoustéci lazni, kterd umoziiuje provést 6 zkusSebnich vzorkd nebo systém s dvéma

rozpoustécimi 1aznémi, které provedou disoluci u 12 zkusebnich vzorku [11] [12].

e Automatizovany pfistroj

U pln¢ automatizovanych systému lze cely pracovni postup naprogramovat - od faze piipravy
(sestaveni metody) az po Cisténi. Mize byt provedeno nékolik za sebou jdoucich testh

stejnych nebo ruznych vzorku, aniz by byl nutny zasah obsluhy [11].

PIn¢ automatizované pfistroje umozinuji zvySeni kapacity a pfesnosti analyzy.
Automatizované piistroje maji mnoho vyhod, napt.: snadnou kontrolu hardwaru a softwaru,
chod systému

24 hodin denng, Samostatny odbér vzorkil, vysokou presnost
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a reprodukovatelnost, moznosti flexibility a pfizptisobeni pfistroje dle pouzité metody. Jejich

velkou nevyhodou je vSak potizovaci cena [7] [13].

1.1.1.2 Rozd¢leni disolu¢nich ptistrojii podle typu pouzitého zatizeni

e Pfistroj s pouzitim koSicku (Pfistroj 1)

Zatizeni se sklada z valcovitého kose z nerezové oceli nebo muize byt pouzit kosi¢ek potazeny
zlatem, do kterého je umisténa davkova jednotka. Spodni ¢ast koSe je od dna nadoby vzdalena

25 + 2 mm [8] [14]. Rozméry a dalsi parametry jsou uvedené na obrazku 3A.

e Piistroj s pouzitim padel (Pristroj 2)

Jedna se o jednotku tvofenou hfideli, na jejimZz konci je pfipevnéno lopatkové michadlo
tzv. padlo. Padlo s htideli je vzdy pevné spojeno tak, ze tvofi jeden celek. Lopatkové
michadlo je nejcastéji vyrobeno z kovu (nerezova ocel) [8] [15]. Nakres padla je uveden

na obrazku 3B.

S pouzitim tohoto michaciho zatizeni Ize kombinovat napt. stacionarni ctythranny kos
z nerezové draténé tkaniny, do kterého je umisténa davkova jednotka (tableta, kapsle). Kos je
upevnén na ocelové ty¢i, ktera je zasunuta pies viko zaludku. Lze také vyuzit tzv. sinkery.
Sinkery maji podobu valce, zhotoveného z dratu z nerezové oceli, do kterych se vklada lékova
forma. Umoznuji klesani kapsle nebo tablety, které b&zné na hladiné disolu¢niho média
plavou [16] [10].

e Pfistroj s vratnym valcem (Pfistroj 3)

Ptistroj obsahuje sklenéné nadoby tvaru valce s plochym dnem, uchytky z nerezové oceli,
sitky z vhodného neabsorbujiciho a nereaktivniho materialu, které piekryvaji horni a spodni
¢ast vratnych valcii, motor a hnaci hiidel zajiSt'ujici svisly pohyb valci uvniti nadob. Je zde
vyuZito zafizeni umoziujici nastaveni rychlosti a udrzeni dané miry ponoru v rozmezi + 5%.
Na horni cast vratného valce je upevnéno odpatfovaci viko, které v pribéhu zkouSky

nepodléha pohybu [8]. Tento typ michaciho zafizeni je uveden na obrazku 3C.

e Piistroj S pratokovou celou (Pfistroj 4)

Zatizeni se sklada ze zadsobni nadoby obsahujici disoluéni médium, peristaltické nebo pulzni
pumpy, prutokove cely a filtracniho systému, ktery odstraniuje nerozpusténé Castice. Pumpa

vtlatuje médium nahoru pies vertikdln¢ uloZzenou priato¢nou celu obsahujici 1écivou formu
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za standardnich teplotnich podminek, které udrzuje na konstantni hodnoté vodni lazen.
Pratokové cely obsahuji ve spodni Casti malé sklenéné kulicky (o priméru asi 1 mm)
a na vrcholu je umisténa jedna vétsi kulicka (primeér asi 5 mm), ktera zabraiuje sestoupeni
lékové formy do vstupni trubky. Mnozstvi malych sklenénych kulicek je zavislé
na experimentalnim uspotfaddani. Vzorek 1ze umistit do drzaku, na sklenéné lizko nebo miize
byt vlozeno do systému volné. Jako disolu¢ni média mohou byt pouzity bézné pufry nebo

biorelevantni média [5] [17] [18]. Technicky nakres prutokové cely je uveden na obrazku 3D.

Touto metodou lze testovat napft. tablety, prasky, Cipky, tvrdé a mékké zelatinové kapsle
a implantaty. Vyhodou tohoto systému je neustdle konstantni proudéni cistého média
s nulovym obsahem ucinné latky a moznost vymény disolucniho roztoku béhem jednoho

experimentu. Metoda s pouzitim pratoc¢né cely 1épe simuluje podminky GIT [19] [5].

Vsechny uvedené pfistroje 1, 2, 3, 4 se vyuzivaji pro disoluci pevnych 1ékovych forem

s béznym uvoliiovanim, s prodlouzenym uvoliiovanim a se zpozdénym uvolfiovanim [8].

18



| |
= i
1 |
638285 =
I nebo 9.4 a2 10.1 I
! I
priduch LS
20205 |
uchyeujel prusha J /!_.,
so tromi jazytky [
po 120° A I
v
[}
2
"
. :
sitka vodiSi TR A
primér 22,2 41,0 E : :
o] | |
¥ U 420
(=1
5 g AL 308
3J_ _
o e daenn
.|- == ]

355105

alma

1
i
1| === silenénd nadebn

13
284026 !
o\l
¢y

Obrazek 3 - Typy disolucnich zafizeni [8]
A) kosicek; B) padlo; C) prutokova cela; D) vratny valec

1.1.1.3 Rozdéleni disolu¢nich piistroji podle konfigurace

Disolucni zafizeni miize pracovat v nékolika odliSnych systémech s riznou koncovou
metodou analyzy. Disolu¢ni lazen lze flexibilné kombinovat s dalSimi komponenty
pro automaticky sbér a moznost skladovani vzorkd. Rozeznavame systémy off-line,

UV - Vis on-line, UV - Vis on/off-line a LC on/off-line [11].
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e Off-line systém

Pii pouziti off-line systému (obrazek 4A) dochazi ke sbéru a skladovani vzorku
ve standardizovanych zkumavkach nebo vialkach. Vzorky by mély byt chranény pied vlivem

teploty a pfed moznou svételnou degradaci [11].

e UV -Vis On-line systém

V tomto piipadé je disolu¢ni lazen pifimo napojena na UV - Vis spektrofotometr
(obrazek 4B). Dochazi k automatickému odbéru a méfeni vzorkl pfimo v realném Case. Diky
automatizovanému odbéru jsou minimalizovany chyby vznikajici pfi manipulaci se vzorkem.
Tento systém umoznuje bezobsluzny pribeh disoluce a zjisténé vysledky jsou automaticky

ukladany [11] [20].

e UV-Vis On/Off-line systém

Tento systém umoziuje kombinaci disoluéni ldzn€é S moduly pro automatizovany sbér
a UV — Vis spektrofotometrem (obrazek 4C). Flexibilita poskytuje moznost odbéru frakce

a méfeni koncentrace ti¢inn¢ latky spektrofotometrem [11].

e LC On/Off-line systém

Tento typ systému umoziiuje automaticky odbér, ptenos vzorku a naslednou injektaz vzorku
pro stanoveni vysledkd metodou kapalinové chromatografie v redlném cCase (obrazek 4D).

Dochazi také k zalohovani vyslednych dat jednotlivych vzorka [11] [21].
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Obriazek 4 - Konfigurace disolu¢nich zafizeni [11]

1.2 Disolu¢ni metoda

Pti provadéni disolu¢ni zkousky je dilezité specifikovat pouzity pfistroj. Dale pak
slozeni, objem a teplotu disolu¢niho média, rychlost otd¢eni michadla, dobu provadéni
disoluce, objem odebraného roztoku, filtraci a analytickou koncovku. V ur¢enych ¢asovych
bodech se odebiraji vzorky uvolnéného lé¢iva. Odebrané mnozstvi se bud’ nahrazuje stejnym
objemem cerstvého vytemperovaného disolu¢niho média, nebo se médium nedopliuje

a pocita se s jeho ubytkem [3] [10].

1.3 Parametry ovliviiujici rozpustnost aktivnich latek
Rozpustnost aktivnich latek muze ovlivnit volba disolu¢niho média, jeho odplynéni,
rychlost michadla, zpisob odbéru vzorku, teplota, ale i napft. otfesy. Disolu¢ni testy je tedy

nutno realizovat za pouziti vhodnych experimentalnich parametrti, které jsou popsany nize

[22].

1.3.1 Disolué¢ni médium

Disoluéni médium slouzi k modelaci in - vivo rozpousténi 1é¢ivé latky. Disolu¢ni médium je
voleno na zaklad¢ znalosti nebo piedpokladi fyzikalnich a chemickych udaji davkové formy,
uc¢inné latky a mista uvolnéni v GIT (viz tabulka 1) [22] [10].

Objem média je volen tak, aby byl trojndsobkem objemu potifebného k vytvotreni nasyceného
roztoku 1écivé latky. Pro pfistroje 1 a 2 se miZe objem disolu¢éniho média pohybovat
vrozmezi 500 — 1000 ml. Nejbéznéji vyuzivanym objemem je 900 ml a v nékterych
piipadech mize byt zvolen objem 2 - 4 litry. V ptipad¢ pouziti pfistroji 3 a 4 se voli nizsi

objemy disolu¢niho média v intervalu 100 — 200 ml [10].

NejbéZznéji vyuzivana média jsou: ziedéna kyselina chlorovodikova, tlumivé roztoky
(fosfat/octan) v rozmezi hodnoty pH 1,2 — 7,5. A ev. pro ucely vyzkumu se pouZivaji

i roztoky simulujici zaludeéni nebo stievni tekutinu (napt. pouziti enzymur) [10] [23] [24].

e Pfidavek antioxidantu

Pti volbé disolu¢niho média je nutno brat ohled na stabilitu vzorku béhem procesu disoluce.
Pro zaruceni stability mohou byt v nékterych ptipadech pfidany antioxidanty (napi. kyselina

askorbova), kter¢ stabilizuji dané 1é¢ivo [10].

21



e Pidavek povrchové aktivnich latek

Ptidavek povrchové aktivnich latek, jako je napt. dodecylsulfat sodny, se vyuziva v disolu¢ni
zkousce $patné rozpustnych 1é¢ivych forem ve vodnych roztocich kyselin nebo pufri. Uéelem

povrchove aktivnich latek je zvySeni rozpustnosti 1é¢iva [10] [25].

e Piidavek enzymu

Enzymy jsou voleny v disolu¢nim testu pro rozpousSténi zelatinovych Kkapsli nebo
zelatinovych potahovanych tablet. Nejbéznéji pouzivanymi enzymy piidavanymi do média
jsou pepsin (médium 0 pH <4,0), papain nebo bromelain (médium o pH > 4,0 a < 6,8)
a pankreatin (médium 0 pH > 6,8). Disolu¢nim médiem jsou definované roztoky napi. voda
nebo roztoky s hodnotou pH mensi/vétsi nez 6,8. V zavislosti na pH jsou voleny enzymy,

které zvysuji rozpustnost danych kapsli nebo tablet [26].

Tabulka 1 - Navrh hodnoty pH v travicim traktu [3]

Néavrh hodnoty pH pro disoluéni

Cast GIT pH hodnota "
zkousku

Zaludek 1,2-5° 1,2 nebo 3,0 ®

doba priichodu 1-5h

Dvanactnik 45%-6,5 55

doba priichodu 5-60 % min

Proximalni tenké stfevo 6-7 6,8

Distalni tenké stfevo 6,5-75 6,8a75

doba prichodu vV tenkém strevé 3-5h

Traénik 558 6,8

doba priichodu 15-72%h

& s potravou

1.3.2 Odplynéni média

Odvzdusnéni média je proces, pii kterém dochazi k odstranéni vzduchovych bublin. Bubliny
mohou zplsobovat pfichyceni ¢astic na pfistroji a st€énach nadoby, mohou zvysit vztlak, ktery
zpiisobi rychlejsi rozpousténi nebo zmenSit plochu povrchu Ié€ivé formy a tim rychlost
rozpous$téni snizit. Odplynéni média lze naptiklad provést inertnim plynem (dusik, argon)

nebo umisténim do ultrazvuku [10].

Odvzdusiovani se bézné neprovadi u roztokii obsahujicich povrchové aktivni latky, protoze
by dochézelo k nadmérnému pénéni a ucinek disolu¢niho procesu by byl sniZzen. Pokud jsou
do roztoku povrchové aktivni latky pridavany, doporucuje se provést odvzdusnéni

pted pridanim [10].
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1.3.3 Rychlost michani

Volba rychlosti michani je zavisla na typu vybrané¢ho piistroje a na zpisobu uvolnovani
1é¢ivé latky. Rychlost michani muzZe byt nastavena od 25 — 150 rpm (ot./min). Pro piistroj 1,
ktery je vhodny pro kapsle ¢i tablety sokamzitym uvoliiovanim, se doporucuje rychlost
otatek 50 nebo 100 rpm a pro pfistroj 2 rychlost otacek 50 a 75 rpm. U produktd
s prodlouzenym uvolilovanim se vétSinou voli pristroj 2 s rychlosti ota¢ek 100 rpm. Nizké
otacky michani 25 a 50 rpm jsou vhodné napt. pro suspenze. U pfistroje 3 je doporucenou
rychlosti michani 5 - 30 ponor/min a u pfistroje 4 je to rychlost pritoku az 50 ml/min

s rychlosti pratoku ¢erpadla az 2 ml/min [10].

1.3.4 Zpuisob odbéru vzorku
Odbéry vzorkl disoluénich roztokti mohou byt provadény dvéma zpiisoby. A to manualné

nebo automaticky pomoci autosampleru.

e Manudlni odbér

Zpisob odbéru vzorkli je ovlivnén rychlosti michani disoluéniho roztoku. Pfi pomalych
podminkach michani (50 rpm) je dilezité provadét odbér vzorku v jednom misté, aby
nedochézelo ke zméné koncentrace. Také by odbér nemél byt proveden blizko hiidele a sténé
nadoby. Pro odbér vzorkll se pouzivaji sklenéné a plastové stiikacky nebo napt. nerezové

kanyly. Tento typ odbéru je nejvice zatizen moznosti vzniku chyb [10].

e Automaticky odbér

Automaticky odbér je ptfedevSim volen pro testy vyzadujici odbér vzorkli v nékolika ¢asovych
bodech. Odbér je uskute€iiovan pomoci trubkovych spoji a robotickych zatizeni, které mohou

byt polo-automatické nebo pIn¢ automatizované [10].

Odbér vzorku z disoluc¢nich nadob ve vice Casovych bodech muize byt uskute¢néno tiemi
zpusoby:
a) definovany objem vzorku se odebere z rozpoustéci nadoby a nenahradi se pouzitym

disolu¢nim médiem, coz mé za nésledek snizeni objemu roztoku,
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b) definovany objem vzorku se odebere z rozpoustéci nadoby a nahradi se pouzitym
disolu¢nim médiem, coz vede k tomu, ze nedochdzi ke zméné€ objemu roztoku, ale
dochazi ke sniZzeni koncentrace rozpusténého 1é¢iva v disolu¢nim médiu,

€) definovany objem vzorku se odebere z rozpoustéci nadoby a po analyze se vrati zpét
do roztoku. Nedochazi ke zméné objemu roztoku ani nedochédzi ke zméné koncentrace

1é¢iva rozpusténého v disolu¢nim médiu [4].

1.3.5 Filtrace

Pro ziskani ptesnych vysledkl testli je dualezité odstranéni zbytkii nerozpusténé¢ho 1éciva
a pomocnych latek. To se provadi pomoci filtra, ptes které protéka disolu¢ni roztok pfi jeho
automatizovaném odbéru. Filtrace je Casto potfebnym krokem a méla by byt provedena
okamzité po nebo pfi odbéru vzorku. Material, ze kterého je filtr zhotoven nesmi obsahovat
zadné 0c¢inné latky a velikost filtru se voli na zdkladé odebiraného objemu vzorku. Velikost
filtra¢nich port se pohybuje v rozmezi 0,20 - 70 um, ale lze dle potieby vyuZzit i rozméry

jiné [10].

Filtry mohou byt soucasti pouzité metody, jako v pfipad¢ pfistroje 4, kde jsou zafazeny
do prutokového procesu, nebo mohou byt vkladany manualné (pfistroj 1, 2). Druhy

pouzivanych filtri jsou napt. kanylové, filtrové disky nebo frity a filtra¢ni $pic¢ky [10].

1.3.6 Teplota

Teplota je dulezitym parametrem z hlediska posouzeni ucinku rozpousténi aktivnich latek.
Jeji volba zavisi na simulovaném prostiedi, kterym je nejcastéji GIT. Tam je teplota volena
na 37 = 0,5°C [10].

1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chromatografie je separa¢ni metoda, ktera je zalozend na rozdilech rovnovaznych
konstant pro slozky smési umisténé v dvoufazové soustave. Je to systém, ve kterém mobilni

faze prochazi pies fazi stacionarni [29].

Chromatografické separacni metody se vyznacuji tfemi charakteristickymi rysy
a to dvéma nemisitelnymi fazemi, pohybem fazi a distribuci analytl mezi fazemi.
Dle principu separace, pfistroje a metody rozeznadvame néckolik zékladnich druht
chromatografickych metod: papirovd, tenkovrstva, plynova, kapalinova, vylucovaci

a superkriticka fluidni chromatografie [30].
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U kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina, jejiz vybér je zavisly na dobré
rozpustnosti pro analyzované vzorky a jeji nizké viskozité. Stacionarni fazi je pevna latka
nebo kapalina, kterd je nanesena na nosi¢i nebo muze byt vyuzita chemicky modifikovana
pevnd latka. Mechanismus kapalinové chromatografie je zaloZzeny bud na adsorpci,
rozdélovani, iontové vymeéné nebo na vyluCovani. Zakladni pfistroj uvedeny na obrazku 5
obvykle obsahuje cerpaci systém, davkovaci zafizeni, kolonu, detektor a vyhodnocovaci

zafizeni. Mnozstvi sledovanych latek eluovanych z kolony umoziuje stanovit pouzity

detektor [29] [31].
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Obrazek 5 - Zakladni schéma LC [32]

Dnes se v laboratofich béZné vyuziva vysokotlaka kapalinova chromatografie HPLC
(High performace liquid chromatography). Odd¢leni slozek smési je zde urychleno pouzitim
vy$siho tlaku (max. 400 bar), ktery je zajistén vysokotlakymi Cerpadly. Separace pomoci
vysokouéinné kapalinové chromatografie zavisi na nékolika parametrech, jako jsou
napf. polarita, pritok a pH mobilni faze, sloZeni a vlastnosti vzorku matrice. Déle také zavisi
na typu a povaze stacionarni faze. Faktorem ovliviiujicim ¢innost separace muize byt také
prostiedi, které je charakterizovano parametry jako je teplota, typ detektoru a nastaveni

parametrti metody [33] [34] [35] [36].

1.5 Validace analytické metody HPLC

Validace (neboli kontrola, ovétfeni) slouzi obecné k provéteni pozadavkl a poskytnuti
objektivniho, védeckého dikazu splnéni téchto pozadavkl pro specifické zamyslené pouziti.
Od konce 70. let 20. stoleti po soufasnost ma validace analytické metody celosvétovy
vyznam. Je dileZitou slozkou kazdé laboratofe zabyvajici se vyvojem a zavedenim

standardnich metod [37] [38] [39].

V soucasné dobé existuje nékolik mezinarodnich renomovanych organizaci, nabizejicich
postupy pro validaci metod. Mezi takové organizace patii napi.: The International Conference
on Harmonization (ICH), The World Health Organization (WHO), The International
Organization for Standardization (ISO), The United States Pharmacopeia (USP), a dalsi [38].
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Validace analytické metody experimentdlné potvrzuje, ze je metoda vhodna pro navrzené
pouziti. To znamenda, Ze se provadi podrobné Setfeni s dikazy, Ze pfi spravné aplikaci
analytické metody jsou produkovany vysledky, které jsou vhodné pro dany tcel, a potvrzuje

ucinnost analytické metody s vysokou mirou piesnosti [38] [37].

Toto ovéieni se musi provadét za presné definovanych podminek, které jsou dale dodrzované

v prub¢hu celé analytické metody [37].

| Specifiénost |

Pfesnost o= | Opakovatelnost napichu |
itk == | Opakovatelnost metody |
‘ Linearita ‘Ei“}
‘ Spravnost ‘E?}

Vhodné charakteristiky stanoveni
‘ Rozsah vhodnost ‘ o | e validace pfi ovéfovani pfesnoti daného
G analvtického systému

‘ Mez detekce LOD ‘ED'

‘ Mez stanovitelnosti LOQ ‘E’C}

‘ Stabilita ‘
Kritéria vhodnosti daného
‘ Robustnost ‘ == chromatografického systému

Schéma 1 - Obecné schéma validace analytické metody HPLC [40]

Schéma 1 popisuje obecné vSechny parametry, které se v ramci validace metody mohou
testovat. Jedna se o charakteristiky: specificnost, pfesnost, linearitu, spravnost, rozsah
vhodnosti, mez detekce, mez stanovitelnosti, stabilitu roztoki a robustnost. V zavislosti
na konkrétnim typu analytického postupu (napt. HPLC) mize byt podrobena méfeni pouze

cast ovérovacich charakteristik [40].

ZkuSebni postupy pro validaci humdannich pfipravkld slouzi k métfeni pfitomnosti analytu
v daném vzorku (I€kové forme) a predstavuji kvantitativni méteni hlavni slozky v 1é¢ivém

ptipravku [41].
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1.5.1 Parametry validace

1.5.1.1 Specificnost
V piipadé validace metody HPLC se jedna o dikaz, ze metoda je navrzena tak, aby

s analytem zadna jina latka nekolidovala [37].

1.5.1.2 Piesnost

V analytickém postupu piesnost vyjadiuje blizkost shody z vicendsobného odbéru stejného
homogenniho vzorku za predepsanych podminek. Muze byt ovlivaéna ndhodnymi
i systematickymi chybami, které ptesnost umoziuje odhadnout. Tedy do jaké miry
systematické chyby ovliviiuji uréitou metodu. Nejbéznéji se presnost vyjadiuje jako relativni

smérodatna odchylka. Je provadéna na homogennich autentickych vzorcich [41] [42].

1.5.1.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost je vyjadieni piesnosti za stejnych definovanych provoznich podminek béhem
kratkého casového intervalu. Opakovatelnost charakterizuje reprodukovatelnost daného
analytického postupu pro jeden vzorek analytu. Méteni se provadi za stejnych podminek,
na stejném piistroji béhem relativné kratkého ¢asového intervalu. U HPLC metody se provadi

opakovatelnost metody a opakovatelnost napichu [40] [41].

15.1.4 Linearita

Linearita je schopnost analytického postupu ziskat vysledné hodnoty testu, které jsou piimo
umérné koncentraci analytu ve vzorku. Je nejbéznéjsim kalibraénim modelem pro znazornéni
vztahu mezi odezvou analytu (nejcastéji plochou piku) a koncentraci. Stanovuje se nejlépe
pro cely validovany rozsah. Linearita pfedstavuje pfedpoklad existujiciho vztahu piimky
mezi vstupnimi (X) a vystupnimi (y) proménnymi. Jestlize pfimka prochazi pocatkem,
muzeme tyto proménné zapsat matematickym vyrazem y = f (x). Platnost tohoto valida¢niho
parametru se kontroluje na zakladé kalibra¢ni kiivky a kontrolou korela¢niho koeficientu R
a koeficientu determinace R% Koeficient determinace, ktery se bliZi k jednotce 1, se povazuje
za dostateény dikaz dokonalé linearni kalibrace [37] [38] [41].

1.5.1.5 Spravnost
Spravnost popisuje tésnost shody naméiené hodnoty s pfijatou referencni hodnotou. Jedna
se o rozdilnost mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou. Provadi se porovnanim se standardem,

s ovétenou nebo zavedenou metodou, s referenénim materidlem nebo vysledky z referencni

laboratote [43] [44].
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1.5.1.6 Mez detekce (LOD)

Mez detekce predstavuje nejniz$i detekovatelné mnozstvi analytu obsazeného
ve vzorku, které ale nemusi byt exaktné stanovitelné. Hodnota LOD miuze byt zavisla
na detektorech HPLC a pouzitych ¢erpadlech [37] [40]. Vyhodnocuje se na zakladé¢ poméru

signalu k Sumu 3:1.

1.5.1.7 Mez stanovitelnosti (LOQ)

Mez stanovitelnosti neboli kvantitativni limit je nejniz$i mnozstvi analytu ve vzorku, které 1ze
kvantitativné stanovit S pozadovanou hodnotou nejistoty. LOQ se vyhodnocuje
na zakladé poméru signalu k Sumu 10:1. Pro hodnoceni LOQ u HPLC metody se doporucuje
stanovit maximalni vychozi Sum v blizkosti vrcholu analyzované slouCeniny v intervalu

reten¢nich Casti. Vyuziva se predevSim pro stanoveni necistot nebo degradac¢nich produkti
[37] [40] [41].

1.5.1.8 Stabilita
Pro potvrzeni stability analytu v roztoku za definovanych podminek se vyuziva regresniho
vztahu pro plochu piku K ¢asu. Stabilita urCuje, zda je roztok v ¢ase relativné stabilni nebo

podléha jisté pfeméné, degradaci, nestabilité [40].

1.5.1.9 Robustnost

Robustnost pfedstavuje neovlivnitelnost analytického postupu pfi malych zdmérnych
zménach V parametrech méfeni. Test robustnosti je realizovan sérii métfeni, ve kterych
se méni jednotlivé faktory. Nekteré parametry zistdvaji nezménéné (ptredepsané metodou),
u jinych dojde k malé zmén¢. Pokud je metoda alespon vuci jedné zméné nerobustni, museji

byt dodrzeny piesné zakladni parametry méfeni [37] [41].

Dulezitymi parametry pro vyhodnoceni nékterych zakladnich pozadavktl validace jsou
smérodatnd odchylka (SD) a relativni smérodatnd odchylka (RSD). Smérodatna odchylka
pfedstavuje kvadraticky primér odchylek hodnot od jejich aritmetického priméru. Relativni

smeérodatna odchylka popisuje podil SD a absolutni hodnoty z hodnoty stiedni [37].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Validace analytické metody HPLC

Pro provedeni validace HPLC metody bylo nutné ptipravit stejné médium, ve kterém
probihala zkouska disoluce pevnych 1ékovych forem se zpozdénym uvoliovanim. To bylo
predstavovano pufrem slozenym 2z 1500 ml O0,IN kyseliny chlorovodikové (HCI)
a 500 ml 0,2M dodekahydratu fosfore¢nanu sodného (NasPO4-12 H,0).

2.1.1 Priprava roztoki

e Piiprava 0,1N HCI

Do sklenéné odmérné baiiky o obsahu 2 L bylo pfedlozeno ptiblizné 1,5 L ultracisté vody.
Bylo odpipetovano 16,7 ml 37% HCI, které bylo ptfeneseno do obsahu baiiky a nasledné bylo

doplnéno pottebnym mnozstvim UPW po vyznacenou rysku.
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e Piiprava 0,2M Na3zPO,4-12 H,O

Dle vypoctu bylo zjisténo potiebné mnozstvi (38,012 g) dodekahydratu fosfore¢nanu
sodného, které bylo odvazeno na analytickych vahach KERN. Navazena krystalicka forma
fosfore¢nanu byla vlozena do odmérné banky o obsahu 500 ml a doplnéna tésné€ po rysku
UPW. Pro zajisténi dokonalého rozpusténi fosforecnanu, byl roztok vlozen piiblizné
na 10 minut

do ultrazvuku. Po vizualni kontrole rozpustnosti, byla banka doplnéna po rysku potfebnym

mnozstvim UPW.
e Piiprava disoluéniho média

Pufr byl pfipraven do odmérné banky (odpovidajici velikosti) z 1500 ml ptedptipraveného
roztoku 0,1N HCI a 500 ml 0,2M NazPO4-12 H,0. Vznikla smés byla nasledné promichana

sklenénou ty¢inkou a bylo nutné provést upravu pH.

Kupravé pH bylo mozno vyuzit 2M HCI nebo 2M NaOH. Pro nase potieby upravy pH
na pozadovanou hodnotu 6,8 +0,05 byl vyuZit piipraveny roztok hydroxidu sodného. Uprava
pH byla realizovédna a kontrolovana pH metrem. Po dokonc¢eni byla bartika pfekryta ochrannou

folii.

e Piiprava mobilni faze (MF)

Mobilni faze je tvotena 20% methanolem (CH3;OH) a kyselinou octovou (CH3;COOH).
K vyrobé pottebného mnozstvi, I L MF, bylo smichano 790 ml UPW, 10 ml kyseliny octové
a 200 ml methanolu. Pro dokonalé promichani a rozpusSténi fazi byla smés odplynéna

na ultrazvuku, nasledné uzaviena vikem a ptipravena ke kapalinovému chromatografu.

2.1.2 Podminky chromatografické metody
e kolona — Poroshell 120 EC-C18; 4.6 x 100 mm, 2.7 um
e mobilni faze — 20 % MeOH s 10 mL CH3COOH / 1 L (izokraticka eluce)
e prutok mobilni faze - 1 mL/min
e teplota kolony 35°C
e tlak na koloné - 23 MPa
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e davkovany objem - 10uL
e UV detekce — 279 nm
e doba analyzy — 5 min

e retencni ¢as L-Trp —2,9 min

2.1.3 Kalibra¢ni roztoky

Kalibrac¢ni fady byly odvozeny ze znalosti obsahu tryptofanu v jedné ucinné davce. Konecna
hodnota L-Trp obsazeného v jedné tableté je 215 mg a na zakladé tohoto udaje byly odvozeny
teoretické koncentrace tryptofanu v pripravenych kalibra¢nich tadach, které jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tabulka 2 - Piehled kalibra¢nich fad a jejich teoreticka koncentrace

Kalibraéni Fada I

Kalibra¢ni roztoky [ml /fg)zjﬁr;u fru Konc.ior [Mg/L]
Cs1 0,5ml CS3 0,50
CS2 1,0 ml CS3 1,00
CS3 0,4 ml CS7 10,00
CS4 3,2ml CS7 80,00
CS5 4,0 ml CS7 100,00
CS6 8,0 ml CS7 200,00
CS7 12,5 mg/50 ml pufru 250,00

Kalibra¢ni rada |1
Cs1 0,5ml CS3 0,05
CS2 3,0 ml CS3 0,30
CS3 0,1 ml SS 1,00
SS 10 mg/100 ml pufru 100,00
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Kalibraéni fada |

Kalibracni fada | se sklada ze sedmi roztokl, které byly ptipraveny nasledovné. Prvnim
krokem bylo navazeni Cisté ucinné latky tryptofanu na analytickych vahéach. Navazka
12,68 mg byla pfevedena do 50 ml odmérné baiiky, ktera byla tésn¢ pod rysku doplnéna
pfipravenym pufrem. Pro urychleni rozpustnosti tryptofanu byla takto pfipravend smés
vlozena na cca 10 minut
do ultrazvuku. Po Uplném rozpusténi byla banika doplnéna pufrem po vyznacenou rysku.
Vznikly ciry roztok byl nasledn¢ popsan jako SS (=zdsobni roztok), ktery odpovidal
kalibracnimu roztoku CS7. Dalsi kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny nafedénim tohoto
zasobniho roztoku nebo nafedénim jiz pfipravenym roztokem CS7 do 10 ml odmérnych
banék. Ptehled odpipetovanych objemi a vypoctenych teoretickych koncentraci

je znazornén v tabulce 3.

Tabulka 3 - Pfehled roztoku kalibra¢ni fady 1.

Kalibraéni rada I

Kalibracni roztoky - /1%?]??“ - KONC.eor [MQ/L]

Cs1 0,5 ml CS3 0,51

CS2 1,0 ml CS3 1,01

Cs3 0,4 ml CS7 10,14
CS4 3,2ml CS7 81,15
CS5 4,0 ml CS7 101,44
CS6 8,0 ml CS7 202,88
CSs7 12,68 mg/50 ml pufru 253,60

Kalibraéni fada Il

Kalibra¢ni fada Il se sklada ze 3 roztokd, které byly pfipraveny natedénim nové piipraveného
zasobniho roztoku a roztoku CS3 kalibracni fady Il. Do 100ml odmérné banky byla
ptedloZzena navéazka tryptofanu o hmotnosti 10,22 mg. Nasledoval shodny postup s ptipravou
kalibraéni tady |. Smés tryptofanu a pufru byla pro dokonalé rozpusténi vloZena
do ultrazvuku a nasledné byla baka doplnéna disoluénim médiem po rysku.
Tabulka 4 obsahuje pocet kalibra¢nich roztoku, odpipetovana mnozstvi pro jejich nafedéni

a vypoctené teoretické koncentrace.

Tabulka 4 - Ptehled roztoku kalibra¢ni fadyll

Kalibraéni rada II
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Objem

[ml/10ml pufru] Konc.eor [Mg/L]

Kalibraéni roztoky

Cs1 0,5ml CS3 0,05
CS2 3ml CS3 0,31
CS3 0,1 ml SS 1,02
SS 10,22 mg/100 ml pufru 102,20

2.1.4 Parametry validace

2.1.4.1 Linearita
Stanoveni linearity probihd na zakladé vyhodnoceni kalibra¢ni kiivky ze sady kalibra¢nich

roztoku.

2.1.4.2 Opakovatelnost napichu

Opakovatelnost napichu byla provedena na roztocich z kalibra¢ni fady I, a to konkrétné¢ CS3
a CS6. Zamérn¢ byly zvoleny roztoky s vysoce rozdilnou hodnotou koncentrace.
Experimentalné byla opakovatelnost napichu realizovana 6krat napichnutim a analyzovanim

kazdého roztoku.

2.1.4.3 Piesnost a spravnost metody

Na analytickych vahach bylo odvazeno 6 navazek tryptofanu odpovidajici koncentraci
200 mg/L. Hmotnosti ptiblizujici se 10 mg byly pfevedeny do 50 ml banék, smichany
S pufrem, ponechdny v ultrazvuku do vzniku ¢irého roztoku a nésledné doplnény pufrem
po rysku. Takto vzniklé zakladni roztoky byly poté nafedény na odpovidajici koncentraci
10 mg/L odpipetovanim 2,5 ml/50 ml pufru. Piehled roztokl, navazenych hmotnosti

a teoretickych koncentraci znazoriuje tabulka 5.

Tabulka 5 - Zakladni a natedéné roztoky pro stanoveni opakovatelnosti metody

Zakladni roztoky Hmotnost [mg] Konc.¢or [MQ]
1 10,11 202,2
2 10,12 202,4
3 10,25 205,0
4 10,33 206,6
5 10,48 209,6
6 10,61 212,2

Naiedéné roztoky
1 - 10,1
2 - 10,1
3 - 10,3
4 - 10,3
5 - 10,5

33



6 - 10,6

2.1.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti
Mez detekce byla urcena na zakladé poméru signalu k Sumu. Mez stanovitelnosti byla
ur¢ena na zakladé Sumu, odectené¢ho Vv useku retencnich Cast, ktery v naSem piipad¢ byl

2,4 — 3,4 minuty (skutecny retencni ¢as L-Trp 2,9 minuty byl stanoven experimentalng).

LOD, LOQ byla provedena 6krat zanalyzovanim (napichnutim) pufru na kapalinovém

chromatografu.

2.1.4.5 Robustnost

Ovéfeni robustnosti bylo provedeno na vzorku roztoku z kalibra¢ni fady | CS4. Podstatou
zjisténi robustnosti byla zména podminek analyzy HPLC. Tabulky 6, 7, 8 obsahuji kombinace
zmén podminek metody, data standardnich a upravenych podminek. Jak mizeme vidét,
nejedna se o radikalni zmény, ale pouze o malé zmény v experimentalnich datech metody.
Standardni podminky jsou piedem v metodé definované, nebo museji byt zjistény

experimentalné. Upravené podminky byly zvoleny na zaklad¢ konzultace a doporuceni.

Tabulka 6 - Kombinace zmén podminek HPLC

Kombinace
1 2 3 4 5 6 7 8
a A a A a A a A
b b B B B B b b
C C C C C C c c
D D D D d d d d

Tabulka 7 - Standardni podminky metody HPLC

Standardni podminky
A davkované mnozstvi [ul] 10
B pritok [ml/min] 1,0
C teplota na koloné [°C] 35
D detekce UV [nm] 279

Tabulka 8 - Upravené podminky metody HPLC

Upravené podminky

a  davkované mnozstvi [pl] 9,0
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b pratok [ml/min] 0,97
c teplota na kolong [°C] 37
d detekce [nm] 270

2.1.4.6 Stabilita

Stabilita tryptofanu v pufru byla zjisténa na roztocich CS3 a CS6 z kalibra¢ni fady 1. Oba
roztoky byly skladovany v odmérnych bankach v laboratofi za béznych laboratornich
podminek. Principem provedeni byl odbér vzorku roztokd po urcitych ¢asovych intervalech

a jejich nasledna analyza.
Odbéry byly provadény v ¢asech:

e 0 hod = Cerstve pripraveny roztok
e 24 hod od ptipravy
e 48 hod od piipravy
e 72 hod od piipravy
e 96 hod od ptipravy

2.2 Zkouska disoluce L - tryptofanu
Provedeni zkousky disoluce tryptofanu se fidi Ceskym lékopisem 2009, ktery obsahuje
postup pro pevné lékové formy se zpozdénym uvoliiovdnim. Nize uvedena metoda je shodna

pro vSechny disoluce tryptofanu, které byly provadény.

2.2.1 Disoluéni metoda
Vsechny disoluce byly provedeny za pouZiti padel. Byla provedena 1 zkouska uvolnéni
1é¢ivé latky s pouzitim koSicku. Pro kazdé jednotlivé méteni byly ptipraveny kalibracni fady

dle postupu viz 2.1.3 Kalibra¢ni roztoky, na zékladé kterych probihalo vyhodnoceni.

2.2.1.1 Disolu¢ni médium

Kysela faze

Do jednotlivych zaludkd disoluéniho piistroje bylo pievedeno 750 ml 0,IN Kkyseliny
chlorovodikové (8,335 ml 37% HCI/1 L UPW). Pied vlozenim tablet tryptofanu bylo nutné
nadoby zakryt vikem a médium vytemperovat na pozadovanych 37 + 0,5 °C. Také byly
nastaveny podminky metody, tedy rychlost otac¢ek (100, 75, 50 rpm), doba prub&hu disoluce
(26, 36, 40 hod) a odebirané mnozstvi vzorkti do vialek (1,5 ml). Po dosazeni teploty byly

tablety do jednotlivych zaludkl vloZeny najednou a nasledovalo okamzité spusténi metody.
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Disoluce davkovych forem v kyselém médiu probihala 2 hod, kdy byl uskutecnén 1. odbér

vzorkl a pokracovalo se okamzité fazi v tlhumivém roztoku.

Faze v tlumivém roztoku

Faze vtlumivém roztoku byla realizovana pfidanim vytemperovanych 250 ml
0,2M dodekahydratu fosfore¢nanu sodného (76 g NazPO,4-12 H,O /1 L UPW) K piedlozenym
750 ml 0,AN HCI. S pomoci 2M NaOH/2M HCI byla v co nejkrat$§im ¢ase upravena hodnota
pH na 6,8 + 0,05. Nadoby byly opét piikryty vikem a pokracovalo se vV dokonéeni zkousky

do urcené doby.

2.2.1.2 Otacky

Meéfeni bylo realizovano se zménami v rychlosti otaek a doby provedeni disoluce.

Testovani probihalo za nasledujicich otacek:

e 50rpm
e 75rpm
e 100 rpm

Zied’ovaci faktor

V disolu¢ni zkousce nedochazelo k nahradé objemu disolu¢niho média a musela byt zahrnuta
zména objemu ménici se v cCase [4]. V tabulce 9 jsou uvedené hodnoty vypocéteného
zied'ovaciho faktoru na zdkladé zmén objemu disolu¢niho roztoku. Vypocet zied'ovaciho

faktoru je uveden v rovnici 5 (viz 3.2.4. Pouzité vypocty).

Tabulka 9 - Objem disolu¢niho média v zavislosti na ¢ase

Cas odbéru vzorku od

podatku Zred’ovaci faktor Vméaia (ML) Vmeéaia (L)
2 hod * 1,333 750,0 0,7500
2.5 hod 1,002 998,5 0,9985
4 hod 1,003 997,0 0,9970
5 hod 1,005 995,5 0,9955
6 hod 1,006 994,0 0,9940
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7 hod 1,008 992,5 0,9925

8 hod 1,009 991,0 0,9910
10 hod 1,011 989,5 0,9895
15 hod 1,012 988,0 0,9880
20 hod 1,014 986,5 0,9865
26 hod 1,015 985,0 0,9850
30 hod 1,017 983,5 0,9835
33 hod 1,018 982,0 0,9820
36 hod 1,020 980,5 0,9805
40 hod 1,021 979,0 0,9790

* Odbér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprosttedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8

2.3 Pristroje a zarizeni

e Disoluéni pistroj SOTAX AT XTend ™

Disoluéni piistroj SOTAX AT XTend™ zobrazeny na obrazku 6 je tvofen zéakladni stanici se
7 zaludky (6 zaludku - tbl., 7. zaludek - slepy vzorek), vikem a vybranymi michadly (padla,
kose). Pienos vzorki do piedptipravenych vialek je umoznén pumpou a plastovymi ohebnymi
hadi¢kami. Odbér vzorki je provadén autosamplerem. Jedna se tedy o polo — automatizovany

ptistroj s off — line konfiguraci zafizeni.

»,

—

FEEEEE &

Obrizek 6 - Disoluéni piistroj SOTAX AT Xtend™ [45]
e Kapalinovy chromatograf Shimadzu s UV detekci

Pro méfeni vzorkli s obsahem ucinné latky L-Trp byl vyuzit kapalinovy chromatograf
Shimadzu LC 2010Cyr s UV detekcei (obrazek 7). Byla pouzita kolona Poroshell 120 EC-C18.
Vyhodnoceni dat probihalo v softwaru LCSolution Version 1.22 SP1.
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Obrazek 7 - Kapalinovy chromatograf Shimadzu LC 2010Cyr [45]

e Ultrazvuk Bandelin RK 100 (Némecko)

e Analytické vahy Mettler Toledo XS 205DU (USA)

e Piedvazky Kern EW 3000 (Némecko)

e Piistroj pro piipravu ultraisté vody IWA 20iol, Watek (Ceska republika)

e Bézné laboratorni sklo a dalsi nadobi.

2.4 Chemikalie a standardni latky
Tabulka 10 - Piehled pouzitych chemikalii

Pouzité chemikalie Vyrobce Stat Cistota
HCI Lach — Ner, s.r.o. Ceska republika 35-38 %
NasPO, 12 H,0 Sigma - Aldrich Irsko >98 %
CH;OH Lach — Ner, s.r.0. Ceska republika >99.9 %
CH,;COOH Sigma — Aldrich Irsko >99,8 %
UPW - - -
Tryptofan Gonmisol Spanélsko >99.8 %
NaOH Lach — Ner, s.r.o. Ceska republika >98 %
2.5 Vzorky

Pro testovani byly pouzity tablety A a B (uréené pro vyzkumné tcely) s vyrazenym logem
(obrazek 8A). Tablety A s6% (K2Pharm TDS TRP Free sample: L:260417) a B
s 8% ptirGstkem hmotnosti tablety (K2Pharm TDS TRP Free sample: L:280417). Obsah
ucinné latky L-Trp v tabletach byl 215 mg.

Slozeni tablet:
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e tabletové jadro: modelova latka — L-tryptofan, mikrokrystalickd celulosa,
maltodextrin, stearan hofec¢naty

e obal (potah): neutralni metakrylat — subcoating, hypromellosa, mastek, oxidy zeleza.

Jako standardni vzorek byl vyuzit dodany praskovy L-Trp zobrazeny na obrazku 8B.

A) B)

Obrazek 8 - Pouzité vzorky [45]

A) tableta s uc¢innou latkou L-Trp; B) standardni vzorek L-Trp

3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Vyhodnoceni validace analytické metody HPLC

3.1.1 Linearita
Vyhodnoceni linearity bylo provedeno na zaklad€ ploch pikd Vv zavislosti na teoretické
koncentraci. Ze zméfenych hodnot ploch pikli a jejich zprimérovani byla vygenerovana

rovnice grafu a koeficient determinace R

Tabulka 11 - Piehled hodnot kalibraéni fady |

Kalibraé¢ni Fada I

Podet roztokt KonC.eor [M@/L] Plocha piku[mV-s] Primér @
Cs1 0,51 8306 8331
8356
CS2 1,01 17323 17359
17394
CS3 10,14 175667 175739
175811
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CS4 81,15 1286895 1286565
1286234

CS5 101,44 1566628 1566781
1566934

CS6 205,28 3121471 3121802
3122133

CS7 253,60 3994543 3994348

3994152

V grafu 1 Ize vidét linearni posloupnost kalibra¢nich roztokt. Dikazem linearity je koeficient

determinace R? 0,9994, ktery se zde velmi blizi hodnots jedna.

Kalibrac¢ni kiivka

5 000 000
_ y = 15 521,38x + 4 760,93
7 4 000 000 R? -~ 0.9994
§ 3000 000
4
& 2000 000
S
<. 1000 000

0
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00
konc. [mg/L]

Graf 1 - Kalibra¢ni kiivka vysoké kalibra¢ni fady
V tabulce 12 je uveden piehled roztoki kalibraéni fady Il a v grafu 2 kalibra¢ni kiivka.

Tabulka 12 - Piehled hodnot kalibra¢ni fady Il

Kalibraéni rada 11

Pocet roztoku KonC.ieor [Mg/L] Plocha piku [mV s] Primér @
cst 0,05 o 931
cs2 0,30 e 5006
CS3 1,02 1222? 16617
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Kalibra¢ni kiivka
20 000

= y =16 171,99x + 80,16
2 15000 R2=1,0000
£ 10000
Q
<
S 5000
=

0

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10

konc. [mg/L]

Graf 2 - Kalibracni kiivka nizké kalibra¢ni fady
Diikazem linearity je koeficient determinace R?, ktery zde vysel 1,0000.

Zavér: Obé tyto kalibracni fady vykazuji linearitu. Interné byla zvolena minimalni hodnota

spolehlivosti na 0,99.

3.1.2 Presnost

e Opakovatelnost napichu (repeatability of injection)

Vyhodnoceni je provedeno na zakladé ploch piku.

Nejdiive byly naméfené hodnoty ploch piki zprimérovany, byla vyhodnocena smérodatna
odchylka a nasledné dopocitan parametr RSD (%) dle rovnice 1 (viz 3.1.6. Pouzité vypocty).

Nasledujici tabulka 13 obsahuje vysledné plochy pikti a hodnoty pro zisk RSD.

Tabulka 13 - Vyhodnoceni opakovatelnosti napichu

Opakovatelnost napichu

Podet npichii Plocha piku [ mV's ]
CS6 CS3
1 3121482 175987
2 3122460 175910
3 3121235 176160
4 3122928 176128
5 3122150 175963
6 3122303 175810
Primér @ 3122093 175993
SD 630,67 132,23
RSD [%] 0,02 0,08
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Zavér: Interné byla zvolena maximalni hodnota RSD 5%, ktera nebyla piekro¢ena. Pro roztok
CS6 je vysledna hodnota 0,02% a pro roztok CS3 0,08%. Opakovatelnost napichu spliuje

stanoveny limit 5%.

e Opakovatelnost metody (repeatability of method)

Opakovatelnost metody byla hodnocena na zakladé hodnot RSD. Po zjisténi skute¢nych
koncentraci v§ech 12 roztokd byl proveden vypocet dle rovnice 1 (viz 3.1.6. Pouzité vypocty)

pro stanoveni vysledné hodnoty RSD.

Tabulka 14 - Vyhodnoceni opakovatelnosti metody

Rada 1 Rada 2
Pocet KonNC.eor Konc.gut Vytéznost KoNC.eor Konc.suyt Vytéznost
roztok [mg/L] [mg/L] O [%] [mg/L] [mg/L] @ [%]
1 202,20 208,07 103 10,11 10,50 104
2 202,40 211,13 104 10,12 10,28 102
3 205,00 201,11 98 10,25 9,99 97
4 206,60 201,96 98 10,33 9,37 91
5 209,60 205,04 98 10,48 10,15 97
6 212,20 208,25 98 10,61 9,94 94
Prumér o 205,93 10,04
SD 3,92 0,39
Vysledna
vytéznost 100 97
?
RSD [%] 1,91 3,85

Zavér: Pro tadu 1 je vyslednou hodnotou RSD 1,9 % a pro fadu 2 3,85%. Ob¢ hodnoty splituji

navrzené RSD max. 10%.

3.1.3 Spravnost
Parametr spravnosti byl vyhodnocen z vytéznosti, jak je uvedeno v tabulce 14. Vysledné

hodnoty priméru vytéznosti byly vypocteny dle rovnice 2 (viz 3.1.6. Pouzité vypocty).

Zavér: Pro tadu 1 je vyslednd hodnota 100%, pro fadu 2 97%. Ob¢ vysledné hodnoty spliuji
zadanou podminku 80-120%.
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3.1.4 Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)
Mez detekce a mez stanovitelnosti se vyhodnocuji soucasné na zakladé poméru signalu
k Sumu. Vyhodnocena data jsou v uvedena v tabulkach 15, 16, 17. Vypocet odezvového

faktoru RF je uveden v rovnici 3 (viz 3.1.6. Pouzité vypocty).

Tabulka 15 - Vyhodnoceni Sumu

Pocet napichi Sum [mV]

1 6,67
2 6,34
3 7,67
4 6,81
5 5,99
6 8,26
Pramér @ 6,96
SD 0,85
RSD % 12,14%

Tabulka 16 - Vypocet odezvového faktoru

Konc.g[mg/L] Vyska piku [mV] RF [mg/L/mV]
Csl11 0.05 166 0,000308
CS12 165 0,00031
Pramér @ 0,000309

Tabulka 17 - Vypodet LOD,LOQ

Vzorec Vysledek[mg/L]
LOD 3*prumér Sumu*prumér RF 0,01
LOQ 10*pramér Sumu*pramér RF 0,02

Zavér: Sum byl vyhodnocovan v intervalu retenéniho &asu 2,4 — 3,4 minuty (pro L-Trp je
retencni Cas 2,9 min.). Pro splnéni parametri byly stanoveny limitni hodnoty LOD mensi

nez 0,5 mg/L a LOQ mensi nez 1 mg/L.
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Vysledné hodnoty: pro nejmensi detekovatelnou koncentraci (LOD) je vyslednou hodnotou

0,01 mg/L a pro nejmensi koncentraci, kterou lze kvantifikovat (LOQ) 0,02 mg/L.

3.1.5 Robustnost
Vyhodnoceni robustnosti probihalo v programu EffiValidation 3.0 Dongovym algoritmem,
jehoz vysledky jsou Vv tabulce 19. Vyhodnoceni bylo uskute¢néno na zakladé kombina¢nich

zmén podminek metody a zméfenych ploch pikt (A) jak je znazornéno v tabulce 18.

Tabulka 18 - Kombinace parametrti metody HPLC

Kombinace
1 2 3 4 5 6 7 8
a A a A a A a A
b b B B B B b b
C C C c c C c c
D D D D d d d d

St.podm. A 1286565 1286565 1286565 1286565 1286565 1286565 1286565 1286565

Up.podm A 1201361 1332166 1162544 1290244 1100474 1220084 1135280 1260439

Tabulka 19 - Dongtv algoritmus

Faktor Efekt faktoru Kriticky efekt Hypotéza
1 -2163.5 132360.547150787 True
2 -41007.5 132360.547150787 True
3 32429.5 132360.547150787 True
4 34469 132360.547150787 True

Zavér: Vysledkem je zjiSténi, Ze dand analytickd metoda je robustni, coZ znamend, Ze mala
zména experimentalnich podminek nema4 vliv na vysledna data = metoda je nezavisla na malé

zméné podminek.

3.1.6 Stabilita

Potvrzeni stability tryptofanu v daném disolu¢nim médiu lze odvodit na zdkladé¢ malych

odchylek zjisténych z priimért ploch piki, jak je zndzornéno v nésledujici tabulce 20.

Tabulka 20 - Vyhodnoceni stability

Stanoveni Plocha piku Odchylky ST Plocha Odchylky ST
[mV-s] [%0] piku[mV:s] [20]
CS3 CS6
0 hod 175859 3122309
176081 3122881
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Primer @ 175970 3122505

175548 3175209

24 hod 175722 3176129
Primér @ 175635 019 3175669 170

175583 3179931

48 hod 175635 3180197
Primér @ 175600 021 3180064 184

175933 3187946

72 hod 175560 3186041
Pramér ¢ 1757465 013 3186994 2.06

177188 3102360

96 hod 177127 3189985
Pramér ¢ 177157 5 0.68 3191177 2.20

Odchylky ST byly vypocitany dle rovnice 4 (viz 3.1.6. Pouzité vypocty).

Zavér: Jelikoz jsou odchylky nizké, mizeme tvrdit, Ze roztoky L-Trp s koncentracemi
10 mg/L a 200 mg/L jsou stabilni po dobu 96 hodin.

Vsechny parametry validace potvrdily vhodnost analytické metody HPLC. Piehled parametrt,

referenénich a naméfenych hodnot je uveden v tabulce 21.

Tabulka 21 — Shrnuti ovéfeni validace

Parametr Referencni hodnota Naméiena hodnota Potvrzeni
Linearita <0,99 0,9994; 1,0000 ANO
Opakovatelnost napichu <5% 0,02%; 0,08% ANO
Opakovatelnost metody <10% 1,9%; 3,85% ANO
Spravnost 80 — 120% 97%; 100% ANO
LOD <0,5 mg/L 0,01 mg/L ANO
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LOQ <1 mg/L 0,02 mg/L
Robustnost - -
Stabilita - -

ANO
ANO
ANO

3.1.7 Pouzité vypocty

Rovnice 1 - Parametr RSD

SD
RSD (%) = —-100

1)

RSD.......... relativni smérodatna odchylka [%0]
SD...coveuee smérodatna odchylka
1% JO pramer
Rovnice 2 - Vysledné hodnoty priméru

5 Couut

Cteor
Cokttevveen... koncentrace skute¢na [mg/L]
Cieorevvvennnn. koncentrace teoreticka [mg/L]
Rovnice 3 Vypocet odezvového faktoru
o — Gl
VySka piku

Rovnice 4 - Vypocet odchylek pro stanoveni stability

O — @
ST (%) = ————%
Deo
1) P prameéry i roztokl v asu t
Drgenveneannnnn. prumér roztoku v ¢ase t 0 hod
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3.2 Vyhodnoceni zkousky disoluce L - tryptofanu

3.2.1 Tablety A
Disolu¢ni zkouSka 6% tablet probihala 36 hod se zménami rychlosti otacek 50, 75, 100 rpm.

Disolucni zkouska s rychlosti otacek 50 rpm
Data a grafy disolucnich profilti Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Ptiloze A.

Béhem pribehu disoluce nebylo pozorovano zadné vychylené chovani tablet. VSechny vzorky
V disoluénim médiu podléhaly stejnym tvarovym a barevnym zménam. Obal tablet byl
praskly jen z ¢asti, tvofil se puchyt v misté loga tablety. Kvlli nizké rychlosti otacek a skoro
nulovému pohybu tablet se ptredpokladala nizka koncentrace u¢inné latky po uplynuti

predepsaného Casu.

Tableta A

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

—e—6 thl

% uvolnéného L-Trp

0 5 10 15 20 25 30 35 40
¢as t [hod]

Graf 3 - Primérny disoluéni profil tablety A, 50 rpm

Disolu¢ni profil znazornény v grafu 3 je primérem disolucnich profild Sesti testovanych tablet

pfi rychlosti otacek 50 rpm. Ke zlomu navySeni koncentrace doslo v €ase 5 hod
Disoluéni zkouska s rychlosti otacek 75 rpm
Data a grafy disolu¢nich profila Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Ptiloze B.

Béhem zkousky disoluce byly vizudlné zaznamendny urcité zmény chovani tablet. Tablety 2,

3, 4, 6 vykazovaly téméf shodné chovani v disolu¢nim médiu. V ¢ase mezi 10 — 15 hod u nich
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doslo k prasknuti obalu a tim uvolnéni stejného mnozstvi ucinné latky. Tablety 1 a 5 se
béhem pokusu svymi zménami odchylovaly. U tablety 1 nebyl pozorovan vznik
,.nafouklého‘‘ puchyie ze strany tablety s logem. Tim lze zdGvodnit odchyleni disolu¢niho
profilu od ostatnich tablet, dokud nedoslo k tvorbé a prasknuti puchyie a uvolnéni shodné¢ho
mnozstvi L-Trp jako v tabletach 2, 3, 4, 6. U tablety 5 doslo ke vzniku puchyte piiblizné
Vv 7. hoding, proto se vychyluje od pribéhu ostatnich. VSechny disolu¢ni profily se prakticky
piekryvaji v bod¢ 25 hodin a od 15 hod. (krom tablety 5) maji rovnomérny pribéh.

Tableta A

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

——6 thl

% uvolnéného L-Trp

0 5 10 15 20 25 30 35 40
¢as t [hod]

Graf 4 - Primérny disoluéni profil tablety A, 75 rpm

Graf 4 znazoriiuje kiivku priméri disolu¢nich profild Sesti vzorki tablet. Kfivka je strmé

rostouci od 2 do 15 hodiny, kdy se L-Trp v ¢ase uvoliiuje linearne.
Disolu¢ni zkousSka s rychlosti otacek 100 rpm
Data a grafy disolu¢nich profild Sesti zkoumanych tablet jsou uvedend v Ptiloze C.

Vyjimkou zde bylo, Ze doSlo k nastaveni rGznych casovych dob a experimenty byly
provedeny dva. Nejdiive pro 26 hodin a nasledné se zménou casového tiseku na 36 hodin.
Kvili nedostatku poctu tablet byl pokus pro 36 hodin uskutecnén pouze pro 3 tablety.

Vyhodnoceni tedy probihalo na dv¢ kalibra¢ni kiivky, které jsou uvedeny v ptiloze C.

V grafu Disolu¢ni profily (pfiloha C) jsou zobrazeny disoluéni profily vSech Sesti tablet.
VSechny méfené vzorky maji prakticky shodny pribéh kiivek az na kiivku tablety 2
z 36 hodinového méteni. U té byl v bodé¢ 15 hodin zaznamenan velky puchyt, ktery byl
pozorovan jeSt¢ pii 24 hodinach. To je nejspiSe divod vychyleni disolu¢niho profilu.

U tablety 3, ze stejného méfeni, 1ze zpozorovat propad koncentrace mezi 15 a 25 hodinou.
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Pti vizualni kontrole byl zjistén roztrhnuty obal nad tabletou a v pozdéjsich hodinach doslo
k oddé€leni kusu tabletoviny, ktery se volné pohyboval v médiu. V ¢asové dobé 26 hodin se
tablety nachazely ve stejné podobé a uvolnénd tabletovina z tablety 3 byla rozpusténa
Vv disolu¢nim médiu. V Case 36 hodin se tablety 1, 2, 3 (z 36 hodinového méieni) setkavaji
ve stejné koncentraci, u tablet 1, 2, 3 (z 26 hodinového méfeni) by se dal takovy vysledek

predpokladat.

100,00 Tableta A
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

—e—6 thl

% uvolnéného L-Trp

¢as t [hod]

Graf 5 - Primérny disolu¢ni profil tablety A, 100 rpm

Graf 5 znazornuje souhrnny disolu¢ni profil pro tablety A s rychlosti otacek 100 rpm. Je vidét

Vv celku pravidelné rostouci mnoZzstvi uvolnéného L — Trp v disoluénim médiu.

Zavér: Porovnani disolu¢nich profilt tablet A pfi riznych rychlostech michéni.

Disolu¢ni profily

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00 —8—50rpm

40,00 —@—75rpm
30,00
20,00
10,00

0,00

% uvolnéného L-Trp

100 rpm

¢as t [hod]

Graf 6 - Porovnani disoluénich profili tablet A



Pti porovnani primérnych disoluc¢nich profilti pro rychlost otaceni 50, 75 a 100 rpm, které
jsou znazornéné v grafu 6 lze vidét jisté rozdily. Disolu¢ni profily pii rychlosti otaceni 50
a 100 rpm maji stejny tvar kiivek. Dalo by se tedy fict, ze prubéh disolucni zkousky je
pii téchto otackach shodny.

Disolucni profil tablet pti rychlosti otdCeni 75 rpm je zcela odlisny. V ¢asovych intervalech

od 2 do 15 hodin je strmé¢ rostouci a poté rovnomérny.
Disolu¢ni zkouska s rychlosti otacek 100 rpm s pouzitim koSicku
Data a grafy disolu¢nich profila Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Piiloze G.

Zkouska disoluce probéhla pro 6 tablet s rychlosti otacek michani 100 rpm, 26 hodin. Misto
padel zde byly pouzity kovové kosicky, do kterych byla vlozena tableta.

Z grafu Disoluénich profilt v piiloze G lze vidét prakticky linearni pribéh vsech kiivek
pro jednotlivé tablety. Pti prubchu testu disoluce bylo viditelné mechanické poskozeni tablet,
které se otiraly o stény kovového kosicku. Z diivodu pouziti prakticky neprithlednych kosicka
nebylo mozné dalsi pozorovani, takze nebyly zaznamenany tvarové zmeény tablet, jako vznik

puchyiki, praskani obalu atd.

Tablety A
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Graf 7 - Primérny disolu¢ni profil tablety A, 100 rpm (kos)

Disoluéni profil (graf 7) 6 tablet ma tvar téméf linearni kiivky, takze dochazelo
k rovhomérnému nartstu koncentrace L-Trp v disolu¢nim médiu.
Tento typ michani byl vyhodnocen za nevhodny, kvili mechanickému poSkozeni tablet

a neumoZznéni vizualniho pozorovani.
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V grafu 8 je uvedeno srovnani disolu¢nich profilti tablet A pfi rychlosti otaceni 100 rpm

pro padla a kosicky.

Tablety A

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00

50,00
, l
40,00 ®—pidla

30,00 —o— kogicky
20,00

10,00
0,00

% uvolnéného L - Trp

0 5 10 15 20 25 30
¢as [hod]

Graf 8 - Disolu¢ni profily tablet A, rtizné typy michadel

Disolu¢ni profily jasné¢ dokazuji rozdilnost v pouziti riznych typti michacich jednotek.
Pti pouziti padel dochazelo ke strméjSimu nariistu koncentrace L — Trp v Case, kdezto kiivka
disolu¢niho profilu kosSicki ma témer linedrni pribéh, dochdzelo tedy k postupnému

rovnomérnému uvolnéni L — Trp.

3.2.2 Tablety B
Disolu¢ni zkousSka 8% tablet probihala 36 hod se zménami rychlosti otacek 50, 75, 100 rpm.

Disolu¢ni zkousSka s rychlosti otacek S0 rpm
Data a grafy disolu¢nich profilt Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Pfiloze D.

Disolu¢ni profil tablety 6 je odlisny. U této tablety doSlo po 4 hodinach disoluce k vytvoteni
malé boule na jejim obalu, kterd pfetrvala do casového bodu 20 hod. Nedoslo u ni
k nafouknuti obalu jako u ostatnich tablet, kde se tvofily béhem prib&hu experimentu puchyie
okolo cel¢ tablety. U tablet nedoSlo déle k vyraznym proporénim zménam. Po ukonceni
disoluce bylo zjiSténo vysoké mnozstvi tabletoviny uvniti tablety, nedoSlo k jejimu
vyraznému uvolnéni,

a tudiz byla pfedpokladdana niz8i uvolnéna koncentrace L-Trp v disolu¢nim médiu.
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Tablety B
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Graf 9 - Primérny disoluéni profil tablety B, 50 rpm

Graf 9 znazoriiuje praimérny disolu¢ni profil tablet B pfi rychlosti otacek 50 rpm. Lze vidét

témef linearni pribéh s nizkymi hodnotami na poc¢atku kiivky, coz je zadouci.
Disolué¢ni zkouska s rychlosti otacek 75 rpm
Data a grafy disolucnich profili Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Ptiloze E.

Disolu¢ni profily jednotlivych tablet uvedené v grafu piilohy E jsou rozmisténé v Sirokém
pasmu. Velice se 1i8i jejich pribéh. Nejvice od piibliznych kfivek tablet 2, 3, 5, 6 odbihaji
ktivky tablet 1 a 4. Tableta 1 disponuje nejvétsi uvolnénou koncentraci L-Trp, coZ bylo dano
jejim chovanim v disolu¢nim médiu. V bod¢é 22 hodin vznikl z obalu této tablety veliky
puchyi a doslo k uvolnéni velkého kusu tabletoviny, ktery se nasledné rozpustil. Na konci
disoluce byl pozorovan pouze nafoukly prazdny obal bez naplné tablety. U tablety 4 lze
pozorovat vyrazné niz§i koncentraci neZ u ostatnich tablet, které se sbihaji na konci disoluce
témef v jednom bod¢€. Ziejmé je to zplsobeno vznikem malého puchyiku a nedostatecnym
uvolnénim tabletoviny skrz obal. U ostatnich oball tablet dochazelo béhem procesu k tvorbé
bublinek a puchytkda.

Tato disoluce byla provedena do 40 hodin.
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Tablety B
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Graf 10 - Pramérny disolu¢ni profil tablety B, 75 rpm

Souhrnny disoluéni profil uvedeny v grafu 10 vykazuje téméf linearni kiivku s vychylenim
vV bod€ 30 hodin. Na pocatku disoluce (v kyselé fazi a prvnich hodindch v tlumivém roztoku)

jsou koncentrace opét blizké nule.
Disolu¢ni zkouska s rychlosti otacek 100 rpm
Data a grafy disolucnich profilii Sesti zkoumanych tablet jsou uvedena v Ptiloze F.

Tablety se ihned po vhozeni do kysel¢ fdze ptichytily na sténu zaludku a dochdzelo
k okamzitému rozpousténi vrchni barevné vrstvy tablety. Po chvili doslo k odbarveni tablet
z barvy oranzovo — hnédé na bilo — Zlutou. Kfivky disoluc¢nich profilti v grafu pfiloha F maji
podobny prubeh. Nejvétsi odchylkou je vzorek 2 a 1, ve kterych doSlo ke strmému naristu
koncentrace. VSechny tablety po 2 hodinach v kyselé fazi a 2 hodinach v tlumivém roztoku
zacaly lehce bobtnat. V bod¢€ 20 hodin od spusténi disoluce doslo u obou vychylenych vzorkt
ke vzniku velkého nafouklého puchyie a u tablety 2 se obal zac¢inal trhat. Na rozdil od témét
nezménénych ostatnich tablet byl obal v 28 hodinach tablety 2 roztrzen
a U tablety 1 doSlo ke zvétSeni puchyte. Ve 30 hodindch doSlo u ostatnich tablet k ibytku
tabletoviny. Na konci disoluce byla tabletovina tablety 2 zcela rozpadla na prach, ktery byl
usazen na dné zaludku a obal se pohyboval volné v disolu¢nim médiu. U ostatnich tablet

zustal puchyft kolem tabletoviny.
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Graf 11 znazornuje disolu¢ni profil vSech 6 tablet a vypovida o narGstajici koncentraci

uvolnéného L-Trp.

Na zédklad€ pozadavku zakaznika byla disoluce provedena do 40 hodin.

Graf 11 - Primérny disolu¢ni profil tablet B, 100 rpm

Zavér: Porovnani disolu¢nich profilti tablet B pfi riznych rychlostech michani.
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Z porovnani disoluénich profili v grafu 12 lze urcit podobnost linedrniho pribéhu

experimentu pro rychlost otacek 50 a 75 rpm. Pfi rychlosti ota¢ek 100 rpm dochazi viditelné

k uvolnéni véts§iho mnozstvi L-Trp z tablety.

3.2.3 Porovnani tablet AaB
Porovnani tablet A a B bylo provedeno pro rychlost ota¢ek 75 rpm.
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Porovnani tablet Aa B
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Graf 13 - Porovnani tablet A a B

Z porovnani disolucnich profili Ize zhodnotit uvoliiovani L-trp v zavislosti na tloust'ce obalu
tablety. Zesilenim obalu u tablety B o 2 % se docili pozvolnosti pfi uvolfiovani ucinné
latky, ale dochazi k vétsimu rozptylu ve vysledcich, pro 6 tablet A RSD = 1,57% pro 6 tablet
B

RSD = 20,50%. I pii prodlouzeni ¢asu disoluce o 4 hodiny tablety B, nedocilime stejné nebo
alespori priblizné koncentrace jako v ptipad¢ tablety A. Vysledné koncentrace tablety A L-Trp
Vv disoluénim médiu byla 89,5 % (36 hodin), tablety B 68,4 % (40 hodin). Vyhodou tablet B je
skutec¢nost, ze uvoliuji mensi mnozstvi ucinné latky pti pH 1 (Zaludek), 0,01 %, nez tableta
A, 4,19 %.

3.2.4 Pouzité vypocty
Rovnice 5 - Vypocet %

%=~ 100
°7 215
G koncentrace jednotlivych vzorkl v jednotlivych ¢asech [mg/L]
215 mg..........celkové mnozstvi L — Trp v tabletach

Rovnice 6 - Vypocet % uvolnéného L-Trp - korigovano na zménu objemu

0= {|(E5= )+ (3450 - ]+ 200

Vi objem média v bod¢ odbéru [L]
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Voo, objem odbéru [L]
Correeenn, cilova koncentrace v tableté [mg/L]
Ky Quvoriieninin, smérnice piimky

Rovnice 7 - Vypocet X

Ai — Qnizkévysoké

X =

knl’zké;vysoké

A plocha pikt jednotlivych vzorkd [mV]

Rovnice 8 - Zied’ovaci faktor (dilution factor)

. 1000
Vakt.
Vakteoooveeunnnnn aktualni objem disolu¢niho roztoku [L]
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ZAVER
Diplomova prace byla zamétena na disolucni testy perordlnich 1ékovych forem (tablet)
sucinnou latkou L — tryptofan a stanoveni jeho uvolnéného mnozstvi v disoluénim médiu

vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii HPLC.

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena validace analytické
metody HPLC, ktera byla vyuzita pro stanoveni uvolnéného mnozstvi L — tryptofanu
Z jednotlivych tablet. K tomuto ucelu byl vyuzit kapalinovy chromatograf Shimadzu LC
2010CyHt s UV detekci. Tato prace se zabyva popisem vyznamu a principu disoluce, typt
disolucnich pfistrojit a jejich konfiguraci a popisem parametrii disolu¢ni metody, které
ovliviiuji rozpustnost aktivnich latek v disoluénim médiu. Disolu¢ni zkouska Sesti tablet A
a B vsedmi sériich méfeni byla provedena v disoluénim roztoku simulujici tekutinu
gastrointestinalniho traktu v pH 6,8 po dobu 26, 36 a 40 hodin. V ramci jednotlivych
parametru ovliviiujicich rozpustnost latky L — Trp byla provedena zména typu a rychlosti
michaciho zafizeni. Rychlost michani zafizeni u experimentti S pouzitim padel byla volena
na 50, 75 a 100 rpm. Pfi pouziti draténych koSickti byla zvolena rychlost 100 rpm.
Vzorky tablet A a B s 6% a 8% prirustkem hmotnosti tablety s vyrazenym logem nejsou
bézné dostupnym produktem, vyskytuji se ve fazi vyvoje. Experimenty disolu¢nich zkousek

dTM

byly provedeny na ptistroji SOTAX AT Xtend ™ v polo — automatizovaném rezimu.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit rozpustnost tablet sobsahem L — Trp
V disolu¢nim médiu, provést vizudlni pozorovani prostorovych zmén jednotlivych tablet
a vyhodnotit disolu¢ni profily z kazdého méteni. Z disolu¢nich profilti, které charakterizuji
uvolnéné mnozstvi latky v zavislosti na Case, bylo mozné porovnat a zhodnotit vliv typu
michaciho zafizeni, rychlost michani a také rozdil v ptiristku hmotnosti tablet. Z hlediska
typu michaciho zafizeni pro dané tablety byla za vhodné vybrana metoda s pouzitim padel.
Pii pouziti draténych koSt totiz dochdzelo k mechanickému poskozeni obalu tablety.
Porovnanim rychlosti michani padel pro tablety A bylo zjisténo, ze vSechny disoluéni profily
pii 50, 75 a 100 rpm umoznuji uvolnéni téméf stejného mnozstvi L — tryptofanu z tablety,
tedy cca 187 mg latky z celkovych 215 mg. U tablet B byl zjistén rozdil ve volbé rychlosti
michani padel.
Pti rychlostech michani vybraného zatizeni 50 a 75 rpm se uvolnilo z tablety témét shodné
mnozstvi latky, cca 138 mg z celkovych 215mg. Pfi rychlosti 100 rpm michaciho zafizeni

doSlo knavySeni uvolnéného mnozstvi na 178 mg z celkovych 215 mg
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L- Trp obsazeného v tableté. Disolucni profily tablet B na rozdil od disolucnich profilt tablet
A byly spise linearni nez strmé rostouci. To vypovida o vétsi vhodnosti tablet B z hlediska se

zpozdénym uvoliovanim L — tryptofanu z tablety.

Dale bylo provedeno porovnani tablety A a B Vv zavislosti jejich rozdilnych piirastka
hmotnosti tablety pfi rychlosti michani padel 75 rpm. Zesilenim obalu tablety B 0 2% se
docililo pozvolného uvolnéni ucinné latky, ale doslo k uvolnéni mensiho mnozstvi L — Trp
z tablety.

U tablety A bylo uvolnéno 187 mg a u tablety B 146 mg z celkového mnozstvi
215 mg L — tryptofanu v tableté. Vyhodou tablet B je skute¢nost, Ze uvolfiuji mensi mnozstvi

ucinné latky pii pH 1 (zaludek).
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5. PRILOHY

Piiloha A — Disoluce tablet A — 50 rpm

Piiloha B — Disoluce tablet A — 75 rpm

Piiloha C — Disoluce tablet A — 100 rpm

Piiloha D — Disoluce tablet B — 50 rpm

Piiloha E — Disoluce tablet B — 75 rpm

Priloha F — Disoluce tablet B -100 rpm

Piiloha G — Disoluce tablet A — 100 rpm (kosicky)

Piiloha H — Ukézka chromatografu
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Priloha A - Disoluce tablet A - 50 rpm

Plochy L - Trp
hod Plocha piku [mV-s]
° 1 2 3 4 5 6 (A-a)k (A-q)lk (As-a)/k (Asr-q)/k (As-a)/k (As-g)/k
4751 135003 48 554 37364 137 086 179 185 026 8,35 3,06 2,38 8,47 11,05
25 9017 147 159 65 634 39570 131329 184 236 0,49 9,09 411 2,51 8,12 11,36
66 892 280 408 133977 99 755 314723 265 650 418 17,23 8,28 6,19 19,33 16,33
244 646 510 134 281320 200 593 585 548 425 550 15,05 31,27 17,29 12,35 35,88 26,10
489129 724001 525 020 400 852 870 613 642 585 29,99 44,34 32,18 24,59 53,30 39,37
718528 909 808 768 409 634687 | 1093414 843 484 44,01 55,70 47,06 38,88 66,92 51,64
894 235 1085875 976 609 844217 | 1282554 989 567 54,75 66,46 59,78 51,69 78,48 60,57
1179 109 1380151 | 1304214 | 1182084 | 1583555 1272091 72,16 84,44 79,80 72,34 96,87 77,84
1656 396 1878590 | 1886132 | 1742558 | 2156928 1876197 101,32 114,90 115,36 106,59 131,01 114,76
2021191 2243768 | 2341313 | 2144261 | 2559568 2286 691 123,62 137,22 143,18 131,14 156,52 139,84
2431626 2612266 | 2797242 | 2542423 | 2896112 2685 146 148,70 159,74 171,04 155,47 177,09 164,19
2597 840 2750573 | 2965409 | 2710688 | 3010252 2835274 158,86 168,19 181,32 165,76 184,06 173,37
2699 771 2833330 | 3068289 | 2809990 | 3060574 2919 265 165,09 173,25 187,61 171,82 187,14 178,50
2780778 2904094 | 3134766 | 2902577 | 3099550 2998 192 170,04 177,58 191,67 177,48 189,52 183,33
Kalibracni fada I Kalibrac¢ni fada II
5 000000 y = 16 363,24x - 1 566,46 7 2000 y=18.869,85x - 228,75
> 4000000 R2=1,00 2 20000 R>=1,00
Z 3000000 Z 15000
£ 2000000 £ 10000
< 1000000 £ 5000
0 0
0,00 100,00 200,00 300,00 [ Koncentrace |_-Trp 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
konc. [mg/L] konc. [mg/L]




ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

C%s o) 0, [0) 0, [0)
323523 koﬁg. % l:](;rig. kof;g. kof;g. koﬁg. kof;g. Primér RSD
od 1* % na 2%* % « 3** % na 4xx % na 5** % na 6 ** % na o SD% |
pocatku zménu ozgjl::::a zménu zménu zménu zménu v v
objemu objemu objemu objemu objemu
2 hod * 0,35 0,16 0,09 | 11,13 | 517 2,91 4,08 1,90 1,07 3,17 1,47 0,83 | 11,30 | 525 296 | 14,73 | 6,85 3,85 1,95 1,36 | 69,50
2.5 hod 2,84 1,32 0,23 9,11 4,24 4,23 4,12 1,91 191 2,52 1,17 1,17 8,14 3,79 3,78 11,38 | 5,29 5,28 2,77 1,79 | 64,71
4 hod 4,20 1,95 194 | 17,28 | 8,04 8,00 8,31 3,86 3,85 6,21 2,89 2,87 | 19,39 | 9,02 8,98 | 16,38 | 7,62 7,59 5,54 2,74 | 49,45
5 hod 15,12 7,03 6,97 | 3143 | 14,62 14,50 17,37 8,08 8,02 12,42 5,77 574 | 36,06 | 16,77 | 16,66 | 26,23 | 12,20 | 12,13 10,67 | 4,04 | 37,84
6 hod 30,17 14,03 13,88 | 44,61 | 20,75 20,55 32,37 15,06 14,90 24,74 11,51 11,42 | 53,62 | 24,94 | 24,77 | 39,60 | 18,42 18,30 17,30 4,46 | 25,77
7 hod 4436 | 20,63 | 20,35 | 56,14 | 26,11 25,79 4743 | 22,06 | 21,77 | 39,19 | 1823 | 18,06 | 67,45 | 31,37 | 31,12 | 52,06 | 24,21 | 24,02 2352 | 420 | 17,87
8 hod 5524 | 2569 | 2530 | 67,05 | 31,19 30,79 60,32 | 28,05 | 27,63 | 52,15 | 24,26 | 24,03 | 79,18 | 36,83 | 36,53 | 61,12 | 28,43 | 28,20 28,75 | 4,09 | 14,23
10 hod 72,95 3393 | 33,36 | 8537 | 39,71 39,08 80,68 37,52 36,85 73,13 34,01 33,64 | 97,94 | 45555 | 45,11 | 78,69 | 36,60 36,25 37,38 3,97 | 10,61
15hod | 102,54 | 47,69 | 46,86 |116,28 | 54,08 53,18 |1116,75| 519,42 | 53,27 | 107,87 | 50,17 | 49,57 |133,49| 62,09 | 61,43 |116,13| 54,01 | 53,42 52,96 | 449 | 847
20hod | 125,35 | 58,30 | 57,20 |139,14 | 64,72 6355 | 145,18 | 67,53 | 66,15 | 132,97 | 61,85 | 61,03 |158,71| 73,82 | 72,93 |141,80| 6595 [ 65,13 64,33 | 483 | 7,51
26 hod 150,93 | 70,20 | 68,44 |162,13| 75,41 74,03 173,61 | 80,75 79,08 | 157,80 | 73,40 72,41 | 179,74 | 83,60 | 82,58 |166,66| 77,51 76,52 75,51 4,57 6,06
30hod | 161,56 | 75,14 | 73,19 |171,05| 79,56 78,03 | 184,40 | 8577 | 83,93 | 168,557 | 78,41 | 77,29 |187,19| 87,06 | 85,93 |[176,31| 82,01 | 80,89 79,88 | 4,26 | 5,33
33hod | 168,06 | 78,17 | 76,16 |176,37 | 82,03 80,48 | 190,98 | 88,83 | 86,95 | 174,91 | 81,36 | 80,22 |190,50| 88,61 | 87,49 |[181,71| 84,52 | 83,39 8245 | 398 | 4,82
36hod | 173,44 | 80,67 | 7854 |181,12| 84,24 82,60 | 195,50 | 90,93 | 88,95 | 181,03 | 84,20 | 82,96 |193,31] 89,91 | 88,72 |186,99| 86,97 | 85,75 84,59 | 3,67 | 4,33

* Odbeér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprosttedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Priloha B - Disoluce tablet A - 75 rpm

Plochy L-Trp
Plocha pikia [mVs] X
noc 1 2 3 4 5 6 (Ar-g)/k (A-g)/k (As-g)/k (A-g)/k (As-q)/k (As-g)/k
2 49 301 76 637 254 857 279 535 235074 271721 2,97 4,67 15,77 17,31 14,54 16,83
25 56 058 188 220 294 821 303 960 336 241 529 509 3,39 11,62 18,26 18,83 20,85 32,89
4 367 245 801 620 768 570 1035 509 930 278 1155115 22,78 49,84 47,78 64,42 57,86 71,87
5 734 369 1201 086 1057 021 1478 083 1282 060 1546 881 45,65 74,73 65,76 91,99 79,78 96,28
6 1141678 1648 164 1405 020 1962 188 1651 740 1898 507 70,76 102,32 87,17 121,88 102,54 117,91
7 1382 166 1894 983 1584131 2182829 1805 579 2061 076 85,74 117,69 98,33 135,62 112,12 128,04
8 1583 509 2053 127 1775048 2380 433 1925 389 2195 661 98,29 127,54 110,22 147,93 119,59 136,42
10 1948 159 2 369 856 2137421 2711457 2118940 2 438 845 121,00 147,27 132,79 168,56 131,64 151,57
15 2984 190 2984 483 3122501 2997 392 2 456 812 2997 935 185,55 185,56 194,16 186,37 152,69 186,40
20 3014 966 2970 773 3111448 2990 887 2 675 495 2982 432 187,46 18471 193,47 185,96 166,32 185,44
26 3004 623 2 959 595 3105 180 2986 750 2 860 504 2978014 186,82 184,01 193,08 18571 177,84 185,16
30 3098 599 3053747 3203 360 3083 167 3041315 3070232 192,67 189,88 199,20 191,71 189,11 190,01
33 3082 880 3036 387 3188774 3071 470 3081525 3055 800 191,69 188,80 198,29 190,98 191,61 190,01
36 3070187 3025 641 3177 220 3064 281 3105787 3042373 190,90 188,13 197,57 190,54 19312 189,17
Kalibra¢ni fada I Kalibra¢ni fada 11
5000 000 y =16 052,19 + 5 797,99 25000 1\ 16.830,94x + 279,89
= 4000 000 R2= 1,00 7 20000 R2— 1,00
E 3000 000 % 15 000
£ 2000000 *:; 10 000
§ 1000 000 2 5000
a 0 = 0
0,00 100,00 200,00 300,00 000 020 040 060 080 100 1,20
konc.[mg/L] konc.[mg/L]




Koncentrace L-Trp ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

Cas
odbéru % % % % % %
Vzgcrjku 1** % kon;g' 2% % k?{e;g' 3% [ % kon;g' 4x | % koni;g' 5+ | % konI;g. 6% | % konie;g' Prf}/':‘ér 50/13 ROZD
pOéi’Itkll zmenu zmenu zmenu zmenu zmenu zmenu
objemu objemu objemu objemu objemu objemu
2 hod* 3,96 1,84 1,03 6,23 2,90 1,63 21,03 | 9,78 5,50 23,08 | 10,73 6,04 19,39 | 9,02 5,07 22,43 | 10,43 5,87 4,19 2,05 | 48,95
2.5 hod 3,40 1,58 1,58 11,65 5,42 5,40 18,30 | 8,51 8,49 18,87 | 8,78 8,76 20,89 | 9,71 9,69 32,95 | 15,33 | 15,29 8,20 4,17 | 50,90
4 hod 22,85 10,63 10,57 49,99 23,25 23,12 47,93 | 22,29 | 22,18 | 64,61 | 30,05 | 29,90 | 58,03 | 26,99 | 26,86 | 72,08 | 33,53 | 33,36 24,33 7,24 | 29,75
5 hod 45,88 21,34 21,16 75,11 34,93 34,65 66,08 | 30,74 | 30,50 | 92,45 | 43,00 | 42,73 | 80,18 | 37,29 | 37,06 | 96,76 | 45,00 | 44,73 35,14 7,86 | 22,36
6 hod 71,19 33,11 32,77 102,30 47,58 47,40 | 87,69 | 40,79 | 40,40 |122,61| 57,03 | 56,65 |103,15| 47,98 | 47,67 |118,62| 55,17 | 54,83 46,62 | 8,17 | 17,52
7 hod 86,43 40,20 39,68 118,63 55,18 54,50 | 99,11 | 46,10 | 4555 | 136,71 | 63,58 | 63,11 | 113,02 | 52,57 | 52,19 |129,06 | 60,03 | 59,61 52,44 | 7,96 | 1517
8 hod 99,17 46,13 45,47 128,69 59,86 59,13 | 111,21 | 51,73 | 51,04 | 149,26 | 69,43 | 68,91 | 120,66 | 56,12 | 55,72 |137,65| 64,02 | 63,59 57,31 7,74 | 1351
10 hod 122,33 56,90 56,00 148,89 69,25 68,22 |13425| 62,44 | 61,43 | 170,41 | 79,26 | 78,58 | 133,09 61,90 | 61,40 |153,24] 71,27 | 70,71 66,06 7,39 | 11,18
15 hod 187,77 87,34 85,84 187,79 87,34 85,98 |196,49| 91,39 | 89,76 | 188,60 | 87,72 | 86,96 |154,52| 71,87 | 71,25 |188,64 | 87,74 | 86,96 84,46 6,05 | 7,16
20 hod 190,09 88,41 86,85 187,29 87,11 85,71 | 196,18 91,25 | 89,58 | 188,57 | 87,70 | 86,90 | 168,64 | 78,44 | 77,67 |188,03| 87,46 | 86,65 8556 | 3,72 | 4,35
26 hod 189,62 88,19 86,16 186,77 86,87 85,52 |19598| 91,15 | 89,54 | 188,49 | 87,67 | 86,91 |180,51| 83,96 | 83,14 |187,94| 87,41 | 86,65 86,32 1,90 | 2,20
30 hod 188,13 87,50 88,98 185,31 86,19 88,35 | 194,72 90,57 | 92,49 | 187,16 | 87,05 | 89,83 | 184,53 | 85,83 | 88,48 |186,35| 86,67 | 89,44 89,59 139 | 155
33 hod 187,24 87,09 88,66 184,40 85,77 87,99 |194,00| 90,23 | 92,21 | 186,61 | 86,79 | 89,62 |187,24| 87,09 | 89,78 | 185,62 | 86,33 | 89,16 89,57 132 | 1,48
36 hod 186,89 86,93 88,43 184,08 85,62 87,81 |193,65| 90,07 | 92,01 | 186,52 | 86,75 | 89,55 | 189,14 | 87,97 | 90,61 |185,14] 86,11 | 88,90 89,55 141 | 157

* Odbér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprostiedné pied tipravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Priloha C - Disoluce tablet A — 100 rpm

Plochy L-Trp
Plocha pikia [mVs] X
hod
1 2 3 (A-q)/k (A-a)lk (As-q)/k
2 50 519 89 713 259 269 2,62 5,07 15,69
2,5 47 258 93929 270713 2,41 5,34 16,41
4 100 828 319 241 616 633 5,77 19,44 38,07
5 268 483 701172 1021975 16,27 43,36 63,45
6 470 988 1036 877 1303 449 28,95 64,38 81,07
7 693 440 1276 161 1488317 42,88 79,36 92,65
8 897 250 1454 920 1631 302 55,64 90,56 101,60
10 1248 725 1796 979 1874 089 77,65 111,98 116,80
15 1783 460 2 955 967 2304 402 111,13 184,55 143,75
20 2128785 3046 902 2555 409 132,75 190,24 159,47
26 2538 886 3172 061 3153398 158,43 198,08 196,91
30 2695 056 3152082 3143302 168,21 196,83 196,28
33 2822 026 3135342 3125769 176,16 195,78 195,18
36 2913058 3121670 3112438 181,86 194,92 194,35
Data pouze pro 3 tablety
Kalibrac¢ni fada I Kalibrac¢ni rada II
5000000 = 15970 13¢+ 8 724.96 - 5000000 | -5 38L79x + 6 080,64
< 4000000 Z 4000000 - 100
E 3000 000 % 3000 000
g 2 000 000 £ 2000000
a 1 000 000 2 1000 000
0 0
0,00 100,00 onc.[mgiL] 200,00 300,00 Koncentrace L_Trp 0,00 100’00k0nc. [mg/L]ZOO’OO 300,00




ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

Cas
odbéru % % % % % %
vzorku korig. korig. korig. korig. korig. korig.
od 1** % na 2** % na 3 ** % na 1** % na 2** % na 3** % na Pramér % | SD % | RSD %
pocatku zménu zménu zménu zménu zménu zménu
objemu objemu objemu objemu objemu objemu
2hod* | 3,49 [ 1,62 0,91 6,76 | 3,14 1,77 20,91 | 9,73 5,47 17,59 | 8,18 4,60 10,59 | 4,92 2,77 9,38 | 4,36 2,45 3,00 1,58 | 52,59
25hod | 242 | 112 1,12 535 | 2,49 2,48 16,44 | 7,65 7,63 1491 | 6,94 6,92 8,50 | 3,95 3,94 8,27 | 3,85 3,84 4,32 2,30 | 53,18
4 hod 579 | 2,69 2,68 19,50 | 9,07 9,02 38,18 | 17,76 | 17,67 | 27,70 | 12,88 | 12,82 | 18,38 | 8,55 8,51 32,73 | 15,22 | 15,14 10,97 491 | 44,70
5hod | 16,35 | 7,60 7,54 | 43,58 | 20,27 | 20,10 | 63,76 | 29,66 | 29,43 | 41,81 | 19,45 | 19,30 | 30,12 | 14,01 | 13,90 | 55,28 | 25,71 | 25,50 19,29 7,18 | 37,20
6hod | 29,12 | 13,54 | 13,40 | 64,77 | 30,12 | 29,82 | 81,56 | 37,93 | 37,57 | 55,44 | 25,79 | 25555 | 44,91 | 20,89 | 14,67 | 70,78 | 32,92 | 32,60 25,60 8,93 | 34,88
7hod | 43,22 [ 20,10 | 19,83 | 80,00 | 37,21 | 36,73 | 93,39 | 43,44 | 42,92 | 66,97 | 31,15 | 30,78 | 58,09 | 27,02 | 26,67 | 82,91 | 38,56 | 38,09 32,50 7,69 | 23,67
8hod | 56,14 | 26,11 | 25,71 | 91,37 | 42,50 | 41,89 | 102,52 | 47,68 | 47,05 | 79,11 | 36,80 | 36,29 | 68,76 | 31,98 | 31,52 | 92,92 | 43,22 | 42,63 37,51 7,22 | 19,25
10 hod | 78,50 | 36,51 | 35,84 |113,21| 52,65 | 51,75 |118,09 | 54,92 | 54,04 |101,64 | 47,28 | 46,47 | 86,35 | 40,16 | 39,46 | 110,77 | 51,52 | 50,66 46,37 6,64 | 14,33
15hod | 112,46 | 52,31 | 51,23 | 186,76 | 86,87 | 85,10 |14547| 67,66 | 66,42 |134,29 | 62,46 | 61,24 |[119,16 | 55,42 | 54,31 |141,11| 65,63 | 64,38 63,78 10,92 | 17,12
20 hod | 134,16 | 62,40 | 61,15 |192,91] 89,72 | 87,71 | 161,70 | 75,21 | 73,64 |157,93| 73,45 | 71,79 |142,96| 66,49 | 64,96 | 160,42 | 74,61 | 72,97 72,04 8,34 | 11,58
26 hod | 160,81 | 74,79 | 72,92 |201,05| 93,51 | 91,30 |199,86| 92,96 | 90,79 |175,18| 81,48 | 79,28 | 161,77 | 75,24 | 73,17 |189,67 | 88,22 | 85,85 82,22 7,60 9,24
30 hod | 171,07 | 79,57 | 77,39 |200,17 | 93,10 | 90,73 |199,62 | 92,84 | 90,50 - - - - - - 86,21 6,24 7,23
33 hod | 179,33 83,41 | 81,02 |199,30 92,70 | 90,25 |198,69| 92,42 | 90,00 - - - - - - 87,09 4,29 4,93
36 hod | 185,50 | 86,28 | 83,62 |198,82] 92,48 | 89,86 |198,23 | 92,20 | 89,62 - - - - - - 87,70 2,89 3,29

* Odbér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprosttedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8

Casovy pribéh tablet (26 hod, 36 hod) disolu¢ni zkousky pii rychlosti otaéeni 100 rpm se lisi kvili zméné pozadavku klienta. Byly provedeny dva experimenty.
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Priloha D - Disoluce tablet B — 50 rpm

Plochy L-Trp
Plocha pikia [mVs] X
hod 1 2 3 4 5 6 (A-q)/k (A-g)/k (As-q)/k (As-q)/k (As-g)/K (As-q)/k
2 2195 4744 31482 4189 67 449 3480 0,11 0,24 1,67 0,21 3,54 0,17
25 0 0 31004 1509 64 391 1943 -0,01 -0,01 1,64 0,07 3,68 0,09
4 3228 0 43596 2547 91208 4302 0,16 -0,01 241 0,12 5,32 022
5 33447 1616 55 042 11760 118 810 6573 1,79 0,07 3,11 0,47 7,01 034
6 113791 3444 71877 36 656 152 996 9559 6,70 0,17 4,14 1,99 9,10 0,49
7 219 458 9345 98 089 71586 195 862 12 980 13,16 048 574 412 11,72 054
8 350 560 26 165 13359 115819 255 525 44 050 21,17 1,35 791 6,83 15,36 2,44
10 661 726 114 691 235 352 231 406 452 365 95 107 40,18 6,76 1413 13,89 27,39 5,56
15 1229 155 496 591 685 553 733288 | 1058803 | 225313 74,84 30,09 41,63 44,55 64,43 1352
20 1602 053 1020824 1221582 1265290 | 1568134 | 397574 97,62 62,11 74,38 77,05 95,55 24,04
26 2012336 1575925 1768337 1806241 | 2050644 | 699 408 122,69 96,03 107,78 110,10 125,03 42,48
30 2186 165 1819 058 2002 297 2034943 | 2255906 | 923603 133,31 110,88 122,07 124,07 137,57 56,17
33 2299 413 1976 883 2152 080 2182 327 2 384 345 1107 579 140,22 120,52 131,22 133,07 145,41 67,41
36 2401 990 2116 000 2283 998 2311213 | 2497276 | 1326140 146,49 129,02 139,28 140,95 152,31 80,77
Kalibra¢ni fada I Kalibraé¢ni fada 11
000000 y = 16 369,16x + 4 076,63 7 200 g g67x+ 19620
Z 4000 000 R2=1,00 E 20000 R2=1,00
E 3000 000 £ 15000
(=9 o
£ 2000000 ;; 10 000
21000000 = 5000
0 0
0,00 100,00 200,00 300,00 000 020 040 060 080 100 1,20
konc. [mg/L] konc. [mg/L]




Koncentrace L-Trp ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

Cas odbéru . % % % % %
% korig. - - - ; .

vzorku od na korig. korig. korig. korig. korig. | primer | sD | RsD

pocatku 1* % Zménu 2% % na 3** % na 4xx % na 5 ** % na 6 ** % na ‘; Y Y LY

obiemu zménu zménu zménu zménu zménu ° ° °

1 objemu objemu objemu objemu objemu

2 hod * 0,11 0,05 0,04 0,32 0,15 0,08 2,23 1,04 0,58 0,28 0,13 0,07 4,72 | 2,20 1,24 0,23 | 0,11 0,06 0,35 0,44 | 127,69
2.5 hod 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,65 0,77 0,77 0,07 0,03 0,03 369 | 1,72 1,71 0,09 | 0,04 0,04 0,42 0,64 | 150,56
4 hod 0,16 0,07 0,07 0,00 0,00 0,00 2,42 1,13 1,12 0,12 0,06 0,06 534 | 2,48 2,47 0,22 | 0,10 0,10 0,64 0,91 | 142,70
5 hod 1,80 0,84 0,83 0,08 0,03 0,03 3,13 1,46 1,45 0,47 0,22 0,22 7,04 | 3,28 3,25 0,34 | 0,16 0,16 0,99 1,12 | 113,44
6 hod 6,74 3,14 3,10 0,17 0,08 0,08 4,17 1,94 1,92 2,00 0,93 0,92 9,15 | 4,26 4,22 0,50 | 0,23 0,23 1,74 151 | 86,74
7 hod 13,26 6,17 6,08 0,49 0,23 0,22 5,79 2,69 2,66 4,16 1,93 1,91 11,81 | 5,49 5,43 0,55 | 0,25 0,25 2,76 2,30 | 83,22
8 hod 21,36 9,93 9,77 1,36 0,63 0,62 7,98 3,71 3,66 6,89 3,20 3,15 15,50 | 7,21 711 2,46 | 1,15 1,13 4,24 3,24 | 76,50
10 hod 40,62 18,89 18,52 6,83 3,18 3,11 1428 | 6,64 6,52 14,04 | 6,53 6,40 27,69 | 12,88 | 12,64 562 | 2,61 2,56 8,29 563 | 67,84
15 hod 75,74 | 35,23 34,45 30,45 | 14,16 | 13,83 | 42,13 | 19,60 | 19,16 | 45,08 | 20,97 | 20,49 | 65,21 | 30,33 | 29,67 | 13,68 | 6,36 6,22 20,64 9,39 | 45,49
20 hod 98,99 | 46,04 44,90 62,98 | 29,29 | 2853 | 7542 | 35,08 | 34,19 | 78,13 | 36,34 | 3540 | 96,89 | 45,06 | 43,94 | 24,38 | 11,34 | 11,05 33,00 [ 11,33 | 34,34
26 hod 124,53 | 57,92 56,39 97,47 | 45,33 | 44,06 | 109,40 | 50,88 | 49,49 | 111,75| 51,97 | 50,54 |126,90|59,02 | 57,45 | 43,12 | 20,05 | 19,49 46,24 | 12,77 | 27,61
30 hod 135,57 | 63,06 61,24 112,76 | 52,45 | 50,86 | 124,15 | 57,74 | 56,03 | 126,18 | 58,69 | 56,93 | 139,90 | 65,07 | 63,19 | 57,09 | 26,55 | 25,76 52,33 | 12,52 | 23,92
33 hod 142,75 | 66,39 64,40 122,69 | 57,06 | 55,26 |133,59 | 62,13 | 60,21 | 13547 | 63,01 | 61,05 |148,03| 68,85 | 66,77 | 68,63 | 31,92 | 30,89 56,43 | 11,97 | 21,21
36 hod 149,42 | 69,50 67,26 131,60 | 61,21 | 59,14 | 142,07 | 66,08 | 63,88 | 143,76 | 66,87 | 64,64 |155,36| 72,26 | 69,92 | 82,38 | 38,32 | 36,98 60,30 | 10,94 | 18,14

* Odbeér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprosttedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Priloha E - Disoluce tablet B — 75 rpm

Plochy L - Trp
hod Plocha piki [mV-s] X
° 1 2 3 4 5 6 (Ar-q)/k (Ax-q)/k (As-q)/k (As-q)/k (As-q)/k (Ae-q)/k
2 N.A. 0 0 1931 0 3771 0,00 -0,02 -0,02 0,08 -0,02 0,18
25 71499 0 0 4799 0 7328 3,68 -0,02 -0,02 0,23 -0,02 0,36
4 112 338 0 0 13 865 0 29 663 6,29 -0,02 -0,02 0,38 -0,02 1,33
5 159 139 1848 0 23704 6 686 47 232 9,10 0,08 -0,02 0,97 0,33 2,38
6 263 027 10 289 1387 38 149 17 293 97 868 15,35 0,16 0,06 1,84 0,58 5,42
7 408 616 19 502 2382 50 110 36 126 157 622 24,09 0,72 0,11 2,56 1,72 9,01
8 564 952 35365 4370 61 602 70 638 216 368 33,48 1,67 0,21 3,25 3,79 12,54
10 973 821 150 915 12678 83 252 191 689 329 469 58,04 8,61 0,31 4,55 11,06 19,34
15 1696 218 515313 92 487 144 375 781230 595 810 101,44 30,50 5,10 8,22 46,47 35,34
20 2205898 1022 555 414 710 270831 1398 815 891 499 132,06 60,97 24,46 15,81 83,57 53,10
26 2815515 1700 130 1146 994 623 021 1898 269 1398 189 168,68 101,67 68,45 36,97 113,58 83,54
30 3308 877 2094 940 1731581 922 372 2221910 1782311 198,31 125,39 103,56 54,95 133,02 106,61
33 3295779 2282390 1964 860 1090331 | 2374079 2010 160 197,53 136,65 117,58 65,04 142,16 120,30
36 3286 437 2441 800 2150 329 1267425 | 2507 100 2222708 196,96 146,23 128,72 75,68 150,15 133,07
40 3272661 2619 295 2358 835 1563083 | 2664834 2470 407 196,14 156,89 141,24 93,44 159,62 147,94
Kalibracni fada | Kalibra¢ni fada II
5000 000
% 4000 000 y=16 6‘;{7;3:’?307 569,12 - 25000 y = 19 328,30x + 305,98
2 > 20000 R*=1,00
5 3000000 2 15000
§ 2 000 000 § 10000
< 1000 000 2 5000
0 0
0,00 100,00 200,00 300,00 | Koncentrace L-Trp 000 020 040 060 08 100 1,20
konc.[mg/L] konc.[mg/L]




ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

Cas odbéru . ) % % % % %
V;?)Elgijkzd 1o | % | na f.fli'.?u g | o6 | D e | e | [ ae | oo | e | e | oo | | e | o6 | e Promr| 52| RoD
objemu zménu zménu zménu zménu zménu
objemu objemu objemu objemu objemu
2 hod * N.A. N.A. 0,00 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,11 0,05 0,03 0,00 0,00 -0,01 0,24 0,11 0,06 0,01 0,03 | 203,61
2.5 hod 3,85 1,79 1,71 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,23 0,11 0,11 0,00 | 0,00 -0,01 2,98 | 1,39 0,17 0,33 0,62 | 189,95
4 hod 6,31 2,94 2,92 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,38 0,18 0,18 0,10 | 0,05 -0,01 1,33 | 0,62 0,62 0,62 1,05 | 171,46
5 hod 9,15 4,26 4,22 0,08 0,04 0,04 0,00 0,00 -0,01 0,97 0,45 0,45 0,33 0,15 0,15 2,39 1,11 1,10 0,99 1,49 | 150,25
6 hod 15,44 7,18 7,11 0,16 0,08 0,08 0,06 0,03 0,03 1,85 0,86 0,85 0,59 0,27 0,27 5,46 2,54 2,51 181 2,52 139,36
7 hod 24,29 11,30 11,15 0,72 0,34 0,33 0,11 0,05 0,05 2,58 1,20 1,18 1,73 0,80 0,79 9,09 4,23 417 2,94 3,91 | 132,76
8 hod 33,79 | 15,71 15,47 1,68 0,78 0,77 0,21 0,10 0,10 3,27 1,52 1,50 3,82 1,78 1,75 12,66 | 5,89 5,79 4,23 5,35 | 126,38
10 hod 58,69 | 27,30 26,78 8,71 | 4,05 3,96 0,31 0,14 0,14 4,60 2,14 2,10 11,18 | 5,20 5,09 19,55 | 9,09 8,92 7,83 8,89 | 113,54
15 hod 102,66 | 47,75 46,72 30,87 | 14,36 | 14,02 5,16 2,40 2,34 8,32 3,87 3,79 47,04 | 21,88 | 21,37 | 35,76 | 16,63 | 16,27 17,42 | 14,72 | 84,50
20 hod 133,91 | 62,29 60,77 61,83 | 28,76 | 28,00 24,80 | 11,53 11,23 | 16,04 7,46 7,27 84,75 | 39,42 | 38,39 | 53,85 | 25,04 | 24,42 28,35 | 17,82 | 62,85
26 hod 171,22 | 79,64 77,54 103,21 | 48,00 | 46,65 69,48 | 32,32 31,38 | 37,53 | 17,45 16,96 |[115,29| 53,62 | 52,14 | 84,50 | 39,30 | 38,37 43,84 | 18,80 | 42,88
30 hod 201,70 | 93,81 91,10 127,53 | 59,32 | 57,50 | 105,33 | 48,99 | 47,44 | 55,89 | 26,00 2519 |[13529]62,93 | 61,03 |108,43|50,43 | 48,92 55,20 | 19,70 | 35,69
33 hod 201,10 | 93,53 90,74 139,12 | 64,71 | 62,64 | 119,70 | 55,67 | 53,84 | 66,22 | 30,80 29,80 |144,73]67,32 | 6520 |122,47|56,96 | 55,17 59,57 | 18,03 | 30,27
36 hod 200,92 | 93,45 90,49 149,16 | 69,38 | 67,01 | 131,30 | 61,07 58,92 | 77,20 | 35,91 34,65 |153,16| 71,24 | 68,85 |135,74] 63,13 | 61,00 63,49 | 16,48 | 25,95
40 hod 200,27 | 93,15 90,11 161,00 | 74,88 | 71,87 | 144,22 | 67,08 | 64,63 | 95,41 | 44,38 42,74 116299 75,81 | 73,16 |151,06( 70,26 | 67,77 68,38 | 14,02 | 20,50

* Odbér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprostiedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Priloha F - Disoluce tablet B — 100 rpm

Plochy L-Trp
hod Plocha piki [mV-s] X
° 1 2 3 4 5 6 (A-a)k (A-q)lk (As-a)lk (As-a)/k (As-a)/k (As-a)/k
2 17133 30347 17618 0 7234 61773 0,00 1,66 0,96 -0,01 0,39 3,39
25 16 501 29 127 17552 0 6237 63 302 0,90 1,60 0,96 -0,01 0,33 348
4 28003 45816 38 762 0 29 849 152 565 1,40 2,51 213 -0,29 1,64 8,92
5 37997 68 527 63 124 1419 66 816 252 142 2,00 3,77 347 -0,20 367 14,93
6 57 142 143012 96 279 6812 101 287 373661 316 8,34 5,30 012 5,82 22,26
7 124 120 274 156 145939 26 324 146 921 508 718 7,20 16,26 8,03 1,30 8,58 30,41
8 212 880 458 881 232510 75 156 209 048 647 505 12,56 27,40 12,80 425 12,33 38,79
10 475720 935 259 510 062 204392 | 425320 971 448 28,42 56,15 30,49 12,05 25,38 58,33
15 1304120 | 1815600 | 1287779 | 790866 | 1003496 | 1690878 78,41 109,28 77,42 47,44 60,27 101,75
20 1869796 | 2287921 | 1810326 | 1441673 | 1549520 | 2148308 112,55 137,78 108,96 86,71 93,22 129,35
26 2 495 387 2 676 493 2248 377 2 020 284 2012978 2482 414 150,30 161,23 135,39 121,63 121,19 149,52
30 2853372 | 2951772 | 2588339 | 2386462 | 2320954 | 2737586 171,90 177,84 155,91 14373 139,77 164,91
33 2081184 | 3149265 | 2746499 | 2558803 | 2480727 | 2833725 179,61 189,76 165,45 154,13 149,41 170,72
36 3078765 | 3156970 | 2884633 | 2694960 | 2603083 | 2914665 185,50 190,22 173,79 162,34 156,80 175,60
40 3157419 | 3142975 | 3020564 | 2841982 | 2776436 | 3002683 190,25 189,38 181,99 171,21 167,26 180,91
Kalibracni fada I Kalibracni fada II
B > 000000 y =16 570,5x+ 4 791,0 25000 y =18 146,4x + 1785
>-; 4000 000 R*=1,0 E 20 000 =10
Z 3000000 £ 15000
g 21000 000 j:: 10000
< 1000 000 2 5000
0 0
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 000 020 040 060 080 100 120
konc. [mg/L] konc. [mg/L]




Koncentrace L-Trp ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

Cas odbéru % % % % % %
V;Z)g?;ijkid 12 | % konr;g' 2% | % konrj;g. 3 | o konrj;g. 4 | % koniallg. 5 | 9% kongg' 6% | % kon?g' Promé 1 spoe | R0
zmenu zmenu zmenu zmenu zmenu zmenu
objemu objemu objemu objemu objemu objemu
2 hod * 0,93 0,43 0,00 2,06 0,96 0,58 1,28 0,60 0,34 0,00 0,00 0,00 0,52 | 0,24 0,14 458 | 2,13 1,18 0,37 042 | 11191
2.5 hod 0,90 0,42 0,42 1,47 0,68 0,74 0,96 0,45 0,45 0,00 0,00 0,00 0,34 0,16 0,16 3,54 1,65 1,62 0,56 0,53 93,78
4 hod 1,41 0,65 0,65 2,48 1,15 1,17 2,06 0,96 0,99 0,00 0,00 -0,13 152 | 0,71 0,76 8,95 | 4,16 4,14 1,26 1,35 | 107,04
5 hod 2,01 0,94 0,93 3,87 1,80 1,75 3,54 1,65 1,61 0,07 0,03 -0,09 3,76 1,75 1,70 15,00 | 6,98 6,92 2,14 2,23 | 104,61
6 hod 3,18 1,48 1,46 8,39 3,90 3,86 5,55 2,58 2,45 0,37 0,17 0,06 5,86 2,72 2,70 22,39 | 10,42 10,31 3,47 3,27 94,22
7 hod 7,26 3,38 3,33 16,39 | 7,62 7,52 8,59 3,99 3,72 131 0,61 0,60 8,65 | 4,02 3,97 30,65 | 14,26 | 14,08 5,53 4,32 | 78,01
8 hod 12,67 5,89 5,80 27,65 | 12,86 12,65 13,87 6,45 5,92 4,29 1,99 1,96 12,44 | 5,79 5,70 39,14 | 18,20 | 17,94 8,33 5,33 | 64,07
10 hod 28,73 13,36 13,10 | 56,77 | 26,40 25,89 30,83 | 14,34 14,06 12,18 5,66 5,55 25,66 | 11,93 | 11,70 | 58,98 | 27,43 | 26,93 16,20 7,71 47,60
15 hod 79,35 36,91 | 36,07 [110,59| 51,44 | 50,30 78,36 | 36,44 | 35,62 | 48,01 | 22,33 | 21,81 | 60,99 | 28,37 | 27,74 |102,97 | 47,89 | 46,88 36,40 9,93 | 27,28
20 hod 114,13 | 53,08 | 51,73 [139,71| 64,98 | 63,38 | 110,49 | 51,39 | 50,09 | 87,93 | 40,90 | 39,83 | 94,53 | 43,97 | 42,85 |131,17| 61,01 | 59,55 51,24 8,35 16,30
26 hod 152,56 | 70,96 69,03 |163,65]| 76,12 74,12 | 137,43 | 63,92 62,20 | 123,46 | 57,42 55,83 |123,01| 57,21 | 55,67 |151,76 | 70,59 | 68,79 64,27 6,95 10,81
30 hod 174,83 | 81,32 | 78,91 |[180,87| 84,13 | 81,72 | 15856 | 73,75 | 71,59 | 146,17 | 67,99 | 6594 |142,15]| 66,12 | 64,17 | 167,72 | 78,01 | 75,83 73,03 6,44 8,82
33 hod 182,85 | 85,05 | 82,43 (193,18 89,85 | 87,16 | 168,44 | 78,34 | 7595 | 156,91 | 72,98 | 70,69 |152,11| 70,75 | 68,57 |173,79| 80,83 | 78,48 77,21 6,41 8,30
36 hod 189,22 | 88,01 85,12 | 194,03 | 90,25 87,37 | 177,27 | 82,45 79,75 | 165,59 | 77,02 74,43 159,94 | 74,39 | 71,94 |179,12 83,31 | 80,71 79,89 5,43 6,80
40 hod 194,25 | 90,35 | 87,28 | 193,36 | 89,94 86,99 | 185,82 | 86,43 83,48 | 174,82 | 81,31 78,47 |170,78 | 79,43 | 76,70 |184,721 8591 | 83,13 82,68 3,96 4,79

* Odbeér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprostiedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Priloha G - Disoluce tablet A — 100 rpm (kosicky)

Plochy L - Trp
Plocha piki [mV-s] X
hod 1 2 3 4 5 6 (A-q)/k (A-a)/k (As-q)/k (As-q)/k (As-0)/k (As-a)/k
2 475 000 76 902 103 036 90 445 100 194 111533 30,68 4,37 6,09 5,26 591 6,65
2,5 445 435 86 491 113 203 104 502 137 837 127 344 28,73 5,00 6,77 6,19 8,39 7,70
4 633 467 151 247 183 502 159 547 244 406 206 325 41,16 9,28 11,41 9,83 15,44 12,92
5 719 130 194 890 227 879 193 155 306 651 258 505 46,82 12,17 14,35 12,05 19,55 16,37
6 804 738 239180 271594 227997 367 278 319718 52,48 15,09 17,24 14,35 23,56 20,42
7 904 073 285 633 319 594 265 821 422782 390 218 59,05 18,16 20,41 16,85 27,23 25,08
8 1014 279 332619 370559 307 871 476 931 473 426 66,33 21,27 23,78 19,63 30,81 30,58
10 1251 893 445 647 471194 412 810 587 491 672 795 82,04 28,74 30,43 26,57 38,12 43,76
15 1702 758 784 094 713174 805 950 900 927 1158 455 111,85 51,12 46,43 52,56 58,84 75,86
20 2095 425 1316 378 979 777 1364 668 1362551 1657 453 137,80 86,30 64,05 89,50 89,36 108,85
26 2 472 656 1812 427 1379 665 1751 290 2015913 2124 825 162,74 119,10 90,49 115,05 132,55 139,75
Kalibra¢ni fada I Kalibraé¢ni fada 11
— g ggg 888 y=15 12;;1:3? J(r)()lo 867,54 - zz 222 y= 202}228811x04(-) 436,92
£ 2500000 | : |
Z 2000000 g 0
£ 1000000 g 00
2 500000 g 500
0 0
0,00 100,00 200,00 300,00 000 020 040 060 080 1,00 1,20
konc. [mg/L] ’ l " konc.[mgiL] ’ l




Koncentrace L — Trp ve vzorcich

Koncentrace L-Trp ve vzorcich [mg/L]

C%’s 0, 0, o) 0, 0,
?/(zicl)):lzlljl koﬁg. koﬁg. koﬁg. kof;g. kof;g. % Iﬁ;rig.
od 1** % na 27** % na 3** % na 4 ** % na 5** % na 6 ** % Zménu Priamér % | SD % | RSD %
pocatku zménu zménu zménu zménu zménu objemu
objemu objemu objemu objemu objemu
2hod* | 40,91 | 19,03 | 10,70 | 583 | 2,71 1,52 8,13 3,78 2,13 7,02 | 327 1,84 7,88 | 3,67 2,06 8,88 4,13 2,32 3,43 3,26 | 95,19
25hod | 28,79 | 13,39 | 13,36 | 502 | 2,33 2,32 6,79 3,16 3,15 6,21 | 289 2,88 842 | 392 3,90 7,72 3,59 3,58 4,87 3,83 | 78,77
4 hod 41,29 | 19,20 | 19,13 9,32 4,33 431 11,45 5,33 5,30 9,87 4,59 4,57 1549 | 7,21 7,17 12,97 6,03 6,00 7,75 5,18 66,84
5 hod 47,06 | 21,89 | 21,75 | 12,23 | 5,69 5,65 14,43 6,71 6,66 12,12 | 5,64 5,59 19,66 | 9,14 9,07 16,46 7,66 7,60 9,39 5,66 60,25
6hod | 52,80 | 24,56 | 24,37 | 1519 | 7,07 7,00 17,35 8,07 8,00 | 1445 | 6,72 6,66 | 23,71 | 11,03 | 10,93 20,55 9,56 9,47 11,07 6,12 | 55,30
7hod | 59,52 | 27,68 | 27,40 | 18,32 | 8,552 8,42 20,58 9,57 946 | 17,00 | 7,91 7,81 | 27,45 | 12,77 | 12,62 25,28 11,76 | 11,62 12,89 6,70 | 52,02
8hod | 66,93 | 31,13 | 30,76 | 21,47 | 9,99 9,85 24,00 11,16 11,01 | 19,82 | 9,22 9,09 | 31,09 | 14,46 | 14,27 30,86 1435 | 14,16 14,86 7,38 | 49,66
10hod | 82,94 | 38,58 | 38,04 | 29,06 | 13,52 | 13,31 30,77 14,31 14,10 | 26,87 | 12,50 | 12,31 | 38,54 | 17,93 | 17,66 44,24 20,58 20,25 19,28 8,82 45,75
15hod | 113,19 52,64 | 51,84 | 51,73 | 24,06 | 23,64 46,99 21,85 21,49 | 53,19 | 24,74 | 24,30 | 59,55 | 27,70 | 27,24 76,78 35,71 35,08 30,60 10,44 | 34,11
20 hod | 139,73 | 64,99 | 63,88 | 87,51 | 40,70 | 39,90 | 64,95 | 30,21 29,65 | 90,75 | 42,21 | 41,37 | 90,61 | 42,14 | 41,35 110,37 | 51,34 | 50,34 44,41 10,58 | 23,82
26 hod | 165,18 | 76,83 | 75,02 |120,88 | 56,22 | 55,07 | 91,84 | 42,72 41,88 | 116,78 | 54,31 | 52,89 |134,53| 62,57 | 60,95 141,84 | 6597 | 64,27 58,34 10,26 | 17,58

* Odbeér po 2 hodinach - v 0.1N HCI - bezprosttedné pied upravou pH; dalsi odbéry v pufru pH 6.8
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Piiloha H - Ukéazka chromatogramu

mV
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Ukézka chromatogramu z kapalinové chromatografie vyhodnocené programem LCSolution Version 1.22. SP1, pro roztok odpovidajici

koncentraci 100 mg/L s retenénim ¢asem 2,846 min.
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