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1 Uvod



Chlorhexidin je biguanidové antiseptikum s bakidnémi a bakteriostatickymi
acinky na Siroké spektrum grampozitivnich a gramtiggech bakterii. Inhibuje Urst
mykobakterii. Proti spordm chlorhexidin za pok@deploty nefissobi. Chlorhexidin jsobi
i proti n¢kterym viiim a plisnim. PouzivA se v mnoha Iékovych formachko ja
stomatologikum, antiseptikum a dezinficiens. V&mné dob je hojre vyuzivan pevazri ve
forms Ustni vody k Iéba a prevenci z&tu dasnf:

Amastol Neo je mast, kterd se vyuzZiva ve veterimdriékastvi k l&b¢ zareta,
swdéni, otlaki a zap#enin kize.

Diklofenak sodny je nesteroidni latka s vyraznymirotpevmatickymi,
protizarétlivymi, analgetickymi a antipyretickymi vlastnostmJe to hojg pouzivana
farmaceuticka substance. Pouziva se v mnoha |ékdeymach jako nap v mastech, gelech,
¢ipkach, injekcich , tabletach a kapslich.

Pripravek Veral supp. se uzivéi garstlivém a degenerativnim onemaen klouhi a
patge, mimokloubnim revmatismu, &ra @i bolestivych stavech zétlivého revmatického

puvodu.

! Pouzité zdroje[21]



2 Cil prace



Cilem této bakai&ké prace bylo nalézt a sepsat metody separaceh@kidinu diglukonatu
z |&ivého pipravku Amastol Neo a Diklofenaku sodného ipmvku Veral supp a

vypracovat pehled vysledi reSerSe .



3 Separd&ni metody



3.1 Uvod?

3.1.1 Separace

7

Stanoveni jedné slozky ve slag#tim vzorku obvykle neni mozné provéstnpo po
pievedeni vzorku do roztoku.&t8inou je nutné ied vlastni analyzou odlit stanovovanou
sloZzku od ostatnich nebo atit slozky, které stanoveni ruSi. K tomutéelu se pouZiva
separace, kterou ikeme definovat jako operacififkteré se vzorek @i alespdi na dva
podily odliSného slozeni. Sepand metody obeahslouzi k izolaci chemickych individui ze
smesi bud'to peirodnich latek nebo produktsyntéz. Z uzSiho analytického hlediska je
separace jedna obvykle prvni a velmi vyznamna faalyzy, na které zavisirgsnost a
spolehlivost vysledku celé analy2y.

Separace vyuzivaiznych fyzikalnich, fyzikala chemickych a chemickych vlastnosti
slozek vzorku k tomu, aby byl vzorek raékeh alespa na dva podily odliSného sloZeni. Lze

ji charakterizovat selektivitou, rozsahem poukiosti a frakcionani kapacitou?

3.1.2 D¥leni separ@nich metod?

Separénich metod je zrgé mnozZstvi, ale ty nejteZitéjSi Ize zaadit do dvou
velkych skupin:
1) Metody zaloZené na rozdilech v rovnovazné tistii slozek
mezi dv faze
2) Metody zaloZené na rozdilech v rychlosti pohgtmzek
a) separace membranove

b) separace polem

2\ kapitole 3.1 byly pouzity tyto zdroj¢i], [2]
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Tabulkag. 1: Déleni separénich metod

1) Metody zaloZené na rozdilech v rovnovazné dtistiislozek mezi dvfaze

Fazova rovnovaha iKlady separénich metod

Plyn-kapalina Destilace, plynova chromatografie G3L

Plyn-pevna latka Sublimace, plynova chromatogr@ieC)
Extrakce,

Kapalina-kapalina o _
kapalinova chromatografie (HPLC)

Fralkeni krystalizace, kapalinova
Kapalina-pevna latka chromatografie, molekulova sita, extrakce

na pevnou fazi

2) Metody zaloZzené na rozdilech v rychlosti pohglozek

Separace membranove Ultrafiltrace, dialyza

Separace polem Elektroforéza, ultracentrifugace

3.2 Termodynamika atinnost separace

3.2.1 Distribuni konstanta K

VétSina sepakamich metod pouzivanych v analytické chemii je zal&# na
rovnovazneé distribuci slozek vzorku meziédfaze. Po dosazeni rovnovahyuie byt
distribuce slozky A vyjaiena distribdni konstantou K, coz je ponir celkovych koncentraci

ve dvou danych fazich nagazi 1 a 2:

Ko =6,

% V kapitole 3.2 byly pouzity tyto zdrojé2]
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Pokud sloZzka A existuje v obou fazich v jediné férmag. molekularni, Ize vyjéit vztah

pro Ko pomoci rovnovaznych latkovych koncentraci:
_[AL ()1,

Ko = +ab =
o [A]2 (nA)Z |S/l
kde [A]la [A]2 jsou rovnovazne latkové koncentrace ve fazich2l ®; a V> jsou objemy

fazi, (m)1 a (m)2 jsou latkova mnozstvi.

V chromatografii se ¥itateli uvadi faze stacionarni, v extrakci jéitateli faze organicka.

3.3 Chromatografické metody

3.3.1 Chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznafjfiich analytickych sepafaich metod.
Umoiuje cilent, identifikaci a stanoveni velkéhodpo organickych i anorganickych lat€k.

VyuZiva dtleni latek mezi déma fazemi, z nichZ jedna je mobilni a druh& stadiofi?

3.3.2 Zakladni pojmy a rozleni chromatografickych metd#

Mobilni faze= pohybliva (plyn nebo kapalina)
Stacionérni f4ze= nepohybliva mize nabyvat nejiznéjSich forem. Nkdy to jsoucast&ky

pevné hmoty, jindy je to tenk& vrstika kapaliny nanesena na pevny@sticich, nebo to
muze byt tenky film kapaliny na vriiti s€n¢é kapilary.

Sorbent= jakakoliv forma faze stacionarni. Je to midgblony, ges kterou postupuje faze
mobilni.

Vzorek= smes latek, ktera méa byttena

Chromatograf pristroj na 8mz se separace provadi

Chromatogran¥ zaznam chromatografické separace

4 V kapitole 3.3 byly pouZity tyto zdroj¢i], [2], [3]
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V sowasné dob se pouzivd mnoho typchromatografickych metod, které se liSi z hlediska
povahy:!¥
* separaniho dje (chromatografie adsafpi, rozdlovaci, iontovynénna, na
molekulovych sitech)
» pouzité techniky (chromatografie sloupcova, pagraa tenké vrsty
» zpasobu vyvijeni (chromatografie €hi, vytesiovaci, frontalni analyza)
» skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze(chromatogrgapalina-tuha latka,

kapalina-kapalina, plyn-kapalina, plyn-tuha latka).

3.3.3 Princip chromatografické separdée

Pri vSech chromatografickych metodach se mnohon&sobtavuje rovnovaha
sourasti analyzované sfsi mezi déma vzajemi nemisitelnymi fazemi. Stacionarni faze ma
schopnost tiznou nérou zadrZzovat jednotlivé soasti analyzované s¥ei. Mobilni faze
vymyva (eluuje) jednotlivé s@asti snési z nepohyblivé faze a odnasi je veéamtoku
raznou rychlosti¢imz dojde k jejich odé&eni.

Hybnou silou v chromatografickém systému je tokbitmd faze, ktera unasi
ionty nebo molekuly. Vlastnigeni latek v systému vSak zavisi na brzdici saeerci), ktera
pusobi selektiva: néktera latka je brzgha vice, jina mé&h P chromatografickém procesu se
ustavuje dynamicka rovnovaha mezi vratnou sorpdtaaionarni fazi a desorpci do mobilni
faze. Rychlost postupu latky zavisi na soiprovnovaze, tji¢cim pevrEji se latka sorbuje na

stacionarni fazi, tim pomaleji v chromatografickéystému postupuje.
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3.4 HPLC?

HPLC je vysoce instrumentainpokraiila technika kapalinové chromatografie.
Vysoké &innosti separniho procesu je dosazeno pouzitim kolorgpiich stacionarni fazi o
malé a doke definované velikosttastic. Pro dosazeni dost&iého pitoku mobilni faze je

potieba aplikovat tlak jednotek aZ desitek MPa.

3.4.1Princip separace laték

D¢leni latek nastavd mezi stacionarni fazi napdo v kolod a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Protozell&rd latek lze fitom vyuzit vSech
vratnych dvoufazovych sep&rdch mechanist(adsorpce, rozdovani, iontova vymina), je
mozné nalézt selektivni aiany chromatograficky systém Kleni sn&si prakticky vSech
organickych latek rozpustnych ve wod ztednych Kkyselinach nebo organickych
rozpoustdlech.

3.4.2 Kapalinovy chromatogré&f

Zakladni souasti kapalinového chromatografu : zasobniky molbéae, vysokotlaké
cerpadlo, davkovaci t@&eni, kolona, detektor a zapisovadiizeni, p@itac.
Obrazeks. 1: Schéma kapalinového chromatografu

Injector

o>

Column

Reservoir

ata System Detector

=\

® V kapitole 3.4 byly pouzity tyto zdrojél], [4], [5]
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Chromatografické kolony

« cinnost kolony zavisi na pouzité stacionarni faaidelce kolony a na jejim tvaru, na
materialu kolony, na Uprawnitiniho povrchu kolony a na mnozstvi spojovaciasti

« chromatografické kolony se zhotovuji z nerezovdioebo ze skla

« nejvyhodrjsi jsou kovové kolony, jejichz viiti povrch je potazen vrstvou skla

« Vv souwasnosti se obvykle pouzivaji kolony o délce 10@£r8

« pramér analytickych kolon byva ¥adu jednotek milimeir

« kolony Ize plnit stacionarni fazitino v laboratéi, nebo je mozné je koupit od
vyrobai

« VvV souwasnosti se jako velice ngde jevi pouziti kapilarnich kolon, jejichzimér je

srovnatelny s velikostiastic napla

Detektory v HPLC

e

+ detektory v HPLC jsou obeérslozitjSi a rozmanijSi nez detektory v GC

+ detektor musi byt kompatibilni s viskdznimi systésnyalymi difaznimi koeficienty
« detektor musi poskytovat odezvu dostateychle

« detektor nize byt univerzalni nebo selektivni

« univerzalni detektor reaguje na vlastnosti syst@ka celku (refraktometricky)

« selektivni detektor reaguje nailou selektivni vlastnost analytu (fluoreséei)

« detektor nize byt destruktivni (AAS, AES) nebo nedestruktigdV//VIS)

« detektory Ize vhodhkombinovat (vicenasobna detekce)

15



3.5 Extrakce

3.5.1 Princip extrakce

Jedna se o sepéra (cklici) proces, fi kterém jsou v kontaktu @vvzajemr
nemisitelné faze. Latky (analyty) se régi mezi tyto faze na zakl&drizné rozpustnosti
(rozdilnych rozédlovacich koeficient) v pouzitych rozpoustilech.Cim wt3i je rozdil mezi
rozdlovacimi koeficienty latek, tim dokonalejsi je @@jioddleni.

3.5.2 Cil extrakce

Cilem extrakce je selektivni az specifické &ddi analytu od ostatnich sloZzek nebo

naopak odéleni ruSicich latek od analytu.

3.5.3 Klasifikace extrakce

a) podle z&astnénych fazi

1. plyn - kapalina (GLE, gas - liquid extractiongxtrakce ¢kavych latek plynem z kapaliny.
Pouziva se v plynové chromatografii pro nakoncesdind €kavych slozek vzorku.

2. kapalina - kapalina (LLE, liquid - liquid extitéan) - z analytického hlediska néjezitejsi,
dnes jiz rychle vytl&ovana extrakcemi tuhou fazi (SPE, solid — phasaetibn)

3. tuha faze - kapalina (SLE, solid - liquid extrag, selektivni rozpouéhi, louzeni) pouziva
se velmicasto v biologii, biochemii, organické a anorganickémii. Ziskavaji se takto nap
alkaloidy, hormony a barviva. Tuhé organické malgrse za tepla extrahuji organickymi

rozpoustdly, z tavenin se horkou vodou extrahuji rozpustn@rganické soli.

b) podle zpisobu provedeni
1. jednostupova - dochazi k ustaveni jedné rovnovahy mezi fazeejbéznejSim piipadem

je rozkepani v dlici nalevce.

® V kapitole 3.5 byly pouzity tyto zdroj¢20]
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2. mnohostufiova - proces ustaveni rovnovahy se mnohokrat opakwujdelenych krocich.
Ptikladem je gkolikanasobné rox¢pavani v dici nalevce nebo extrakce vizzeni podle
Craiga.

3. kontinudlni — faze jsourigprotiproudném pohybu v neustalém stykiikRddem je extrakce

v Soxhleto¢ extraktorwci extraktorech na extrakci kapaliny kapalinou.

c) podle charakteru extrahovanych latek
1. extrakce organickych latek

2. extrakce kovovych chetat

3. extrakce iontovych asociat

3.5.4 Proces extrakce

Proces extrakce |ze rodd do trech po sobjdoucich kroki:
1. vytvaeni extrahovatelné formy sledovaneé latky - Gpraz@rku
2. ustaveni roztlovaci rovnovahy - vlastni extrakce

3. pripadna izolace stanovované latky z organické fazextrakce, odgani rozpousdla

3.5.5 Vytveeni extrahovatelné formy sledované latky

Organické latky: Ize je gimo extrahovat do vhodn zvoleného organického
rozpoustdla. Polarita rozpoudtla musi piblizn¢ odpovidat polaré extrahované latky.
Nepolarni organické latky extrahujeme nepolarniazipoustdly (s vodou malo misitelnd).
Vhodné rozpougtlo pro extrakci polarnich organickych latek gasto misitelné s vodou
(misitelnost roste s rostouci polaritou rozpsédkst), coZz z&Zuje proces extrakce. Organickou
polarni latku je tedy nutnor@vést do lépe extrahovatelné formy. K tomu Ize ityuz
a) vedlejSi asoctmi reakce (dimerizace, polymerace) a disgdiackje - ovlivreny
vlastnostmi vodné faze jako pH, iontova sila, teplo

b) chemické reakce

17



Anorganické latky: ionty negechazeji do nepolarnich rozpacidl, a proto je nutné
je prevést chemickou reakci na nepolarni latky - nepolaomplexy. Komplexy vznikaji
reakci s vhodnym chelataim cinidlem, jsou cyklického tvaru a velmi stabilni.aBilita
chelafi roste s rostoucim gtem kruhi ve struktie (nejstalejSi fi- a Sestilenné kruhy).
Vznikly komplex (chelat) raze byt:

a) nenabity - ima extrakce do organické faze

b) nabity - asociace s op@& nabitym iontem pomoci elektrostatické interakcenika
relativne staly nenabity komplex - iontovy asociat, kterye |extrahovat polagsimi
organickymi rozpougdly.

18



4 Chlorhexidini digluconatis

solutio
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4.1 kinna latka’

4.1.1 NazeVW

Latinsky nazev CL 2002: Chlorhexidini digluconatis solutio

Anglicky nazev Ph. Eur. 4:Chlorhexidine digluconate solution

Cesky nazevCL 2002: Chlorhexidin diglukonét roztok, (Roztok chlorhexiim
diglukonatu)

4.1.2 Vzorec a molekulova hmotnést

Sumarni vzorec: :QH54C|2N10014

Strukturni vzoreé”:

Molekulova hmotnostMr = 897,77

4.1.3 Charakteristik&’

Je to vodny roztok, ktery obsahuje 190 g/l az 24014 -(hexan-1,6-diyl)bis[5-(4-
chlorfenyl)biguanid]-di-D-glukonatu.

"V kapitole 4.1. byly pouZity tyto zdrojg8], [7], [8]
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4.1.4 Vlastnostp

Témet bezbarva nebo slamazloutla tekutina. Je misitelny s vodou, idolpzpustny

v acetonu a Vv lihu 96%.

4.1.5 Farmakodynamické vlastndgti

Chlorhexidin msobi proti Siroké Skale gramnegativnich a grampodith

vegetativnich bakterii, kvasinkam, dermatofytickgtisnim a lipofilnim vitim.

4.1.6 Farmakokinetické vliastnosti

Vzhledem k povaze kationtu se chlorhexidin pevaze ke kZi, sliznici a tkanim a je

tak velmi mélo absorbovan.

4.1.7 Inkompatibility®

Chlorhexidin je inkompatibilni s latkami aniontoygovahy. Chlornanové éhci
prostedky mohou zfisobit hrgdé zbarveni latek, které bylyaa tim ve styku s ffpravky

obsahujicimi chlorhexidin.

4.2. Metody separace Chlorhexidinu
diglukonatu z léivého @ipravku Amastol Neo

(mast)

4.2.1 Lékopisna definice masti

Unguenta (Masti)

Jsou tveeny jednofazovym zakladem, ¥mZ mohou byt dispergovany tuhé nebo kapalné

latky.
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Hydrofobni masti

Hydrofobni (lipofilni) masti mohou absorbovat poumalé mnozZstvi vody. Typické pouZzité
zaklady jsou tvrdy, tekuty nebo lehky tekuty parafrostlinné oleje, ziv@sSné tuky,
syntetické acylglyceroly, vosky a tekuté polyalligisany.

Masti emulgujici vodu

Vodu emulgujici masti mohou absorbovatS mnozstvi vody. Jejich zadkladem jsou takové
hydrofobni masti, v nichZ jsoufipomny emulgatory typu voda v ole{v/0), jako jsou
alkoholy tuku z o¥i viny, estery sorbitanu, monoacylglyceroly a mastaikoholy nebo
emulgatory typu olej ve va@d(o/v), jako jsou sulfatované mastné alkoholy, polysorbaty,
ethery cetostearomakrogolu nebo estery mastnycblikys makrogoly. Jejich zaklady jsou
piitomny v hydrofobnich mastech.

Hydrofilni masti

Hydrofilni masti jsou fipravky se zakladem misitelnym s vodou. Zakladgeykle tvaren
smesi tekutych a tuhych polyethylenglykol(makrogol)). Mohou obsahovat ffmérené

mnozZstvi vody.

4.2.2 Metody stanoveni chlorhexidinu diglukonatu

4.2.2.1 Lékopisné stanovefi
1,000 g se fenese do kadinky 250 mlfiga se 50 mkyseliny octové ledoveé titruje se

kyselinou chloristou 0,1 mol/l V&a potenciometrické indikace bodu ekvivalence. Pro
vypocet se pouzije zjigha hodnota relativni hustoty.
1 mlkyseliny chloristé 0,1 mol/l Vi@Ipovida 22,44 mg£Hs4Ci2N10014.

4.2.2.2 Stanoveni pomoci HPLC

Pokud stanovujeme chlorhexidin v tabletach je ntaibéety ged vlastnim stanovenim
rozpustit ve vhodném rozposdte. 1zolace @inné latky z masti je daleko slog#i. Do
chromatografické kolony je v#tovan roztok, a proto musime vzorek upravit takychom
ho mohli stanovovat.
V literature se stanoveni¢t8inou uvadi jen pro roztoky a tablety. Nasledujiabulka

zahrnuje nalezené moznosti v litef&tu
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HPLC hodnoceni chlorhexidinu diglukonatu

_ _ Pritok | WVniténi | Retenéni|
Piipravek Extrakce Stacionarni faze Mobilni faze Detiece . Citace
[ml/min] | standard cas
MF I: pufr
(pH 4,0),CH;COOH ,
o o CH3OH a
Tvori se iontove pary ) )
. . ) pBondapak Cig heptanosulfonat sodny
O¢ni s kyselym barvivem uv _
i ] _ (10 pm) (92,1: 0,2: 4,8: 2,9) 1,8 9,70 min| [11]
pripravky | a nasleduje extrakce 254 nm

do organické faze

(30cmx 3,9 mm I.D.)

MF II: pufr ( pH 4,0),

CH3COOH, CH30H a

heptanosulfonat sodny
(4,8:.0,4:91,9: 2,9)
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Piipravek

Extrakce

Stacionarni faze

Mobilni faze

Detkce

Pratok

[ml/min]

Vnit ¥ni

standard

Retenéni

¢as

Citace

Hibitane
obstretric

cream

1 g masti + 25 ml
MeOH (délici
nélevka) + 25 ml
isooktanu -
tirepeme. Oddlime
spodni MeOH vrstvu
do druhé délici
nalevky (+ 25 ml
isooktanu.) MeOH
vrstvu pieneseme dg
100 ml odn®rné
bainky a doplnime
objem MeOH.

Partsil (11 silica gel)
(10cmx 4 mm 1.D.)

acetonitrila 0,01 M

roztok kyseliny sirové ve

vodé (91,5: 8,5)

uv
254 nm

320 sec

[14]

tablety

Jen Uprava vzorku:
1,259 tablet
(rozdrceny) + 50 ml

methanolu.

pBondapak Gig,
(10um)

30cm x 3,9 mm

acetonitril, pufr (pH 5),
chlorid sodny a
hydrogensiran

tetrabutylamonny
(25:75:0,59:1,02)

uv
294 nm

9,50 min

[19]
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4.3 Souhrn reSerse

HPLC stanoveni ifpravku Amastol Neo nebylo doposud popsano v dostup
literature.

Ke stanoveni l@vych pripravki, které obsahuji chlorhexidin diglukonét jak&ninou
latku, se pouzivd metoda HPLC s UV detekci. Nejp@r¥jSi stacionarni fazi je silikagel

S havazanou reverzni fazi. Nepouziva sa'wngtandard.
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5 Diclofenacum natricum
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5.1 (Binna latka®

5.1.1NazeV¥

Latinsky nazev CL 2002: Diclofenacum natricum
Anglicky nazev Ph. Eur. 4:Diclofenac sodium (Sodium diclofenac)
Cesky nazevCL 2002: Diklofenak sodnaid (Sodna 8l diklofenaku)

5.1.2 Vzorec a molekulova hmotn@st

Sumarni vzored14H10C2NNaO,

Strukturni vzoreé&?: Na

Molekulovd hmotnostMr = 318,13

5.1.3 Charakteristik&

Je to natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}até. P@&itano na vysuSenou latku,
obsahuje 99,0 % az 101,0 % sleniny G4H10C2NNaQ,

8 V kapitole 5.1 byly pouZity tyto zdrojé6], [9],[10]
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5.1.4 VlastnostP

Bily nebo slab nazloutly krystalicky slabhygroskopicky prasek. Je mérmozpustny
ve vod, snadno rozpustny v methanolu, #®lrozpustny v lihu 96%,&%ce rozpustny
v acetonu.

Taje @i asi 280 °C, za rozkladu.

5.1.5 Farmakodynamicke vlastndsti

Diklofenak sodny je nesteroidni latka s vyraznymirotpevmatickymi,
protizaretlivymi, analgetickymi a antipyretickymi vlastnostm
Experimentald dokazana inhibice biosyntézy prostaglafdife vyznamnou slozkou
mechanismu {sobeni. Prostaglandiny hraji vyznamnou uloliuvaniku zartu, bolesti a
horetky.

Béhem klinickych sledovani se také zjistilo, Zze dfkltak ma i vyrazny analgeticky

vliv pii stavech sedni a silné intenzity bolesti nerevmatickéliwqudu.

5.1.6 Farmakokinetické vlastnogti

Nezjistila se Zzadna kumulace latkii dodrZzeni doporgeného schématu davkovani a
pii zachovavani dopotenych interval mezi jednotlivymi davkami.

Diklofenak se vaze v 99,7 % na sérové bilkovinyjym&ma na albumin (99,4 %).
Diklofenak pronika do synovialni tekutiny, ve ktdrgly nangreny nejvyssi koncentrace za 2-

4 hodiny po dosazeni maximalnich koncentraci vipéaz

5.1.7 Inkompatibility*®

Nejsou znamy Zadné inkompatibility.
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5.2. Metody stanoveni diklofenaku sodneho

z pripravku Veral supp.¢(pky)

5.2.1 Lékopisna definicépki

Suppositoria (Cipky)

Jsou to tuhé jednodavkovéigravky. Tvarem, velikosti a konzistenci jsou vhé@gmo
podani do koniku. Cipky obsahuji jednu nebo vicesiéych latek dispergovanych nebo
rozpusénych ve vhodnéntipkovém zakladu, ktery je rozpustny nebo dispertging ve
vodé nebo taje p teplo téla. Je-li to patebné, mohou bytimlany pomocné latky, jako jsou
rozpoustdla, latky s adsogmimi vlastnostmi, povrchav aktivni latky, kluzné latky,

protimikrobni latky a barviva schvélena oprénau autoritou.

5.2.2 Metody stanoveni diklofenaku sodného

5.2.2.1 Lékopisné stanovéfii

0,250 g se rozpusti v 30 kyseliny octové bezvodéaRitruje sekyselinou chloristou
0,1 mol/l V&a potenciometrické indikace bodu ekvivalence.
1 mlkyseliny chloristé 0,1 mol/l @Ipovida 31,81 mg{H10Ci,NNaG..

5.2.2.2 Stanoveni pomoci HPLC

Pokud stanovujeme diklofenak v tabletach je nuaiety ged vlastnim stanovenim
rozpustit ve vhodném rozpotidte. Stanoveni dinné latky zéipka je daleko sloz#Si. Do
chromatografické kolony je u#ovan roztok, a proto musime vzorek upravit takycnom

ho mohli stanovovat.
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Uprava vzorku*?:

Tii cipky byly postups zvazeny, nasekany na malé kaélgi a peneseny do
porcelanové misky. Do misky bylagigano 15 ml destilované vody a &rbyla zakivany i
teplot 40-45 °C khem g@ti minut. Vodna vrstva se odldila a vSe se opakovalo celkem
pétkrat. Vodny roztok se doplnil v odfimé baice na 100ml. Pro analyzu se roztidi

v pomeru 1:1000.

V literature se stanoveniétsinou uvadi jen pro tablety. Nasledujici tabulldirnuje

nalezené moznosti v literah
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HPLC hodnoceni diklofenaku sodného

o o Priitok Vnitini | Retentni |
Pripravek Extrakce Stacionarni fazg  Mobilni faze Detekce . Citace
[ml/min] | standard cas
Jen Uprava vzorku:
20 tbl-rozdrceno.MnoZstvi
_ | prasku odpovidajici 5mg DS| Nucleosil C18 | Metanol-voda-
Komeréni . ) . uv
bylo rozpuStno v 5 ml (5um) octova kyselina 1 11,05 [12]
tablety 254 nm
MeOH. Roztok byl Fedén MF, | (250 x 4,6 mm) (80:20:1)
vysledna koncentrace byla
125 mg/ml DS.
Jen Uprava vzorku:
20 tbl-rozdrceno. Mnozstvi _ ) _
N o Mikrobondapa | Metanol-octova p-nitrobenz
prasku odpovidajici 20 mg DS . ]
tablety k CN kyselina UV 280nm 1 oova 3,70 [16]
bylo preneseno do 100mi _
(300 x 3,9 mm) (65:35) kyseliny

odmérné barky a rozpustno
v MeOH.
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) o o Priitok Vnit Fni Retentni |
Pripravek Extrakce Stacionarni faze Mobilni faze | Detece _ Citace
[ml/min] standard ¢as
Jen Uprava vzorku:
20 tbl-rozdrceno. Mnozstvi
prasku odpovidajici 10 mg , Voda-
.. | DS bylo preneseno do 100m| Spherisorb cyano L . .
Komeréni RPN acetonitril- uv diloxanid _
odmérne baiiky a (5 pum) _ _ 1 ) 520 min| [17]
tablety |rozpusténo v MeOH. 2,5 ml (250 X 46 ) triethylamin 275 nm furoat
tohoto roztoku X 4,6 mm oL
(prefiltrovaného), 2ml IS a (75:250.1)
objem byl doplnén do 25 ml
MeOH.
Jen Uprava vzorku:
20 tbl-rozdrceno. Mnozstvi
prasku odpovidajici 50 mg i
DS bylo pfeneseno do 100ml ¢, oktadecylsilan Acetonitri
Komeréni odmérné barky a (5m) metanol- uv 12 diflorason 17,19 (18]
o m ,
tablety rozpusteno v roz_to_ku H -pic B-6 229 nm diacetat min
MeOH a acetonitrilu (150 X 4,6 mm)
(50:50). Roztok byl (25:25:50)

piefiltrovan. 3 ml tohoto
roztoku, 3 ml IS a objem byl

doplnén do 25 ml.
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_ o Pritok Vnitini Reteneni _
Piipravek Extrakce Stacionarni faze Mobilni faze Detiece . Citace
[ml/min] standard ¢as
10 tbl-rozdrceno.
Mnozstvi prasku
odpovidajici 25 mg DS
bylo preneseno do 100ml
odmérné barky a Acetonitril-
Voltaren rozpusténo Daisopak ODS octovy pufr- uv Kyselina )
1 ] 18 min [19
(tablety) v MeOH.Roztok byl (250 x 4,6 mm) metanol 274 nm mefenamova
pi-efiltrovan. 100 ul (35:40:25)

filtratu a 100 pl IS bylo
odméreno a objem byl
doplnén na 1ml mobilni

fazi.
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5.3 Souhrn reSerse

HPLC stanoveniifypravku Veral supp. nebylo doposud popsano v dogtliferatie.

Ke stanoveni i&vych piipravki, které obsahuji diklofenak sodny jakéinnou latku,
se pouzivda metoda HPLC s UV detekci. Nejpouzipganstacionarni fazi je silikagel

s velikosti¢astic 5um. NejpouzivadSi mobilni fazi je sis methanolu a octové kyseliny.

Byla nalezena metoda Upravipka, ktera Ize pouzitfied vlastnim stanovenimiiT
¢ipky byly postupi zvazeny, nasekany na malé kékgia preneseny do porcelanové misky.
Do misky bylo gidano 15 ml destilované vody a &snbyla zalivany @i teplog€ 40-45 °C
béhem g@ti minut. Vodna vrstva se odléila a vSe se opakovalo celkendthrat. Vodny

roztok se doplnil v odirné bace na 100 ml. Pro analyzu se rozteli v pongru 1:1000.
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6 Zaver

35



Byla provedena reSerSe na stanoveni obsahu chidinexdiglukonatu a diklofenaku
sodného metodou HPLC v topickyckgravcich.

Pro stanoveni latek v mastégpkach je vhodnou metodou HPLC. Jeji velkou vyhodou
je  moznost satasného stanoveni ¢kolika latek najednou, selektivita, nizky

detekni limit a rychlost ndteni.

Pred vlastnim stanovenim se musi vzorek upravit¢®$#ji se pouziva pro Upravu

extrakce do kapalné faze.
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7.2 Rehled zkratek

HPLC — vysokotinna kapalinova chromatografie
[.D. - inner diameter-vnihi pramér

TFA - trifluorooctova kyselina

CH - chlorhexidin

PCA - p-chloranilin

MFA - mefenamic acid, kyselina mefenamova
MeOH — methanol

DS - diklofenak sodny

Thbl — tableta

MF — mobilni faze

IS — vnitni standard

UV — ultrafialova oblast spektra izni

Pic B-6 — sodnais hexansulfonové kyseliny
CL — Cesky lékopis

Ph. Eur. — Evropsky |ékopis
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