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Abstrakt

Cilem této diplomové prace je statistick¢é prokdzani, zdali Ize vyuzit hromadné vyrabéné
1éCivé pripravky jako alternativni zdroj referencnich materialG pro kalibraci v analytické
chemii. Tyto pfipravky by mohly byt potencidlni alternativou v piipadech, kdy hraje zasadni
roli ¢as, naptiklad pfi klinickém vySetieni intoxikace, neni-li po ruce analyticky certifikovany
referenni material. Jako analytickd metoda byla vybrana jedna v praxi z nejpouzivanéjSich
metod, vysokoucinna kapalinova chromatografie. Jako hromadné vyrabéné 1éCivé ptipravky
byly vyuzity l1éCivé ptipravky s obsahem ucinné latky paracetamol a kodein, a to konkrétné
Panadol Novum 500 mg, Paramax RAPID 500 mg, Paramax RAPID 1 g, Paralen 500 mg,
Codein Slovakofarma 28,72 mg a Talvosilen, ktery obsahuje obé zminéné ucinné latky,
a to 500 mg paracetamolu a 30 mg kodeinu na jednu tabletu. U ptipravku Paramax RAPID
500 mg byly testovany dvé rozdilné Sarze. V prubéhu celého analytického procesu byly
testovany potencialni zdroje chyb, konkrétné€ vazeni, piiprava roztokd a métici ptistroj. Kazdy
jednotlivy potencidlni zdroj chyb byl staticky testovdn na dvou typech zasobnich roztoki
za pomoci analyzy rozptylu a Studentova jednovybérového #-testu. Bylo statisticky potvrzeno,
ze jednotlivé vybrané procesy nevnasi do analytického postupu chyby. Za pomoci ziskanych
smérnic kalibrac¢nich zavislosti bylo dale statisticky prokazano, ze vybrané hromadné
vyrabéné 1écivé piipravky mohou byt alternativnim zdrojem referencnich material

v analytické kalibraci.

Kli¢ova slova: hromadné vyrabéné 1éCivé pripravky, kalibrace, referenéni material,

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s UV detekei



Abstract

This thesis aims to statistically demonstrate whether mass-produced medicinal products can
be used as an alternative source of reference materials for calibration in analytical chemistry.
These preparations could be a potential alternative in cases where time is of the essence,
for example in the clinical investigation of intoxication, if analytically certified reference
material is not at hand. One of the most used methods in practice, high-performance liquid
chromatography, was chosen as the analytical method. Like mass-produced medicinal
products containing the active substances paracetamol and codeine were used, namely
Panadol Novum 500 mg, Paramax RAPID 500 mg, Paramax RAPID 1 g, Paralen 500 mg,
Codein Slovakofarma 28.72 mg and Talvosilen, which contains both mentioned active
substances, namely 500 mg of paracetamol and 30 mg of codeine per tablet. Two different
lots were tested for Paramax RAPID 500 mg. Potential sources of error were tested
throughout the analytical process, namely weighing, solution preparation, and the measuring
device. Each potential source of error was statically tested on two types of stock solutions
using analysis of variance and Student's one-sample #-test. It was statistically confirmed that
the individually selected processes do not introduce errors in the analytical procedure. With
the help of the obtained calibration dependence guidelines, it was further statistically proven
that selected mass-produced medicinal products can be an alternative source of reference

materials in analytical calibration.

Key words: calibration, high performance liquid chromatography with UV detection, mass-

-produced medicinal products, reference materials
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1 Cil diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo statické dokazani, zdali 1ze vyuzit hromadné vyrabéné lécivé
piipravky jako alternativni zdroj standardi ke kalibraci v analytické chemii. Byla zvolena
v praxi nejbéznéji pouzivana vysokoucinnd kapalinova chromatografie s UV detekci. Jako
testované pripravky byly zvoleny Panadol Novum 500 mg, Paramax RAPID 500 mg,
Paramax RAPID 1 g, Paralen 500 mg, Codein Slovakofarma 28,72 mg a Talvosilen
(paracetamol 500 mg, kodein 30 mg). Byly proméieny kalibracni zavislosti pro referencni
materidly a tyto vybrané 1éCivé piipravky s obsahem paracetamolu a kodeinu. Ziskané
kalibracni zavislosti byly testovany na potencidlni pti¢iny vzniku analytické chyby, za vyuziti
dvou druhi statického testovani hypotéz, a to analyzy rozptylu a Studentova jednovybérového

f-testu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Kalibrace v analytické chemii

Termin ,kalibrace* je vSeobecné chapan jako proces instrumentalni standardizace ¢i Upravy.
Je obecné spojovan s nastavenim konkrétnich parametri predmétu na vyzadované veliciny
a s nastavenim pozadovaného nastroje tak, aby spravné vykondval svoji funkci [1]. OvSem
aspekty v kazdém chemickém postupu, ktery vede ke stanoveni typu a koncentrace
(mnozstvi) analytu ve vzorku. I pfes velky rozvoj analytickych metod a pfistrojového
vybaveni zlistava analytickd kalibrace kli¢ovych prvkem v chemické praxi. Zejména pfistroje
pouzivané¢ pro instrumentdlni analyzu ndm neposkytuji konkrétni koncentraci analytu,
ale pouze odezvu odpovidajici pfitomnosti analytu ve vzorku. Pomoci kalibrace
transformujeme odezvu signdlu na koncentraci (mnozstvi) analytu ve vzorku. Bez
jednorozmérové kalibrace, ktera je soucasti vétSiny analyz, by nebylo mozné ziskat spravné
informace o mnoZstvi a typu analytu pfitomného ve vzorku [2, 3].

Proces analytické kalibrace zahrnuje prevazné¢ vykondvani meéfeni a interpretaci
naméfenych dat, a proto se fadi do oblasti metrologie [1]. Cesky metrologicky ustav definuje
kalibraci jako ,.Cinnost, kterd za specifikovanych podminek v prvnim kroku stanovi vztah
mezi hodnotami veli€iny s nejistotami méfeni poskytnutymi etalony a odpovidajicimi
indikacemi s pfidruZzenymi nejistotami méfeni a ve druhém kroku pouZije tyto informace
ke stanoveni vztahu pro ziskani vysledku méfeni z indikace® [4]. Dle této definice kalibrace
stanovuje metrologické charakteristiky pfistroje, systému nebo referen¢niho materialu.

Pojem kalibrace v analytickém kontextu spiSe pfiblizuje IUPAC, ktera definuje
analytickou kalibraci jako ,,proces urCujici funkéni vztah mezi naméfenymi hodnotami
(intenzitou signalu) a analytickymi veli¢inami charakterizujici typy analytd a jejich

mnozstvi“ [5].
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2.2 Kalibrace v kvalitativni a kvantitativni analyze

V oblasti analytické chemie muzeme rozliSit dva piistupy ke kalibraci, a to kvalitativni
a kvantitativni [6]. Proces kalibrace je obvykle spojovan s kvantitativni analyzou, nicméné
1 v kvalitativni analyze je kalibrace dulezitou soucasti kazdého analytického postupu.
Kvalitativni pojeti této problematiky zahrnuje kalibraci analytickych parametrd, které
vystihuji typy chemickych latek a vytvoreni modelu slouzici pro ucely identifikace. Jako
ptiklad 1ze uvézt potvrzeni analytd v chromatografii na zaklad¢ jejich retencnich cCast [7].
V kvalitativni analyze je tedy identifikace analytu zalozena na hodnoté veli¢iny, kterad
je charakteristickd pro pouzitou metodu meéfeni, jako naptiklad doba migrace, proudové
napéti ¢i vinova délka. Analyticka funkce zde popisuje vzajemny vztah mezi polohou signalu
a typem analytu [8-9]. V kvantitativni analyze je mirou kvantity analytu nejvyssi intenzita
méfeného signalu. Analytickd funkce zde vyjadiuje vztah mezi intenzitou signalu

a mnozstvim analytu ve vzorku [10].

2.3 Analytické metody méfeni

Hlavnim cilem kvantitativni analytické chemie je stanoveni obsahu ¢i koncentrace vybranych
analyti ve vzorcich, respektive stanoveni urcité kvantitativni veli¢iny. Abychom ziskali
pozadovanou kvantitativni veli¢inu je nutné vyjadiit matematicky vztah mezi méfenymi
veli¢inami a stanovovanou kvantitativni veli€inou. Podle povahy zminéného matematického
vztahu Ize méteni neznamych vzorkl rozdélit na dva riizné zplsoby, a to absolutni (primarni)
a relativni (srovnavaci) [11, 12].

Mezi absolutni metody fadime takové metody, které k vyjadieni vztahu mezi
méfenymi veliCinami a hledanou kvantitativni veli¢inou vyzaduji pouze veli¢iny, které lze
dohledat v tabulkéch ¢i jsou ziejmé z teorie. Neboli jsou to metody, které jsou zcela popsany
a pochopeny a jejich kompletni vycet nejistot je znam. Tyto vlastnosti jsou divodem
piijimani vysledkl absolutnich metod bez vztahu k referencnim materialim méfené veliciny.
Mezi primarni metody patii gravimetrie, coulometrie, izotopové zied'ovani s hmotnostni
spektrometrii ¢i neutronova aktivacni analyza [13].

U relativnich metod hraje zésadni roli analytickd funkce, kterd vyjadiuje vztah mezi
sledovanou kvantitativni veli¢inou a veli¢inou métenou (2.1), zde mezi koncentraci analytu

a pristrojového signalu
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§=£(c) @.1)

Hledany vztah je vyjadfen pomoci chemickych standardd. Vyuziti chemickych
standardli patii mezi nepostradatelnou cast kalibrace a jsou pouzivany v kazdé analytické
metod¢ vyjimaje absolutni metody. V analytické praxi existuje n€kolik kalibra¢nich postupti,

nejcasteji to jsou kalibrace vnéj$imi standardy, ptimé porovnani ¢i titrace [1].

24 Kalibrace vnéjSimi standardy

Kalibrace vnéj$imi standardy patii mezi nejcastéji vyuzivané kalibra¢ni postupy v analytické
praxi a téz je pouzita v této diplomové praci. Tento kalibracni postup je zaloZen na pfipravé
sady roztokl standardi oddélené od analyzovaného vzorku. Sada kalibra¢nich roztoki slouzi
k vytvofeni kalibracni funkce, kterd je zhotovena na zakladé¢ hodnot odezvy pfistroje
zavislych na zndmém mnozstvi hledané latky. Kalibra¢ni funkci lze ziskat dvéma zpisoby,
a to graficky nebo pomoci matematického vztahu. Nejbéznéji pouzivanym postupem k ziskéni
kalibracni kiivky je pouziti grafu zavislosti odezvy pfistroje na znamém mnozstvi analytu.
Na obr. 2.1 je zndzornéna ukézka line4drni kalibra¢ni funkce zéavislosti odezvy pfistroje
na koncentraci analytu. Pti vyuziti grafické kalibra¢ni funkce je nejprve nutné prolozit datové
body ptimkou. Tato pfimka je déale vyuzita k predikci neznamé koncentrace analytu

ve vzorku, jak je na obr. 2.1 zndzornéné Cervenou ¢arou [11].

1200

900 -

600 |- . .

300 —

0 20 40 60 80 100

¢
Obr. 2.1 Linearni kalibrac¢ni funkce zavislosti odezvy piistroje na mnozstvi analytu a ukazka odectu koncentrace

na zaklad€ zméfeného signélu vzorku.
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V dnesni dobé jsou grafické kalibraéni metody nahrazeny pocitaCovymi analyzami
Ciselnych dat. Mezi nejbéznéjsi statistické metody patii metoda nejmensich ctverct, kterad

nam umoznuje ziskdni matematické rovnice popisujici kalibra¢ni funkci [11].

2.5 Metoda nejmenSich &tvercu

Metoda nejmensich Ctvercii se fadi mezi zakladni néstroje linedrni regresni analyzy, kterd nam
poskytuje informace ohledné¢ datovych bodii reprezentujicich naméfend data. Informace jsou
ziskany pomoci prolozeni souboru bodu v grafu ptimkou, jak je zndzornéno na obr. 2.1, kde
svisla osa y popisuje zavisle proménnou, a naopak vodorovna osa x nezavisle proménou.
Metodu nejmensich ctvercl lze pouZit v situacich, kdy jsou splnény dva ptedpoklady [11].
Prvni podminkou je existujici linearni vztah mezi zavisle a nezadvisle proménnou veli¢inou,

ktery ndm matematicky popisuje rovnice
y=ax+b (2.2)

kde y je zavisle proménné veliina, a je smérnice piimky, x je nezdvisle proménné veli¢ina
a b je usek zavisle proménné veli¢iny. Druhym pfedpokladem jsou zanedbatelné nejistoty
u nezavisle proménnych hodnot. Podminky aplikace metody nejmensich ¢tvercti jsou splnény
u mnoha analytickych metod, a proto jsou jednim zhlavnich néstrojii vyuzivajicich
v analytické chemii ke stanoveni hledané koncentrace pomoci linedrn€ kalibra¢ni
zavislosti [11].

Postup nalezeni pfimky metodou nejmenSich Ctvercii je zaloZzen na minimalizaci
souctu druhych mocnin rezidui pro vSechny datové body. Reziduum je rozdil mezi funkéni
a naméfenou hodnotou, respektive udava chybu, kterou se pfi prolozeni pifimkou v pfislusném
bod¢ dopoustime. Pomoci metody nejmensich ¢tverca taktéz ziskame smérodatnou odchylku
pro smérnici a usek. Postup je proveden pomoci dvojité derivace, a to nejprve podle a a dale
podle b, které se néasledn¢ prolozi do rovnosti nule. VyieSenim ziskané rovnice o dvou
neznamych a a b ziskdme nejvhodnéjsi odhady dvou nezndmych, a to smérnice a tseku [11].

Vysledek souctu druhych mocnin rezidui ziskame ze vztahu

N
Stesia = ) [vi = (ax; + b 23)
i=1
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kde Srezid je soucet druhych mocnin rezidui, N je pocet prokladanych boda zavislosti, y jsou
zavisle proménné veliiny, x jsou nezavisle proménné veliiny, a je smeérnice piimky
a b je usek primky.

Pfi nalezeni piimky je velmi dualezité definovat nasledujici veliiny Sxx, Syy a Sxy
(2.4-2.6). Pomoci téchto definovanych matematickych vztahit mohou byt odvozeny potiebné
veli¢iny, jako jsou smérnice (2.7), usek (2.8), smérodatna odchylka od regrese (2.9),
smérodatnd odchylka smérnice (2.10), smérodatna odchylka tseku (2.11) a smérodatna

odchylka vysledku ziskaného z kalibra¢ni zavislosti (2.12) [11].

_ X x)?
Se= ) =P = ) xf - @4
N2

Syy = z(%‘ —y)PE = Zylz - (Zi]]l) (2.5)
Syy = Z(xi -xX)- -y = in Yi — w (2.6)
a = Sxy/Sxx 2.7)
b= y—ax (2.8)

Syy — a?Syx (2.9)
Sregr = [N '
Sy = Siegr (2.10)

_ Xxf B 1
Sp = Sregr\/Nzxiz e xi)z = Sregr\/N ey xi)z/z xiz (2.11)
. — Aa7)2

va:%j%*%*% e.12)
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kde x; a yi jsou dvojice dat veli¢in x a y, N je pocet parQ, X a y jsou prumérné hodnoty pro
X a y, a je smérnice pfimky, b je usek pfimky, swg je smérodatnd odchylka od regrese,
sa je smérodatnd odchylka smérnice, s, je smérodatnd odchylka tseku a svys1 je smérodatna
odchylka vysledku ziskaného z kalibra¢ni kiivky [11, 14].

Dnes se tyto vypocty snadno realizuji za pomoci pocitacovych programil.

2.6 Referen¢ni materialy v kalibraci

Referencni materidly patii mezi hlavni nastroje vyuZzivané k realizaci fady aspektl jakosti
meéfeni a jsou pouzivany napii¢ mnoha obory ke stanoveni chemického slozeni, klinickych,
biologickych, fyzikalnich a inzenyrskych vlastnosti [15, 16]. Referen¢ni materialy jsou
uzivany pro ruzné zpusoby, a to pro kalibraci, validaci metod, odhad nejistoty méteni

a pro zdméry vnéjsiho hodnoceni jakosti a vnitiniho fizeni jakosti [17, 18]. Existuje nékolik

typi referencnich materiald, které jsou charakterizovany svou ,identitou” (naptiklad

mikrobiologicky druh a chemicka struktura) nebo ,,hodnotou vlastnosti“ (naptiklad mnozstvi
chemické slozky). Nej¢asteji vyuzivanymi typy referen¢nich materiald jsou:

o Cisté ldtky, které jsou charakteristické pro obsah stopovych negistot a/nebo svoji
chemickou ¢istotou.

e  Standardni roztoky a smési plynii vyrabéné obvykle z Cistych latek.

e Matricni referencni materialy obsahujici urcité hlavni, vedlej$i nebo stopové chemické
slozky, které mohou byt pfipraveny jako syntetické smési nebo z matric obsahujicich
zajmové slozky.

Cisté latky jsou duleZitou soucasti analytickych postupty, jelikoZ jsou vyuZivany
pii kalibraci postupu méteni. Pracovni kalibraéni roztoky jsou v procesu meéfeni klicoveé
a k jejich pfipravé je Casto vyuzit Cisty referencni material ¢i certifikovany roztok cistého
materidlu. Pfi validaci metod jsou vyuzivany matricni referencni materialy, které slouzi

k nezavislému posouzeni vychyleni metod [18].
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2.6.1 Klasifikace a navaznost referencénich materiald

Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) klasifikuje referenéni materialy do dvou tfid,
a to na certifikované referenni materidly (CRM) a referen¢ni materialy (RM). Certifikované
referenni materialy jsou referenni materialy, které obsahuji certifikat zarucujici, Ze jedna
¢i vice hodnot vlastnosti je ziskano certifikovanych postupem. Tento postup zajistuje
navaznost k nalezité realizaci jednotky, v niZ jsou formulovany hodnoty vlastnosti. Kazda
certifikovana hodnota musi obsahovat nejistotu méfeni charakterizujici rozptyl hodnot pfi
uvedené¢ hladin€¢ spolehlivosti. Referencni materidly jsou latky charakteristické svou
homogenitou a dobrou stanovitelnosti pro konkrétni analyticky tcel. Tyto aspekty jsou
dalezité pro vyuziti referencnich materialti ke kalibraci pfistroji, hodnoceni méticich metod
¢i k pfitazeni hodnot materialim. Referen¢ni materidly lze také klasifikovat na primérni
referenéni materialy, sekundarni referen¢ni materidly a interni nebo pracovni referencni
materialy, které se 1i8i svoji nejistotou [19].

Dulezitd funkce referencnich materidli spocivd v pfenosu spravnosti mefeni mezi
riznymi laboratofemi, coz je mozné diky jejich vzajemné navaznosti. Navaznost je vlastnost
vysledku méteni nebo hodnoty standardu, které lze porovnat k urcené referenci, jako je
narodni ¢i mezinarodni standard, pomoci plynulého fetézce srovnavani. Hodnoty vlastnosti by
mély byt nejlépe navazany na jednotky SI, avSak navaznost je v chemickém méfeni pomérné
novou zalezitosti, a proto existuje velmi malo chemickych referen¢nich materialti explicitné
navéazanych na jednotky SI [15, 17, 19]. Navaznost ndm tedy umoznuje porovnavat vysledky

méieni nehled€ na hranice a nezavisle na case [20].

2.6.2 Poptavka a nabidka referenénich materiala

Vyvoj novych analytickych metod a jejich aplikace vyvolavd velkou poptavku
po referencnich materialech v celosvétovém méftitku. Dilezitym hnacim motorem pro vyrobu
a pouziti referen¢nich materialll jsou neustéale se objevujici pfisn€js$i pozadavky na akreditace
laboratoti [21]. Vyroba referencnich materiali hraje vyznamnou roli ve zlepSovani
a v podpote uceleného celosvétového méficiho systému [20]. Dostupnost a vybér referencnich
materialil nepievysuje jejich poptavku, a proto si uzivatel musi zvolit nejptijatelné€j$i moznost
z dostupné nabidky. Po celém svéte se nachazi nékolik set organizaci vyrab¢jici desitky tisic

referenCnich materidli, mezi které se fadi mezindrodn€ uznavany americky National Institute
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of Standards and Technology [15, 17]. Déle existuje databaze Comar, kterd své uzivatele
informuje o referen¢nich materialech ptfipravené a certifikované v souladu s ISO 17034 [22].
V Ceské republice je jednim z vyrobet referenénich materialdt Cesky metrologicky institut,
ktery ziskal akreditaci na vyrobu CRM pro zajisténi metrologické navaznosti v oblastech
méfeni pH, elektrolytické konduktivity a syntetickych smési plyni/par podle normy CSN EN
ISO 17034:2017 [23].

Aby byly ziskany kvalitni referencni materialy, musi byt pfi vyrobé dodrzovana tada
pozadavki. Tyto pozadavky zahrnuji napiiklad pouziti vice testovacich metod pii stanoveni
certifikované hodnoty, dlouhodobé studie stability, testovani kratkodobé stability béhem
prepravy ¢i behem velmi zvySené teploty. Chemické laboratorni nadobi pro meéteni objemu,
jako jsou byrety, pipety a odmérné bariky, jsou rovnéz kontrolovany a kalibrovany [24].

Kvalitni referen¢ni materidly jsou vyrabény naroénym a drahym procesem, a proto
vyzaduji znacné finan¢ni, ¢asové a lidské zdroje. Kvili vysokym cenam komercéné
dodévanych referencnich materidli se laboratofim vyplaci vyrdbét vlastni referencni
materidly. Existuji ndvody, které uzivatele informuji o vyrobé referencnich materialt
v laboratofich, které nejsou na jejich vyrobu specializovany. Pfed samotnou vyrobou je
vhodné uvazit nékolik klicovych faktori, jako napiiklad vybér vychoziho materialu, testy

homogenity a stability, odhad nejistoty ¢i dokumentace a prokazani jakosti a navaznosti [15].

2.6.3 Vhodnost referenénich material

Zasadnim faktorem jakosti je nejistota spojena s certifikovanou hodnotou a spolehlivost jejiho
odhadu. Certifikované hodnoty by mély také obsahovat rozsitenou nejistotu U pii vyuZiti
koeficientu rozsifeni k = 2, jenz udéava hladinu spolehlivosti okolo 95 %. K celkové nejistoté
méfeni prispiva nejistota spojend s méfenim hodnoty vlastnosti referenéniho materidlu
vyuzitého pii méfeni. Tato dil¢i nejistota by se neméla podilet na celkové nejistoté vice nez
jednou tretinou. Jako ptiklad 1ze uvést referencni materil s certifikovanou hodnotou 99,9 %
a rozsifenou nejistotou U = 0,1 % (k = 2), kterd ptispéje k celkové nejistoté dil¢i nejistotou
0,1 %. Pti kalibraci je obvykle jako referenéni material pouzivana cista latka s urcitou
nejistotou, ktera nezahrnuje ostatni kroky metody, jako je rozpousténi vzorku a déleni

stanovované slozky. Dil¢i nejistoty téchto krokli by mély byt soucasti validace metody [15].
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Pfi vybéru vhodného referencniho materidlu by se meclo dbat na pifiméefenost

a pouzitelnost pro urcity analyticky pozadavek a vzit v potaz nasledujici okolnosti:

o meéfenou veli¢inu

o rozsah méteni (koncentrace)

o shodnost matrice a potencidlni interference
. velikost vzorku

. homogenitu a stabilitu

. nejistotu méfenti

. postupy pfifazeni hodnoty (méfeni a statistika) [16].

2.7 Hromadné vyrabéné |éCivé pripravky

Hromadné vyrdbéné 1é¢ivé piipravy jsou dulezitou soucasti 1éCivych piipravkil, které jsou
produkovany vyrobcem v Sarzich. Sarze obsahuje farmaceutické vyrobky pfipravené
v totozném vyrobnim cyklu ¢i postupu, a proto vykazuji vzajemnou stejnorodost. Na trhu jsou
tyto produkty prodavany ve zvlastnim obalu a pod zvlastnim ndzvem. Registraci hromadné
vyrabénych 1é¢ivych ptipravki v Ceské republice vykonava dozor nad kvalitou a bezpeénosti
1é¢iv, a to Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv a také Ustav pro statni kontrolu veterinarnich
biopreparati a 1éciv. Registraci nepodléhaji individualné piipravené 1éCivé ptipravky, které
tvofi druhou skupinu lé€ivych ptipravki [25, 26].

Lécivy piipravek je chemicka latka ¢i kombinace chemickych latek pfirodniho nebo
syntetického plivodu, které maji 1écebné a preventivni vyuZiti pti onemocnéni lidi nebo zvitat.
Jejich farmakologické a imunologické vlastnosti pozitivné ovliviiuji metabolismus, a tim
slouzi k obnové, Upravé ¢i zméné fyziologickych funkci. Pro farmaceutické a terapeutické
ucely jsou vyuzivany léCivé piipravy ziskané technologickym zpracovanim do riiznych
Iékovych forem [25-27]. V roce 2023 bylo na ¢eském trhu aktivné evidovano celkoveé 6588
hromadn¢ vyrabénych 1é¢ivych piipravki s riznymi u¢innymi latkami [28]. V této diplomové
préaci byly vyuzity 1é€ivé ptipravky, a to konkrétné 1é€ivé piipravky s obsahem u¢inné latky

paracetamol a kodein, respektive kodein ve formé kodein-fostat hemihydrat.
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2.8 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, 4-hydroxyacetanilid) patfi mezi nejrozsifenéj$i ucinné latky
pouzivané v celosvétovém méfitku, a to prevazné diky svym analgetickym a antipyretickym
ucinkiim [29, 30]. Jedna se o bily krystalicky prasek, jenz je mirné rozpustny ve vodé¢, avsak
lehce rozpustny v 96% ethanolu [31]. Strukturni vzorec paracetamolu je uveden na obr. 2.2,

kde je zndzornén typicky strukturni motiv pro N-acylovany aromaticky amin [32].

H
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Obr. 2.2 Strukturni vzorec paracetamolu (upraveno podle [32]).

Syntéza paracetamolu byla poprvé uskute¢néna Josephem von Meringem v roce 1893,
reakci p-nitrofenolu s cinem a ledovou kyselinou octovou [30, 33]. Od této doby je Siroce
vyuzivanou latkou v tad€ terapeutickych indikaci, které zahrnuji horecky a rGzné typy
akutnich bolestivych stavli (bolest hlavy, muskuloskeletalni bolest, bolest pii menstruaci,
bolest zad ¢i bolest zubli). Terapeutickd davka pro dospé€lé jedince zahrnuje dvé tablety
po 500 mg paracetamolu, podané peroralné kazdé Ctyfi hodiny. U déti standardni terapeuticka
davka zéavisi na vaze konkrétniho jedince [30].

V mnoha zemich patfi paracetamol mezi nejcastéjSi latky u nichz dochazi
k ptedavkovani, a to bud’ timysIn€ ¢i ndhodné [34, 35]. Jednorazova davka vyssi nez 10 g
nebo 150-200 mg kg' ma za nasledek tézkou hepatotoxitu, selhani jater, selhani ledvin
a dokonce 1 smrt. Mensi davky také nesou riziko poskozeni jater, a to u lidi trpici anorexii
¢i u lidi s chronickou zavislosti na alkoholu [29, 36]. Cytochrom P450 metabolizuje
paracetamol za vzniku reaktivniho toxického metabolitu N-acetyl-p-benzochinoniminu, ktery
je pri¢inou toxicity paracetamolu [29, 32]. V zavislosti na stavu jedince, existuje n¢kolik
variant pii1 1é€bé otravy paracetamolem. Jednotlivé varianty zahrnuji inhibici absorpce
paracetamolu (aktivni uhli, lavaz Zaludku), antidota zabrafnujici pfeménu na jeho toxicky
metabolit (cimeditin) a protildtky odstrafiujici n-acetyl-p-benzochinonimin (methionin,

cystein a acetylcystein) [29, 34].
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Paracetamol je velmi dobfe snaSen, coz je hlavnim faktorem Sirokého vyuziti
do riiznorodych léCivych piipravkl [37]. Paracetamol je k dostani bez 1ékatského predpisu
pod riznymi obchodnimi jmény, jako jsou Paralen, Panadol a Paramax RAPID [38—40].
Na cCeském trhu existuje paracetamol v nékolika Il€ékovych forméach, a to predevsim
v tabletach. K dostani je vSak 1 jako Cipek, prasek pro peroralni roztok, peroralni suspenze,

infuzni roztok a Sumiva granule [28].

2.81 Stanoveni substance paracetamolu dle Iékopisu

Dle Amerického 1ékopisu USP44 [41] Ize stanovit paracetamol pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie za vyuziti kolony typu C-18 (100%4,6 mm; 3,5 um), kterd
je temperovana na teplotu 35 °C. Mobilni fidze je sloZzena z methanolu a zroztoku
pfipraveného rozpusténim dvou latek, a to 1,7 g hydrogenfosfore¢nanu didraselného
a 1,8 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného ve vodé¢ a zfedéné¢ho vodou na 1000,0 ml. Obsah
paracetamolu je stanovovan pomoci gradientové eluce pii priitoku mobilni fize 1,0 ml min~'.
Konecna UV detekce probiha pti vinové délce 230 nm. Nastfikovy objem vzorku je 5,0 ul.

Ke stanoveni paracetamolu je v Britském Iékopisu 2020 [42] vyuzita taktéz
vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci pti vinové délce 254 nm. Mobilni faze
je sloZena ze dvou komponent. Prvni slozkou je zde roztok ziskany rozpusténim 1,7 g
hydrogenfosforeCnanu didraselného a 1,8 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného ve vodé¢
a ziedéného vodou na 1000,0 ml. Druhym komponentem je pfi této metodé methanol. Kolona
C-18 (150%4,6 mm; 5 um) je béhem gradientové eluce temperovana na teplotu 30 °C.
Nasttikovy vzorek o objemu 50,0 pl protékd kolonou rychlosti 1,5 ml min~".

Evropsky 1ékopis Ph. Eur. 11 [43] vyuziva ke stanoveni obsahu paracetamolu také
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii. Je zde vyuzita kolona C-18 (100x2,1 mm;
2,7 um), jenzZ je temperovana na teplotu 30 °C. Mobilni faze obsahuje methanol a roztok
ziskany rozpu$ténim 1,7 g hydrogenfosforecnanu didraselného a 1,8 g dihydrogen-
fosfore¢nanu draselného ve vodé a ziedéného vodou na 1000,0 ml. Prutok mobilni faze
béhem gradientové eluce je 0,3 ml min~!. Stanoveni je provedeno pii vinové délce 254 nm
pomoci gradientové eluce.

Dle Ceského Iékopisu 2024 [31] lze paracetamol stanovit pomoci metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie za vyuziti kolony C18 (250%4,6 mm; 5,0 um), ktera
je behem stanoveni temperovana na teplotu 35 °C. Mobilni faze je slozena ze smési 375,0 ml
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dodekahydratu hydrogenfosforeénantu sodného (¢ = 17,9 gdm™), 375,0 ml dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (¢ = 7,8 gdm™) a 250,0 ml methanolu, ktery obsahuje
tetrabutylamonium hydroxid (c = 400,0 g dm~). Pritok mobilni faze pfi isokratické eluce &ini
1,5 ml min~".

Podle Ceského 1ékopisu 2024 [31] a Evropského lékopisu Ph. Eur. 11 [43] lze
paracetamol jako Cistou substanci stanovit titracné. Vzorek o hmotnosti 0,300 g se rozpustni
ve smési 10,0 ml vody a 30,0 ml kyseliny sirové (¢ = 98 g dm~>). Nasledné se vzorek vaii pod
zpétnych chladi¢em. Po uplynuti jedné hodiny se vzorek ochladi a zfedi na pozadovany objem
100,0 ml. Ke 20,0 ml pfipraveného vzorku se ptida 40,0 ml vody, 40 g ledu, 15,0 ml kyseliny
chlorovodikové (¢ = 73gdm™) a 0,1 ml indikatoru feroinu. Titrace je provadéna
tetrasulfatoceri¢itanem amonnym (¢ = 0,1 mol dm~) do okamziku, kdy vizualni indikator
feroin prejde do zelenozlutého zabarveni. Objem 1,0 ml siranu ceri¢itého odpovida 7,56 mg

paracetamolu.

2.8.2 Stanoveni paracetamolu v tabletach dle Amerického a Britského Iékopisu

Stanoveni paracetamolu v tabletach dle Amerického 1€kopisu USP44 [41] lze za pomoci
metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci pti vinové délce 243 nm. Jako
mobilni faze je vyuzit 1,0% roztok octové kyseliny ve vodé a methanol. Kolona C-18
(100%4,6 mm; 3,5 um) je béhem experimentu zahtivana na teplotu 40 °C a mobilni faze zde
protéka rychlosti 0,5 ml min~!. Néstiikovy objem vzorku ¢&ini 10,0 pl. Obsah je stanovovéan
pomoci gradientové eluce.

Dle Britského Iékopisu 2022 [42] Ize stanovit paracetamol v tabletach pomoci
spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti. Nejprve se 20 tablet zvazi a dikladné rozdrti
a zhomogenizuje. Navazka, ktera odpovida 0,150 g paracetamolu, se kvantitativné pievede
do 50,0 ml hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol dm=. Do roztoku se nasledné piida
100,0 ml vody a po dobu 15 minut je vzorek prottepavan. Po uplynuti ur¢ené doby je vzorek
doplnén vodou na objem 200,0 ml a zfiltrovan. Ziskany filtrat o objemu 10,0 ml je ziedén
vodou na objem 100,0 ml. Ze zfedéného roztoku je déale odebran vzorek o objemu 10,0 ml,
ktery je smichan s hydroxidem sodnym (¢ = 0,1 mol dm™) a doplnén vodou, aby celkovy

objem ¢inil 100,0 ml. U vysledného vzorku je zméfena absorbance pii vinové délce 257 nm.
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2.9 Kodein

Kodein (3-methylmorfin) patii mezi opiové alkaloidy pfirozené se vyskytujici v maku
setém [44, 45]. Jedna se o bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly, které jsou dobte
rozpustné ve vrouci vodé a v 96% ethanolu [31]. Monohydrat kodeinu s chemickym vzorcem
Ci1sH21NO3.H,O byl poprvé izolovan francouzskych chemikem Robiquetam v roce 1833
zmaku setého, kde tvoii 0,5 % opia. V souCasnosti je vyroba kodeinu pouZzivaného
pro I¢karské ucely zalozena na methylaci morfinu. Strukturni vzorec slouceniny
7,8-didehydro-4,5--epoxy-3-methoxy-17-methylmorfinan-6-ol je znazornén na nasledujicim

obr. 2.3 [31, 45].
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Obr. 2.3 Strukturni vzorec kodeinu (upraveno dle [48]).

V lidském téle je kodein metabolizovan na morfin, norkodein, kodein-6-glukuronid
a morfin-6-glukuronid pomoci enzymi CYP2D6 a UGT2B7 [42, 46]. LéCivé pripravky
obsahujici kodein jsou vyuzivany pro svoje analgetické, antitusické, antistresové
a protiprijmové Uc€inky. Je pfevazné piedepisovan pro zvladnuti mirné az stiedni bolesti.
Samotny kodein vykazuje oproti morfinu mensi analgetické ucinky, a to v poméru 1:10 [45].
je cCasto predepisovan pro mladsi vékové skupiny vcetné novorozencl. AvSak enzym
CYP2D6, ktery katalyzuje pfemeénu kodeinu na morfin, existuje v nékolika riznych
genetickych variantach. Tyto varianty ovliviluji mnozstvi vzniklého morfinu, coz ma za

nasledek Sirokou Skalu metabolickych projevi v rdmci celé populace [44, 47].
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Vroce 2023 bylo na ceském trhu k dostani celkové sedm 1éCivych piipravki
obsahujici kodein [28]. VSechny tyto 1é¢ivé pripravky jsou vazany na lékatsky predpis a jsou
k dostani pod riiznymi obchodnimi jmény, jako Ultracod, Korylan a Talvosilen forte. Lécivé
piipravky jsou prevazné ve form¢ tablet, které obsahuji kodein ve formé¢ kodein-fosfat

hemihydratu [48—51].

2.9.1 Stanoveni substance kodein-fosfat hemihydratu dle Iékopis

Dle Amerického Iékopisu USP44 [41] lze kodein-fosfit hemihydrat stanovit pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekei pfi vlnové délce 280 nm. B&hem
stanoveni je kolona C-18 (150,0x4,6 mm; 3,0 um) temperovana na teplotu 37 °C. Mobilni
faze je slozena ze dvou komponent, a to z 2% kyseliny octové rozpusténé ve vode
a z acetonitrilu. Vodna slozka mobilni faze je upravena pomoci 50% hydroxidu sodného na
pH = 4,5. Obsah je stanovovan pomoci gradientové eluce pii pratoku mobilni faze
1,88 ml min~".

Ke stanoveni kodein-fosfat hemihydratu dle Britského 1ékopisu 2022 [42] také slouzi
vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekci, pii které je vyuzita gradientova eluce.
Ke stanoveni je pouzita kolona C-18 (75,0%3,0 mm; 1,9 um), ktera je temperovana na teplotu
40 °C. Mobilni faze je sloZena z acetonitrilu a z roztoku slozeného ze Etyfech objemovych
dil acetonitrilu a 96 objemovych dilti roztoku octové kyseliny (¢ = 20,0 g dm>). Roztok
octové kyseliny musi byt nejprve upraven na pH = 4,5, a to za pomoci roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci ¢ = 500,0 gdm™. Tato mobilni fize proudi kolonou rychlosti
1,00 ml min~!. Kone¢na UV detekce je provedena pii vinové délce 280 nm. Tento postup
stanoveni je totozn¢ zaznamenan také v Evropském lékopisu Ph. Eur. 11 [43].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie, jako metoda ke stanoveni kodein-fosfat
hemihydratu, je také vyuzita v Ceském l1ékopisu 2024 [31]. V Ceském lékopisu je pouzita
kolona C-18 (250,0x4,6 mm; 5 pm) a mobilni fdze slozena z 1,080 g 1-oktansulfonatu
sodného. Tato navdzka je nejprve rozpuSténa ve smési 20,0 ml 99% octové kyseliny
a 250,0 ml acetonitrilu a poté je roztok doplnén vodou na objem 1000,0 ml. K detekci analytu
je vyuzit spetrofotometricky detektor pii vlnové délce 245 nm a pratokova rychlost pfi

isokratické eluci 2,00 ml min~'.
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Podle Ceského lékopisu 2024 [31] a Evropského lékopisu Ph. Eur. 11 [43] lze
kodein-fosfat hemihydrat jako &istou substanci stanovit rovn&z titraéné. V Ceském lékopisu je
nejprve 0,350 g substance rozpusténo ve smési 10,0 ml bezvodé octové kyseliny (nejméné
99,6 % octové kyseliny) a 20,0 ml dioxanu. Tato smé&s je dale titrovana chloristou kyselinou
(c=0,1 mol dm™) za vyuziti krystalové violeti jako indikatoru. V Evropském 1ékopisu je
postup lehce odlisSny. Substance o hmotnosti 0,350 g je rozpousténa v 50,00 ml bezvodé
octové kyseliny. Takto pFipraveny roztok je titrovan chloristou kyselinou (¢ = 0,1 mol dm™),
kdy konec titrace je stanoven pomoci potenciometrie. V Ceském i v Evropském lékopisu

odpovida objemu 1,0 ml chloristé kyseliny 39,75 mg kodeinu-fosfat hemihydratu.

292 Stanoveni kodein-fosfat hemihydratu v tabletach dle Amerického Iékopisu

Stanoveni kodein-fosfat hemihydratu v tabletich dle Amerického 1€kopisu USP 44 [41] lze
provézt titratné. Nejprve se odvazi a jemné rozdrti alespon 20 tablet. Z celkové hmotnosti
se odvazi takova navazka, kterd odpovida 0,150 g kodein-fosfat hemihydratu. Navéazka je
nasledné kvantitativné pienesena do 100,0ml odmérné banky. Do odmérné batiky je pfidana
kyselina sirovd o objemu 20,0 ml (¢ = 0,5 mol dm™) a b&hem dvou hodin je smés
prilezitostné protfepana. Po uplynuti dvou hodin je baitkka po rysku doplnéna vodou,
promichéna a zfiltrovana ptes filtracni kelimek. Filtrat, ktery odpovida alesponi 0,075 g
kodein-fosfat hemihydratu je zalkalizovan pomoci hydroxidu amonného. Néasleduje uplné
extrahovani alkaloidu za pomoci chloroformu, ktery se poté zcela odpafi na parni lazni.
Ke vzorku se pfida 2,0 ml methanolu a methylova Cerven, ktera slouzi jako indikétor. Takto
piipravend smés je titrovana kyselinou sirovou (¢ = 0,02 mol dm™) do slabého rizového
odstinu. Po ziskdni riZzového odstinu je do vzorku pfiddna Cerstvé prevarend, vychlazena voda
(V' =40,0 ml) a titrace pomoci kyseliny sirové je dokonena. Kazdy jeden ml sirové kyseliny

odpovida 8,128 mg kodein-fosfat hemihydratu.
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2.10 Jednotnost obsahu IéCivych pfFipravku

Jednim z kritickych atributi farmaceutické kvality 1écivych ptipravkl je jednotnost obsahu
aktivni farmaceutické slozky. Jednotnost obsahu zajiStuje bezpecnost a ucinnost 1éc¢ivych
piipravkd, a to zejména u piipravki s uzkym terapeutickym indexem [52—-54]. Tento kriticky
atribut zajist'uje, ze obsah 1é¢iva v rtiznych Sarzi se pohybuje v tésném rozmezi kolem tvrzeni
uvedené¢ na etiketé¢ [55]. Kazdy farmaceuticky produkt musi byt pfed uvedenim
do prodeje testovan na jednotnost obsahu 1é¢ivého ptipravku. Vysledky tohoto testu informuji
o rozlozeni aktivniho obsahu v rdmci jedné Sarze [56]. Stejnomérnost davkovych jednotek
muze byt dokazdna pomoci dvou metod, které zahrnuji testovani obsahové stejnomérnosti
¢1 hmotnostni promeénlivosti. Jednotlivé testy jsou podrobné definovany v Iékopisech.
Zasadnim cilem jakéhokoliv 1ékopisu je zajisténi vysoké kvality vyslednych 1ékovych forem,
a proto predepisuji fadu testt kontroly kvality [57]. Zkouska obsahové stejnomérnosti miize
byt pouzita pro vSechny lékové formy, avSak testovani hmotnosti proménlivosti 1ze aplikovat
pouze na urcité 1ékovy formy [31, 41-43]. Na jednotnost obsahu 1é¢ivych pfipravkll mize mit
vliv nékolik faktorti, a to napiiklad velikost ¢astic, distribuce velikosti aktivni farmaceutické

slozky, segregaci castic béhem skladovani ¢i zptsob lisovani tablet [52—-54].

2.101 ZkouSka na obsahovou stejnomérnost tablet dle Iékopist

Hlavnim kritickym parametrem uvedeni 1é¢ivého ptipravku na trh je pfijatelnd obsahova
stejnoméernost, ktera musi vyhovovat pozadavkiim danych lékopisem [58]. V Americkém,
Britském, Evropském a Ceském lékopisu [31, 41-43] jsou pozadavky na obsahovou
stejnomérnost ucinnych latek totozné. V 1ékopisech existuji dva ¢lanky tykajici se hodnoceni
obsahové stejnomérnosti, které slouzi k prokdzani rovnomérného rozlozeni aktivniho obsahu
ve vyrobni davce [56, 57].

Vyvojove starSi Clanek popisuje zkousSku, kterd spociva ve stanoveni jednotlivych
obsahil u¢inné latky v daném poctu tablet analyzovaného 1écivého ptipravku. Po stanoveni
obsahu lé¢ivé latky se musi urcit, zdali se jednotlivé obsahy nachédzi v povoleném rozsahu
vzhledem k primérmné hodnoté obsahu. U multivitaminovych pfipravkli a pfipravki
se stopovym mnozstvim ucinné latky nelze tuto zkouSku aplikovat. Nejprve je nahodné
vybrano celkové deset tablet, u kterych je vhodné zvolenou metodou stanoven obsah ucinné
latky. Vybrany l1écivy ptipravek splni zkousku, pokud obsah kazdé jednotlivé tablety

se nachdzi v rozmezi 85-115 % primérného obsahu ucinné latky. Ptipravek nevyhovuje
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zkousce za podminky, ze jeden jednotlivy obsah uc¢inné latky se nevyskytuje v rozmezi
75—-125 % pramérného obsahu uc¢inné latky. Taktéz nespliuje zkousku, pokud vice nez jeden
jednotlivy obsah u¢inné latky se nachdzi mimo rozmezi 85—115 % primérného obsahu ucinné
latky. V ptfipadé, ze pouze jeden jednotlivy obsah 1é¢ivé latky se nalézd mimo interval
85—-115 %, avSak zadny obsah ucinné latky se nevyskytuje mimo rozmezi 75 % az 125 %,
se musi zkouska provézt pro dalSich dvacet ndhodné vybranych tablet analyzovaného
1éCivého pripravku. Tablety vyhovuji zkouSce, jestlize obsahy tcinnych latek vSech dvaceti
tablet, se nachazeji v rozmezi 85 % az 115 % pramérného obsahu 1éCivé latky [31, 41-43].
Avsak tato zkouska nezohlediiuje fakt, ze primérny obsah uc¢inné latky nemusi byt spravny.
Tento nedostatek feSi vyvojové novéjsi zkouska, kterd bere v tivahu individudlni odchylky
jednotlivych vzorkti a taktéz odchylku nalezeného primérného obsahu od obsahu
teoretického [59].

Nova zkouska je zalozena na dvoufazovém procesu vyuzivajici hodnoty piijatelnosti
(4V). Nejprve je vybrano alespon tficet jednotek analyzovaného 1é¢ivého ptipravku. V prvni
fazi je za pomoci vhodné analytické metody jednotlivé stanoven obsah deseti jednotek pevné
1ékové formy. Ziskané hodnoty deseti obsahii slouzi k vypoctu hodnoty pfijatelnosti

dle vzorce

AV =M — X| + ks (2.13)

kde AV je hodnota piijatelnosti, M je referenéni hodnota, X je primér jednotlivych obsahli
(x1, x2,...,xn) [%], k je konstanta pfijatelnosti a s je smérodatna odchylka vzorku [%].

Pokud nastane situace, Ze hodnota AV ptekro¢i kritérium, musi proces vstoupit
do druhé¢ faze, kde je testovano dalSich 20 jednotek analyzovaného 1é¢ivého piipravku [60].

Referen¢ni hodnota, kterd nabyva hodnot od 98,5-101,5 %, zavisi na cilové hodnot¢
obsahu na davkovou jednotku v dobé vyroby. Tato hodnota, v Iékopisu znaCend 7, je
vyjadfena jako procento hodnoty napsané na obalu, nej¢astéji 7 odpovida 100 %. Dalsi faktor,
ktery ovlivituje referencni hodnotu, je vysledny primér jednotlivych obsaht, ktery
je vyjadreny v procentech hodnoty oznacené na obalu. Konstanta piijatelnosti je zavisla
na velikosti vzorku. Je-li pocet davkovych jednotek ve vzorku deset, pak konstanta nabyva
hodnoty 2,4. Pii vypoctu hodnoty pfijatelnosti pro tficet jednotek je hodnota konstanty
pfijatelnosti 2,0 [31, 41-43].
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Pevné, polotuhé ¢i tekuté 1ékové formy vyhovuji zkousce, pokud hodnota ptijatelnosti
u deseti zvolenych jednotek je mensi nebo rovna 15 %. Jestlize kritérium neni splnéno, musi
byt otestovano dalSich 20 jednotek, ze kterych je taktéz vypoctena hodnota pfijatelnosti.
Pozadavky jsou splnény, pokud vyslednd hodnota piijatelnosti pro tficet jednotek je mensi
nebo rovna 15 % a zaroven se kazdy jednotlivy obsah davkové jednotky vyskytuje v rozmezi

(1-15-0,01)- Maz(1+15-0,01) - M[59].

2.10.2 Zkouska na hmotnostni proménlivost tablet dle I€ékopis(

Dal8i moznosti testovani stejnomérnosti davkovych jednotek je pomoci testu na hmotnostni
proménlivost, ktery l1ze aplikovat pouze na urcité 1ékové formy. Opét existuji v 1€kopisech
dvé odlisné formy testovani hmotnostni promeénlivosti, které se od sebe lehce odlisuji.

Vyvojové starsi clanek popisuje zkousku, kterd spoc€iva ve stanoveni jednotlivych
hmotnosti vybrané 1ékové formy. Po stanoveni dil¢ich hmotnosti 1éCivé latky se urci, zdali
se jednotlivé hmotnosti nachazi v povolené odchylce vzhledem k primémé hodnoté
hmotnosti. U tablet je nejprve ndhodné vybrano celkové dvacet tablet, které se jednotlivé
zvazi a ze ziskanych hmotnosti se vypocita prumér. Zkouska je splnéna v situaci, kdy nejvyse
dvé hmotnosti se 1is$i od stanovené odchylky a zaroven zadnd jednotlivd hmotnost
se od priméru hmotnosti tablet nelisi vice nez dvojndsobek odchylky. Jednotlivé odchylky
zavisi na druhu lékové formy a primérné hmotnosti [31, 41-43]. Opét tato vyvojove starsi
zkouska nezohledniuje mozZnost, Ze zjiSténd primérna hmotnost nemusi byt spravna a taktéz
opomiji davku, podil 1é¢ivé latky, typ a podtyp 1ékové formy. Tento nedostatek fesi vyvojoveé
novejsi zkouska, kterd je taktéz soucasti 1ékopist [59].

Vyvojoveé noveéjsi zkousSka hmotnostni proménlivosti zohlediiuje 1ékovou formu, typ,
podtyp, davku a podil 1éCivé latky v I1€kové formé. U vSech tablet s obsahem Uc¢inné latky
mensi nezZ 25,0 mg nebo podilem 1écivé latky mensi nez 25,0 % je vyZadovana zkouSka
na obsahovou stejnomérnost [57]. Dale nelze zkouSku na hmotnostni proménlivost aplikovat
u potahovanych tablet, které nejsou potazeny filmem. Zkouska je opét zaloZzena na
dvoufazovém procesu vyuzivajici hodnoty pftijatelnosti (4V). Pomoci vhodné analytické
metody je nejprve stanoven obsah 1é¢ivé latky u reprezentativniho vzorku Sarze. Do vypoctu
hodnoty pfijatelnosti je zmétend hodnota obsahu dosaZena jako procento obsahu uvedeného
v oznaceni na obalu. V prvni fazi procesu je ndhodné vybréano tficet tablet (neobalené nebo
filmem potazené tablety). Celkem u deseti ndhodné vybranych tablet se jednotlivé piesné
zjisti hmotnost. Pomoci hmotnosti jednotlivych tablet a vysledku stanoveni obsahu
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se vypocita obsah 1éCivé latky, ktery je vyjadreny jako procento obsahu uvedeného na obalu
1é¢ivého pripravku [31, 41-43]. K vypoctu hodnoty piijatelnosti je vyuzit totozny vzorec,
ktery je uveden u obsahové stejnomérnosti (2.13), s tou vyjimkou ze jednotlivé obsahy jsou

nahrazeny dil¢imi obsahy, které¢ jsou vypocteny dle vzorce

(2.14)

kde x;j je obsah davkové jednotky [%], wije hmotnost jedné tablety [g], 4 je obsah 1écivé latky
[%] a W je primér jednotlivych hmotnosti [g].

Pokud nastane situace, Ze hodnota AV piekro¢i kritérium, musi proces vstoupit
do druhé faze, kde je testovano dalSich dvacet jednotek analyzovaného 1é¢ivého ptipravku.
Tablety vyhovuji zkousce, pokud hodnota pfijatelnosti u deseti zvolenych jednotek je mensi
nebo rovna 15 %. Jestlize kritérium neni splnéno, musi byt otestovano dalSich dvacet
jednotek, ze kterych je taktéz vypoctena hodnota pftijatelnosti. Pozadavky jsou splnény, pokud
vysledna hodnota pfijatelnosti pro tficet jednotek je mensi nebo rovna 15 % a zaroven
se kazdy jednotlivy obsah davkové jednotky vyskytuje v rozmezi (I — 15 - 0,01) - M az
(1+15-0,01) - M[31,41-43].

2.10.3 Obsah ucinné latky v tabletach dle I1ékopisu

Zasadnim kritériem kvality kone¢ného farmaceutického produktu je obsah ucinné latky, ktery
je definovan Iékopisem. Obsah ucinné latky se musi nachazet v pfipustném rozmezi
od hodnoty uvedené na etiketé 1é¢ivého produktu. Monografie Evropského 1€kopisu popisuje
aktivni farmaceutickou slozku individualné a o tabletach jsou k dispozici pouze obecné
popisy. Dle toho nemize Zadny farmaceuticky ptipravek v Evropské unii pfekrocit limit
+ 5 % od hodnoty uvedené na etiketé [56].

V Americkém lékopisu [41] jsou monografie publikovany pro farmaceutické vyrobky
jednotlivé. Dle Amerického 1€kopisu je povoleny obsah ucinné latky v jednotlivych tabletach
v rozmezi 90-110 % vzhledem k hodnoté uvedené na etiketé. Kritéria pfijatelnosti zkousky
mohou byt u néekterych lécivych piipravki odliSné, a to naptiklad z divodu Uzkého
terapeutického indexu. V téchto pfipadech plati, Ze odchylka stanovovaného obsahu miize byt

+ 5 % od hodnoty uvedené na etiketé (naptiklad warfarin) [58, 61].
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2.11 Vychodiska feSeni diplomové prace

Referencni materialy patii mezi hlavni nastroje vyuzivané k realizaci fady méteni v analytické
chemii. Avsak jejich dostupnost v celosvétovém meétitku neni idedlni a dodaci ¢as muize byt
1 vice nez nékolik tydni. V této diplomové praci je testovano, zdali lze vyuzit vybrané
hromadn¢ vyrabéné 1é¢ivé ptipravky, jako alternativni zdroj referencénich materiald (ARMP)
v analytické kalibraci, a to vzhledem k tomu, ze — jak bylo pravé uvedeno — se jedna
o materidly s velmi pfisné kontrolovanym obsahem uc¢innych latek. Hromadné vyrabéné
1éCivé pripravky tak mohou byt vhodnou alternativou v momentech, kdy hraje zasadni roli
¢as, jako je naptiklad klinické vySetfovani intoxikace. Pfevazné v situacich, kdy neni ihned po
ruce dostupny analyticky referen¢ni material. Navic v téchto piipadech se Casto vySetiuji
predavkovani 1é¢ivych pripravkd. Hromadné vyrabéné 1€¢ivé ptipravky lze koupit v kazdé

1€kéarné, a tudiz jsou oproti referencnich materiali snadno dostupné.

212 Schéma pfipravy a méreni kalibracnich roztoku

v

V této diplomové praci byly testovany vlivy nékolika faktorii (meéfici pfistroj, pfiprava
kalibracnich roztokli a véazeni) na parametry kalibracnich zévislosti u RMP a ARMP.
Testovani bylo provedeno na kalibra¢nich roztocich, které byly pfipraveny dle schématu na
obr. 2.4. Vzdy byly odvéaZeny tfi navazky, ze kterych byly pfipraveny tii zasobni roztoky.
Z kazdého zasobniho roztoku byly pfipraveny tfi kalibracni sady. Kazda kalibrac¢ni sada byla

zmé&fena tfikrat neboli z kazdé navazky bylo ziskano celkové devét kalibracnich zavislosti.

Méfeni

Kalibraéni
sada

Méfeni

Méfeni
Lx Kalibraéni SEani
Navitia

Méreni

Méfeni

Kalibraéni
sada

Méfeni

HH

Obr. 2.4 Schéma piipravy a méteni kalibracnich roztoki.
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3 Experimentalni cast
3.1 Referenéni materialy studovanych léCivych latek

V této diplomové praci byly vyuzity referencni materidly paracetamolu a kodeinu, které jsou

dale oznacovany nasledujicimi zkratkami:

. CRMP: Certifikovany referencni material paracetamolu, Paracetamol CRS, European
Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (France), kod P0300000, série
4.1, 1D 03J952.

. RMP: Referencni material paracetamolu, Sigma-Aldrich (USA), ID 061M0042V.

° RMK: Referencni material kodeinu, CODEINI PHOSPHAS HYDRICUS, nemocni¢ni
I¢karna fakultni nemocnice v Motole (Praha), ¢. certifikované K01445/0323/536,
pouzitelné do 07/2024.

3.2 Analyzované hromadné vyrabéné IéCivé pfipravky

Jako mozné alternativni zdroje referencnich materidli pro kalibraci byly vybrany nasledujici

l1écivé pripravky, které jsou v experimentdlni Casti znaCeny pomoci zkratek. Vybrané

hromadné vyrabéné 1écivé piipravky jsou rozdéleny na alternativni referencni materialy

paracetamolu (znaCeny ARMP), alternativni referen¢ni materialy kodeinu (znateny ARMK),

a dale alternativni referencni materialy obsahujici paracetamol i1 kodein, které jsou popsany

zkratkou ARMPK:

o ARMPI: Panadol Novum 500 mg, GlaxoSmithKline (Anglie), ¢islo Sarze EA42J,
pouzitelné do 05/2025.

° ARMP?2: Paramax RAPID 500 mg, VITABALANS (Finsko), ¢islo Sarze 1113201,
pouzitelné do 11/2026.

. ARMP3: Paramax RAPID 500 mg, VITABALANS (Finsko), ¢islo Sarze 1111301,
pouzitelné do 07/2027.

. ARMP4: Paramax RAPID 1 g, VITABALANS (Finsko), ¢islo Sarze 1351004,
pouzitelné do 01 2024.

o ARMPS: Paralen 500 mg, Opella Healthcare Czech (Ceska republika), ¢islo 3arze
FV136, pouzitelné do 09/2025.

. ARMKI: Codein SLOVAKOFARMA 30 mg, Seneca Pharmaceuticals (Slovensko),

¢islo Sarze 3020521, pouzitelné do 04/2024.
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° ARMPKI: TALVOSILEN, Bene-Arzneimittel (Némecko), cCislo Sarze 704B232,
pouzitelné do 12/2027.

3.3 Pouzité chemikalie

. Acetonitril, HPLC Supra-Gradient (Biosolve Chimie, Francie)

o Deionizovanad voda o mémé vodivosti <0,05 pS cm™!
(Millipore, USA)

. Methanol, HPLC Supra-Gradient (Biosolve Chimie, Francie)

, ziskand pfistrojem Milli-Q

o o-fosforeéna kyselina, < 85 % p.a. (Lach:ner, Ceska republika)

3.4 Pouzité pfristroje

Méteni bylo provedeno pomoci vysokouUc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekcei
pti vlnové délce 244 nm pro paracetamol a 210 nm pro kodein. Méteni byla uskute¢néna
na pristroji UHPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko) s detektorem s diodovym polem.
Kolona XBridge BEH C-18 (100%x3,5 mm: 2,5 um) byla temperovana na teplotu
35 °C. Mobilni faze byla slozena z deionizované¢ vody o pH = 2,5 (upraveno pomoci
fosforecné kyseliny) v poméru 1:3 pro stanoveni paracetamolu (Vnaswik = 2,0 pl) a 1:9 pro
stanoveni kodeinu (Vusswik = 5,0 pl). Pritok mobilni faze pii isokratické eluci Cinil
0,4 ml min~'. Podminky pro simultanni stanoveni paracetamolu a kodeinu byly stejné jako pro
kodein samotny (pro paracetamol byl Vnastrik = 2,0 pl, pro kodein Vaastik = 5,0 pl).

Ke zjisténi stability roztokl bylo vyuZito spektrometrické méteni v UV oblasti. Byl
pouzit jednopaprskovy spektrometr HP 8453 s diodovym polem firmy Hewlett Packard.
Méteni probihalo v kiemennych kyvetach tloustky 1 cm. Absorpéni spektrum bylo méfeno

od 200 do 400 nm.
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3.5 Pracovni postupy
3.5.1 Stanoveni paracetamolu

3.5.1.1 Pfiprava roztoku

1. Zasobni roztok CRMP byl ziskan odvazenim 0,0100 g CRMP. Tato navazka byla
rozpusténa v 10,00ml odmérné bainice pomoci methanolu. Koncentrace paracetamolu
ginila 1,00 g dm=.

2. Zasobni roztok 100% RMP o koncentraci 1,00 g dm™ byl pfipraven odvazenim
0,1000 g RMP, ktery byl kvantitativné pteveden do 100,0ml odmérné baiiky. Baiika byla
doplnéna po rysku methanolem.

3. Zasobni roztok 90% RMP byl pfipraven navazenim 0,0900 g RMP. Navazka byla
nasledné kvantitativné prevedena a rozpousténa v methanolu ve 100,0ml odmérné baiice.
Koncentrace paracetamolu v tomto zdsobnim roztoku ¢inila 0,900 g dm=.

4. Zasobni roztok 110% RMP o koncentraci 1,10 g dm~ byl zhotoven odvazenim 0,1100 g
RMP. Navazka byla kvantitativné pievedena do 100,0ml odmérné banky. Baiika byla

nasledné doplnéna po rysku methanolem.

3.5.1.2  Spektrometrické testovani stability u RMP

K testovani stability roztoku paracetamolu rozpuSténého v methanolu byla pfipravena
kalibra¢ni fada v rozsahu koncentraci 1-25 g dm=. Navazka o hmotnosti 0,0100 g RMP byla
kvantitativné pfevedena do 100,0ml odmérné baiiky, které byla nasledné po rysku doplnéna
methanolem. Tento roztok byl odpipetovan po objemech 0,50, 2,50, 5,00, 7,50 a 10,00 ml
do 50,00ml odmérnych ban€k. VSechny bailkky byly po rysku doplnény methanolem.
Kalibra¢ni vzorky byly celkové pomoci spektrometru zméteny devétkrat, a to vzdy odlisny

den.

33



3.5.1.3  Méfeni HPLC-UV kalibra¢nich zavislosti pro CRMP a RMP

Nejprve byla vytvofena sada péti roztoki o odlisSné koncentraci pfipravena ze zasobniho
roztoku CRMP o koncentraci paracetamolu 1,00 g dm™. Sada roztokil byla pfipravena
do 10,00ml odmérnych banck. Do odmérnych banék byl odpipetovan roztok CRM o objemu
0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml. Obsah vsSech ban¢k byl doplnén po rysku methanolem.
Pro ziskani kalibra¢ni zavislosti pomoci metody HPLC byly roztoky vzdy pievedeny
do vialek a poté uzavieny vickem se septem. Kazdy jednotlivy vzorek byl zméfen tiikrat.

Ze z4sobnich roztokit RMP o koncentraci 0,900, 1,00 a 1,10 g dm™> (= 90% RMP,
100% RMP a 110% RMP) byly totozné pfipraveny kalibra¢ni roztoky o riznych
koncentracich. Do 10,00ml odmérnych ban¢k byl odpipetovan zasobni roztok paracetamolu
o objemu 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml pro kazdy zésobni roztok o odlisné koncentraci.
VSechny odmérné barniky byly nasledné doplnény methanolem po rysku. Obsah ban&k byl
preveden do vialek a uzavien vickem se septem. Kazdy zasobni roztok paracetamolu
o koncentraci 0,900, 1,00 a 1,10 g dm™ byl pfipraven tiikrat. Z jednotlivych zdsobnich
roztokll byly kalibracni sady pfipraveny v tripletech a nasledné byl kazdy vzorek stanoven

tiikrat.

3.5.1.4  Méfeni HPLC-UV kalibracnich zavislosti pro ARMP

Celkové bylo piipraveno z ARMP2 Sest zasobnich roztokd. Tii zasobni roztoky byly
pripraveny ze tfech rdznych tablet. Zbyvajici zasobni roztoky byly vzdy ziskany
zhomogenizovanim tiech tablet. Jednotlivé hmotnosti tablet jsou zaznamendny v tab. 3.1.
Z kazdého zasobniho roztoku byla kalibracni sada roztokli pfipravena v tripletech. Nasledné
byly jednotlivé obsahy vialek vzdy zméteny trikrat. Z ARMP2 byly pfipraveny zasobni
roztoky o koncentraci paracetamolu 1,00 g dm~>. Nejprve byla zvaZena jedna tableta, ktera
byla poté dukladné rozdrcena. Z rozdrcené tablety byla odebrana 1/5 celkové hmotnosti
tablety a kvantitativné pfevedena do 100,0ml odmérmné baiiky a poté doplnéna methanolem
po rysku. Pro rychlejsi rozpousténi byla bainika po dobu 15 minut ponechéna v ultrazvuku.
Po uplynuti uréené doby byl roztok z filtrovan pomoci filtra¢niho papiru. Ziskany filtrat byl
odpipetovan do 10,00ml odmérnych ban€k po objemech 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml.
Vsechny odmérné banky byly doplnény methanolem po rysku. Roztoky byly ptfevedeny

do vialek a uzavieny vickem se septem.
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Dalsi sada roztokii byla pfipravena ze tii tablet ARMP2. Tii tablety byly zvazeny
a dikladn¢ zhomogenizovany. Z celkové hmotnosti tii tablet byla odebrana 1/15, ktera
odpovidd hmotnosti odebrané z jedné tablety. Tento alikvot tfi tablet byl kvantitativné
pieveden do 100,0ml odmérné baiiky a rozpustén v methanolu. Odmérna banka byla vlozena
do ultrazvuku po dobu 15 minut. Nasledné byl roztok zfiltrovan pomoci filtracniho papiru.
Z filtratu byla pfipravena sada péti roztokd o odlisné koncentraci. Do 10,00ml odmérnych
ban¢k bylo odpipetovano ze ziskaného filtratu 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml. Nasledn¢ byly
vSechny vzorky doplnény po rysku methanolem a pfevedeny do vialek, které byly poté
uzavieny vickem se septem.

Z ARMP1, ARMP3 a ARMPS byly pfipraveny dva zasobni roztoky o koncentraci
1,00 g dm=. Prvni zasobni roztok byl piipraven z jedné tablety téchto 1égivych pripravki.
Nejprve byla tableta dikladné zhomogenizovana. Do 100,0ml odmémé banky byla
kvantitativné prevedena 1/5 z celkové hmotnosti tablety. Odmérna baiika byla po rysku
doplnéna methanolem a pfesunuta do ultrazvuku po dobu 15 minut. Druhy zasobni roztok byl
pripraven za vyuziti tfi tablet. Nejprve byly vSechny tfi tablety zvazeny. Z celkové hmotnosti
tii tablet byla odebrana 1/15 do 100,0ml odmérné banky. Rozpusténi navazky bylo urychleno
vlozenim odmérné bailkky do ultrazvuku po dobu 15 minut. Oba zasobni roztoky byly
zfiltrovany pomoci filtracniho papiru. Ze ziskanych filtrati byly pfipraveny dvé sady péti
roztokli o odlisné koncentraci. Do 10,00ml odmérnych ban€¢k byl odpipetovan filtrat
o objemu 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml. Obsah vSech odmérnych ban¢k byl po rysku
doplnén methanolem a pfesunut do vialek, které byly nésledné uzavieny vickem se septem.
Z obou zasobnich roztoki byla pfipravena jedna kalibracni fada, kterd byla zméftena trikrat.

Z 1écivého pripravku  ARMP4 byly pfipraveny dva zasobni roztoky o totoZné
koncentraci 1,00 g dm™. Nejprve byla zvaZena samotna tableta. Tableta byla diikladng
rozdrcena a zhomogenizovana. Z rozdrcené tablety byla odebrano 1/10 hmotnosti celé tablety
a presunuta do 100,0ml odmérné baiiky. Banika byla doplnéna po rysku methanolem. Poté
byly zvaZzeny tfi tablety, které byly nasledné rozdrceny a zhomogenizovany. Z celkové
hmotnosti tfi tablet byla odebrana 1/30 hmotnosti. Tato Cast tablet byla kvantitativné
pfevedena do 100,0ml odmérné banky a rozpouSténa v methanolu pomoci ultrazvuku
po dobu 15 minut. Oba zasobni roztoky byly zfiltrovany a ze ziskaného filtratu byly
vytvofeny dvé kalibra¢ni sady roztokti o odliSnych koncentracich. Filtrat o objemu 0,05, 0,10,
0,25, 0,50 a 1,00 ml byl pfeveden do 10,00ml odmérnych ban€k. Bailky byly nasledné

doplnény methanolem po rysku a jejich obsah byl pfesunut do vialek s uzavéry se septem.
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Obé¢ kalibra¢ni sady byly zméteny tiikrat. VSechny navazky jednotlivych alternativnich

refen¢nich materiald jsou zaznamenény v tab. 3.1.

Tabulka 3.1

Navazky pro vybrané ARMP pouzité k pfipravé zasobnich roztokli o koncentraci paracetamolu

1,00 g dm™.

Material, obsah ucinné latky Pocet tablet Navazka miceikem/ & Modebrans/

ARMP1, 500 mg/tbt

ARMP2, 500 mg/tbt

ARMP3, 500 mg/tbt

ARMP4, 1000 mg/tbt

ARMPS, 500 mg/tbt

1
3
1

1
1
1

—_— W N w N

— e e e

0,6760
2,0299
0,6656
0,6685
0,6645
1,9865
1,9858
1,9898
0,6694
2,0035
1,3324
3,9835
0,5443
1,6213

0,1352
0,1353
0,1331
0,1337
0,1329
0,1324
0,1324
0,1328
0,1339
0,1336
0,1332
0,1378
0,1089
0,1081
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3.5.2 Stanoveni kodeinu
3.5.2.1 Priprava roztoku

e Zasobni roztok RMK o koncentraci 0,300 g dm~ byl zhotoven odvazenim 0,0300 g RMK.
Navazka byla kvantitativné pievedena do 100,0ml odmérné banky. Barnika byla nasledné

doplnéna po rysku methanolem.

3.5.2.2  Méfeni kalibranich zavislosti pro RMK

Ze z4sobniho roztoku RMK o koncentraci 0,300 g dm™ byly vytvoreny kalibra¢ni vzorky
o odlisnych koncentraci. Do 10,00ml odmérnych ban€k byl odpipetovan zdsobni roztok
kodeinu o objemu 0,80, 1,50, 2,00, 3,00 a 4,50 ml. Jednotlivé banky byly doplnény
po rysku methanolem a jejich objem byl pfesunut do vialek, které byly nasledné uzavieny

vicky se septem. Cela kalibra¢ni sada roztokli byla vZdy zmé&fena tfikrat.

3.5.2.3 Meéreni kalibraCnich zavislosti pro ARMK

Z hromadné vyrabéného léCivého piipravku ARMKI1 byly pfipraveny dva zasobni roztoky
o koncentraci 0,300 g dm™. Prvni zasobni roztok byl pfipraven zjedné tablety tohoto
1é¢ivého piipravku. Tableta byla pomoci ultrazvuku rozpusténa ve 100,0ml odmérné barice,
kter4 byla naplnéna po rysku methanolem. Druhy zdsobni roztok byl zhotoven z celkové tfi
tablet. Nejprve byly tablety zvazeny a poté dikladné€ rozdrceny a zhomogenizovany. Navazka
odpovidajici hmotnosti jedné tablety byla kvantitativné ptesunuta do 100,0ml odmérné baiky
a doplnéna methanolem po rysku. Pro rychlej$i rozpusténi byla odmérné baitka ponechana
po dobu 15 minut v ultrazvuku. Po uplynuti uréené doby byly oba zasobni roztoky
z filtrovany pomoci filtraéniho papiru. Ziskany filtrat byl odpipetovan do 10,00ml odmérnych
bané&k po objemech 0,80, 1,50, 2,00, 3,00 a 4,50 ml. VSechny odmérné baiiky byly doplnény
methanolem po rysku a poté byl jejich obsah pfesunut do vialek, které byly uzavieny vicky
se septem. Kazdy jednotlivy vzorek byl vzdy zméfen tiikrat. VSechny navazky jsou

zaznamenany v tab. 3.2.
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Tabulka 3.2
Navazky pro ARMKI1 pouzité k piipravé zasobnich roztokti o koncentraci kodeinu 0,300 g dm™.

Pocet tablet Meelkem/ & Modebran / €
1 0,1506 0,1506
3 0,4559 0,1516
3.5.3 Simultanni stanoveni paracetamolu a kodeinu

Alternativni referenéni materidll (ARMPKI1) Talvosilen ve svém slozeni obsahuje ob¢
zminéné ucinné latky, a to paracetamol a kodein. Z divodu zmén v experimentalnich
podminkach, tykajicich se poméru mobilni fiaze a nastfikového objemu, muselo dojit
k opétovnému meéteni kalibracni zavislosti u CRMP za totoznych experimentalnich podminek
jako u stanoveni samotného kodeinu (Vuastikpar = 5,0 pl) . Kalibraéni zavislosti zalezené na

RMK byly zméfeny za stejnych experimentalnich podminek jako u ARMK.
3.5.3.1 Pfiprava roztoku

1. Zasobni roztok CRMP byl ziskan odvdzenim 0,0100 g CRMP. Tato navazka byla
rozpuSténa v 10,00ml odmérné banice pomoci methanolu. Koncentrace paracetamolu
¢inila 1,00 g dm>.

2. Zasobni roztok RMK o koncentraci 0,300 g dm~ byl zhotoven odvazenim 0,0300 g RMK.
Navazka byla kvantitativné pifevedena do 100,0ml odmé&rné banky. Barika byla nasledné

doplnéna po rysku methanolem.

3.5.3.2  Méfeni kalibraénich zavislosti pro CRMP a RMK

Nejprve byla vytvofena sada péti roztoki o odliSné koncentraci pfipravena ze zasobniho
roztoku CRMP o koncentraci paracetamolu 1,00 g dm™. Sada roztoki byla piipravena
do 10,00ml odmérnych banck. Do odmérnych ban€k byl odpipetovan roztok CRM o objemu
0,05, 0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml. Obsah vSech ban€k byl doplnén po rysku methanolem.
Pro ziskdni kalibra¢ni zavislosti pomoci metody HPLC byly roztoky vzdy pievedeny

do vialek a poté uzavieny vickem se septem. Kazdy jednotlivy vzorek byl zméfen ttikrat.
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Ze zésobniho roztoku RMK o koncentraci 0,300 g dm= byly vytvofeny kalibraéni
vzorky o odliSnych koncentraci. Do 10,00ml odmérnych ban€k byl odpipetovan zasobni
roztok kodeinu o objemu 0,80, 1,50, 2,00, 3,00 a 4,50 ml. Jednotlivé banky byly doplnény
po rysku methanolem a jejich objem byl pfesunut do vialek, které byly nasledné uzavieny

vicky se septem. Cela kalibra¢ni sada roztoka byla vzdy zméiena trikrat.

3533 Méreni kalibracnich zavislosti u ARMPK

Alternativni referencni material, znaceny zkratkou ARMPK1, ve svém slozeni obsahuje dvé
ucinné latky, a to konkrétné paracetamol a kodein. Z tohoto divodu byly celkové pfipraveny
Ctyfi zasobni roztoky o dvou riznych koncentracich. Dva zésobni roztoky, pfipravené z jedné
a ze tii tablet, obsahovaly kodein v koncentraci 0,300 g dm=. Zbylé dva zasobni roztoky, téz
piipraveny z jedné a ze tii tablet, obsahovaly paracetamol v koncentraci 1,00 g dm™.

Pti piipravé zisobnich roztokii o koncentrace kodeinu 0,300 g dm™> byla nejprve
zvazena jedna tableta, kterd byla néasledné rozpusténa ve 100,0ml odmérné bafice pomoci
methanolu. Déle byly zvazeny tfi tablety. Po jejich rozdrceni a zhomogenizovani byla 1/3
hmotnosti pfevedena do 100,0ml odmérné baiiky a doplnéna po rysku methanolem. Roztoky
ze zasobnich roztokil byly zfiltrovany a jejich filtrat byl vyuZit na ptipravu dvou kalibra¢nich
fad. Filtrat o objemu 0,80, 1,50, 2,00, 3,00 a 4,50 ml byl pfeveden do 10,00ml odmérnych
ban¢k. Banky byly nésledné doplnény methanolem po rysku a jejich obsah byl pifesunut
do vialek suzévéry se septem. Ob¢ kalibracni sady byly pomoci HPLC pfistroje vzdy
zmé&feny tiikrat (nastfikovy objem roztoku 5,0 pl).

Zasobni roztok o koncentraci paracetamolu 1,00 g dm™ byl pfipraven odvazenim
jedné tablety ARMPKI. Navézka, kterd odpovida 1/5 celkové hmotnosti tablety, byla
kvantitativné piesunu do 100,0ml odmérné baiiky, kde nésledné byla rozpusténa v methanolu.
Druhy zasobni roztok o koncentraci paracetamolu 1,00 g dm= byl piipraven ze tii tablet
ARMPKI1. K pfipravé tohoto zasobniho roztoku byla pouzita 1/15 hmotnosti z celkové tii
tablet. Tento alikvot byl kvantitativné pfesunut do 100,0ml odmérné banky, kterda byla
nasledné¢ doplnéna po rysku methanolem a vloZzena za ucelem rychlejSiho rozpusSténi
do ultrazvuku. Oba roztoky byly zfiltrovany a jejich filtrat vyuzit na pfipravu dvou

kalibra¢nich fad o koncentraci 5,00, 10,00, 25,00, 50,00 a 100,0 g dm=>. Filtrat o objemu 0,05,
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0,10, 0,25, 0,50 a 1,00 ml byl pieveden do 10,00ml odmérnych ban¢k. Obé¢ kalibracni sady
byly pomoci HPLC pfistroje vzdy zméteny tfikrat (néstfikovy objem roztoku 2,0 ul).

Vsechny navazky vyuzité k ptipravé Ctyi zasobnich roztok jsou uvedeny v tab. 3.3.

Tabulka 3.3
Navazky pro ARMPKI1 pouzité k piipravé zasobnich roztokii o koncentraci kodeinu 0,300 g dm™,

resp. koncentraci paracetamolu 1,00 g dm™.

Latka Pocet tablet Meelkem/ & Modebrand/ €
Kodein 1 0,5870 0,5870
3 1,7757 0,5919
Paracetamol 1 0,5767 0,1155
3 1,7757 0,1185
3.6 Statistické zhodnoceni dat

K vyhodnocovani ziskanych dat byly vyuzity dva druhy statistického testovani hypotéz,
a to analyza rozptylu a Studentlv jednovybérovy #-test.

Jednofaktorova analyza rozptylu slouzi k testovani hypotéz skladajici se z vice nez
dvou sledovanych skupin. Analyza rozptylu vyuziva srovnani pozorované variability mezi
vybéry a pozorované variability uvnitt vybérovych souborti. Aplikace analyzy rozptylu je
podminéna né¢kolika pfedpoklady, jako jsou normalita hodnot jednotlivych vybé&rovych
souborit a taktéz srovnatelnym rozptylem v jednotlivych skupinidch. Nulovd hypotéza

ocekava, Ze vSechny pozorované skupiny maji stejnou stfedni hodnotu u

Ho: 1= p2= "= ux (3.1)

Tato hypotéza je pfijata v ptipad¢, kdy vysledna hodnota F' nabyva nizSich hodnot nez
tabulkova kriticka hodnota Fiit[11].
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Pti aplikaci analyzy rozptylu byly vyuzity nasledujici vztahy:

a) variabilita mezi skupinami
k
Sa=), mOi-) (32)
=
b) variabilita v ramci skupin (rezidudlni soucet ¢tverct)

Se= ) o =)’ (3

¢) vysledné hodnota F

F= : (3.4)

kde Sa je variabilita mezi skupinami, Se je variabilita v ramci skupin, kje pocet populaci
(skupin), n je pocet pozorovani, y predstavuje prumér vSech pozorovani, y; je pramér i-té
skupiny, Yjj je j-t€ pozorovani z i-té skupiny [11].

U testovani hypotéz pro jediny vybér byl v této diplomové praci vyuzit Studentiv
jednovybérovy t-test. Pti aplikaci #-testu je nutné znat stfedni hodnotu x4 zékladniho souboru,

kterou lze povaZovat za konstantu
Hoy: po= konstanta (3.5)

V samotném experimentu se testuje hypotéza, zda stfedni hodnota normélniho rozdéleni,
znéhoz vybér pochézi, se rovnd znamé konstanté. Testujeme tedy zda rozdil ziskanych
hodnot a skute¢né¢ hodnoty je zplisoben pouze ndhodnymi chybami. Ziskana hodnota 7 je
porovnana s tabulkovou hodnotou 7t pro dany pocet stupiii volnosti pfi hlading vyznamnosti
a. Nulova hypotéza je odmitnuta tehdy, pokud vypoctena 7 hodnota je vyssi nez tabulkova
hodnota pro dany pocet stupiiti volnosti (o = 0,005) [11]. U Studentova jednovybérového
t-testu byly pouzity nésledujici vztahy

T = f;”" N (3.6)

v=n-1 3.7
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kde X je primér vybérového souboru, uo je sttedni hodnota zakladniho souboru, s je vybérova
smérodatnd odchylka, n je pocet ¢lenli vybérového souboru a v je pocet stupiiti volnosti pii
dané hladin€¢ vyznamnosti o [11].

V této diplomové praci bylo statistické zhodnoceni dat provedeno pomoci programu

Excel na hladin¢€ vyznamnosti 95 %.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni paracetamolu
411 Kalibracni zavislost zaloZzena na CRMP

Na obr. 4.1 jsou zobrazeny chromatogramy s UV detekei ptfi stanoveni CRMP v roztocich
o koncentracich 5,00, 10,00, 25,00, 50,00 a 100,0 mg dm=. Retenéni ¢as paracetamolu
za zvolenych experimentalnich podminek ¢inil 3,2 minut. Zméfené hodnoty ploch
chromatografickych piku pii téchto koncentracich jsou zaznamenany v tab. 4.1. Vypocitané
priméry ze ttech opakovani, které jsou zaznamenany v téze tabulce, jsou vyuzity k sestrojent
kalibra¢ni zavislosti, znazornéné na obr. 4.2. Jednotlivé smérnice vSech tfech opakovani jsou
zaznamenany v tab. 4.2. V tabulce jsou déle vypsany nejistoty smérnic, tiseky, nejistoty usektl

a koeficienty determinace. Hodnoty tsekt byly statisticky nevyznamné.

Tabulka 4.1
Plochy chromatografickych piki [mAU min] pro jednotlivé koncentrace CRMP.

¢/ mg dm
Opakovani
5,0 10,0 25,0 50,0 100,0
1. 84,0 147,8 3443 655,3 1273,5
2. 84,6 147,6 345.8 657,9 1276,8
3. 86,2 161,3 3534 670,4 1280,2
Primér 84,9 152,3 347.8 661,2 1276,8
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Obr. 4.1 Chromatogramy s UV detekci pii méfeni roztokii s rozdilnou koncentraci CRMP pii 244 nm.
(1) 100,0 mg dm~3, (2) 50,0 mg dm, (3) 25,0 mg dm=, (4) 10,0 mg dm=, (5) 5,0 mg dm=>. Podminky
pii HPLC stanoveni: kolona XBridge BEH C-18 (100x3,5 mm: 2,5 um), teplota kolony
35 °C. Mobilni faze: voda (pH = 2,5, upraveno pomoci kyseliny fosfore¢né) a acetonitril (3:1),

isokraticka eluce, pritok 0,4 ml min!, nastfik vzorku 2 pl.
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Obr. 4.2 Kalibracni zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci CRMP. Podminky
pii HPLC stanoveni: kolona XBridge BEH C-18 (100x3,5 mm: 2,5 um), teplota kolony
35 °C. Mobilni faze: voda (pH = 2,5, upraveno pomoci kyseliny fosforecné) a acetonitril (3:1),

isokraticka eluce, pritok 0,4 ml min!, nastfik vzorku 2 pl.

Tabulka 4.2

Smérnice, Gseky a jejich nejistoty pro tfi kalibracni zavislosti zalozené na CRMP.

opakovani a/mAU min mg'dm® s,/ mAU min mg~'dm? 6/mAUmin s,/mAU min R’

1. 12,5 0,07 25,6 3,6 0,9999
2. 12,5 0,08 25,9 3,9 0,9999
3. 12,5 0,13 34,8 6,5 0,9997

Ziskana smérnice z rovnice kalibra¢ni zavislosti nabyva hodnoty 12,5 mAU min mg' dm’.
Tato hodnota je v nasledujicim statistickém vyhodnocovani hypotéz vyuzita jako skutecna

sttedni hodnota uo. Usek této kalibraéni zavislosti je statisticky nevyznamny.
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4.1.2 Kalibra¢ni zavislost zaloZzena na RMP
4.1.21 Spektrometricka stabilita roztoku RMP

Stabilita roztoku RMP rozpusténého v methanolu byla v této diplomové praci testovana
pomoci metody molekulové absorpcni spektrometrie v UV oblasti. Vtab. 4.3 jsou
zaznamenany absorbance pii vlnové délce 250 nm. Méieni bylo provedeno po dobu tfech
mesicl, a to celkové devétkrat. V tab. 4.3 jsou vypsany vSechny zmétené absorbance
pro jednotlivé koncentrace. V tabulce jsou zaznamenany smérnice spolu s jejich nejistotami
pro devét méieni a taktéz primeéry absorbanci pro jednotlivé koncentrace spolu s jejich
smérodatnymi odchylkami. Useky linearnich regresi byly statisticky nevyznamné. Priméry
a smérodatné odchylky jsou vyuzity k sestrojeni kalibracni zavislosti znazornéné na obr. 4.3,
kde smérodatné odchylky slouzi jako chybové usecky. Ze ziskanych smérnic deviti kalibraci
po dobu tfech mésicich je zfejmé, Ze v roztoku nedochazi k Zadnym reakcim, které by mély

vliv na spektrometrickou stabilitu vzorku.

Tabulka 4.3

Zméfené absorbance pro roztoky RMP vrozsahu koncentraci 1-20 g dm™. V tabulce jsou
zaznamenany absorbance ptfi vinové délce 250 nm pro celkem devét opakovani a taktéz smérnice
deviti kalibraci spolu s jejich nejistotami. Useky linearnich regresi byly statisticky nevyznamné. Dale

prameéry ziskany ze vSech hodnot absorbanci pro jednotlivé koncentrace (s < 0,08).

Absorbance roztoku pfi koncentraci

POéft dni a/dm*mg! s,/ dm?mg!
od pfipravy 1,0 mg dm™ 5,0mgdm™ 10,0 mgdm™ 15,0 mgdm™ 20,0 mg dm™
0 0,07 0,44 0,88 1,30 1,75 0,09 0,0007
20 0,09 0,46 0,92 1,37 1,81 0,09 0,0006
68 0,09 0,47 0,93 1,36 1,81 0,09 0,0007
69 0,09 0,46 0,92 1,37 1,80 0,09 0,0007
70 0,09 0,45 0,91 1,35 1,80 0,09 0,0004
71 0,08 0,46 0,90 1,33 1,77 0,09 0,0007
75 0,10 0,47 0,93 1,38 1,85 0,09 0,0004
76 0,10 0,47 0,95 1,38 1,76 0,09 0,0022
77 0,10 0,47 0,93 1,38 1,83 0,09 0,0005

Primér 0,09 0,46 0,92 1,37 1,80 - -
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Obr. 4.3 Zavislost absorbance pii 250 nm na koncentraci RMP v prostiedi methanolu (tloustka
absorbujici vrstvy 1,0 cm). K sestrojeni kiivky jsou vyuzity priméry absorbanci z celkové deviti

méfenti.

4.1.2.2 Naméfena data pro sestrojeni kalibraCnich zavislosti RMP

Schéma ptipravy kalibraci u RMP je znazornéno v tab. 4.4. Toto schéma bylo aplikovano pro
100%, 110% a 90% RMP. Nejprve byl kazdy zéasobni roztok pfipraven tiikrat neboli
u kazdého zasobniho roztoku byly odvéazeny tii navazky. Z jednotlivych zasobnich roztoki
RMP byly ptipraveny tii kalibraéni sady, které byly pomoci ptistroje HPLC zméteny vzdy
tiikrat. Celkové tedy bylo ziskdno 27 kalibrac¢nich zévislosti. V nasledujicich tabulkéach
(tab. 4.5, tab. 4.6 a tab. 4.7) jsou zaznamenany udaje ziskané ze vSech 27 kalibra¢nich
zavislosti pro 90%, 100% a 110% RMP. V tabulce jsou zaznamenany smérnice a Useky
vcetné jejich nejistot a také koeficienty determinace pro jednotlivé kalibrace. U vSech

kalibraci byly hodnoty useki statisticky zanedbatelné.
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Tabulka 4.4

Schéma ptipravy kalibraci u RMP.

Navazka

Kalibrac¢ni sada

<
<
=<

o
=8

Oznaceni kalibrace

1.

1.

bl S T A el B R o A b o s o A i o A

1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2.1
1.2.2
1.23
1.3.1
1.3.2
133
2.1.1
2.1.2
2.13
2.2.1
222
223
231
232
233
3.1.1
3.1.2
3.13
3.2.1
322
323
3.3.1
332
333
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Tabulka 4.5

Kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku 90% RMP. V tabulce jsou zaznamenany smérnice a Useky

vcetné jejich nejistot a také koeficient determinace pro jednotlivé kalibrace.

Oznadeni kalibrace a /mAU min mg™'dm® s,/ mAU min mg'dm® »/mUA min s,/ mUA min R’
1.1.1 11,3 0,03 25,7 1,7 1,0000
1.1.2 11,3 0,13 25,0 6,5 0,9996
1.1.3 11,3 0,06 24,0 2,9 0,9999
1.2.1 11,3 0,16 27,9 82 0,9994
1.2.2 11,3 0,15 28,7 7,8 0,9995
1.2.3 11,3 0,09 21,0 4,6 0,9998
1.3.1 10,9 0,10 32,7 5,3 0,9997
1.3.2 11,2 0,04 29,7 1,8 1,0000
1.3.3 11,4 0,03 26,9 1,8 1,0000
2.1.1 11,1 0,12 18,9 6,0 0,9997
2.1.2 11,3 0,11 15,6 5,6 0,9997
2.1.3 11,5 0,06 11,4 3,1 0,9999
2.2.1 11,4 0,05 11,2 2,3 1,0000
222 11,3 0,08 12,6 3,9 0,9999
2.2.3 11,4 0,12 10,4 6,0 0,9997
2.3.1 11,3 0,15 17,1 7,8 0,9995
232 11,3 0,10 16,5 52 0,9998
2.3.3 11,3 0,05 12,7 2,7 0,9999
3.1.1 11,3 0,10 15,1 52 0,9998
3.1.2 11,3 0,08 16,7 4,1 0,9998
3.1.3 11,3 0,11 23,2 5,6 0,9997
3.2.1 11,1 0,08 12,0 43 0,9998
322 11,3 0,06 14,8 3.3 0,9999
3.2.3 11,3 0,02 12,8 1,0 1,0000
3.3.1 11,0 0,11 17,7 5,4 0,9997
332 11,2 0,15 16,0 7,8 0,9995
333 11,2 0,08 14,6 4,6 0,9999
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Tabulka 4.6
Kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku 100% RMP. V tabulce jsou zaznamenany smérnice a Gseky

vcetné jejich nejistot a také koeficienty determinace pro jednotlivé kalibrace.

Oznaceni kalibrace a/mAU min mg™' dm® s,/ mAU min mg™dm® »/mUA min s,/ mUA min R’

1.1.1 12,5 0,05 283 23 1,0000
1.1.2 12,5 0,07 28,0 3,5 0,9999
1.1.3 12,5 0,07 29,0 3,7 0,9999
1.2.1 12,5 0,14 25,2 7.1 0,9996
122 12,5 0,11 26,3 5,7 0,9998
1.2.3 12,5 0,07 29,0 3,5 0,9999
13.1 12,6 0,09 21,1 45 0,9999
13.2 12,5 0,07 21,4 3,5 0,9999
13.3 12,5 0,08 24,0 4,0 0,9999
2.1.1 12,5 0,06 343 3,0 0,9999
2.1.2 12,4 0,05 27,8 2,5 1,0000
2.13 12,5 0,07 28,7 3,8 0,9999
2.2.1 12,4 0,10 29,4 53 0,9998
222 12,5 0,06 29,2 3.2 0,9999
223 12,4 0,04 24,7 2,2 1,0000
23.1 12,5 0,04 30,9 2,1 1,0000
232 12,5 0,13 26,3 6,7 0,9997
233 12,5 0,07 25,5 3,7 0,9999
3.1.1 12,5 0,08 20,0 4,1 0,9999
3.1.2 12,4 0,03 18,6 1,6 1,0000
3.1.3 12,4 0,07 23,5 3,7 0,9999
3.2.1 12,4 0,11 27,7 5,7 0,9998
322 12,4 0,06 23,8 3,1 0,9999
323 12,5 0,15 25,0 7,7 0,9996
33.1 12,4 0,11 16,5 5.8 0,9998
33.2 12,5 0,11 16,6 5,6 0,9998
3.3.3 12,5 0,19 11,4 9,6 0,9993
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Tabulka 4.7

Kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku 110% RMP. V tabulce jsou zaznamenany jejich smérnice,

nejistoty smérnic, useky, nejistoty usekil a koeficienty determinace.

Oznadeni kalibrace a /mAU min mg™'dm® s,/ mAU min mg'dm® »/mUA min s,/ mUA min R’
1.1.1 13,7 0,12 32,0 6,4 0,9998
1.1.2 13,7 0,05 25,5 2,5 1,0000
1.1.3 13,7 0,16 34,5 8,1 0,9996
1.2.1 13,7 0,12 30,0 6,0 0,9998
1.2.2 13,7 0,16 28,7 8,3 0,9996
1.2.3 13,7 0,22 32,3 11,4 0,9992
1.3.1 13,7 0,04 49,7 2,0 1,0000
1.3.2 13,7 0,07 50,4 3,6 0,9999
1.33 13,8 0,09 43,4 4,8 0,9999
2.1.1 13,8 0,06 242 3,0 0,9999
2.1.2 13,7 0,06 27,0 3,3 0,9999
2.13 13,8 0,06 28,1 3,2 0,9999
2.2.1 13,8 0,09 21,9 4,5 0,9999
2.2.2 13,7 0,09 23,9 4,6 0,9999
223 13,8 0,04 26,5 2,2 1,0000
2.3.1 13,7 0,08 27,9 3,9 0,9999
232 13,7 0,07 24,4 3,6 0,9999
233 13,4 0,09 23,9 4,7 0,9999
3.1.1 13,8 0,10 28,6 5,1 0,9998
3.1.2 13,8 0,04 24,1 2,3 1,0000
3.1.3 13,7 0,13 28,1 6,7 0,9997
3.2.1 13,8 0,03 16,9 1,8 1,0000
322 13,8 0,08 22,5 4,1 0,9999
323 13,7 0,06 19,1 2,9 1,0000
3.3.1 13,7 0,15 20,1 7,8 0,9996
33.2 13,8 0,12 15,9 6,1 0,9998
333 13,9 0,04 10,4 2,3 1,0000
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41.2.3 Testovani shodnosti RM s CRM

Byly pfipraveny tfi zdsobni roztoky RMP o stejné koncentraci 1,00 g dm™ (neboli 100%
RMP). Z kazdého zasobniho roztoku byly pfipraveny tfi totozné kalibra¢ni fady, které byly
zm¢éteny tiikrat. Celkové tedy bylo pfipraveno devét kalibracnich sad. Z kazdé kalibracni sady
roztokli byly ziskdny tii hodnoty smérnic, avSak ke statistickému vyhodnoceni dat byl vyuzit
prumér téchto tii kalibraci, celkové tedy devét hodnot. VSech 27 hodnot, ze kterych bylo
ziskano devét pramérd, jsou zaznamenany v tab. 4.6.

V tab. 4.8 jsou zaznamenany praméry smérnic z celkové deviti kalibracnich sad, které
byly zméteny vzdy tfikrat. Hodnota primérii smérnic, jako stfedni hodnota normalniho
rozdéleni, je statisticky porovndna se stiedni hodnotou zdkladniho souboru, ktera
je povazovana za konstantu. Touto konstantou (skute¢nou hodnotou) je v této diplomové
praci hodnota priméru smérnic ziskana z kalibrac¢nich zavislosti pro CRMP. V tab. 4.8 jsou
dale zaznamenany smérodatné odchylky pro jednotlivé kalibrace, které jsou spolu s priméry
smérnic vyuzity k ziskdni 7 hodnoty pomoci Studentova t-testu. Ziskané 7 hodnoty jsou
porovnany s tabulkovou kritickou hodnotu pro dva stupné volnosti pti hladiné vyznamnosti
a = 0,05 (Tkit = 2,920). VSechny vypoctené T hodnoty jsou niz$i nez tabulkova kriticka
hodnota pro tfi méfeni. Pomoci Studentova jednovybérového z-testu bylo tedy statisticky
potvrzeno, Ze smérnice jednotlivych kalibraci se rovnaji konstanté neboli rozdily ziskanych
hodnot a skute¢né hodnoty jsou zpiisobeny pouze ndhodnymi chybami. Nulova hypotéza byla

tedy potvrzena, respektive je dokazéano, Ze 1ze misto CRMP pouzit RMP.
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Tabulka 4.8

Vysledné priméry jednotlivych smérnic kalibraci pfipravenych ze zasobniho roztoku RMP
o koncentraci 1,00 g dm™. V tabulce jsou dile zaznamenany vypoltené smérodatné odchylky
a T hodnoty ziskané pomoci Studentova jednovyberového ¢-testu. Nulova hypotéza je potvrzena
v ptipadé, ze ziskana hodnota 7 je nizsi nez tabulkova hodnota pro n — 1 stupnii volnosti a o = 0,05

(Tie= 2,920, po = 12,5 mAU min mg~! dm?).

Kalibraéni sada @pramer/ MAU min mg™' dm3 s /mAU min mg~! dm? |T] H,
1.1. 12,5 0,01 1,633 Potvrzena
1.2. 12,5 0,02 0,332 Potvrzena
1.3. 12,5 0,05 1,343 Potvrzena
2.1. 12,4 0,04 2,767 Potvrzena
2.2. 12,4 0,06 2,206 Potvrzena
2.3. 12,5 0,03 0,250 Potvrzena
3.1. 12,4 0,06 1,818 Potvrzena
3.2. 12,5 0,06 1,454 Potvrzena
3.3. 12,4 0,07 1,259 Potvrzena
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4.1.2.4  VytyCeni mezi pro pouzitelnost ARM na zakladé RM

Dle Iékopisu se obsah aktivni latky v 1éCivém piipravku, tedy moznému alternativnimu
referenénimu materialu, mize — jak bylo diskutovano v odst. 2.10.1 — vyskytovat v ur¢itém
rozmezi. To samoziejm& bude mit vliv na hodnoty smérnic a usekl kalibracnich zavislosti
sestrojenych s pomoci tohoto alternativniho materialu. Proto byly sestrojeny kalibracni
zavislosti reflektujici toto mozné rozmezi, které bylo zvoleno na =+ 10 %. Byly proto
pfipraveny celkové tii zasobni roztoky RMP, které odpovidaji 100 % (c1 = 1,00 g dm™),
110 % (c2=1,10 g dm~>) a 90 % (c3= 0,900 g dm>) paracetamolu.

Vitab. 4.9 jsou zaznamenany priméry chromatografickych ploch pro rizné
koncentrace roztokl spolu s jejich smérodatnymi odchylkami. Jsou zde vypsany primeéry
ploch pro tii kalibra¢ni zévislosti, které jsou totozné piipraveny ze zasobnich roztoka
100%, 110% a 90% RMP. Hodnoty z tab. 4.9 jsou vyuzity k sestrojeni tiech kalibra¢nich
pfimek, které jsou zndzornény na obr. 4.4. Jako chybové tsecky jsou vyuzity smérodatné

odchylky pro jednotlivé plochy.

Tabulka 4.9

V tabulce jsou zapsany primeéry ploch pro odlisné koncentrace paracetamolu ziskané ze tiech
zéasobnich roztokit RMP o koncentracich: ¢; = 0,900 g dm™ (90% RMP), ¢, = 1,00 g dm~ (100%
RMP), ¢3=1,10 g dm= (110% RMP). Dale jsou zde zaznamenany smérodatné odchylky pro jednotlivé
chromatografické plochy piku.

crvp / mg dm™ A/ mUA min s/ mUA min

5 73,28 5,97

10 130,69 7,32

90% RMP 25 302,04 9,95
50 585,84 9,59

100 1143,82 12,88

5 84,95 6,00

10 151,33 6,10

100% RMP 25 336,87 8,45
50 648,92 10,09

100 1271,11 7,16

5 91,52 10,89

10 165,61 9,80

110% RMP 25 373,13 8,36
50 718,91 11,70
100 1399,41 10,97
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Obr. 4.4 Kalibra¢ni zavislosti ploch chromatografického piku na koncentraci RMP. K sestrojeni
zavislosti jsou vyuzity prumeéry ploch piku a kalibracni roztoky totozné pfipravené ze tfech zasobnich
roztokli o odli§né koncentraci (1) 0,900 mg dm=, (2) 1,00 mg dm=, (3) 1,10 mg dm=. Podminky pfi
HPLC stanoveni: kolona XBridge BEH C-18 (100%3,5 mm; 2,5 um), teplota kolony 35 °C. Mobilni
faze: voda (pH = 2,5, upraveno pomoci kyseliny fosfore¢né) a acetonitril (3:1), isokraticka eluce,

1

pratok 0,4 ml min', nasttik vzorku 2 ul.

Ziskané rovnice kalibra¢ni pfimky pro kalibra¢ni roztoky pfipravené ze zasobniho roztoku
o koncentraci (useky byly statisticky zanedbatelné):
1. ¢=0,900 g dm™ (4. 90% RMP)

A [mAU min] = 11,3 ¢ [mg dm 3]

4.1
R?=1,0000 &0
2. ¢=1,00gdm™ (. 100% RMP)
A [mAU min] = 12,5 ¢ [mg dm >
[ ] [mg ] 42)
R?*=1,0000
3. ¢=1,10 gdm™ (tj. 110% RMP)
A [mAU min] = 13,8 ¢ [mg dm ]
s 4.3)

R*=1,0000

55



4.1.2.5 Testovani vlivu méficiho pfistroje na parametry kalibranich zavislosti
pro RMP

Testovani vlivu méficiho piistroje na parametry kalibracnich zavislosti pro RMP bylo
statisticky testovano pomoci analyzy rozptylu. Ke statistickému testovani bylo vyuzito vSech
27 hodnot smérnic. Nulové hypotéza predpoklada, ze mezi vSemi ziskanymi smernicemi neni
statisticky vyznamny rozdil, naopak alternativni hypotéza ptredpoklada, ze se alespon jedna
z27 zméfenych smérnic statisticky vyznamné odliSuje od ostatnich. Z potvrzeni nulové
hypotéze vyplyva, ze méfici piistroj nema statisticky vyznamny vliv na kone¢né hodnoty
smérnic.

Vsechny ziskané smérnice kalibraci pripravené ze tfech odliSnych zasobnich roztoki
jsou zaznamenany v tab. 4.5 (pro 90% RMP), v tab. 4.6 (pro 100% RMP) a v tab. 4.7 (pro
110% RMP). V jednotlivych tabulkach jsou zaznamenany smérnice a Useky vcetné jejich
nejistot a také koeficienty determinace pro kazdou kalibraci. VSechny ziskané smeérnice
jednotlivych kalibraci jsou vyuzity k testovani nulové hypotézy za pomoci analyzy rozptylu.

V tab. 4.10, 4.11 a 4.12 jsou zaznamenany hodnoty pro soucet ¢tverca (SS), stupné
volnosti (rozdil), vysledné hodnoty pro primérny ctverec (MS) a hodnoty P. VSechny tfi
ziskané hodnoty F jsou nomindln€ nizsi nez tabulkové kritickd hodnota, a tudiz je nulova
hypotéza potvrzena na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. Nulovéa hypotéza je taktéz potvrzena
pomoci p-hodnoty, ktera také slouzi jako Ciselny indikator platnosti ¢i neplatnosti nulové
hypotézy na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05. Ziskané p-hodnoty v této diplomové praci jsou
vy$§i nez hodnota 0,05, a proto taktéZ potvrzuji nulovou hypotézu. Nulova hypotéza
na hladiné vyznamnosti o = 0,05 byla potvrzena pro vSechny kalibrace (27 kalibraci) ziskané
ze tiech zasobnich roztoki (90% RMP, 100% RMP, 110% RMP). Méfici ptistroj tedy nema

na parametry kalibra¢nich zavislosti Zadny vliv.
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Tabulka 4.10

Hodnoty zajisténé pomoci metody analyzy rozptylu pro vSechny smérnice ziskané ze zasobniho
roztoku 90% RMP. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty pro soucet Ctverct (SS), stupné volnosti
(rozdil), vysledné hodnoty pro primérny ctverec (MS) a hodnota P. Taktéz je zde zaznamendna
hodnota testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladiné vyznamnosti

o =0,05.

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P Fiit
Mezi vybéry 0,15 8 0,0190 1,45 0,24 2,51
Vsechny vybéry 0,24 18 0,0131
Celkem 0,39 26
Tabulka 4.11

Hodnoty zajisténé pomoci metody analyzy rozptylu pro vSechny smérnice ziskané ze zasobniho
roztoku 100% RMP. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty pro soucet ¢tvercu (SS), stupné volnosti
(rozdil), vysledné hodnoty pro primérny ctverec (MS) a hodnota P. Taktéz je zde zaznamenana
hodnota testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladiné vyznamnosti

o =0,05.

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P Fiit
Mezi vybéry 0,04 8 0,005 2,20 0,08 2,51
Vsechny vybéry 0,04 18 0,002
Celkem 0,09 26
Tabulka 4.12

Hodnoty zajisténé pomoci metody analyzy rozptylu pro vSechny smérnice ziskané ze zasobniho
roztoku 110% RMP. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty pro soucet ¢tverci (SS), stupné volnosti
(rozdil), vysledné hodnoty pro primérny ctverec (MS) a hodnota P. Taktéz je zde zaznamenana
hodnota testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladin€ vyznamnosti

o =0,05.

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P Firit
Mezi vybéry 0,11 8 0,014 2,22 0,08 2,51
Vsechny vybéry 0,11 18 0,006
Celkem 0,23 26
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4126 Testovani vlivu pfipravy kalibraénich roztoki na parametry kalibraénich

zavislosti pro RM

Ptiprava kalibrac¢nich roztoku, ktera zahrnuje veskeré pipetovéani, odecet objemu pomoci
rysky a filtrovani, je dalSim potencidlnim zdrojem chyb béhem analytického méfeni, ktery byl
v této diplomové praci testovan. Statistické testovdni pomoci analyzy rozptylu bylo
provedeno nejprve pro smérnice ziskané z prvni kalibra¢ni sady pro kazdou navazku (celkové
devét hodnot smérnic). Dale byl vliv pripravy kalibracnich roztokl testovan pro druhé a treti
kalibra¢ni sady pro kazdou navazku, celkové bylo mezi sebou vzdy testovano devét hodnot.
Toto statistické testovani bylo provedeno pro 90%, 100% a 110% RMP. Z kazdého zasobniho
roztoku byly tedy celkové ziskdny tii hodnoty F neboli pro kazdou kalibrac¢ni sadu byla
ziskana vlastni hodnota F.

Statistické testovani bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu, kde nulova hypotéza
pfedpokladd, ze mezi vSemi ziskanymi smérnicemi (devét hodnot) neni statisticky vyznamny
rozdil. Naopak alternativni hypotéza predpoklada, ze se alespon jedna z deviti zmétenych
smérnic statisticky vyznamné 1i§i od ostatnich. Z potvrzeni nulové hypotézy vyplyva, ze
ptiprava kalibracnich roztokli, tedy pipetovani, odecet objemu pomoci rysky a filtrovani,

nema statisticky vyznamny vliv na kone¢né hodnoty jednotlivych smérnic.

A) Testovani vlivu pripravy kalibracnich roztokii na parametry kalibracnich zavislosti pro

90% RMP

V nasledujici tab. 4.13 jsou zaznamenany kalibrace ziskané ze zdsobniho roztoku pro 90%
RMP. Vsechny kalibrace jsou rozdé€leny do tfi skupin, podle kalibracnich sad. Analyza
rozptylu byla aplikovana na kazdou kalibracni sadu, tedy byly celkové ziskany tfi hodnoty
testovaciho kritéria ' pro 90% RMP. V tab. 4.13 jsou zaznamenéany vysledné smérnice spolu
sjejich nejistotami. Useky kalibraci jsou statisticky zanedbatelné. V tab. 4.14 jsou
zaznamenany hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu
Microsoft Excel 2022. V této tabulce nalezneme hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria
F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pfi hladiné vyznamnosti a = 0,05. VSechny tfi
ziskané hodnoty F potvrzuji nulovou hypotézu, a tudiz bylo statisticky potvrzeno, Ze ptiprava
roztokidl nema staticky vyznamny vliv na kone¢né hodnoty smérnic u kalibraci pfipravené ze

zasobniho roztoku 90% RMP.
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Tabulka 4.13

Vysledné smérnice spolu s jejich nejistotami pro prvni, druhé a tieti kalibracni sady (pro tfi rtizné

navazky) ptipravené ze zasobniho roztoku 90% RMP

Kalibrac¢ni sada Oznaceni kalibrace

a/mAU min mg~! dm?

5o/ mAU min mg~' dm

3

1.1.1 11,3 0,03
1.1.2 11,3 0,13
1.1.3 11,3 0,06
2.1.1 11,1 0,12
1. 2.12 11,3 0,11
2.13 11,5 0,06
3.1.1 11,3 0,10
3.1.2 11,3 0,08
3.1.3 11,3 0,11
1.2.1 11,3 0,16
1.2.2 11,3 0,15
1.23 11,3 0,09
221 11,4 0,05
2. 222 11,3 0,08
223 11,4 0,12
321 11,1 0,08
322 11,3 0,06
323 11,3 0,02
1.3.1 10,9 0,10
1.3.2 11,2 0,04
133 11,4 0,03
231 11,3 0,15
3. 232 11,3 0,10
233 11,3 0,05
331 11,0 0,11
332 11,2 0,15
333 11,2 0,08

Tabulka 4.14

Hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu Microsoft Excel 2022.

V tabulce jsou zaznamenany hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou

hodnotou pfi hladiné vyznamnosti o = 0,05. Analyza rozptylu byla provedena pro prvni, druhé a treti

kalibracni sady ptipravené ze zasobniho roztoku 90% RMP pro tii rizné navazky (Fii= 5,15).

Kalibra¢ni sada F Hodnota P
1. 0,01 0,99
2. 3,37 0,10
3. 1,91 0,23
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B) Testovani vlivu pripravy kalibracnich roztokit na parametry kalibracnich zavislosti pro

100% RMP

V nasledujici tab. 4.15 jsou zaznamenany kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku pro 100%
RMP. Vsechny kalibrace jsou rozdéleny do tfi skupin, podle kalibra¢nich sad. Analyza
rozptylu byla aplikovéna na kazdou kalibracni sadu, tedy byly celkové ziskany tfi hodnoty
testovaciho kritéria F pro 100% RMP. V tab. 4.15 jsou zaznamenany vysledné smérnice spolu
sjejich nejistotami. Useky kalibraci jsou statisticky zanedbatelné. V tab. 4.16 jsou
zaznamenany hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu
Microsoft Excel 2022. V této tabulce nalezneme hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F
spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pfi hladin€ vyznamnosti o = 0,05. VSechny tfi ziskané
hodnoty F potvrzuji nulovou hypotézu, a tudiz bylo statisticky potvrzeno, ze ptiprava roztokl
nema staticky vyznamny vliv na konecné hodnoty smérnic u kalibraci pfipravené

ze zasobniho roztoku 100% RMP.

Tabulka 4.15
Vysledné smérnice spolu s jejich nejistotami pro prvni, druhé a tieti kalibra¢ni sady (pro tfi rtizné

navazky) pripravené ze zasobniho roztoku 100% RMP

Kalibra¢ni sada ~ Oznaceni kalibrace =~ a/mAU min mg!dm® s,/ mAU min mg~! dm?

1.1.1 12,5 0,05
1.1.2 12,5 0,07
1.13 12,5 0,07
2.1.1 12,5 0,06
1. 2.12 12,4 0,05
2.1.3 12,5 0,07
3.1.1 12,5 0,08
3.12 12,4 0,03
3.1.3 12,4 0,07
1.2.1 12,5 0,14
1.2.2 12,5 0,11
123 12,5 0,07
22.1 12,4 0,10
2. 222 12,5 0,06
223 12,4 0,04
3.2.1 12,4 0,11
322 12,4 0,06
323 12,5 0,15
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Kalibraéni sada ~ Oznadeni kalibrace ~ a/mAU min mg!dm® s,/ mAU min mg~! dm?

1.3.1 12,6 0,09
1.3.2 12,5 0,07
133 12,5 0,08
23.1 12,5 0,04
3. 232 12,5 0,13
233 12,5 0,07
3.3.1 12,4 0,11
332 12,5 0,11
333 12,5 0,19

Tabulka 4.16

Hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu Microsoft Excel 2022.
V tabulce jsou zaznamenany hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou
hodnotou pfi hladiné vyznamnosti o = 0,05. Analyza rozptylu byla provedena pro prvni, druhé a tieti

kalibra¢ni sady pfipravené ze zasobniho roztoku 100% RMP pro tii rizné navazky (Fiic= 5,14).

Kalibra¢ni sada F Hodnota P
1. 1,89 0,23
2. 2,08 0,21
3. 2,08 0,21

C) Testovani vlivu pripravy kalibracnich roztokii na parametry kalibracnich zavislosti pro

110% RMP

Smérnice kalibraci pfipravené ze zasobniho roztoku 110% RMP jsou zaznamenany
v tab. 4.17. Spolu se smérnicemi jsou v tabulkadch vypsany jejich nejistoty. Hodnoty useki
jsou statisticky zanedbatelné. VSechny kalibrace jsou rozdé€leny do tfi skupin, podle
kalibra¢nich sad. Analyza rozptylu byla aplikovdna na kazdou kalibra¢ni sadu, tedy byly
celkové ziskany tfi hodnoty testovaciho kritéria F' pro 110% RMP. V tab. 4.18 jsou
zaznamenany hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu
Microsoft Excel 2022. V této tabulce nalezneme hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F
spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05. VSechny tfi ziskané
hodnoty F potvrzuji nulovou hypotézu, a tudiz bylo statisticky potvrzeno, Ze ptiprava roztoki
nema staticky vyznamny vliv na koneéné hodnoty smérnic u kalibraci pfipravené

ze zasobniho roztoku 110% RMP.
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Tabulka 4.17

Vysledné smérnice spolu s jejich nejistotami pro prvni, druhé a tieti kalibracni sady (pro tfi rtizné

navazky) ptipravené ze zasobniho roztoku 110% RMP

Kalibraéni sada Oznaceni kalibrace

a /mAU min mg~! dm3

5o/ mAU min mg~! dm?

1.1.1 13,7 0,12
1.1.2 13,7 0,05
1.1.3 13,7 0,16
2.1.1 13,8 0,06
1. 2.1.2 13,7 0,06
2.13 13,8 0,06
3.1.1 13,8 0,10
3.1.2 13,8 0,04
3.1.3 13,7 0,13
1.2.1 13,7 0,12
1.2.2 13,7 0,16
1.23 13,7 0,22
221 13,8 0,09
2. 222 13,7 0,09
223 13,8 0,04
321 13,8 0,03
322 13,8 0,08
323 13,7 0,06
1.3.1 13,7 0,04
1.3.2 13,7 0,07
133 13,8 0,09
231 13,7 0,08
3. 232 13,7 0,07
233 13,4 0,09
3.3.1 13,7 0,15
332 13,8 0,12
333 13,9 0,04

Tabulka 4.18

Hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu Microsoft Excel 2022.

V tabulce jsou zaznamenany hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou

hodnotou pfi hladiné vyznamnosti o = 0,05. Analyza rozptylu byla provedena pro prvni, druhé a treti

kalibrace ptipravené ze zasobniho roztoku 110% RMP pro tii rizné navazky (Fiii= 5,14).

Kalibra¢ni sada F Hodnota P
1. 3,80 0,09
2. 2,46 0,17
3. 2,84 0,14
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4.1.2.7  Testovani vlivu vazeni na parametry kalibracni zavislosti pro RMP

Vazeni je dal$i proces, ktery muze byt potencidlnim zdrojem chyb béhem analytického
méieni. V této diplomové praci jiz bylo potvrzeno, ze méfici pfistroj ani pfiprava roztoki
nevnasi do analytického procesu zadnou chybu. Jako poslednim potencidlnim zdrojem chyb je
vtéto diplomové praci staticky testovan proces vazeni, a to pomoci Studentova
jednovybérového z-testu.

V tab. 4.19 jsou zaznamenany pruméry smérnic, které byly vypocitany z kalibraci,
které jsou vypsany v prvnim sloupci. Hodnota primértt smérnic, jako stfedni hodnota
normalniho rozdéleni, je statisticky porovnana se stfedni hodnotou zakladniho souboru, ktera
je povazovana za konstantu. Touto konstantou (skute¢nou hodnotou) je v této diplomové
prace hodnota priméru smérnic ziskand zkalibra¢nich zavislosti pro CRMP
(o= 12,5 mAU min mg~' dm®). V tab. 4.19 jsou dile zaznamenany smérodatné odchylky pro
jednotlivé kalibrace, které jsou spolu s priméry smérnic vyuzity k ziskdni 7" hodnoty pomoci
Studentova jednovybérového t-testu. Ziskané 7 hodnoty jsou porovnany s tabulkovou
kritickou hodnotu pro dva stupné volnosti pti hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Tiic = 2.920).
Vsechny vypoctené T hodnoty jsou nizs§i nez tabulkova kritickd hodnota pro tifi méfeni.
Pomoci Studentova jednovybérového #-testu bylo statisticky potvrzeno, Ze smérnice
jednotlivych kalibraci se rovnaji konstanté neboli rozdily ziskanych hodnot a skute¢né
hodnoty jsou zpiisobeny pouze ndhodnymi chybami. Pomoci statistické metody bylo

potvrzeno, ze proces vazeni nevnasi do analytického procesu chyby.
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Tabulka 4.19

Vysledné priméry smérnic ptipravenych ze zadsobniho roztoku 100% RMP. Prvni sloupec informuje,
jaké kalibrace byly pouzity pro vypocet aprime. V tabulce jsou déale zaznameniny vypoctené
smérodatné odchylky a 7 hodnoty ziskané pomoci Studentova jednovybérového r-testu. Nulova
hypotéza je potvrzena v piipade, ze ziskand hodnota T je nizsi nez tabulkova hodnota pro n — 1 stupna

volnosti a & = 0,05 (v =2, Tiic= 2,920, t0=12,5 mAU min mg~' dm?)

Kalibrace Aprimer/ MAU min mg™' dm? s / mAU min mg™' dm? 7] Ho
1.1.1/2.1.1/3.1.1 12,5 0,03 0,958 Potvrzena
1.1.2/2.1.2/3.1.2 12,4 0,06 2,006 Potvrzena
1.1.3/2.1.3/3.1.3 12,5 0,04 2,026 Potvrzena
1.2.1/2.2.1/3.2.1 12,4 0,07 1,861 Potvrzena
1.2.2/2.2.2/3.2.2 12,5 0,05 0,551 Potvrzena
1.2.3/2.2.3/3.2.3 12,5 0,06 0,993 Potvrzena
1.3.1/2.3.1/3.3.1 12,5 0,11 0,466 Potvrzena
1.3.2/2.3.2/3.3.2 12,5 0,02 1,767 Potvrzena
1.3.3/2.3.3/3.3.3 12,5 0,01 1,535 Potvrzena

4.1.3 KalibracCni zavislost zalozena na ARMP

4.1.3.1 Namérena data pro sestrojeni kalibracnich zavislosti ARMP

Testovani, které bylo vyuzito u RMP, bylo také aplikovano na mozné alternativni referencni
materidly paracetamolu, konkrétn€ na ARMP2. Schéma pfipravy kalibraci u ARMP
je zndzornéno v tab. 4.20. Z lécivého piipravku ARMP2 byly celkové pfipraveny dva zasobni
roztoky o totozné koncentraci (¢ = 1,00 g dm=, odpovidajici 100% RMP). Prvni zisobni
roztok byl pfipraven z jedné tablety, druhy zasobni roztok ze tii tablet, které byly nejprve
dikladné rozdrceny a zhomogenizovany. U kazdého zasobni roztoku se postupovalo totozné,
jako u 100% RMP. Nejprve byl kazdy zasobni roztok pfipraven tfikrat neboli
u kazdého zéasobniho roztoku byly odvazeny tfi navazky. Z jednotlivych zasobnich roztoki
ARMP?2 byly piipraveny tii kalibra¢ni sady, které byly pomoci ptistroje HPLC zméteny vzdy
ttikrat. Celkovée tedy bylo ziskdna 27 hodnot smérnic, které byly déale vyuzity ke statistickému

testovani. V nasledujicich tabulkéch (tab. 4.21 a tab. 4.22) jsou zaznamenany udaje ziskané
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ze vSech 27 kalibracnich zavislosti pro zasobni roztok pfipraveny zjedné a ze tii tablet.
V tabulce jsou zaznamendny smeérnice a Useky vcetné jejich nejistot a také koeficienty
determinace pro jednotlivé kalibrace. U vSech kalibraci byly hodnoty tuseki statisticky

zanedbatelné.

Tabulka 4.20
Schéma ptipravy kalibraci u ARMP2.

Oznaceni kalibrace
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.2.1
222
223
2.3.1
23.2
233
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.2.1
322
3.2.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3

<
<
=<
a
=
=

Navazka Kalibrac¢ni sada
1. 1.

W=D R R R RD =R DD ERDDERDD R RDD = WD
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Tabulka 4.21
Kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku o koncentraci 1,00 g dm=, ktery byl pfipraven z jedné tablety
lé¢ivého pripravku ARMP2. V tabulce jsou zaznamenany smérnice a useky vcetné jejich nejistot

a také koeficient determinace pro jednotlivé kalibrace.

Oznaceni kalibrace a/mAU min mg™' dm?® s,/ mAU min mg™'dm® »/mAUmin s,/ mAUmin R’

1.1.1 12,5 0,11 28,3 5,5 0,9998
1.1.2 12,5 0,10 34,6 5,1 0,9998
1.1.3 12,5 0,13 27,0 6,8 0,9997
1.2.1 12,5 0,06 26,5 3,1 0,9999
1.2.2 12,6 0,12 30,4 6,1 0,9997
123 12,5 0,06 32,2 3,0 0,9999
1.3.1 12,5 0,11 19,9 5,8 0,9998
1.3.2 12,5 0,08 14,6 4,1 0,9999
1.33 12,5 0,04 16,1 2,3 1,0000
2.1.1 12,5 0,11 24,6 5,9 0,9998
2.1.2 12,5 0,08 30,3 4,1 0,9999
2.13 12,5 0,14 29,3 7,0 0,9996
221 12,6 0,08 32,9 3,9 0,9999
222 12,5 0,08 39,3 4,2 0,9999
223 12,6 0,10 38,7 53 0,9998
23.1 12,4 0,25 40,2 13,0 0,9988
232 12,4 0,17 34,8 8,6 0,9995
233 12,5 0,16 27,9 8,4 0,9995
3.1.1 12,6 0,14 17,3 7,1 0,9996
3.1.2 12,5 0,04 22,0 1,8 1,0000
3.13 12,5 0,12 17,3 6,3 0,9997
3.2.1 12,3 0,09 30,9 4,5 0,9998
322 12,5 0,07 29,0 3.8 0,9999
323 12,5 0,07 26,2 3,7 0,9999
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Tabulka 4.22

Kalibrace ziskané ze zasobniho roztoku o koncentraci 1,00 g dm=, ktery byl piipraven ze tii tablet

ARMP2. V tabulce jsou zaznamendny smeérnice a useky vcetné jejich nejistot a také koeficient

determinace pro jednotlivé kalibrace.

Oznadeni kalibrace a /mAU min mg™'dm® s,/ mAU min mg'dm® b/mAUmin s,/ mAUmin R’
1.1.1 12,6 0,10 26,6 5,4 0,9998
1.1.2 12,5 0,09 242 4,6 0,9998
1.1.3 12,5 0,12 27,6 6,2 0,9997
1.2.1 12,5 0,06 30,0 2,9 0,9999
1.2.2 12,5 0,04 29,1 1,8 1,0000
1.2.3 12,3 0,08 27,8 4,1 0,9999
1.3.1 12,5 0,10 30,6 5,2 0,9998
1.3.2 12,4 0,09 27,3 4.4 0,9999
1.3.3 12,2 0,09 27,1 4,7 0,9998
2.1.1 12,6 0,04 25,9 1,8 1,0000
2.1.2 12,4 0,06 25,0 3,1 0,9999
2.1.3 12,5 0,07 20,6 3,6 0,9999
2.2.1 12,5 0,08 20,8 43 0,9999
2.2.2 12,5 0,10 223 5,3 0,9998
2.2.3 12,5 0,07 16,0 3,4 0,9999
2.3.1 12,6 0,08 24,9 4,1 0,9999
232 12,6 0,07 26,9 3,8 0,9999
233 12,6 0,05 20,9 2,8 0,9999
3.1.1 12,5 0,06 21,1 3,1 0,9999
3.1.2 12,5 0,08 27,4 3,9 0,9999
3.1.3 12,5 0,05 24,5 2,8 0,9999
3.2.1 12,5 0,04 27,0 2,3 1,0000
322 12,4 0,02 32,4 1,1 1,0000
323 12,1 0,09 16,9 4,5 0,9998
3.3.1 12,5 0,04 25,2 2,1 1,0000
332 12,5 0,08 33,7 4,1 0,9999
333 12,5 0,17 24,5 8,8 0,9994
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4.1.3.2 Testovani vlivu méficiho pfistroje na parametry kalibraénich zavislosti pro
ARMP2

Testovani vlivu méficiho pfistroje na parametry kalibracnich zavislosti pro ARMP2 bylo
statisticky testovano pomoci analyzy rozptylu. Analyza rozptylu byla aplikovana na oba
zasobni roztoky pfipravené zjedné a ze tii tablet 1é¢ivého piipravku ARMP2.
Ke statistickému testovani bylo vyuzito vSech 27 hodnot smérnic, které jsou zaznamenany
v tab. 4.21 a tab. 4.22. Nulova hypotéza predpoklada, ze mezi vSemi ziskanymi smérnicemi
neni statisticky vyznamny rozdil, naopak alternativni hypotéza piedpoklada, ze se alespon
jedna z 27 zmétenych smérnic statisticky vyznamné odliSuje od ostatnich. Z potvrzeni nulové
hypotéze vyplyva, ze méfici pfistroj nema statisticky vyznamny vliv na kone¢né hodnoty
smérnic u kalibra¢nich zavislosti pfipravenych z ARMP2.

VSechny ziskané smérnice kalibraci pfipravené zjedné a ze tifi tablet lécivého
ptipravku ARMP2 jsou zaznamenany v tab. 4.21 (pro jednu tabletu) a v tab. 4.22 (pro tfi
tablety). V jednotlivych tabulkéach jsou zaznamendny smérnice a useky vcéetné jejich nejistot
a také koeficienty determinace pro kazdou kalibraci. VSechny ziskané smérnice jednotlivych
kalibraci jsou vyuZity k testovani nulové hypotézy za pomoci analyzy rozptylu.

V nésledujicich tab. 4.23 a 4.24 jsou zaznamenany hodnoty pro soucet ctvercii (SS),
stupné volnosti (rozdil), vysledné hodnoty pro primérny c¢tverec (MS) a hodnoty P. Obé
ziskané hodnoty F' jsou nominalné€ niz§i nez tabulkové kritické hodnoty, a tudiZ je nulova
hypotéza potvrzena na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Nulova hypotéza je taktéZ potvrzena
pomoci p-hodnoty, kterd také slouzi jako ciselny indikator platnosti ¢i neplatnosti nulové
hypotézy na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Ziskané¢ p-hodnoty v této diplomové praci jsou
vy$$i nez hodnota 0,05, a proto taktéz potvrzuji nulovou hypotézu. Nulovd hypotéza
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byla potvrzena pro vSechny kalibrace (27 kalibraci) ziskané
ze dvou zéasobnich roztokii pfipravenych z ARMP2. M¢fici pfistroj tedy opét nema na

parametry kalibracnich zavislosti Zadny vliv.
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Tabulka 4.23

Hodnoty zajisténé pomoci metody analyzy rozptylu pro vSechny smérnice ziskané ze zasobniho
roztoku o koncentraci 1,00 g dm™ pfipraveného z jedné tablety ARMP2. V tabulce jsou zaznamenany
hodnoty pro soucet ¢tverct (SS), stupné volnosti (rozdil), vysledné hodnoty pro priméry ctverec
(MS) a hodnota P. TaktéZ je zde zaznamenana hodnota testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou

kritickou hodnotou pti hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P Fiit
Mezi vybéry 0,05 8 0,007 2,50 0,05 2,51
Vsechny vybéry 0,05 18 0,003
Celkem 0,10 26
Tabulka 4.24

Hodnoty zajisténé pomoci metody analyzy rozptylu pro vSechny smérnice ziskané ze zasobniho
roztoku pfipraveného ze tii tablet ARMP2 o koncentraci 1,00 g dm™=. V tabulce jsou zaznamenany
hodnoty pro soucet ¢tverct (SS), stupné volnosti (rozdil), vysledné hodnoty pro primérny ctverec
(MS) a hodnota P. Taktéz je zde zaznamenana hodnota testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou

kritickou hodnotou pfi hladin€é vyznamnosti o = 0,05.

Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P Fiait
Mezi vybéry 0,16 8 0,02 1,67 0,17 2,51
Vsechny vybéry 0,21 18 0,01
Celkem 0,37 26
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4.1.3.3 Testovani vlivu pfipravy kalibraénich roztok(l na parametry kalibrac¢nich
zavislosti pro ARMP2

V této diplomové praci bylo statisticky testovano, zdali ptiprava kalibracnich roztoka, ktera
zahrnuje pipetovani, odeCet objemu pomoci rysky ¢i filtrovani, ma vliv na vznik chyb
v pribéhu analytického méfeni pro ARMP2. Statistické testovani pomoci analyzy rozptylu
bylo nejprve provedeno pro smérnice ziskané z prvnich kalibraci pro kazdou navazku
(celkove devét hodnot smérnic). Nasledné byly také testovany smérnice ziskané z druhé a treti
pripravené kalibracni sady pro tfi rizné navazky, celkové tedy bylo mezi sebou testovano
vzdy devét hodnot. Toto statistické testovani bylo provedeno pro oba zasobni roztoky
pripravené z jedné a ze tii tablet. Z kazdého zasobni roztoku byly tedy celkové ziskany tfi
hodnoty F neboli pro kazdou kalibra¢ni sadu byla ziskana vlastni hodnota F.

Statistické testovani bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu, kde nulova hypotéza
pfedpokladd, ze mezi vSemi ziskanymi smérnicemi (devét hodnot) neni statisticky vyznamny
rozdil. Naopak alternativni hypotéza predpoklada, ze se alespon jedna z deviti zmétenych
smérnic statisticky vyznamné li§i od ostatnich. Z potvrzeni nulové hypotézy vyplyva,
ze priprava kalibracnich roztokt, tedy pipetovani, odecet objemu pomoci rysky a filtrovani,
nema statisticky vyznamny vliv na kone¢né hodnoty jednotlivych smérnic. Vyvraceni nulové
hypotézy potvrdi alternativni hypotézu, které naopak ocekava, Ze se alesponn jedna z deviti

zmétenych smérnic statisticky vyznamné lisi od ostatnich.

A) Testovani vlivu pripravy kalibracnich roztokii na parametry kalibracnich zavislosti pro

zdsobni roztok pripraveny z jedné tablety ARMP?2

V nasledujici tab. 4.25 jsou zaznamenany hodnoty smérnic véetné jejich nejistot. Tab. 4.25
je rozdélena dle kalibrac¢nich sad. Analyza rozptylu byla aplikovana na kazdou kalibraéni
sadu, tedy byly celkové ziskany tii hodnoty testovaciho kritéria F° pro zasobni roztok
pfipraveny z jedné tablety ARMP2. Useky kalibraci jsou statisticky zanedbatelné. V tab. 4.26
jsou zaznamendny hodnoty zjiSténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém
programu Microsoft Excel 2022. V této tabulce nalezneme hodnoty P, hodnoty testovaciho
kritéria F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. VSechny

tfi ziskané hodnoty F potvrzuji nulovou hypotézu, a tudiz bylo statisticky potvrzeno,
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ze pfiprava roztokli nema staticky vyznamny vliv na koneéné hodnoty smérnic

u kalibraci pfipravené z jedné tablety ARMP2.

Tabulka 4.25
Vysledné smérnice spolu s jejich nejistotami pro prvni, druhé a tieti kalibracni sady ptipravené ze

zésobniho roztoku o koncentraci 1,00 g dm™ pfipraveného z jedné tablety ARMP2.

Kalibra¢ni sada  Oznaceni kalibrace a/mAU min mg™'dm® s,/ mAU min mg™' dm’*

1.1.1 12,5 0,11
1.1.2 12,5 0,10
1.1.3 12,5 0,13
2.1.1 12,5 0,11
1. 2.1.2 12,5 0,08
2.13 12,5 0,14
3.1.1 12,6 0,14
3.1.2 12,5 0,04
3.1.3 12,5 0,12
1.2.1 12,5 0,06
1.2.2 12,6 0,12
1.2.3 12,5 0,06
2.2.1 12,6 0,08
2. 222 12,5 0,08
223 12,6 0,10
3.2.1 12,3 0,09
322 12,5 0,07
323 12,5 0,07
1.3.1 12,5 0,11
1.3.2 12,5 0,08
1.3.3 12,5 0,04
231 12,4 0,25
3. 232 12,4 0,17
233 12,5 0,16
3.3.1 12,5 0,13
3.3.2 12,5 0,12
333 12,5 0,06
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Tabulka 4.26

Hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty P, hodnoty
testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pti hladiné vyznamnosti a = 0,05.
Analyza rozptylu byla provedena pro prvni, druhé a tfeti kalibracni sady piipravené ze zasobniho
roztoku o koncentraci 1,00 mg dm™ pro tfi rlizné navazky. Tento zasobni roztok byl pfipraven z jedné

tablety ARMP2 (Fieir= 5,14).

Kalibra¢ni sada F Hodnota P
1. 0,40 0,69
2. 4,86 0,06
3. 1,22 0,36

B) Testovani viivu pripravy kalibracnich roztoki na parametry kalibracnich zavislosti pro

zasobni roztok pripraveny ze tii tablet ARMP2

V nasledujici tabulce (tab. 4.27) jsou zaznamendny vysledné smérnice spolu s jejich
nejistotami pro prvni, druhé a treti kalibra¢ni sady ziskané ze zasobniho roztoku pfipravené¢ho
ze tfi tablet ARMP2 (¢ = 1,00 g dm™). Analyza rozptylu byla aplikovana na kazdou
kalibracni sadu, tedy byly celkové ziskény tii hodnoty testovaciho kritéria F, které jsou
zaznamenany v tab. 4.28. Useky kalibraci jsou statisticky zanedbatelné. Hodnoty zjisténé
pomoci metody analyzy rozptylu jsou zaznamendny v tab. 4.28. V této tabulce nalezneme
hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F' spolu s tabulkovou kritickou hodnotou pii hladiné
vyznamnosti o = 0,05. VSechny ziskané hodnoty F potvrzuji nulovou hypotézu, a tudiZ bylo
statisticky potvrzeno, ze ptiprava kalibracnich roztoki, kterd zahrnuje pipetovani, odecet
objemll pomoci rysky a filtrovani, nema vyznamny vliv na kone¢né¢ hodnoty smérnic.
Z potvrzeni nulové hypotézy vyplyva, ze ptiprava roztokli u ARMP2 nevnasi do analytického

procesu chyby.
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Tabulka 4.27
Vysledné smérnice spolu s jejich nejistotami pro prvni, druhé a tfeti kalibrac¢ni sady pfipravené ze

zésobniho roztoku o koncentraci 1,00 g dm™ pfipraveného ze tif tablet ARMP2

Kalibraéni sada ~ Oznaceni kalibrace a/mAU min mg'dm® s,/ mAU min mg~! dm?
1.1.1 12,6 0,10
1.1.2 12,5 0,09
1.1.3 12,5 0,12
2.1.1 12,6 0,04
1. 2.1.2 12,4 0,06
2.1.3 12,5 0,07
3.1.1 12,5 0,06
3.1.2 12,5 0,08
3.1.3 12,5 0,05
1.2.1 12,5 0,06
1.2.2 12,5 0,04
1.2.3 12,3 0,08
2.2.1 12,5 0,08
2. 2.2.2 12,5 0,10
223 12,5 0,07
3.2.1 12,5 0,04
322 12,4 0,02
323 12,1 0,09
1.3.1 12,5 0,10
1.3.2 12,4 0,09
1.33 12,2 0,09
2.3.1 12,6 0,08
3. 2.3.2 12,6 0,07
2.3.3 12,6 0,05
3.3.1 12,5 0,04
332 12,5 0,08
333 12,5 0,17
Tabulka 4.28

Hodnoty zjisténé pomoci metody analyzy rozptylu v softwarovém programu Microsoft Excel 2022.
V tabulce jsou zaznamenany hodnoty P, hodnoty testovaciho kritéria F spolu s tabulkovou kritickou
hodnotou pfi hladin€¢ vyznamnosti o = 0,05. Analyza rozptylu byla provedena pro prvni, druh¢ a treti
kalibra¢ni sady pripravené ze zasobniho roztoku o koncentraci 1,00 mg dm™ ziskaného ze tii tablet

ARMP2 (Fiic= 5,14).

Kalibra¢ni sada F Hodnota P
1. 0,37 0,71
2. 0,83 0,48
3. 3,62 0,09
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4.1.3.4  Testovani vlivu vazeni na parametry kalibracnich zavislosti pro ARMP2

V této diplomové praci jiz bylo statisticky potvrzeno, ze méfici pfistroj ¢i piiprava roztokt
behem piipravy kalibracnich roztoki u ARMP2 nevnéseji do analytického procesu chybu.
Jako posledni potencidlni zdroj chyb je testovan proces vazeni, a to za pomoci Studentova
jednovybérového #-testu.

V nasledujicich dvou tabulkach (tab. 4.29 a tab. 4.30) jsou zaznamenany pramery
smérnic, které byly vypocitany z kalibraci, které jsou vypsany v prvnim sloupci. Hodnota
pruméri smérnic, jako stfedni hodnota normalniho rozdéleni, je statisticky porovnana
se stfedni hodnotou zdkladniho souboru, kterd je povazovana za konstantu. Touto konstantou
(skutecnou hodnotou) je v této diplomové prace hodnota priméru smérnic ziskana
z kalibraénich zavislosti pro CRMP (uo = 12,5 mAU min mg™' dm?). V tab. 4.29 jsou
zaznamenany hodnoty tykajici se kalibraci, které byly pfipraveny z jedné tablety 1éCivého
pfipravu, naopak tab. 4.30 informuje o kalibracich, které byly pfipraveny ze zdsobniho
roztoku zhotoveného ze tfech peclivé zhomogenizovanych tablet. V tabulkach jsou vcetné
praméru smérnic také zaznamenany smérodatné odchylky pro jednotlivé kalibrace, které jsou
spolu s priméry smérnic vyuzity k ziskani 7" hodnoty pomoci Studentova jednovybérového
t-testu. Ziskané 7 hodnoty jsou porovnany s tabulkovou kritickou hodnotu pro dva stupné
volnosti pii hladin€ vyznamnosti a = 0,05 (7it = 2.920). VSechny vypoctené hodnoty 7" maji
nomindln€ niz§i hodnotu, nez je tabulkova kriticka hodnota pro tfi méfeni, a tudiz bylo
statisticky potvrzeno, Ze smérnice jednotlivych kalibraci se rovnaji konstanté neboli rozdily
ziskanych hodnot a skute¢né hodnoty jsou zpusobeny pouze ndhodnymi chybami. Pomoci
statistické metody bylo potvrzeno, Ze proces vazeni nevnasi do analytického procesu zadné

chyby, a to pro oba zasobni roztoky ptipravené z ARMP2.
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Tabulka 4.29
Vysledné priméry smérnic piipravenych ze zasobniho roztoku o koncentraci 1,00 g dm=, ktery byl
zhotoven z jedné tablety ARMP2. V tabulce jsou dale zaznamenany vypoctené smérodatné odchylky
a T hodnoty ziskané pomoci Studentova jednovybérového ¢-testu. Nulova hypotéza je potvrzena

v ptipadé, ze ziskana hodnota 7 je nizsi nez tabulkova hodnota pro n — 1 stupnii volnosti a o = 0,05

(v =2, Tit= 2,920, uo- 12,5 mAU min mg~' dm?).

Kalibrace @pramer/ MAU min mg™' dm3 s /mAU min mg~! dm? Vi Ho
1.1.1/2.1.1/3.1.1 12,6 0,06 1,615 Potvrzena
1.1.2/2.1.2/3.1.2 12,5 0,02 2,139 Potvrzena
1.1.3/2.1.3/3.1.3 12,5 0,02 1,192 Potvrzena
1.2.1/2.2.1/3.2.1 12,5 0,14 0,057 Potvrzena
1.2.2/2.2.2/3.2.2 12,5 0,03 1,850 Potvrzena
1.2.3/2.2.3/3.2.3 12,5 0,07 0,901 Potvrzena
1.3.1/2.3.1/3.3.1 12,5 0,05 1,396 Potvrzena
1.3.2/2.3.2/3.3.2 12,5 0,06 1,251 Potvrzena
1.3.3/2.3.3/3.33 12,5 0,02 1,219 Potvrzena

Tabulka 4.30

Vysledné pruméry smérnic ziskané ze zasobniho roztoku pfipraveného ze tii tablet ARMP2. V tabulce
dale nalezneme vypoctené smérodatné odchylky a 7 hodnoty ziskané pomoci Studentova
jednovybérového #-testu. Nulova hypotéza je potvrzena v piipad€, ze ziskana hodnota 7 je nizsi nez

tabulkova hodnota pro n — 1 stupfiti volnosti a a = 0,05 (Tkit = 2,920, o - 12,5 mAU min mg™' dm’,

v=2).

Kalibrace Apramer/ MAU min mg™' dm3 s / mAU min mg~! dm? |T] Ho
1.1.1/2.1.1/3.1.1 12,5 0,08 0,832 Potvrzena
1.1.2/2.1.2/3.1.2 12,5 0,07 0,770 Potvrzena
1.1.3/2.1.3/3.1.3 12,5 0,03 0,241 Potvrzena
1.2.1/2.2.1/3.2.1 12,5 0,04 0,149 Potvrzena
1.2.2/2.2.2/3.2.2 12,5 0,06 1,144 Potvrzena
1.2.3/2.2.3/3.2.3 12,3 0,20 1,598 Potvrzena
1.3.1/2.3.1/3.3.1 12,6 0,07 1,628 Potvrzena
1.3.2/2.3.2/3.3.2 12,5 0,08 0,290 Potvrzena
1.3.3/2.3.3/3.3.3 12,4 0,23 0,552 Potvrzena
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4.1.3.5 Nahrazeni ARMP za RMP

V této diplomové praci bylo testovano, zdali lze vybrané 1é¢ivé piipravky vyuzit jako
alternativni zdroj referen¢nich materialti ke kalibraci v analytické chemii. Byly vyuzity Ctyfi
rozdilné 1écivé ptipravky s odliSnym obsahem ucinné latky paracetamolu. Tyto 1éCivé
pripravky jsou Panadol Novum 500 mg (ARMP1), Paramax RAPID 500 mg (ARMP2,
ARMP3), Paramax RAPID 1 g (ARMP4) a Paralen 500 mg (ARMPS). U lé¢ivého ptipravku
Paramax RAPID 500 mg byly pouzity dvé rizné Sarze, a to z diivodu ovéfeni, Ze se jednotlivé
Sarze neli$i v obsahu uc¢inné latky. U kazdého ARMP byly pfipraveny dva zasobni roztoky
o stejné koncentraci (¢ = 1,00 g dm™). Prvni zasobni roztok byl zhotoven z jedné tablety,
druhy zéasobni roztok byl pfipraven ze tii tablet, které byly nejprve dikladné rozdrceny
a zhomogenizovany. Z kazdého zasobniho roztoku byla pfipravena jedna kalibra¢ni sada,
ktera byla nasledné pomoci HPLC pfistroje zméiena tfikrat. Na obr. 4.5 jsou zobrazeny
chromatogramy s UV detekei pii stanoveni vybranych ARMP (cpar = 25,0 g dm™).

K prokazéani, ze lze vyuzit hromadné¢ vyrabéné lécivé piipravky jako mozny
alternativni zdroj referen¢nich materialii ke kalibraci, byly pouZity priiméry smérnic ziskané
z kalibra¢nich zévislosti jednotlivych ARMP. Hodnota primérii smérnic, jako stiedni hodnota
normalniho rozd¢leni, je statisticky porovnéna se stfedni hodnotou zakladniho souboru, ktera
je povazovana za konstantu. Touto konstantou (skutecnou hodnotou) je v této diplomové
praice hodnota priméru smérnic ziskand =z kalibra¢nich zavislosti pro CRMP
(o= 12,5 mAU min mg~' dm?).

V tab. 4.31 jsou zaznamenany smérodatné odchylky pro jednotlivé kalibrace, které
jsou spolu spruméry smérnic vyuzity kziskdni 7 hodnoty pomoci Studentova
jednovybérového t-testu. Ziskané T hodnoty jsou porovnany s tabulkovou kritickou hodnotu
pro dva stupné volnosti pti hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05 (Tiit = 2,920). VSechny vypoctené
T hodnoty (s vyjimkou ARMP3, pocet tablet = 1) vykazuji niz§i hodnotu, nez je tabulkova
kritickd hodnota pro tfi mefeni. Bylo zde tedy statisticky potvrzeno, ze smérnice jednotlivych
kalibraci se rovnaji konstanté. Z toho vyplyva, Ze lze vyuzit vybrané hromadné vyrabéné
1é¢ivé pripravky jako alternativni zdroj referen¢nich materialt ke kalibraci.

Nulova hypotéza nebyla potvrzena u ARMP3, a to u priiméru smérnic, které byly
ziskany ze zasobniho roztoku pfipraveného zjedné tablety piipravku. Ackoliv z priméru

smérnic ziskanych z druhého zasobniho roztoku byla nulova hypotéza potvrzena. Z toho
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vyplyva doporuceni, ze je vhodné vzdy pouzit vice tablet, které musi byt pied ptipravou

zasobniho roztoku dikladné rozdrceny a zhomogenizovany.

Tabulka 4.31

ARMP a jejich vysledné priméry smérmic. V tabulce jsou dale zaznamenany priméry smeérnic spolu

se smeérodatnymi odchylkami, které jsou vyuzity kziskani 7 hodnoty pomoci Studentova

jednovybérového #-testu. Nulova hypotéza je potvrzena v ptipadé, Ze ziskana hodnota 7 je nizsi nez

tabulkova hodnota pro n — 1 stupfiti volnosti a & = 0,05 (Tkic = 2,920, o - 12,5 mAU min mg™"' dm?,

v=2).
Material, obsah u¢inné latky ~PoCet tablet  @primer/ mAU min mg™' dm’ s /mAU min mg™! dm’ |7] H,
1 12,5 0,01 1,120 Potvrzena
ARMPI, 500 mg/tbt.
3 12,5 0,03 0,660 Potvrzena
1 12,5 0,06 0,586 Potvrzena
ARMP2, 500 mg/tbt.
3 12,5 0,12 1,101 Potvrzena
1 12,7 0,07 6,231 Nepotvrzena
ARMP3, 500 mg/tbt.
3 12,5 0,04 0,157 Potvrzena
1 12,6 0,06 1,859 Potvrzena
ARMP4, 1000 mg/tbt.
3 12,6 0,06 1,859 Potvrzena
ARMPS, 500 mg/tbt. 1 12,5 0,03 0,896 Potvrzena
3 12,5 0,01 0,109 Potvrzena
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Obr. 4.5 Chromatogramy s UV detekci pii stanoveni paracetamolu (cpar = 25,0 mg dm™).
(a) ARMP1, (b) ARMP2, (c) ARMP4, (d) ARMPS. Podminky pii HPLC stanoveni: kolona XBridge
BEH C-18 (100%3,5 mm; 2,5 um), teplota kolony 35 °C. Mobilni faze: voda (pH = 2.5, upraveno

pomoci H;POs) a acetonitril (3:1), isokraticka eluce, pritok 0,4 ml min~!, nastfik vzorku 2 pl.
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4.2 Stanoveni kodeinu
421 Kalibraéni zavislost zalozena na RMK

V tab. 4.32 jsou zaznamenany plochy jednotlivych chromatografickych pikl pro koncentrace
24,0, 45,0, 60,0, 90,0 a 135,0 mg dm>. Vypocitané priméry ze tiech opakovani, které jsou
zaznamenany Vv téze tabulce, jsou vyuzity k sestrojeni kalibracni zavislosti zndzornéné
na obr. 4.6. Jednotlivé smérnice vSech tfech opakovani jsou zaznamenany v tab. 4.33.
V tabulce jsou dale vypsany nejistoty smeérnic, useky, nejistoty usekti a koeficienty

determinace pro tfi opakovani. Hodnoty tsekt byly statisticky nevyznamné.

Tabulka 4.32
Plochy chromatografickych piki [mAU min] pro jednotlivé koncentrace RMK.

¢/ mg dm
Opakovani

24,0 45,0 60,0 90,0 135,0

1. 2947 502,3 662,3 966,7 1412,6

2. 2943 493,6 652,0 958,4 1413,0

3. 291,5 496,9 655,4 9552 1411,9

Primér 293,5 497,6 656,6 960,1 1412,5

Tabulka 4.33

Smeérnice, Useky a jejich nejistoty pro tii kalibracni zavislosti zalozené na RMK.

Opakovani a/mAU min mg 'dm® s,/mAU minmg 'dm* 5/mAUmin s,/mAUmin R’
1. 10,1 0,08 41,1 6,7 0,9998
2. 10,1 0,06 52,9 4,7 0,9999
3. 10,1 0,06 45,4 5,2 0,9999
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Obr. 4.6 Kalibracni zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci RMK. Podminky pfi
HPLC stanoveni: kolona XBridge BEH C-18 (100x3,5 mm: 2,5 upm), teplota kolony
35 °C. Mobilni faze: voda (pH = 2,5, upraveno pomoci H3PO,) a acetonitril (9:1), isokraticka eluce,

pritok 0,4 ml min~!, nastiik vzorku 5 pl.

Z této kalibra¢ni zavislosti byla ziskdna vyslednd smérnice, jenZ nabyvd hodnoty
10,1 mAU min mg ! dm?. Tato hodnota je v nasledujicim statistickém vyhodnocovani hypotéz

vyuzita jako skutena stiedni hodnota uo. Usek této kalibraéni zavislosti je statisticky

nevyznamny.
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4211 Nahrazeni ARMK za RMK

V této diplomové praci byl testovan hromadné vyrabény lé¢ivy ptipravek s obsahem ucinné
latky kodein, jako alternativni zdroj referencnich materiali pro kalibraci v analytické chemii.
Byl vybran 1écivy ptipravek, a to konkrétné Codein Slovakofarma, znaceny jako ARMKI.
U tohoto 1écivého ptipravku byly pfipraveny dva zasobni roztoky o stejné koncentraci
(ckop = 0,300 g dm™). Prvni zasobni roztok byl zhotoven z jedné tablety, druhy zasobni
roztok byl pfipraven ze tii tablet, které byly nejprve dikladné rozdrceny
a zhomogenizovany. Z kazdého zasobniho roztoku byla ptipravena jedna kalibra¢ni sada,
ktera nasledné byla vzdy tiikrat prométena pomoci HPLC pfistroje.

K prokédzani, ze lze vyuzit ARMKI1 jako alternativni zdroj referencnich materiali
ke kalibraci, byly pouzity priméry smérnic ziskané ze tii kalibracnich zavislosti. Hodnota
priméri smérnic, jako stfedni hodnota normalniho rozdé€leni, je statisticky porovnana
se stfedni hodnotou zékladniho souboru, kterd je povazovana =za konstantu
(4o = 10,1 mAU min mg ' dm?). V tab. 4.34 jsou zaznamenany smérodatné odchylky pro
jednotlivé kalibrace, které jsou spolu s priméry smérnic vyuzity k ziskani 7" hodnoty pomoci
Studentova jednovybérového ¢-testu. Ziskané 7 hodnoty jsou porovnany s tabulkovou
kritickou hodnotu pro dva stupné volnosti pfi hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 (Tiic = 2,920).
Vsechny vypoctené T hodnoty vykazuji niz§i hodnotu, nez je tabulkova kriticka hodnota pro
tfi méfeni. V této diplomové préci bylo tedy statisticky potvrzeno, Ze smérnice jednotlivych
kalibraci se rovnaji konstanté neboli nulova hypotéza byla potvrzena. Z toho vyplyva, Ze lze

vyuzit ARMKI jako alternativni zdroj referen¢nich materiali ke kalibraci.

Tabulka 4.34

Vysledné priméry smérnic a jejich smérodatné odchylky pro dva zasobni roztoky pripravené z jedné
a ze tii tablet ARMKI. Priméry smérnic spolu se smérodatnymi odchylkami jsou vyuzity k ziskani
T hodnoty pomoci Studentova jednovybérového #-testu. Nulova hypotéza je potvrzena v pripadé,
ze ziskana hodnota T je niz§i nez tabulkova hodnota pro » — 1 stupiii volnosti a o = 0,05 (v = 2,

Tie= 2,920, uo-10,1 mAU min mg ' dm?).

Pocet tablet  @pramer/ MAU min mg 'dm? s /mAU min mg ! dm? 7] H,
1 10,1 0,01 0,144 Potvrzena
3 10,1 0,01 0,976 Potvrzena
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4.3 Simultanni stanoveni paracetamolu a kodeinu

Alternativni referen¢ni materidl (ARMPK1) Talvosilen ve svém sloZzeni obsahuje ob¢
zminéné ucinné latky, a to paracetamol a kodein. Z divodu zmén v experimentalnich
podminkach, tykajicich se poméru mobilni faze a néstfikového objemu, muselo dojit
k opétovnému méteni kalibracni zavislosti u CRMP. CRMP byl zméten za stejnych podminek
jako RMK (Vhaswik = 2 ul). U RMK nedoslo k zadné zméné, tudiz je vyuzita jiz zméfena

kalibra¢ni zavislost.

431 Kalibraéni zavislost zalozena na CRMP

V tab. 4.35 jsou zaznamenany ziskané plochy chromatografickych pikli pro riizné koncentrace
CRMP a jejich priméry, které jsou vyuzity k sestrojeni kalibracni zavislosti znazornéné
na obr. 4.7. Jednotlivé smérnice vSech tfech opakovani jsou zaznamenany v tab. 4.36.
V tabulce jsou dale vypsany nejistoty smérnic, useky, nejistoty usekd a koeficienty

determinace. Hodnoty usekt byly statisticky nevyznamné.

Tabulka 4.35
Plochy chromatografickych pikii [mAU min] pro jednotlivé koncentrace CRMP.

¢/ mg dm
Opakovani
24,0 45,0 60,0 90,0 135,0
1. 75,8 130,1 294,1 572,1 1147,5
2. 80,1 130,8 298.,4 593,4 1146,8
3. 82,2 127,4 298.,2 587,0 1151,5
Primér 79,3 1294 296,9 584,2 1148,6
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Tabulka 4.36

Smeérnice, tseky a jejich nejistoty pro tfi kalibracni zavislosti zalozené na CRMP.

Opakovani a/mAU min mg 'dm® s,/mAU min mg 'dm® 5/mAU min s,/mAU min R’

1. 11,3 0,07 15,1 3,8 0,9999
2. 11,3 0,08 21,1 4,1 0,9999
3. 11,3 0,07 19,0 3,5 0,9999
g T T T T T T T T T T
£ 1200 | -
-
<
g
=
900 -
600 - .
300 -
0 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0 20 40 60 80 100
¢/ mg dm™

Obr. 4.7 Kalibra¢ni zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci CRMP. Podminky pfi
HPLC stanoveni: kolona XBridge BEH C-18 (100x3,5 mm: 2,5 upm), teplota kolony
35 °C. Mobilni faze: voda (pH = 2,5, upraveno pomoci H3PO,) a acetonitril (9:1), isokraticka eluce,

pritok 0,4 ml min™!, nastiik vzorku 2 pl.

Ziskana smérnice z rovnice kalibraéni zavislosti nabyva hodnoty 11,3 mAU min mg! dm’.
Tato hodnota je v nasledujicim statistickém vyhodnocovani hypotéz vyuzita jako skutecna

stiedni hodnota z0. Usek této kalibra¢ni zavislosti je statisticky nevyznamny.

83



432 Kalibraéni zavislost zalozena na ARMPK

V této diplomové praci byl testovan hromadné vyrabény léCivy ptipravek s obsahem ucinné
latky kodein a paracetamol, jako alternativni zdroj referencnich materidli pro kalibraci
v analytické chemii. Byl vybran léCivy piipravek, a to konkrétné Talvosilen, znaeny jako
ARMPKI1. Z davodu vyskytu dvou ucinnych latek, byly u tohoto 1écCivého ptipravku,
pfipraveny CcCtyfi zasobni roztoky o dvou riznych koncentraci. Dva zasobni roztoky,
pfipravené z jedné a ze tii tablet, obsahovaly kodein v koncentraci 0,300 g dm=. Zbyl¢ dva
zasobni roztoky, téz ptipraveny z jedné a ze tii tablet, obsahovaly paracetamol v koncentraci
1,00 g dm=. Z kazdého zasobniho roztoku byla pfipravena jedna kalibra¢ni sada, tedy byly
celkové z ARMPKI1 pfipraveny Ctyti kalibracni sady, které byly vzdy zméteny tiikrat.

K prokédzani, ze lze vyuzit ARMKPI jako alternativni zdroj referen¢nich materialii
ke kalibraci, byly pouzity priméry smérnic ziskané ze tfi kalibrac¢nich zévislosti. Hodnota
pramérd ziskanych smérnic, jako stfedni hodnota normalniho rozdéleni, je statisticky
porovnana se stfedni hodnotou zakladniho souboru, kterd je povazovana za konstantu
(uormk = 10,1 mAU min mg ! dm®, uocrvp = 11,3 mAU min mg ! dm?). V tab. 4.37 jsou
zaznamenany smérodatné odchylky pro jednotlivé kalibrace, které jsou spolu s primeéry
smérnic vyuzity k ziskdni 7 hodnoty pomoci Studentova jednovybérového t-testu. Ziskané
T hodnoty jsou porovnany s tabulkovou kritickou hodnotu pro dva stupné volnosti pti hlading
vyznamnosti a = 0,05 (Tkit = 2,920). VSechny vypoctené 7 hodnoty vykazuji niz8i hodnotu,
neZ je tabulkova kritickd hodnota pro tfi méfeni. V této diplomové praci bylo tedy statisticky
potvrzeno, ze smérnice jednotlivych kalibraci se rovnaji konstanté¢ neboli nulova hypotéza
byla potvrzena. Z toho plyne, Ze 1ze vyuzit ARMKPI1 jako alternativni zdroj referencnich

materiala ke kalibraci.
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Tabulka 4.37

Vysledné priméry smérnic spolu s jejich nejistotami pro ARMPKI1. V tabulce jsou ddle zaznamendny
T hodnoty ziskany pomoci Studentova jednovybérhového f-testu. Nulova hypotéza je potvrzena
v ptipad€, ze ziskana hodnota T je niz$i nez tabulkova hodnota pro n — 1 stupnil volnosti a o = 0,05

(V = 2, Tka 2,920, MO0,CRMK = 10,1 mAU min mg’l dm3, M0,CRMP = 1 1,3 mAU min IIlg71 dm3).

Latka Pocet tablet  dprimer/ MAU min mg'dm® s /mAU min mg™! dm? Vi H,
1 11,3 0,03 0,220 Potvrzena
Kodein
3 11,3 0,10 0,081 Potvrzena
1 10,1 0,02 0,027 Potvrzena
Paracetamol
3 10,1 0,01 2,787 Potvrzena
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5 Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo prokédzani, zdali lze vyuzit hromadné vyrabéné lécivé
ptipravky jako alternativni zdroj referen¢nich material pro kalibraci v analytické chemii.
Jako mozné alternativni zdroje referenCnich materidlii byly vybrany 1écCivé piipravky,
a to konkrétn¢ Panadol Novum 500 mg (ARMPI1), Paramax RAPID 500 mg (ARMP2,
ARMP3), Paramax RAPID 1 g (ARMP4), Paralen 500 mg (ARMPS5), Codein Slovakofarma
28,72 mg (ARMKI1) a Talvosilen (ARMPKI1). Hromadné vyrabény IléCivy pfipravek
Talvosilen obsahuje obé ucinné latky, a to paracetamol (500 mg) a kodein (30 mg).
U pfipravku Paramax RAPID 500 mg byly testovany dvé odlisné Sarze (Sarze 1113201
al1l111301).

Dale byly statisticky testovany potencidlni zdroje chyb béhem analytického méfent,
a to u RMP a ARMP?2. Ptipadné zdroje chyb, které byly testovany jsou: méfici pfistroj, vazeni
a piiprava kalibracnich roztokl, kterd zahrnuje pipetovani, odecet objemli pomoci rysky
a filtrovani. Kazdy jednotlivy potencidlni zdroj chyb byl staticky testovan na dvou typech
zasobnich roztokli za pomoci analyzy rozptylu a Studentova jednovybérového z-testu. Bylo
zde statisticky potvrzeno, Ze jednotlivé vybrané procesy nevnasi do analytického postupu
chyby.

Zavérem této diplomové praci bylo tedy statisticky potvrzeno, Ze ziskané smérnice
vybranych alternativnich referencnich materialt jsou shodné se skute¢nou hodnotou uo.
Z toho vyplyva, ze lze vyuZzit vybrané hromadné vyrabéné 1écivé piipravky jako alternativni
zdroj referenc¢nich materiali ke kalibraci v analytické chemii. Jako vhodnou alternativou
mohou byt v momentech, kdy hraje zasadni roli ¢as, jako je naptiklad klinické vySetfovani
intoxikace. Dale z této prace plyne doporuceni, Ze je vhodné vzdy pouZzit vice tablet, které

musi byt pied ptipravou zasobnich roztokd dikladn€ rozdrceny a zhomogenizovany.
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