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1. UVOD

Analyticky proces se sestava z fady krokd, jejichz postupné provedeni se
pak odrazi na presnosti, spravnosti, selektivité, citlivosti, reprodukovatelnosti a
rychlosti celé analyzy. Do téchto krokl muZeme zahrnout Upravu vzorku,
davkovani vzorku, chemickou reakci/chemické reakce nutné pro ziskani
vhodného detekovatelného produktu, vlastni méfeni, sbér dat, jejich zpracovani
a vyhodnoceni.

Ve farmaceutické analyze jsou nejvyuzivanéjSi instrumentalni metody
prutokové separacni metody jako je kapalinova chromatografie (HPLC), plynova
chromatografie (GC) &i kapilarni elektroforéza (CE). Vyuzivaji se vSak i metody,
které jsou zaloZzené na specifické Ci selektivni reakci s €inidly, u kterych je
detekce spektrofotometricka, fluorescencni nebo elektrochemicka.
Automatizace a miniaturizace téchto analyz tak, aby metoda byla rychla a
efektivni je dulezitym ukolem pro analytika moderni doby. Jednou z moznosti
takové automatizace a miniaturizace jsou pratokové neseparacni metody jako
je pratokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis — FIA) a jeji nastupce
sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis — SIA) K vyhodam
téchto metod patfi mimo jiné moznost automatizace meéfeni a jeho
univerzalnost, snadna upravitelnost pro Sirokou paletu analyz bez nutnosti
manualni rekonfigurace systému, moznost zapojit celou Skalu detektor(.

Prutokové neseparacni metody maji fadu dalSich vyhodnych vlastnosti
jako je napfriklad velka frekvence davkovani vzorku, moznosti on-line Upravy Ci
zakoncentrovani vzorku, fizeni celé analyzy pocitatem dle krokl definovanych
programem, automaticky sbér dat a moznost automatického kvantitativhiho
vyhodnoceni dle namérené kalibracni kfivky, ktera miaze byt soucasti analyzy.
Protoze analyza je provadéna dle softwarovych pokynu stejnymi kroky jak pro
standard tak pro vzorek je eliminovana moznost vneseni chyby lidskym
faktorem. Pokud bereme v uvahu naklady na analyzu, pak spotfebou Cinidel,
pofizovacimi a udrzovacimi naklady se pratokové neseparacni metody fadi

mezi metody s nizSi ekonomickou narocnosti.
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2. CIL PRACE

Cilem této prace bylo navazat na predchozi vyzkum v oblasti
neseparacnich pratokovych metod na katedfe analytické chemie FaF UK
v Hradci Kralové, které zapocaly v 80. letech konstrukci jednoduchych
prutokovych FIA systému, postupné modifikovanych s narustajici narocnosti
provadénych analyz. Po objeveni nové prutokové metody Sekvenéni injek&ni
analyzy (SIA) na University of Washington, USA pocatkem devadesatych let
minulého stoleti byl diky spolupraci s autorem metody prof. Ruzi¢kou rozvinut
vyzkum této moderni techniky na katedfe analytické chemie. Nejprve byl
sestaven originalni SIA analyzator s vlastnim fidicim programem. Pozdéji byly
na katedru pofizeny komeréné dostupné SIA systémy. Vyzkum se soustiedil na
vyuziti SIA techniky pro automatizované stanoveni farmaceuticky vyznamnych
latek v IéCivych pfipravcich a srovnani ziskanych vysledkd s vysledky
lékopisnych metod.

Pomoci  SIA  analyzatoru bylo mozno  sledovat prabéh
chemiluminiscencnich reakci a vyuzit je pfi stanoveni; provadét upravy vzorki
se slozitou matrici diky zapojeni kolonek se sorbenty pro extrakci na tuhou fazi;
pouzit sorbent na bazi ,materialli s omezenym pfistupem* (RAM) pro pfimy
nastfik vzork s vysokomolekularni matrici; zapojit monolitické separacni kolony
pro jednoduché separace; vyuzit techniku Lab-on-Valve a novou techniku
mikroSIA. Dale byl SIA systém vyuzit pro monitorovani koncentrace aktivni latky
v disoluénim médiu pfi automatizaci dlouhodobych disolu€nich testu.

Pfedmétem mé disertaCni prace bylo rozvinout dalSi mozZnosti vyuziti SIA
metody ve farmaceutické analyze, a to pFfedevSim v oblasti monitorovani
dlouhodobych procesu.

Hlavni Cast disertaCni prace je zaméfena na automatizované sledovani
uvolfiovani ucinné latky z krémd, geld a masti. Byla studovana problematika
zapojeni Franzovy difuzni cely (aparatura k testovani uvolfiovani IéCivé latky
z polotuhych pfipravku a k provadéni permeacnich studii) do SIA systému. Dale
bylo zamérem této prace rozSifeni plné automatizovaného systému tak, aby
bylo mozno ziskat vice profild uvolfiovani souc¢asné béhem jedné analyzy. SIA

systém byl spojen s aparaturou, ktera obsahovala tfi termostatované Franzovy
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cely. Byla propracovana technika nanaseni a odebirani vzorkl, optimalizovan
fidici program.

Dalsim smérem vyzkumu bylo zapojeni kratké monolitické kolony do
systému sekvencniho injekCniho analyzatoru a spojeni tohoto systému
s Franzovou difuzni celou, coz rozSifilo analyticky potencial SIA metody. Toto
spojeni umoznuje jednoduchou separaci aktivnich latek a také monitorovani
jejich soubézného postupného uvolfiovani z pfipravku.

Ve spolupraci s némeckym pracovistém Biofarmacie a farmaceutické
technologie Saarlandské University bylo principu SIA vyuzito v unikatni
aparature, ktera sledovala soucasné jak disoluci aktivni latky z tablety, tak jeji
permeaci pres bunécnou kulturu Caco-2 bunék. Zde bylo vyuzito flexibilnosti
SIA systétmu a mozZnosti automatizace pfi odbéru ze tfi mist
disolu¢né/permeacniho aparatu. VSemi témito aplikacemi byly nastinény noveé

sméry na poli uplatnéni sekvencni injekcni analyzy.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. PRUTOKOVE NESEPARACNZI ANALYTICKE METODY
3.1.1. Vyvoj pratokovych metod

Na pocatku automatizace analyz byla vénovana pozornost automatickym
analyzatorum, kde kazdy vzorek byl zpracovavan oddélené v urcité nadobce, ve
které probihaly vSechny analytické procesy. Po dosazeni chemické rovnovahy
byl vzorek umistén do detektoru, aby bylo provedeno méreni. Tyto diskrétni
analyzatory byly postupné nahrazovany automatizovanymi kontinualnimi
pritokovymi metodami. Pritokové metody oteviely nové moznosti v oblasti
automatizace analyzy diky jednoduchym principim, bylo mozno analyzovat
velké mnozstvi vzorkl v kratkém Case a bez velkého naroku na obsluhu a na
lidsky potencial vibec. Tyto metody nalezly proto Siroké uplatnéni v fadé oboru
(napfiklad monitorovani Zivotniho prostfedi, farmaceuticka analyza a jiné).
K rozvoji také pfispéla dalsi vyhoda — velmi maly objemu vzorku potfebny
k analyze v porovnani s klasickymi analytickymi metodami.

Prvnim pratokovou metodou byla segmentova prutokova analyza (SFA).
Tyto analyzatory byly zaloZeny na pfesném injikovani vzorku do vzduchem
segmentovaného proudu kapaliny. Jednotlivé vzorky byly oddéleny malymi
vzduchovymi bublinami, aby nedochazelo k rozmyvani a vzajemnému miseni
vzorku. Tato metoda méla ale fadu nedostatku vyplyvajicich pravé z pfitomnosti
bublin vzduchu v systému. Proto byly analyzatory se segmentovanym tokem
nahrazeny sou€asnymi kontinualnimi nesegmentovanymi metodami jako je

napfiklad prutokova injekéni analyza. [1]

3.1.2. Obecny princip pratokovych metod

Prutokové metody jsou kinetické metody analyzy zalozené na kombinaci
injikovani pfesného objemu roztoku vzorku, kontrolované disperzi a pfesném
dodrzovani konstantnich experimentalnich podminek, coz zaruCuje vysokou
reprodukovatelnost vysledkl, i kdyz je miseni vzorku a Ccinidla neuplné,
chemicka reakce nedosahuje rovnovahy a ziskany signal je nestacionarni [2]-[6]

10
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Béhem pohybu nadavkované zony vzorku v nesegmentovaném nosném
proudu dochazi k disperzi analyzovaného roztoku do Ccinidla s naslednou
chemickou reakci za vzniku detekovatelného produktu. Produkt je
transportovan do detektoru zaznamenavajiciho pozadovany fyzikalni parametr,
jak je schématicky znazornéno na Obr. 1. Odezva detektoru se pak plynule
méni v dusledku koncentraéniho gradientu reakéniho produktu pfi prichodu
analyzovaného vzorku pritokovou celou. Tvar ziskaného signalu ve formé piku
je zalozen na koncentraCnim gradientu, ktery se vytvafi na zakladé disperze
vzorku a nosného proudu. VySka a plocha piku jsou umérné koncentraci
analytu. Vyhodnoceni se pak provadi na zakladé srovnavani ploch &i vySek piku

standardu a stanovovaného vzorku [4][5].

SAMPLE REAGENT DETECTOR
A emibiii— ]
< —
B : S
—
C ot (]
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D - -~ |
e
E O]
=

Obr. 1 Schéma procesti v SIA (tady by mel byt obrazek FIA !!!, o SIA se mluvi az ddle....)

Pro pratokové metody muaze byt vyuzita jakakoliv dostate¢né citliva
chemicka reakce, jejiz produkt je detekovatelny instrumentalnimi analytickymi
metodami. Detekce uzivané v prutokovych metodach jsou nejCastéji
spektrofotometrické, dalSi Siroce pouzivanou detekéni technikou je
luminiscence. Z elektrochemickych metod jsou to amperometrie a
potenciometre. Pro tento ucel jsou mimo jiné vyrabény specialni selektivni
elektrody. Je také znamo spojeni metod AAS, ICP-MS a ICP-AES
s pratokovymi systémy [4][5].

11
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3.1.3. Pratokova injekéni analyza (FIA)

PFi nejjednodusSim zpusobu provedeni prutokové injekéni analyzy se
systém sklada z peristaltické pumpy, davkovaciho ventilu a detektoru, vse je
spojeno hadickami o malém priméru (0,5 - 0,8 mm) (obr. 2)

Tok kapaliny v hadi¢kach smérem do detektoru je generovan nejCastéji
peristaltickou pumpou. Do tohoto nosného proudu, kterym muize byt reakéni
Cinidlo, rozpoustédio nebo jiné médium jako napfiklad pufr je pomoci
davkovaciho ventilu injikovan pfesny objem vzorku (obvykle v objemu nékolika

desitek pl, coz je dano objemem davkovaci smycky). [4][5]

IMPULSE RESPONSE
MODULATOR _/\k
SAMPLE

_—
PUMP VALVE MODULATOR DETECTOR

Obr. 2 Schéma prutokové injekéni analyzy (FIA)

Pfevedeni znamého a popsaného zpusobu manualniho stanoveni dané
latky na pratokovou injekéni analyzu je nutno experimentalné ovérit a jednotlivé
parametry ovliviiujici stanoveni pratokovou injekéni analyzou optimalizovat. U
obvyklych zplUsobl provadéni pritokové injekéni analyzy se jedna o
optimalizaci objemu injikovaného vzorku, pratokovych rychlosti, délky reakénich
civek, koncentraci Cinidel, atd.. [2][3][6]

Starsi prutokové systémy byly ovladany pouze manualné, k detektoru byl
zapojen zapisova¢. V dnesSnich modernéjSich systémech je vSe Fizeno

pocitacem, programy jsou uzpUlsobeny i ke sbéru a vyhodnocovani dat [5].

12
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Pratokova injekéni analyza je jednou z velmi vykonnych a vSestrannych
technik (60 - 120 analyz za hodinu). Je principialné jednoducha, ekonomicky
nenarocna. Nicméné ma i sva omezeni, ktera vyplyvaji z pouzivani elastickych
hadi¢ek u peristaltické pumpy. Tyto nejsou odolné vici silnym kyselinam a
bazim ani vi¢i organickym rozpoustédlim, jejich mechanicka odolnost neni tak

vysoka. Je proto nutné po jejich vyméné cely systém kalibrovat. [5][6]

3.1.4. Sekvenéni injekéni analyza (S1A) [4,5]

Sekvenéni injekéni analyza (SIA) byla vyvinuta v roce 1990 z principU
pratokové injekéni analyzy prof. J. RGziCkou a jeho tymem na University of
Washington v USA [6]. Odstranénim nedostatkll FIA a spojenim s dalSimi
vyhodnymi vlastnostmi z ni ucinilo velmi praktickou, rychlou a témér univerzalni
neseparacni analytickou techniku. Rozdilem mezi SIA a FIA je, Ze cely systém
je kvuli pfesnosti a synchronizaci jednotlivych krokd vzdy cely fizen pocitaem a
smér pritoku kapaliny je umoznén stfidavé obéma sméry. Pohyb kapaliny je
obvykle generovan pistovou pumpou, jejiz motor zaru€uje bezpulzni prutok
nosného proudu.

Dle fidiciho programu, ktery se sklada z pfikazt pro urcitou jednotku a
jeji €innost, je pak automaticky provadéno méfeni. SIA prebira zakladni principy
prutokové injekéni analyzy, a sice nesegmentovany tok nosného proudu a

princip kontrolované parcialni disperze vzorku v nosném proudu.

13



Disertacni prace SIA ve farmaceutické analyze

1
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I detektor
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Obr. 3 Schéma (nahofe) a fotografie (dole) sekvencéni injekéni analyzy (SIA)

Zakladni soucasti SIA systému jsou: pistova pumpa, selekéni ventil,
detektor, reakéni a misici civka. Schéma zakladniho uspofadani je znazornéno
na Obr.3. Nosny proud se v SIA systému pohybuje nejCastéji obéma sméry a
Ize ho s vyhodou zastavit v ur€itém misté systému.

Pomoci pistové pumpy jsou do nosného proudu (obvykle voda)
aspirovany malé, pfesné definované objemy vzorku a Cinidel. Analyticka Cinidla
preménuji analyt na detekovatelny produkt a ten je pak transportovan do

detektoru, ktery zaznamenava pozadovany fyzikalni parametr. Pozadavky na

14
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pumpu Vv SIA systému jsou pFesnost, reprodukovatelnost a obousmérny
bezpulzni tok.. Pro dosaZeni pozZadovanych parametrl je nezbytné Fizeni
pumpy pocitacem.

Aspirace do misici civky probiha pfes selekéni ventil o urcitém poctu
vstupl. Jsou dostupné selekéni ventily s 6 az 28 polohami, ale obvykle
nejpouzivanéjsi jsou vrozmezi 6-10 poloh. Ventil musi zaruCovat snadny
pristup k jednotlivym vstupim. Maly mrtvy objem a nulové miseni kapaliny mezi
jednotlivymi vstupy jsou zakladnimi poZzadavky na selekéni ventil.

Zakladni rozdil mezi pratokovou a sekvencni injekéni analyzou je smér
pohybu nosného proudu. Disperze zony vzorku je pak rozdilna, jak je

znazornéno na Obr. 4

Dispersion in FIA and SIA

EIA —> _SEm—

1 2

SIA ~—aEEE. < —>

wwnw. GlobalF IA.com

D Glokal FA, g, 208

Obr. 4 Schéma disperse vzorku v pratokovych systémech

Do pritokového systému mohou byt zakomponovany prvky, které
umoznuji takové analytické operace, aby se vzorek pfeménil do stavu
vhodného k detekci a kvantifikaci (napf. fedéni pfili§ koncentrovanych vzorkd,
zakoncentrovani vzorku obsahujicich stopové mnozstvi analytu, redukce,
modifikace matrice, dialyza, plynova difuze, extrakce, reakce s imobilizovanymi
enzymy).

Na obr. 5 jsou schématicky znazornény procesy v SIA systému.

15
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Obr. 5 Schéma procest v SIA systému

Obecné |ze Fici, ze prutokové metody jsou velmi vykonné a vSestranné

techniky slouzici pfedevSim k automatizaci chemickych analyz. Jsou
principialné jednoduché, pfitom jsou obecné presnéjSi a spolehlivéjSi nez
manualni provedeni analyz, spotfeba Cinidel je vyrazné nizSi. Vyloucenim
odméfovani cCinidel a doplhovani objemU, tedy i subjektivniho faktoru, je

dosahovana vysoka reprodukovatelnost vysledku.
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3.2. VYUZITI SIA VE FARMACEUTICKE ANALYZE

Pouziti prutokovych neseparaCnich metod a SIA zejména neni ve
farmaceutické analyze tak rozSifeno jako je tomu napfiklad pfi monitorovani
zivotniho prostfedi. V oblasti farmacie jednoznacné prevladaji validované
techniky separaCni. AvSak nové pozadavky na jednoduchost, pfesnost,
automatizaci, rychlost analyzy a potfebu stanovovat nizké koncentrace latek
vedou k zavadéni novych pratokovych metod. Ve FIA, protoze je technikou
star§i, muzZzeme nalézt vice praci zabyvajicich se analyzou farmaceuticky
vyznamnych latek, ale ani pocet SIA praci na tomto poli neni zanedbatelny.
Pfehled praci publikovanych od vzniku SIA techniky az po sou€asnost na poli
farmaceutické analyzy je uveden v tabulce 1.

SIA techniku ve spojeni srozmanitymi typy detekce lze vyuzit ve
farmaceutické analyze jednak ke stanoveni obsahu IéCivé latky v pfisluSném
pripravku a dale také pfi dlouhodobém kontinualnim monitorovani koncentrace

dané latky uvolriené do urcitého prostiedi.
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Analyzovana ) ) ) Detekcni | vzor
Matrice Zpiisob detekce Linearita o . | Ref
latka limit kit
()
Ambroxol HCI Tablety; Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC) s monolitickou kolonou s reverzni fazi; UV detekce 2-100 mg/l 0,5 mgll . -
DoxycyKin kapsle pfi 213 nm 2-100 mg/l 2,0mg/l
Amoxicilin Diode-array spectrofotometricky detektor a ,multivariate curve resolution with alternating
Tablety 10-60 mgl/| 0,06 mg/l 25 | [9]
least squares (MCR-ALS)"
Bizmut Komplexacni reakce Bi (Ill) s methylthymolovou modFi; detekce spektrofotometricky pfi 548
Tablety 0,0-75,0 mgll 0,250 mg/| 72 | [10]
nm
Bor . Komplexacni reakce mezi kyselinou boritou a D-sorbitolem, nasledné acidobazicka reakce
Ocni emulze . o . 0,06 — 12 mg/l 0,06 mg/l 30 | [11]
s metyloranZi, spektrofotometricka detekce pfi 520 nm
Bor Komplexacni reakce kyseliny borité s kyselinou chromotropovou pro zvyseni fluorescence
O¢ni roztok 8-350 g/l 3 ug/l 55 | [12]
(Aex=313 nm, Aem=360 nm)
Bromazepam Komplexacni reakce reaction of bromazepam with iron(ll) in hydrochloric acid, detekce
Tablety . 5x104-1.5 x 10 mol/l - [13]
spektrofotometricky at 585 nm
Bromazepam Komplexacni reakce with iron(ll), spektrofotometrickd detekce at 585 nm; chemometric
Tablety S 300-1000 mg/l - [14]
optimization
Ciprofloxacin Tablety; infuze Komplexacni reakce reaction with iron(lll), detekce spektrofotometricky pfi 447 nm 50-500 mg/| (5
Norfloxacin Tablety 430 nm 50-400 mg/|
Diklofenak sodny Chromolith® Flash RP-18, 25mm x 4.6mm (Merck, Germany) kolona v SIA systému, 0,5-200 mg/l 0,25 mg/l
Metylparaben Gel mobilni faze acetonitril:voda (40:70 (v/v)) + 0.05% triethylamin, pH 2.5, pratokovy gradient8— 1,5-200 mgl/l 0,5 mgll 7 | [16]
Propylparaben 20157, detekce spektrofotometricky pfi 256 a 275 nm 1,6-200 mg/| 0,5 mgll




Fenoterol HBr

Reakce fenoterol hydrobromidu s 4-aminoantipyrinem and hexakyanozeleznatanem

Sirup . . 0,5-40 mg/l 0,1 mg/l 60 | [17]
draselnym; absorbance barevného produktu monitorovana pfi 505 nm
Fenylefrin HCI Oc¢ni kapky; Kondenzaéni reakce analytu s 4-aminoantipyrinem v pfitomnosti Zelezitanu draselného,
) . . 0,5-17,5 mgll 0,09 mg/l 60 | [18]
nosni kapky detekce spektrofotometricky pfi 503 nm
Furosemid . Kolonka z materidlu s omezenym pfistupem (RAM) zakomponovana v SIA systému,
Lidske sérum » 10-80 mgll 3 mg/l 3 | 19
fluorescenéni detekce
Hof¢ik Reakce mezi o-cresolphthalein complexonem a Mg(ll) v alkalickém prostiedni, detekce
Tablety . . 0-20 mg/l 0,24 mg/l 20 | [20]
spektrofotometricky pfi 570 nm
Indometacin Tablety;kapsle; kapsle o .
Fluorimetricka detekce pfi Aex = 278 nm a Aem = 358 nm 1,6 x 10-8- 105 mol/l 1,6 x108moll | 30 | [21]
s prodl. uvolfiovanim
Jod Farmaceuticky pfipr. | Reakice mezi Ce4+ a As3+ katalyzvana jodidem, spekirofotometricka detekce pfi 410 nm 0,002-0,5 mg/l 1,5 ug/l 15 | [22]
Jod Katalyticky efekt jodidu na reakci 4,4'-methylenebis(N,N-dimethylaniline) s chloraminem-T [23]
Tablety . . 0,1-6,0 g/l 0,05 pgll 80
v kyselém prostfedi; spektrofotometricka detekce pfi 600 nm
Kyselina askorbova Kapsle; tablety; Oxidativni reakce- Fe3+ jako oxidant; 1,10-fenantrolin jako indikator; detekce 20300 mall [24]
- m -
(vitamin C) Sumivé tablety spektrofotometricka pfi 510 nm d
Kyselina askorbova Farmaceutické pfipr. | Oxidace vitaminu C pomoci Ce 4+; spektrofotometricka detekce pfi 410 nm 30-200 mg/I - [25]
Kyselina askorbova Méfeni absorbance redoxniho indikatoru ferroinu ukotveného v membrané (redoxni opticky [26]
Tablety; roztoky 2,5.103-1,10"" mol/l 17
senzor-optroda) [27]
Kyselina askorbova Redoxni reakce mezi kyselinou askorbovou a manganistanem draselnym v kyselém [28]
Tablety L o . 0-1200 mg/I 60
prostfedi; spektrofotometricka detekce pfi 525 nm
Kyselina askorbova Rozpustny manganicitan a manganistan draselny v kyselém prostfedi, chemiluminescencni
Tablety 5,108-5,10° M 510°M [29]
detekce; srovnani s FIA
Kyselina alendronova Spektrofotometrické stanoveni zaloZené na reakci s Cu(ll) ionty v kyselém prostfedi, tvorba
Tablety 1,0-60,0 mg/! 0,3 mg/l 60 | [30]

derivatu absorbujiciho v UV oblasti (Amax = 240 nm)




Spectrofluorimetrickd metoda zalozena na reakci kys. Alendronové s o-phthalaldehydem za

. . . 0,13-10,0 mg/l 0,04 mg/l 30
pfitomnosti 2-merkaptoethanolu v bazickém médiu (Aex = 340 nm/Aem = 455 nm)
Kys. acetylsalicylova Sekvencni injekéni chromatografie (SIC), monoliticka kolona RP-18, mobilni faze acetonitril-
Paracetamol Tablety fosfatovy pufr (0.01 M) (10: 90, v/v) pH 4.05, rychlost priitoku 0.6 ml/min, UV detekce pfi - 0,3-0,8 pg/ ml 10 | [31]
Kofein 2102230 nm
Kyselina salicylova -
Topicky farmaceuticky | Sekvencni injekéni chromatografie (SIC), monoliticka chromatograficka kolona RP-18, 0,17-43,2 mg/ 0,04 mg/ 8 | 132
Methylsalicylat pfipr. (pasta) mobilni faze acetonitril-voda (35/60 (v/v)), pH 2,5; UV detekce pfi 240 nm 0,24-60,2 mg/ 0,15 mgl
Metoklopramid o
Tablety; injekce Reakce metoklopramidu nebo tetrakain hydrochloridu dichromanem draselnym za 13-130 pg/l 9,4 ugll
—— pfitomnosti $tavelanu sodného v roztoku kyseliny sirové, spektrofotometricka detekce pfi 40 | [33]
etrakain
Prasek 495 nm (metoklopramid) nebo 572 nm (tetrakain) 25-300 pg/l 18,0 g/l
Morfin Chemiluminiscenéni reakce morfinu s manganistanem draselnym v kyselém prostfedi za . [34]
Nevodné prostfedi . 0,01-0,1% m/v morfinu 0,00003 % 120
pfitomnosti polyfosfatu sodného
Morfin ] L Chemiluminiscen¢ni reakce morfinu s manganistanem draselnym v kyselém prostfedi za [35]
Vodné prostfedi . . ) ) 2,5x10--3,0x10-5mol/l 10-8mol/l -
pfitomnosti hexametafosfatu sodného
Oxprenolol Tablety Oxidace oxoprenololu Ce (1V); spektrofotometricka detekce pfi 480 nm 50-400 mg/| [36]
Paracetamol Tablety; prasek; Oxidace paracetamolu hexakyanoZelezitanem a reakce s fenolem za pfitomnosti amoniaku,
L . . 0-60 mgll 0,2 mg/l 27 | [37]
slozené pripravky | detekce spektrofotometricky pfi 630 nm
Penicilamin Tablety Vytvoreni komplexu pfi reakci PA s Fe(lll), detekce pfi 600 nm 25-300 ppm 25 ppm 50 | [38]
Piroxikam Tablety; Zesileni luminiscence europia (Eu3+) komplexaci s piroxikamem; Fluorimetrickd detekce
100-1000 ppb 23,0 ppb 60 | [39]
kapsle (Aex=358 nm a Aem=615 nm)
Prokain HCI Injekce Oxidace latky manganistanem draselnym, chemiluminiscenéni detekce 0,5-50 mg/l 0,3 mg/l 120 | [40]




Benzokain Babydent STADA

oztok 0,5-25 mg/l 0,3 mg/l
Tetrakain HCI 0,2-25 mgll 0,1 mgll
Promethazin Komplexacni reakce promethazin hydrochloridu s Pd(ll); [41]

Tablety; sirup; elixir . . 50-400 mg/| -
detekce spektrofotometricky pfi 540 nm
Promethazin HCI Tablety Chemiluminiscence 1,558x%10- 1,870x10-3 .| [42]
Pyrrolizidinové Chemiluminiscence po reakci s cinidlem imobilizovanym na silikagelu  (4-[4- =
alkaloidy (dichloromethylsilanyl)-butyl]-4'-methyl-2,2"-bipyridine)bis(2,2'-bipyridyl)ruthenium(ll) a 5x10-10M - [43]
manganistan draselny

Teofylin Roztok theofylinua | Mikrokolonka s anionaktivni naplni, naadsorbovany theofylin eluovan HCI, detekce pfi 274 [44]

cofeint - 0,022-0,28 mmol/l -
Trimeprazin Farmaceutické Komplexacni reakce s Pd(ll), detekce spektrofotometricky pfi 515 nm 50-400 mg/| 60 | [45]
Perfenazin pfipravky 560 nm 50-500 mg/I
Sulfacetamid O¢éni kapky 0,012-1,20 mmol/l 0,012 mmol/l [46]
Sulfafurazol Tablety 0,009-0,88 mmol/l 0,009 mmol/l
Sulfanilamid Oxidace latky manganistanem v kyselém prostedi; 0,015-1,50 mmol/l 0,013 mmol/l 120
Sulfathiazol Chemiluminiscencni detekce 0,009-0,92 mmol/l 0,009 mmol/l
Sulfadimidin 0,035-0,87 mmol/l 0,030 mmol/|
Sulfamethoxypyridazin 0,019-0,95 mmol/l 0,015 mmol/l
Triamcinolon acetat Sekvencni injekéni chromatografie (SIC), monoliticka kolona RP-18 s pfedkolonkou, mobilni 2-100 mgll 0,5 mgll
Propylparaben Krém faze acetonitril-metnol-voda (35:5:65, viviv) + 0,05% nonylaminu, pH 2,5; UV detekce pfi 2-60 mg/l 0,25 mg/l 10 | [47]
Methylparaben 243 nm 1-40 mg/| 0,25 mg/l
Trimethoprim Tablety Oxidace trimetoprimu KMnO4, chemiluminiscen¢ni detekce 20-100 mg/l 0,1 mg/l 30 | [48]




Vapnik . Komplexacni reakce reaction with cresolphtalein complexone; detekce spektrofotometricky [49]
Sumivé tablety 0-20 mg/l 0,05 mgll 43
at 578 nm
Zinek Farmaceutické pfipr. | Reakce s xylenovou oranzi, spektrofotometricka detekce pfi 568 nm 10 -60 mg/l 0,42 mg/l 30 | [50]
Zelezo (Il Viytvofeni komplexu mezi Fe(ll) a 2,2-bipyridyl pfi pH4,5; detekce spektrofotometricky pfi 51
g Antianemicky pfipr. Y P " PYEYT I P P yP 5,0-40,0 mgl/l 0,97 mgll 100 1
523 nm
Zelezo(ll) Tablety Reakce mezi 1,10-fenanthrolinem a Fe (11); spektrofotometricka detekce pfi 512 nm 0,25-5,0 mgl/l 18 ugll 40 | [52]
Zelezo (Ill) Kapsle; tablety Komplexace s tironem; detekce spektrofotometricky pfi 667 nm; dialyza 100-1000 mg/l 45 mg/l 8 | [53]
Azidothymidin Kapsle Amperometricky immunosenzor, grafitova pasta s anti-azidothymidinem 80-2000 nmol/l 10 nmol/l [54]
Diklofenak Tablety; injekce;Cipky | Potenciometrickd detekce, iontové-selektivni elektroda 5,10-6-1,10-2 mol/l 2,10-6 mol/l 33 | [59]
S-enalapril 0,08-1,50 pmol/l 4,33 nmol/|
__ Surovy material; . ) S . . .
S-ramipril ] Amperometrické biosenzory vyrobené imobilizaci oxidaz L-aminokyselin v uhlikové pasté 0,12-0,60 pmol/l 0,01 ymol/l 75 | [56]
farmaceutické pFipr.
S-pentopril 0,2-6,0 pmol/l 0,1 pmol/l
Hyaluronan Bead-injection imunoanalyza; vazebné proteiny ukotvené na mikro¢astice, na nich
'—idSkiéaru?:Vi”“" kompetice imobilizovaného hyaluronanu a volného hyaluronanu ze zkoumaného roztoku, 1-5000 ng/mi 1 ng/ml 12 | 7]
amperometricka detekce
Chloridy 1,00x10-% az
Potenciometricka iontové-selektivni membrana s indium(lll) oktaetyl-porfrinem 60
Farmaceutické roztoky 1,00x10-2 mol |- [58]
Opticka polymerni membréna potaZend indiem(lll) oktaetyl-porfyrinem, detekce pfi 530 nm 1,00x10-3 - 1,00 mol I 14
S-kaptopril Amperometricky biosenzor, na principu oxiddzy L-amino kyselin; testovani Eistoty
. 0,05-1,50 pmol/l 16 nmol/l 80 | [59]
enantiomeru
S-kaptopril Monitorovani procesu | Maltodextrinové enanatioselektivni membranova elektroda, potenciometricka detekce 10-6-10-3 moll/l 4,4x10-7 molll 38 | [60]
R-kaptopril syntézy Amperometricky biosenzor 10-7-10-6 mol/|




Kaptopril . S Lineérni do
Tablety Potenciometricka titrace roztokem Ag(l) - - [61]
1,4x10-3mol/l
Klavulanat draselny Tablety Simultanni potenciometricka detekce anionu klavulanatu a kationu drasliku 2 x 10-3- 1x10-" mol/l - 53 | [62]
Penicilin G Tablety lontové-selektivni elektrody citlivé na penicilin-G 2x10-4-1x10-2 mol/l 25 | [63]
S-perindopril 60-800 nmol/l 40 nmol/l
Amperometricé biosenzorzy na principu oxidaz L- a D- aminokyselin 30 | [64]
R-perindopril 60-900 nmol/l 40 nmol/l
Riboflavin Tablety Rozpoustéci voltametrie; stanoveni a fotodegradacni studie 0,0-0,8 pmol/l 0,07 umol/l - [65]
L-tyroxin -1
| On-line kontrola - | | 10 and 780 ng/m| 8,52 ngl
D-tyroxin procesu syntézy; Amperometrické immunosenzory, amperometrické biosenzory 50 and 500 nmol/l 20 nmol |1 20 | [66]
L-triiodtyronin tablety;injekce 15 and 380 ng/mi 12 ng mi-
Vitamin B6 Multivitaminove | Tubular pyridoxin sensitive electrode, potenciometricka detekce 1,0x105-5,0x10-4mol/| ; - | 67]

pfipravky

Tab. 1 Shrauti vyuziti SIA pro stanoveni obsahu farmaceuticky vyznamnych latek
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3.2.1. Zpasoby detekce vyuzivané v SIA systémech

Detekce je v SIA systému volena dle pouzitého stanovovaného analytu.
Lze konstatovat, ze pro SIA metodu je mozno pouzit vétSinu bézné vyuzivanych
detekénich technik. Ve farmaceutické analyze je vyCet dosud pouzitych technik
uzsi. Zastoupeni jednotlivych detekénich technik v SIA farmaceutické analyze
znazornuje graf na obr. 7. Jak vyplyva z grafu, pfrevladaji optické zplUsoby

detekce.

Pouzita detekce pii farmaceutické analyze v SIA

8 2

33 O spektrofotometrie
@ luminiscence

O potenciometrie

O amperometrie

O voltametrie
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Obr. 6 Zastoupeni detekcnich technik podle poctu publikovanych praci

3.2.2. Matrice analyzované technikou SIA

Matrice ve farmaceutické analyze jsou ruzné — od pevnych forem
(tablety, kapsle), pfes polotuhé (krémy, masti, gely, pasty), po tekuté (roztoky,
emulze, suspenze). V pfipravku vedle aktivni latky je pfitomna fada dalSich
pomocnych latek (plnidla, rozvolfiovala, emulgatory, konzervancia a dalsi).
V fadé pfipadu pomocné latky neinterferuji s analyzou aktivni latky a nebo
mohou byt snadno odstranény. Vyhodou je, Zze slozeni pfipravku je skoro vzdy
znamo.

vigwviiwv s

rizné prvky pro Upravu vzorku a odstranéni matrice, neni analyza biologického
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materialu pomoci SIA systému béznou =zalezitosti. Pouziti SIA k analyze
biologickych materialt tvofi mensinovy podil ve farmaceutické analyze, jak Ize
vyCist z grafu na Obr. 7. VétSinovy podil zaujima analyza tablet a kapsli a dale
je svyhodou vyuzivano automatizovaného sledovani koncentraci latek v

roztoku pfi biotechnologické vyrobé.

Prehled farmaceutické analyzy v SIA
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Obr. 7 Matrice analyzované technikou SIA - podle poétu publikovanych praci

3.2.3. Automatizace dlouhodobého sledovani koncentrace pomoci SIA

Pfi dlouhodobém monitorovani je pouziti SIA obzvlasté vyhodné, protoze
sledovani koncentrace probiha on-line a zcela automaticky bez nutnosti zasahu
analytika. Vzorky mohou byt automatizované upravovany pfed vlastnim

méfenim, coz podstatné zrychluje analyzu a umozfiuje automatizovat manualné

i Casové narocné procesy.
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Takovymi dlouhodobymi studiemi jsou napfiklad disolu¢ni studie, pfi
kterych je sledovano mnozZstvi uvolnéné aktivni latky z farmaceutického
pripravku v zavislosti na cCase. Selekéni ventil muze slouzit jako mensi
autosampler, takZze je mozno méfit vzorky odebirané postupné z nékolika
disolu¢nich aparatur. Prvni zminka o vyuziti SIA v této oblasti je od Liu a Fanga
[68] kdy byly monitorovany disolu¢ni studie ibuprofenu v tabletach, kapslich
s prodlouzenym uvolfnovanim a matrixovych tabletach s fizenym uvolfiovanim.
DalS$i uplatnéni SIA v této oblasti je shrnuto v tabulce 2.

SIA je také vyuzivana pfi kontrole biotechnologické vyroby. Zde se
monitoruje at’ uz substrat pro bunécné kultury nebo jejich produkty. Nejcasté;jsi
je sledovani koncentrace glukdzy a penicilinu [80] - [83] (tab. 2).

SIA technika byla vyuzita i pfi farmakokinetickych studiich, kdy Pasekova
a Pavek [69] sledovali transport modeloveé latky Rhodaminu 123 pFes lidskou
placentu. Pomoci SIA techniky monitorovali aktualni koncentrace jak
v maternalnim, tak ve fetalnim kompartmentu. K detekci bylo pouzito
fluorescence. Pfi stanoveni byl studovan vliv riznych podminek - inhibice

syntézy ATP, pfidavky riznych inhibitort P-glykoproteinu (transportér).

Aspirin Disoluce 44-220 mg/l
: ) ) Absorpéni spektra (220-310 nm);
Phenacetin | vicekomponentnich e o o 30-150 mgl/l - 45 | [70]
o soubézna disolce tfi latek z jedné tabety
Caffeine aspirinovych tablet 10-50 mg/l
Ergotamin Flourimetrické stanoveni (Aex=236 nm; 0,01
Tablet 0,03-0,61 mgll 120 | [71]
tartrate Aem=390 nm ) mg/|
Disoluce normélnich
1 mg/l-0,12 g/l 1 mgll 42
tablet
Disoluce kapsli
s prodlouZzenym . .
Ibuprofen Detekce spektrofotometricky pfi 222 nm [68]
uvolfiovanim;
2 mg/l-0,35 g/l 2 mg/l 42
matrixové tablety
s fizenym
uvoliovanim
Uvolfovani z geli a | Fluorimetricka detekce pfi Aex= 330 nm; 0,04
Indometacin 0,05-10 mg/l 120 | [72]
krém(i Aex =385 nm mg/l
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Disoluce 6
Kyselina Hydrolyza na salicylat a jeho
tablet:norméini, . . 0,05
acetyl- _ potenciometrické stanoveni pomoci 0,05-10 mmol/l [73]
sloZené, Sumivé, mmol/| 20
salicylova tabularni selektivni elektrody
s prodl. uvolfiovanim
Kyselina DerivatizaCni reakce s o-phthalaldehyde a 25 % 107
X e
amino- Disoluce tablet N-acetylcysteine, fluorimetricka detekce 2,5.107 40 | [74]
6 x 10-5 mol/l mol/l
kapronova (hex = 350 nm; Aem =450 nm)
Kyselina .| Fluorimetricka detekce (Aex=297 nm , Aem 0,01
. Uvoliiovani z masti 0,05-10 mg/l 120 | [75]
salicylova =405 nm) mg/l
Komplexacni reakce naproxenu s 3-
1,9.10-7- 1,9.10-7
Naproxen Disoluce tablet cyclodextrin, fluorimetrické stanoveni 70 | [76]
10-5 mol/l mol/l
(hex =280 nm, Aem = 356 nm)
. . Fluorimetricka detekce pfi Aex=244 nm 0,007
Prazosin Disoluce tablet 0,02-2,43mg/l 70 | [77]
(Aem=389 nm) mgll
_ Soubézné stanoveni rutinu a kys. 1,5
Rutin . 2-20 mg/l
. askorbové; retence rutinu na SPE mg/|
Disoluce slozenych . .
mikrokolonce, kyselina askorbova 26 | [78]
Kyselina tablet ] ) o
eluovana bez zachytu na pevné fazi; UV 10-100 mg/l 1 mgll
askorbové .
detekce pfi 262 nm
_ On-line monitorovani | Redoxni reakce L-cysteinu s Fe (Ill) za
L-cystein o . . . . 0,005-1mM | 0,006mM | 15 | [79]
biologickych procest | pfitomnosti 1,10-fenantrolinu
Kultury Penicillium Enzymaticka reakce s glukozooxidazou —
Glukéza chrysogenum tvorba H202 , ktery je detekovén 001709/ -
chemiluminiscenéné pomoci luminolu
Tvorba kyseliny penicilové penicilinazou, (80]
kyselina je detekovana
Penicillin 0,1-1,8 g/l -
chemiluminiscencné dekolonizaéni
metodou
Fermentacni proces | Nylonovy tabularni reaktor
s imobilizovanou glukozooxidazou;
Glukoéza . 30-600 uM 15 uM 54 | [81]
detekce H202 pomoci luminolu
chemiluminiscen¢né
Kultivace penicilin Enzymaticka reakce s glukozooxidazou-
Glukéza (také kyselina mlé¢na) | tvorba H202, ktery je detekovan 5-100 mg/l 5mgll 20 | [82]

chemiluminiscenéné za pomoci luminolu
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Tvorba kyseliny penicilové penicilinazou,

za jeji pfitomnosti vznika

Pecillin o . 10mg/I-1,5g/1 10 mg/l
chemiluminiscence béhem reakce jédu s
luminolem
Jet-ring cela s obnovnovovatelnymi
Glukéza . . . 0,1mM-5mM 0,1mM [83]
nosici pro amperometrickou detekci
Kultivace kvasnic Stanoveni glukézy Trinderovou reakei,
Glukoza (také celkova méfeni absorbance 0-1200 mg/! 7 [84]
biomasa)
Cistota enantiomeri | Fyzikaln a chemicka imobilizace L-
L-karnitin b&hem syntézy; amoinooxidazy a kfenové peroxidazy; fmol/l nebo
kapsle amperomatricky biosenzor pmo/l dle typu | 2 fmol/l 34 | [85]
D-aminooxidazy a ki'enové peroxidazy; biosenzoru
D-karnitin
amperometricky biosenzor
Monitoring procesu Ampeometrické biosenzory zaloZené na
L-metotrexat . . _ _ fmol/l nebo | 0,6 pmol/l
syntézy; oxidaze L (D)-aminokyselin a/nebo L-
o . . . pmol/l dle typu 34 | [86]
tablety; glutamat oxidaze a kfenové peroxidaze .
D-metotrexat | . . biosenzoru 1 pmol/|
injekce pro L formu (pro D formu)

Tab. 2 Prehled farmaceuticky vyznamnych latek monitorovanych pomoci SIA systému pri dlouhodobych procesech

3.2.4. Uprava vzorku pomoci SIA

Uprava vzorku je dillezitym krokem v analytickém procesu. Pfed vlastni

analyzou je vétSinou nutné ze vzorku odstarnit interferujici matrici a Casto téz

zakoncentrovat analyt. Pfiprava vzorku predstavuje Casové nejnaroCnéjsi cast

celé analyzy a je zdrojem nepiesnosti a chyb. Pritokové systémy umoznuji

on-line zapojeni prvkd pro automatizovanou Upravu vzorku. Vyhodou je pak

mensi spotfeba vzorku a reakcnich Cinidel, asova pfipadné i instrumentalni

uspora a snizeni rizika vneseni chyby do celého procesu analyzy. Sekvenc&ni

injekCni analyza ve spojeni s jednotkami

pro uUpravu vzorkl umozriuje

racionalizovat a automatizovat slozité postupy pfi analyze velkych sérii vzorkd,

a tak podstatnym zplsobem zvySovat produktivitu zejména rutinnich stanoveni.
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Nékteré pfiklady upravy vzorku zakomponované do SIA systému a
vyuzité pfi farmaceutické analyze: dialyza (analyza trojmocného Zeleza
v antianemickych pfipravcich [53]), extrakce na tuhych fazich (SPE)
(mikrokolonka s anionaktivni naplni pfi stanoveni teofylinu v roztoku
s kofeinem [44], mikrokolonka plnéna casticemi s modifikovanym povrchem
C-18 pro soubézné stanoveni rutinu a kyseliny askorbové [78]), materialy
s omezenym pfistupem (RAM) (stanoveni furosemidu v lidském séru [19]).

Také je znamo spojeni SIA s jinymi technikami (spojeni SIA a kapilarni
elektroforézy nebo hmotnostni spektrofotometrie s ionizaci elektrosprejem [4]),
kdy SIA slouzi jako automatizované zafizeni pro upravu vzorkd a nasledna
technika pak k detekci, pfipadné dalSi separaci latek. Ve spojeni s HPLC bylo
vyuzito SIA a SPE kolonky s tzv. molecular imprinted polymers pro selektivni
zachyceni kofeinu pfi jeho stanoveni v moci. Nasledna HPLC technika byla
vybavena C18 separacni kolonou a UV detekci [87]. Pfi analyze gama
aminomaselné kyseliny v lidskych biologickych tekutinach Zacharis a kol. [88]
vyuZzili pfedkolonové derivatizace analytu s o-ftaldialdehydem pfed analyzou
pomoci kapalinové chromatografie (HPLC). K automatizaci derivatizace
poslouzila pravé SIA technika. DalSim zajimavym spojenim bylo napfiklad

propojeni principu FIA a SIA pfi analyze glukézy [89].

3.2.5. Technika Bead injection

Jednim z relativné novych zplGsob0 uUpravy vzorku je tzv. ,bead injection®.
Pfi bead injection technice dochazi k interakci molekul, z nichz jedna je
ukotvena na nosici tvaru malych kuli¢ek (obvykle sklenéné, polystyrenové nebo
akrylamidové). Tyto mikroCastice jsou zachyceny v prutokové cele (tzv. jet ring
cela) (Obr. 8 A), nasleduje proud vzorku (Obr. 8 B). Béhem pritoku vzorku
stanovovana latka reaguje s funkénimi skupinami na povrchu mikro¢astic (Obr.
8 C). Navazana latka je detekovana pfimo napf. spektrofotometricky nebo az po
reakci s vhodnym barevnym nebo fluorescenénim cCinidlem. Detekéni technika
muze byt pouZita i kterakoliv jina bézné pouzivana v prutokovych systémech.

(Obr. 8 D) Po ukonc€eni méreni jsou mikro¢astice odstranény obracenim toku
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nosného proudu nebo zvétSenim Stérbiny mezi pohyblivym télem cely a
detektorem (Obr. 8 E).

M 208000000000 O e
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Obr. 8 Schéma principu “Bead injection”

Na povrch kuli¢ek mohu byt ukotveny specifické protilatky nebo enzymy
¢i jiné molekuly. Tato technika je velmi citliva, protoZe diky akumulaci analytu ze
vzorku na povrchu mikro€astic dochazi k jeho zakoncentrovani. RuSivy vliv
matrice je odstranén tim, Ze ta se na Casticich nezachyti. U imunologickych
testd nedochazi k disperzi a fedéni béhem inkubace [4]. U extrakénich kolonek
je problémem jejich obnova, kdy je potfeba uplatnit zkusenost analytika a urcité
mnozstvi rdznych eluénich cCinidel. U bead injection jsou kulicky jednoduse
odstranény a aktivni povrch je s novou davkou mikro€astic obnoven [90].

Systém ,bead injection® byl vyuZit napfiklad ke stanoveni thiaminu ve
farmaceutickych pfipravcich [91]. Dale také pfi stanoveni koncentrace
hyaluronanu v lidském a bovinnim séru, kdy bylo vyuZito kompetice mezi
hyaluranem imobilizovanym na mikrocasticich a volnym hyaluronanem v séru
pfi vazbé na urcité presné definované mnozstvi vazebného proteinu. Detekce
byla provedena amperometricky [57]. DalSi uplatnéni ve farmacii nalezla

technika bead injection pfi stanoveni vitelogeninu. Byly pouzity magnetické
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mikroCastice a k usmérnéni jejich pohybu samarium-kobaltovy magnet. Na
Casticich byla ukotvena protilatka anti-vitalogenin, na ni se sendviCové
navazoval vitelogenin ze vzorku a nasledné protilatka anti-vitalogenin znacena
kfenovou peroxidazou. Tato peroxidaza pfi reakci s peroxidem vodiku za
pfitomnosti luminolu vykazovala chemiluminiscenci uUumérnou koncentraci

analytu ve vzorku [92].

3.2.6. Technika Lab on valve

DalSi novinkou ve vyvoji prutokovych metod, ktera postupné naléza
uplatnéni na analytickém poli v€éetné farmaceutické analyzy, je tzv. ,lab on
valve“ a mikroSIA. Lab on valve - v pfekladu muzeme fici ,laboratof umisténa
na ventilu“. Tato modifikace SIA systému umoznuje zmenSeni pratokovych Casti
systému pomoci plastového bloku ukotveného na selek&ni ventil. Soucasti
bloku je i pratokova cela, ktera ma 0,5 mm v praméru. Diky velkému poméru
objemu ku ploSe nedochazi k ucpani kanalkl, které hrozi zvlasté pfi pouzivani
vzorkU se slozitéjSi matrici. Také je zde zmenseno riziko ulpivani analytu na
sténach. Malé rozméry umoznuji pracovat s mikrolitrovymi objemy vzorku a
Cinidel, coz znamena nejen zmenseni mnozstvi potfebnych Cinidel a vzorku pro
analyzu, ale také moznost zmenSeni vlastniho pfistroje. Neni pak nutné
pouzivat obvykle pouzivané 5-ti ¢i 10-ti mililitrové pistové pumpy. Cely systém
ve sloZzeni pumpa, ventil, detektor mize byt umistén v jedné ne prilis velké
prenosné skfince (Obr. 9). V takto usporfadaném systému muize byt vyuzito i

analyzy pomoci bead injection.
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HOLDING COIL

REAGENT

e

GARRIER

Obr. 9 Lab on Valve a mikro-SIA

Mikro-SIA a Lab-on-Valve (LOV) format byl pouzit napfiklad pfi analyze
DNA. Jeji stanoveni bylo zaloZzeno na spektrofotometrické detekci, kdy byl
méfen ubytek absorbance pfi odbarvovani krystalové violeti. K odbarveni
dochazelo pfi optimalizovaném pH v pratokové cele LOV za pritomnosti
A-DNA/HIndlll (?? — je to OK ?) a analytu [93].

3.3. POLOTUHE PRIPRAVKY PRO KOZNI POUZITI

Jsou to polotuhé pfipravky uréené k mistnimu ucinku, k transdermalnimu
pfenosu léCivych latek nebo maji zmékCovaci, popf. ochranny ucinek. Maji

homogenni vzhled.
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Polotuhé pfipravky pro kozni pouziti jsou tvofeny jednoduchym nebo
slozenym zakladem, v némz je zpravidla rozpusténa nebo dispergovana jedna
nebo vice IéCivych latek. SloZzenim zakladu Ize ovliviiovat u€innost pfipravku.

Zaklady mohou obsahovat pfirodni nebo syntetické latky; mohou to byt
jednofazové nebo vicefazové systémy. Podle povahy zakladu maji pfipravky
hydrofilni nebo hydrofobni (lipofilni) vlastnosti; mohou obsahovat vhodné
pomocneé latky, jako jsou protimikrobni latky, antioxidanty, stabilizatory,
emulgatory, latky zvysSuijici viskozitu a urychlovaCe penetrace.

RozliSuje se nékolik druht polotuhych pfipravkd k pouziti na kazi: masti,
krémy, gely, pasty, kataplazmata, naplasti s I€Civy.

Masti, krémy a gely obecné vykazuji podle své struktury viskoelastické
vlastnosti a jsou nenewtonovského charakteru, tj. plastického,
pseudoplastického nebo tixotropniho typu toku pfi vysoké stfihové rychlosti

(vysokém smykovém namahani). Pasty ¢asto vykazuji roztaznost [94].

Masti jsou disperze tuhych nebo kapalnych IéCiv v jednoduchych zakladech.
Hydrofobni masti obsahuji jako zaklad tvrdy a mékky parafin, rostlinné
oleje, ZivoCiSné tuky, syntetické triacylglyceroly, vosky a kapalné
polyalkylsiloxany. Mohou obsahovat mala mnozstvi vody.
Hydrofilni masti maji jako zaklad latky misitelné s vodou, zpravidla jde o
smési kapalnych a tuhych makrogoll (potyetylenglykold). Obsahuji urcité

mnoZzstvi vody.

Krémy jsou vicefazové systémy slozené z vodné a lipofilni faze.

Hydrofobni krémy maji kontinualni fazi lipofilni. Obsahuji emulgatory v/o
jako vosk zov€i viny, estery sorbitanu s vy$Simi alifatickymi kyselinami a
monoacylglyceroly.

Hydrofilni krémy maiji kontinualni fazi vodnou. Obsahuji emulgatory o/v
jako draselna nebo triethanolova mydla, sulfonované mastné alkoholy,
polysorbaty nebo komplexni emulgatory, kombinace emugatord o/v a v/o,

cyklodimetikonové derivaty.

Gely se skladaji z kapalin a télotvornych latek.
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Hydrofobni gely se skladaji obvykle ztekutého parafinu a polyetylenu
nebo oleju a koloidniho oxidu kifemicitého nebo zine€natych a hlinitych mydel.

Hydrofilni gely obsahuji vodu, glycerol nebo propylenglykol a mohou do
jisté miry obsahovat i ethanol, celul6zové derivaty, karboxyvinylové polymery a

kfemicitany hofecnato-hlinité.

Pasty jsou polotuhé pfipravky s vysokym obsahem tuhé faze jemné

dispergované v zakladu vhodného typu.

Kataplazmata jsou tvofena hydrofilnim zakladem zadrzujicim teplo, ve kterém
jsou dispergovany pevné nebo tekuté IéCivé latky. Obvykle se roztiraji v silné

vrstvé na vhodnou tkaninu a pred aplikaci se zahfivaji.

Naplasti s lécCivy jsou pruzné prfipravky obsahujici jednu nebo vice IéCivych
latek. Jsou urCeny k aplikaci na kazi. ZajiStuji udrzeni |éCivé latky (latek)
v tésném kontaktu s kuzi tak, ze mize byt pomalu vstiebavana nebo mize mit
ochranny nebo keratolyticky charakter. Naplasti s IéCivy jsou tvofeny pfilnavym
zakladem, ktery mlze byt zbarven a muze obsahovat jednu nebo vice |éCivych
latek, rozetfenym ve stejnomérné vrstvé na vhodném pfirodnim nebo

syntetickém nosici. [94][95]

3.3.1. Hodnoceni polotuhych p#ipravka pro kozZni pouziti

Cesky lékopis CL 2005 [94] ve stati Vyroba zmifiuje o uginnosti
protimikrobnich konzervacCnich latek, mikrobiologické jakosti. Dale je uvedeno,
Ze u polotuhych pfipravka pro kozni pouziti, které obsahuji dispergované
Castice, je tfeba vhodnymi opatfenimi zajistit definované rheologické vlastnosti.
Kde je to vhodné, provedou se nasledujici zkousky, napf. penetrometrické
mérfeni konzistence, viskozity (zjevné viskozity) a vhodné zkousky k prokazani
oCekavaného uvolfiovani [&Civé latky.

Ve stati nazvané Zkouseni jsou uvedeny odstavce: -VyuziteIna hmotnost
nebo objem. Polotuhé pfipravky pro kozni pouziti dodané v jednodavkovéem
obalu vyhovuji zkouSce -Sterilita. Je-li pfipravek sterilni, vyhovuje zkouSce na

sterilitu.
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Ve stati Emplastra medicata (Naplasti s léCivy) je uvedena Ccast
Zkouseni: -Disoluce K prokazani vhodného uvolfiovani IéCivé latky se pouZziji
vhodné zkousky, napf. popsané ve stati ,Zkouska disoluce transdermalnich
naplasti®.

V jednotlivych ¢lancich v kapitole Lé€ivé pripravky jsou uvedeny tyto
zkousky: ZkouSky totoznosti; Stanoveni obsahu; Zkousky na Cistotu; Zkousky
lekové formy

Chalabala [95] uvadi toto: Kromé& chemickych zkou$ek zaméfenych na
léCivo a slozeni pomocnych latek existuje mnozstvi fyzikalnich a fyzikalné-
chemickych zkouSek, které se hodi na posouzeni jakosti této skupiny Iéku.
Bohuzel jejich informacni hodnota neni vysoka, protoze chybéji uplné a
dokonalé znalosti o téchto koloidnich systémech a zejména o slozeni a
struktufe jednotlivych fazi.

U mnohych metod, napf. reologickych a termoanalytickych se pfi
zkousce hluboce zasahuje do struktury vzorku, takze zavéry o jejim puvodnim
stavu jsou jen pfiblizné.

Jakostni ukazatele tykajici se tukovych a olejovych zakladl jsou Cislo
hydroxylové, zmydelnéni, kyselosti, jd6dové a uruje se i nezmydelnitelny podil.
Ve vztahu k obsahu vody se stanovuje schopnost pfijmou vodu, schopnost
vazat vodu a dokazuje se emulzni typ. Disperzita léCiva se posuzuje
mikroskopicky, v polarizovaném svétle, elektronovym mikroskopem. Uplatriuji
se i termoanalytické postupy, a to stanoveni teploty tani a tuhnuti a DTA, DSC,
TG, TMA. Konzistence se vyjadfuje na zakladé penetrometrického stanoveni,

tokové vlastnosti (viskoelasticita) se posuzuji rotaénim viskozimetrem.

3.4. IN VITRO TESTY A JEJICH HODNOCEN/

U kontroly kvality vyroby jsou vyuzivany zastupné in vitro testy, které
zajistuji zachovani jakosti a kvality produktu v ¢ase a pfi vyrobnich zménach.
Jako zkousku zachovani kvality je mozno vyuzit rizné fyzikalni a chemické

testy, ale novéjSi postupy vyuZivaji in vitro testu sledovani rychlosti uvolfiovani
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ucinné latky z daného polotuhého pfipravku. Rychlost uvolfiovani 1€Civé latky in
vitro podava totiz komplexnéjSi informaci o pfipravku. Odrazi souhrnné
pusobeni nékolika fyzikalnich a chemickych parametri jako je rozpustnost a
velikost Castic ucinné latky, reologické vlastnosti Iekové formy. [96]

Tyto testy jsou provadény na syntetickych membranach. Cilem je nalézt
rychlost uvoliovani |éCivé latky pfes membranu v daném Case. Proces je
obdobny disolu¢nim testim pevnych Iékovych forem. Disoluéni studie pevnych
lékovych forem jiz jsou vyuzivany pro kontrolu kvality mezi jednotlivymi Sarzemi,
tato zkouska je zahrnuta i v Iékopisnych monografiich [94][98][99]. Lékopisy
také zahrnuji zkouSku disoluce transdermalnich pFipravk( pro naplasti. Pro
ostatni polotuhé pfipravky obdobna lIékopisna metoda neexistuje.

Ve vétsiné pfipadu je rychlost uvolfiovani in vitro vyznamnym testem pro
posouzeni shodnosti produktu pfed a po zméné ve vyrobnim procesu Ci
zménach pomocnych latek pouZitych pfi vyrobé [96]. Dale se tento parametr da
rovnéz vyuzit pfi vyvoji nové Iékové formy, pfi jeji formulaci, kdy muzeme zjistit
vliv riznych pomocnych latek a vyrobniho postupu na rychlost uvolfiovani

[éCiva.

3.4.1. Zkouska disoluce transdermalnich pitipravkii

V CL 2005 je popsana ,Zkouska disoluce transdermélnich pripravkd’.
Zkouskou se stanovuje rychlost disoluce léCivych latek z transdermalnich
naplasti. Pouziva se disolu¢ni pfistroj s michadlem stejny jako ve zkouSce
disoluce pro pevné peroralni Iékové formy. Tento pfistroj se sklada z valcovité
nadoby s kulatym dnem z borosilikatového skla nebo jiného inertniho
pruhledného materialu o objemu 1000 ml; nadoba ma viko k zamezeni
odparovani; ve viku je stfedovy otvor pro hnaci hfidel, otvor pro teplomér a
otvor pro odbér a pfidavani disoluCni kapaliny. Dale z michadla sestavajiciho
z hnaci hfidele a dvou lopatek na jejim spodnim konci; lopatky michadla jsou
umistény na hfideli tak, Ze spodni okraj lopatek prochazi pfesné spodnim
koncem hridele; hnaci hfidel musi byt vystfedéna; horni konec hridele je

pfipojen k motorové jednotce s regulaci ota¢ek. DalSi souc€asti je vodni lazen
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zarucujici béhem celé zkousky pozadovanou teplotu disolu€ni tekutiny. Pro
transdermalni pfipravky je popsana diskova metoda nebo metoda s extrakéni
celou. Disk/extrakéni cela maji obdobnou funkci a sice pfidrZzovat zkouseny
pfipravek u dna nadoby tak, aby mezi diskem/extrak¢ni celou a dnem nadoby
byl minimalni mrtvy prostor, udrzovat naplast rovnou, s povrchem uvolfovani
orientovanym nahoru a rovnobézné se spodni hranou listu michadla. Pfi
zkouSce je mezi listem michadla a povrchem disku vzdalenost (25+2) mm.
Teplota se udrzuje na (32+0,5)°C. Nadoba se pfi zkouSce zakryje, aby se
omezilo vypafovani. DalSi moznosti je nahrazeni listu michadla a hfidele
valcem z nerezové oceli. Na zaCatku kazdé zkousky se naplast umisti na valec.
Dale je postup u vSech méfeni shodny. Pfedepsany objem disolu¢ni kapaliny se
umisti do nadoby a vytemperuje na predepsanou teplotu, na dno nadoby se
vloZi disk/extrakéni cela s testovanym pfipravkem. Michadlo se uvede ihned do
pohybu. DalSi moznosti je nahrazeni listu michadla a hfidele valcem z nerezoveé
oceli. Na zaCatku kazdé zkousky se naplast umisti na valec.

V urcitych €asovych intervalech se odebira vzorek roztoku z mista mezi
hladinou disolu¢niho média a horni ¢asti listu michadla ve vzdalenosti vétSi nez
1 cm od stény nadoby. Stanovi se obsah v odebranych vzorcich, je-li nutné
s korekci na zménu objemu. zkouska se opakuje s dalSimi naplastmi. Pfipravek
vyhovuje, jestlize mnozstvi I&Civé latky (latek) uvolnéné z naplasti v uréeném
Casem, vyjadiené jako mnoZstvi na jednotku plochy povrchu naplasti za

jednotku €asu, je v pozadovaném rozmezi. [94]

3.4.2. Uvoliiovani aktivni latky z polotuhych pfipravkii

Difazni cela

Pro testovani uvolfovani aktivni latky z polotuhych pfipravkd existuji
rizné typy difuznich cel a sice cely statické (Franzova) nebo pratokové
(Bronaughova). V principu se jedna o nadobku sestavajici z donoroveé Casti a
akceptorové Casti, mezi nimi je umisténa membrana. Pokud zafizeni obsahuje
vice cel, pak kazda ma stejnou plochu mezi akceptorovou a donorovou ¢asti,

obvykle v rozmezi od 0,3 do 5 cm?. Tvar cely by méla zajistovat dobré ukotveni
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membrany. U statickych cel by mél umoznovat michani akceptorového média,
snadné odebirani vzorku a termostatovani. Cela musi byt vyrobena z inertniho
materialu, jako je sklo nebo PTFE, aby byly minimalizovany interakce
s testovanou latkou. Jestlize je pfi experimentu vyZadovana okluze Ci

odstranéni testovaného pfipravku, mél by to tvar donorové ¢asti umoznovat.

membrane

donor \
compartment Sy B
/ sampling
- port
.
acceptor — accepting
compartment medium

stirring bar

water jacket

Obr. 10 Priklad Franzovy difuzni cely

Akceptorové médium

Akceptorové médium by mélo byt podobné fyziologickym podminkam
lidského téla, ale kli€ovym parametrem je rozpustnost testované latky. Pro latky
ve vodé rozpustné jsou pouzivany pufry o pH 7,4. Pro lipofilni latky razné
koncentrované alkoholické roztoky (napf. ethanol:voda 1:1), pfipadné jiné
vodné roztoky s obsahem organické slozky (6% polyetylenglykol 20 oleyl ether;
octoxynol-9; Poloxamer 188; PEG 400; albumin bovinniho séra (3% v pufru);
methanol nebo isopropyl myristat) [97], [100]

Rozpustnost latky v akceptorovém médiu nesmi byt limitujicim faktorem
pro difuzi. U statickych systémda je duleZité zajistit, aby maximalni koncentrace
béhem experimentu nepfesahla desetinu koncentrace nasyceného roztoku.
Timto je zajiSténo, Ze zpétna difuze neni vyznamna. Objem akceptorového
média je doporu€ovan v rozmezi 2-20 ml [96]. Prakticky je dobré pouzit takové

slozeni meédia, které umozfuje uvolnéni dostateCného mnozstvi aktivni latky
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vrozumném cCasovem intervalu tak, aby byla zajiSténa pfesna a spravna

analyza [101].

Membrany

Pro fyzické oddéleni akceptorové a donorové Casti cely jsou pouzivany
syntetické membrany. Membrana, ktera drzi testovany pfipravek, nesmi byt
omezujicim faktorem pro difuzi. Musi dovolovat u€inné latce volnou difuzi, jako
by latka byla uvolfovana pfimo z daného pfipravku. Jeji velikost musi
odpovidat designu difuzni cely.

Bézné pouzivané, komeréné dostupné membrany jsou: polysulfonova,
membrana z esterd celulosy (acetat/nitrat), teflonova, polykarbonatova,
polyvinylfluoridova —hydrofilni; silikonova - tato membrana je hydrofobni,
prostupuji pouze silné hydrofobni latky; a dal$i membrany. Velikost poru je
riznoroda dle nabidky jednotlivych vyrobcu (nejvice pouzivané velikosti pora
jsou v rozmezi 0,2 - 0,44 um). [96][101]

Provedeni testu

Pfed zahajenim experimentu je doporuCovano nasaknuti membrany
v akceptorovém meédiu. Testovany pfipravek je rovhomérné umistén na horni
stranu membrany do oteviené donoroveé €asti cely. Z druhé strany je membrana
v kontaktu s akceptorovym médiem, které je umisténo v akceptorové casti
nadobky. Pro dodrzeni infinitniho davkovani tj. pro zajisténi zachovani nutného
dostateCného rezervoaru I|éCiva béhem celého experimentu existuji tato
doporu¢eni pro mnozstvi nanasSeného pfipravku: FDA [96] nejméné
1,7 mg/mm? ; Wagner [102] a OECD [97] 10 mg/cm? & Thakker [101] uvadi
takové mnozZstvi, aby se béhem experimentu z pfipravku uvolnilo maximalné
30% celkového mnozstvi aktivni latky. V akceptorové Casti musi byt zajisténo
michani média, pomoci michadel rGzného typu. Jelikoz difuze je zavisla na
teploté, je doporu€ovano udrzovani konstantni teploty 32+1°C. Tato odpovida
pfiblizné teploté téla. Stala teplota je zajiStovana vodni lazni nebo pomoci
vodniho plasté, pfipadné vyhfivanym blokem. Stalost teploty by mélo byt

kontrolovano teplomérem.
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Po zapoceti pokusu je z akceptorové Ccasti v urCitych c€asovych
intervalech odebirano vzorky akceptorového média. Doba sledovani uvolfiovani
aktivni latky je doporuCovana 6 hodin, v tomto intervalu by mélo byt odebrano
nejméné 5 vzorku (napf. 30 min, 1, 2, 4 a 6 hod). Po odbéru vzorku je objem
akceptorové faze doplnén stejnym mnozstvim nového akceptorového meédia
tak, aby jeho objem byl stale stejny a aby membrana byla celou plochou
v kontaktu s médiem. Odbér vzorku a doplnéni média se nejCastéji provadi
manualné. V odebranych vzorcich akceptorového meédia se nasledné méfi
koncentrace uvolnéné aktivni latky vhodnou specifickou a selektivni analytickou
technikou (nejCastéji HPLC). [96]

Vypodéty
Protoze je akceptorové médium odebirano a doplfiovano, v dasledku
toho neni naméfena koncentrace presna. Z tzv. nekorigované koncentrace

muzeme vypocist korigovanou (spravnou) Cy, korig Nasledujicim zpusobem:

Cn, korig = Cn, naméfena + sz/ VFDC,akceptor Z Cn-1,naméfené

Vy; — objem odebraného vzorku; Vepcakceptor - Objem média v

akceptorové Casti Franzovy difuzni cely; Cp, namarena — N@améfené koncentrace

MnozZstvi uvolnéné latky v daném Case vztazené na jednotku plochy (Qn)

pak vypocteme nasledujicim zplsobem:

Qn = Cn,korig x VFDC,akceptor I A

VEpc,akceptor — Objem média v akceptorové Casti Franzovy difuzni cely; A —

plocha membrany, pfes kterou uvoliovana latka prochazi

Nasledné je pak sestrojen graf zavislosti uvolnéného mnozstvi latky Qn
na odmocniné &asu Vt. Dle Higuchiho [103] je tato zavislost linearni. Toto plati

jak pro latky v pfipravku rozpusténé (1), tak pro latky suspenzované (ll):

() Q=A2c, \/%

() Q=A,[D-t-cs (2 -c5)]
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Q — uvolnéné mnozstvi za Cas t; A - plocha difuze; D - difuzni koeficient;
t - Cas; cs — koncentrace pfi nasyceni; ¢, — koncentrace latky v pfipravku v Case
t=0

Smérnice ziskané pfimky je rychlost uvolfiovani aktivni latky z pfipravku -

specifikum daného pfipravku, Sarze.

Porovnavani dvou Sarzi
Pro ziskani linearizovaného profilu uvoliovani, a tedy i zjisténi rychlosti
uvolfhovani, je doporu€eno provést Sest méreni a vyhodnotit jejich primér [96].
Pfi porovnavani dvou Sarzi (testovana a referencni) je pfi pouziti
zafizeni, které ma Sest cel FDA doporu¢eno nanaseni testovanych pfipravku

nasledujicim zplsobem:

Obr. 11 Zpusob umisténi dvou S$arZi pfi testovani rychlosti uvolriovani z

polotuhych pripravka, T — testovana Sarze, R — porovnavana Sarze

Obé zkoumané Sarze jsou analyzovany béhem jednoho méficiho cyklu.
Jsou tedy obé mérfeny za stejnych podminek a pfi porovnavani pak nehraji roli
rozdily mezi jednotlivymi pokusy. Pokud by byla jednotliva méfeni zatizena
chybou, bude ji zatizena jak testovana, tak referencCni Sarze a jeji vliv bude
eliminovan.

Pfi pouziti zafizeni s jinym pocCtem cel je dobré pfipravky umistovat
obdobnym zplsobem — méreni obou Sarzi zapojit do jednoho cyklu. Pokud je
pouzivan aparat pouze s jednou celou, pak je vhodné mérfeni jednotlivych Sarzi
stfidat. [96]
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Statistické hodnoceni

Pro in vitro srovnavani dvou Sarzi je pouzit dvoufazovy test. Statistické
hodnoceni je zalozeno na standardnim intervalu spolehlivost, na Wilcoxon rank-
sum testu a Mann-Whitney U-testu.

V prvni fazi je zméfeno 6 profild uvolfiovani pro kazdou Sarzi. Ziskame
tak Sest hodnot smérnic (hodnot rychlosti uvolfiovani) pro kazdou Sarzi. Mél by
byt vypocten 90% interval spolehlivosti pro pomér medianu rychlosti uvolfiovani
testované Sarze k medianu rychlosti uvoliovani referencni Sarze, vyjadieno
v procentech. Jestlize se v prvni fazi testu tento 90% interval spolehlivosti
naléza v rozmezi 75 % -133,33 %, pak druhé faze méfeni neni potfeba.

Pfi druhé fazi je zméreno dalSich 12 profill uvolfovani aktivni latky pro
kaZzdou Sarzi. Pro vSech 18 hodnot smérnic (rychlosti uvolfovani) pro kazdou
SarZi, které zahrnuji 12 novych hodnot a 6 hodnot z prvni faze testu, je vypocten
90% interval spolehlivosti. Tento interval by se pak mél nalézat v rozmezi 75 %
- 133,33 %.

Prakticky se da pocitat takto: kazdou naméfenou hodnotu smérnice
testované SarZe vydélime kazdou hodnotou smérnice referencni Sarze.
Dostaneme 36 (6 x 6) pomértd smérnic. Nasledné tyto poméry sefadime od
nejmensi hodnoty k nejvétsi. V tomto pfipadé hodnoty, které lezi na osmém a
dvacatém devatém misté jsou dolnim a hornim limitem, ktery po pfevedeni na
procenta (znasobeni stem) by mél leZzet v rozmezi 75 - 133,33 %. U druhé faze
kdy dostaneme 314 (18 x 18) pomérld smérnic jsou smérodatné hodnoty na
110. a 215. misté. Tato metoda eliminuje odlehlé body, které mizou vzniknout

béhem méfeni napfiklad pfi vniknuti bubliny na spodni plochu membrany. [96]

3.4.3. Matematické vyjadi‘eni permeace

Permeace je jednoducha difuze individualnich molekul, které neovliviiu;ji
kozni bariéru. Permeace latky pfes kizi zahrnuje dvé faze. Prvni faze, kdy se
ustavuje rovnovaha na obou stranach membrany se nazyva non-steady state.

Druha faze je charakterizovana ustalenim rovnovahy a je popsatelna linearné

42



Disertacni prace In vitro testy

(tzv. steady-state). Diky vytvofenému koncentratnimu gradientu mezi
donorovou a akceptorovou Casti pronika latka pasivni difuzi.

Mnozstvi latky proslé pres bariéru za jednotku Casu v ustaleném stavu
nazyvame steady state flux J = dQ/dt, kde Q je mnozstvi proslé latky na
jednotku plochy [ug/cm?] a t &as [h]. V grafu kumulativni &asové zavislosti
mnozstvi latky Q proslé pres kizi je flux vyjadien jako smérnice linearni casti
kfivky viz Obr. 13.

Takzvany lag-time tj5g je doba nebo také opozdéni, které zahrnuje prvni
kontakt latky s k(izi pfed ustavenim rovnovahy. Na grafu jej mizeme nalézt jako
prusecik prodlouzeni linearni ¢asti grafu s osou x.

PFi ustadleném stavu a pfi infinitnim uspofadani testu mizeme vyjadfit flux

dle Fickova zakona nasledovné:
J = (DxCpxK)/h

D — difazni koeficient [cm?/h]; Cp — koncentrace latky v donorové &asti [ug/cm?];

K — rozdélovaci koeficient kiize/vehikulum; h — tloustka membrany [104][105]
Pro difuzni koeficient plati:

D = h2/6't|ag

nan-steady state : steady state
I ustalery stav

|
|
|
|
[
|
: din
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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uvolnéné mnoFstvi Qn [wofcm <]

\ _ cas [h]

Obr. 12 Schématicky diagram hodnoceni koZni permeace pfi infinitnim davkovani
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Schopnost latky pronikat kOzi je mozno také vyjadfovat pomoci
koeficientu permeability Kp [cm/h]:

Kp=J/Cp

J — flux; Cp - koncentrace v donorové ¢asti

[102][104][105]

3.4.4. Provedeni in vitro permeacnich testi

Transdermalni ¢i dermalni zpUsob podani se tési stale veliké oblibé u
pacientl. In vivo experimenty pfi klinickych studiich jsou a vzdycky budou tzv.
,zlatym standardem® pfi testovani kliCového parametru pro léCivo — jeho
ucinnosti, a také pfi hodnoceni bioekvivalence pfi vyvoji generickych IéCiv.
Ovsem tyto zkouSky (testy) jsou finanéné i Casové naro¢né, proto se hledaji
vhodné alternativy - in vitro testy. Vyuziti téchto zastupnych testu je ovSsem stéle
otevienou problematikou a to jak metodicky tak legislativné.

Nejen u farmaceutickych pfipravku, ale také u kosmetickych pfipravku a
pesticidd by mél z bezpecnostnich davodu byt znamy vlastnosti aktivni latky,
mezi néz patfi i jejich prinik pfes kizi. Dale také jejich toxikologické pusobeni
na lidskou kuzi a to i u chemikalii, které k pouziti na kdzi nejsou urCeny.
V nékterych pfipadech z etickych davodu tyto studie nemohou byt provadény in
vivo na lidskych jedincich. Proto se i zde hledaji alternativni zpusoby pro
ziskani téchto informaci, metody in vitro/ex vivo jako jsou napf. permeace a

penetrace, drazdivost a korozivita. [102][97]

Vyhody téchto in vitro testi mizeme shrnout nasledujicim zptisobem [102]:
e Podminky studie mohou byt Iépe kontrolovany
e Obvykle je jejich provedeni jednodussi a méné nakladné;si
e Mohou byt pouzity radioaktivné znaCené latky, stejné tak jako vysoce
toxické latky

e Mduze byt provedeno vice méfeni sou¢asné béhem jednoho pokusu
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e Snadnéji je umoznéno zkoumani zvlastnich parametrd (jako napf.
uvolhovani aktivni latky z mastového zakladu o rdzném slozeni, vlivy
teploty, vihkosti, pfedchozich Uprav kize)

e Mnozstvi proniknuté latky muaze byt meéfeno pfimo v kdzi nebo
v akceptorovém roztoku, ktery je v pfimém kontaktu s kizi, nedochazi k

naredéni v télnich tekutinach nebo organech

Ovsem in vitro testy maji i jisté nevyhody, které musi byt brany v potaz pfi
provadéni téchto pokusu [102]:
e Akceptorové médium muze ovliviiovat prichod latky pfes kizi nebo
vlastnosti kozniho Stépu
e Absence krevniho toku muzZe vést ke zménam bariérovych vlastnosti
rliznych koznich vrstev
e Vzorky kiize maji omezenou dobu pouzitelnosti

¢ In vivo podminky nemohou byt nikdy zcela napodobeny in vitro

Princip In vitro permeacni metody je nasleduijici:

Testovany pfipravek je nanesen na povrch klze, ktera je umisténa
v difuzni cele. Klize je pfed nanesenim temperovana v akceptorovém médiu po
dobu 10-30 minut. Akceptorové médium je v kontaktu s celou plochou kize od
naneseni pfipravku az po skonCeni odebirani akceptorového média.
Akceptorové médium musi mit odpovidajici polaritu, aby zajistilo dostatec¢nou
rozpustnost testované latky. Testovany pfipravek zlstava na kdzi po urcitou
dobu podle realné doby aplikace pfipravku in vivo. V ur€itych ¢asovych
intervalech je akceptorové médium odebirano pro analyzu aktivni latky a jejich
metabolitli, aby mohla byt zméfena mnozstvi (a také rychlost) latky proniknuté
pres kuzi. Je doporu¢ovana doba odbéru 24 hodin. Nicméné u pfipravkl s delsi
lag-fazi tato doba muaze byt i prodlouzena. Za tuto dobu je doporuc¢ovano 6-12
odbéru akceptorové faze. PFi finitnim zplsobu davkovani (mnozstvi pFipravku
méné nez 10 mg/cm?) je nutna i analyza nevstfebaného mnozstvi, koZniho
preparatu a akceptorového roztoku, aby se zjistila vytéznost, ktera ma byt

v rozmezi 100+10%.
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In vitro testy nejsou provadény pouze s lidskou ki0zi, ktera je
nejvhodnéjsi, ale také s kuzi zvifeci nebo s rekonstituovanymi koznimi
nahradami nebo umélymi modelovymi membranami. Komisi European
Commission on Validation of Alternative Methods byla v roce 1996 ustanovena

nasledujici hierarchie pro méfeni perkutanni absorpce -viz Obr. 13.

MIxa spolehlivosti wysoki
B wva &
Perfirdovand Inise
Celistvd i (Eivd) Chwk 4
Celistwd bide (nedivd) Primt
Eeratomonané platy Vept
3 tratam corneam More
Rekorstiucoang kedad ekvivalenty Erililk
Model nemb vy iR
Matematinké modely

Obr. 13 Hierarchie koZnich typl pro méreni perkutanni absorpce dle Howes et
al., 1996

OECD dokument doporuCuje pouzivani rekonstituovanych koznich
nahrad pouze v pfipadé, Ze permeacni data referenénich latek (kofein, kyselina
benzoova, testosteron) se shoduji s udaji v literatufe. Znamé jsou napfiklad
EpiDerm™, EpiSkin® (L'Orelal, France), SkinEthic® (SkinEthic, France),
AST-2000, EST-2000 (Advanced CellSystems, Germany), Phenion®Full
Thicknes Skin Model (Phenion, Germany).

Ze zvitecich klzi je jako nahrada pro absorpéni studie doporu€ovana
praseCi klUze, ktera je lidské podobna jak v morfologii, tak v permeacnich
vlastnostech. Klze lidska se pouziva z abdominalni nebo hrudni &asti. Pri
pouziti prasecCi kiize se bere bok &i ucho zvifete, dalsi moznosti je hibet nebo
noha. V pfipadé krysi kuze pfi toxikologickych testech korozivity a drazdivosti
se odebira bfisSni nebo zadova Cast, coz odpovida aplikaci pfi in vivo testech.

Kin vitro testim mulze byt pouzita samostatna epidermis, kterou je
mozno ziskat tepelnou, chemickou nebo enzymatickou separaci. DalSi

moznosti je dermatomovany kozni $tép (obvykle o tloustce 200-400um) ¢&i kGize
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o plné tloustce. KiZe o nadmérné tloustce (cca > 1mm) by mély byt vyuzZivany

pouze pfi studiich vyskytu dané latky v jednotlivych vrstvach. [97]

3.5. MONOLITICKE KOLONY

Do nedavné doby byla SIA technika zaclenovana mezi techniky
neseparacni. Analyza vice latek béhem jednoho méfeni byla znacné omezena,
zaloZzena prevazné na specifickych/selektivnich reakcich. Ve farmaceutické
analyze, kdy je tfeba analyzovat latky podobného charakteru, €i degradacni
produkty nebo metabolity, které se liSi v chemické struktufe pouze nepatrné
jsou mnohdy dosud pouzivané postupy nedostatecné.

S vyvojem novych monolitickych kolon se tento pohled zménil a i SIA
muUze byt zafazena mezi techniky separacni. Prvni propojeni techniky SIA a
monolitické kolony bylo provedeno na pracovisti katedry analytické chemie FaF
UK vroce 2003 [16]. Technika, kdy je monoliticka kolona do SIA systému
zapojena mezi selekéni ventil a detektor byla nazvana sekvencni injekéni
chromatografie (SIC).

Monolitické kolony jsou separacni kolony, které nemaji charakter
Casticovy, nybrz jsou vyrobeny z monolitu silikagelu. Vyroba monolitli je odliSna
od klasické pfipravy stacionarni faze. Vyrabi se specialni sol-gel technologii,
coz je postup, béhem kterého dochazi k radikalové polymerizaci monomeru
vychoziho materialu nebo k polykondenzaci tetraalkylsiloxanu v pfipadé
silikagelu. Pomoci sitovadel a porogennich rozpoustédel dochazi k formulaci
vysoce porézniho materidlu. Takto vyrobeny sorbent na bazi silikagelu
obsahuje dva druhy péru. Vétsi péry (obvykle 1-2 um) se nazyvaji makropory,
diky nimz je odpor kolony velmi maly a umoziuje pouziti vysSich pratoku
mobilnich fazi bez negativniho zvySeni zpétného tlaku. Mensi péry - mezopory
(obvykle 12 nm) zvétsuji uc€inny povrch sorbentu pro separaci, a tim umoznuji

dosazeni velmi dobré separacni ucinnosti takto naplnénych analytickych kolon.
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Obr. 14 Makropory a mezopory monolitickych kolon

Pro vyrobu monolitickych kolon se €asto pouziva silikagel bud Cisty
v normalnim uspofadani a nebo modifikovany oktadecylsilan v reverznim
uspofadani. DalSimi modifikacemi jsou napf. pentafluoro-fenyl-propyl-dimethyl
skupina, pentafluorofenyl, 3,3,3-trifluoropropyl, n-oktamethyl, perfluorohexyl
nebo aminopropyl opét v reverznim usporadani fazi [106]. Silikagel neni
jedinym materialem pro vyrobu monolitd. Pouzivaji se rizné polymery jako
napfiklad polymethakrylaty, akrylamidy a fada jinych.

Monolitické kolony vykazuji 90% vnitini porozitu v porovnani s 80%
porozitou béznych casticovych kolon [107]. Diky vysoké porozité mohou byt
pouzity velmi vysoké prutoky s velmi nizkym zpétnym tlakem. Mezi dal$i vyhody
patfi vynikajici mechanicka stabilita, dana mechanickou pevnosti silikagelového
monolitu vuci tlakovym a teplotnim vlivim v HPLC systému. Chemicka odolnost
odpovida odolnosti silikagelového skeletu, tzn. pouzitelny rozsah pH je cca
2-7,5 [109].

V literatufe se objevuji dva sméry vyroby a vyvoje monilitnich kolon — pro
aplikace v kapilarni elektrochromatografii a kapalinové chromatografii.
V pripadé SIA techniky se s vyvojem monolitickych kolon oteviel novy smér
vyzkumu. Modifikace SIA je umoznéna pravé strukturou monolitd, jez diky své
porozit¢ kladou pfi pratoku minimalni odpor, a tudiz k dosazeni
akceptovatelného pritoku postacuji i nizkotlaké pistové SIA pumpy s krokovym
motorem pfi zachovani dostate¢né separacéni ucinnosti. Pfi porovnani s HPLC
Cerpadly je pistova pumpa SIA analyzatoru schopna vyvinout tlak pfiblizné

2,5-3,0 MPa v zavislosti na priméru pouzitého pistu. Pisty mensiho priaméru
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jsou schopné vyvinout vétsi tlak, avSak jejich nevyhodou je pomérné maly
objem. Pfi analyze by tedy muselo dochazet k jejich opakovanému plnéni, coz
je z hlediska reprodukovatelnosti nezadouci.

Diky uspésnému zaclenéni téchto monolitickych kolon do SIA systému
[16][31][47] se znalné rozSifil potencial této analytické metody a jeji vyznam
v praxi. Nova SIC technika je koncipovana pfedevsim pro jednoduché separace
a stanoveni dvou, tfi a popf. i vice slozkovych smési. Diky nekontinualnimu
toku mobilni faze a niz§im nakladum na instrumentaci SIC systému v porovnani
s béznymi separacnimi technikami (HPLC, CE) umoznuje tato technika snizit

naklady na analyzu.
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4. KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACEM
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4.1. APLIKACE SEKVENCNI INJEKCNI TECHNIKY VE
FARMACEUTICKE ANALYZE

Tato prace (viz Pfiloha I) méla pfevazné reSerdni charakter. Cilem prace
bylo shrnout vyuziti SIA ve farmaceutické analyze. Dale byly nastinény nové
sméry v pratokovych metodach a jejich mozZnost vyuZiti ve farmaceuticky
vyznamnych oblastech.

Byla zpracovana podrobna reSerS tykajici se vyuziti SIA ve
farmaceutické analyze od jejiho zaloZeni (rok 1990) do roku 2003. Prace udava
prehled, ktery Cita v souhrnu 54 citaci.

V uvodu je nastinén cil prace, prehled jiz publikovanych sdéleni
souhrnného charakteru tykajici se SIA, a také vlastnosti sekvencni injekéni
analyzy. V této Casti je kladen dlraz stejné jako u vSech nasledujicich kapitol na
moznost uplatnéni novych sméru jako je mikro-SIA a Lab on Valve (LOV)
format.

Dale prace rozdéluje pole pusobeni SIA na stanoveni u&inné latky v
pfripravcich a kontinualni monitorovani. Pfi farmaceutickém stanoveni jsou
diskutovany nejpouzivanéjsi typy detekce. V €asti kontinualniho monitorovani
jsou rozebirany disolu¢ni studie, monitorovani bioprocest a farmakokinetické
studie.

Posledni ¢ast se tyka novych sméra pratokovych metod a sice mikro-SIA
s LOV, ktera pracuje s mikrolitrovymi objemy; ,bead injection“ (Bl) kde analyza
probiha pomoci vhodnych nosi¢l molekul ve formé &astic; sekvenéni injekéni
chromatografie (SIC) kde do systému je zaClenéna monoliticka kolona. Jsou
popsany principy téchto technik, diskutovany jejich vyhody a moznosti vyuZziti.

Na zavér je pfipojeno shrnuti vyhod a moznosti SIA metody.
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4.2. AUTOMATIZACE SLEDOVANI UVOLNOVANI
KYSELINY SALICYLOVE Z POLOTUHEHO
PRIPRAVKU POMOCIT SIA METODY

V této praci byla sestavena aparatura, ve které byla spojena difuzni cela
Franzova typu se SIA systémem. Spojeni SIA a Franzovy cely bylo provedeno
pomoci ,davkovaci smycky“. Tato byla umisténa tak, aby spojovala Franzovu
celu s urcitym (danym) vstupem selekéniho ventilu.

SIA systém byl pouzit FIAlab 3500 (FIAlab instruments, USA) sloZeny
z 5 ml pistové pumpy, selekéniho ventilu, pfidavné peristaltické pumpy. Pohyb
kapaliny v systému byl umoznén systémem teflonovych hadiCek o priméru
0,5 mm. Detekce byla provedena pomoci fluorimetrického detektoru PMT-FL
(FIAlab) se zdrojem UV zafeni D-1000-E a integracnim ¢asem 200 ms. Pro
vybér emise zareni byl pouzit emisni filtr Edmund Industrial Optics 385 nm.

Vlastni fluorescence kyseliny salicylové byla pro stanoveni dostatec¢né
citliva. PFi optimalizovaném objemu vzorku 50 pl a rychlosti pritoku 50 pl.s™
byla odezva linearni v rozmezi 0,05 — 10 pg.ml* (pro $est standardil
s korela¢nim koeficientem 0,9996).

Detekéni limit byl 0,01 pg.ml™ a limit kvantifikace 0,03 pg.ml™.
Opakovatelnost vyjadfena relativni smérodatnou odchylkou deseti analyz
standardu o koncentraci 1,0 ug.ml™ byla 0,52 %.

Franzova cela byla dvouplastova nadobka o vysce 6,0 cm, Sifce 3,6 cm,
vnitinim praméru 2,0 cm a objemu 15,0 ml (akceptorova €ast). Donorova Cast
kopirovala vné&jSim i vnitfnim pramérem horni plochu akceptorové Casti. VysSka
hlavice donorové ¢asti byla 2,0 cm. Akceptorové médium bylo po celou dobu
pokusu michano pomoci magnetické michaCky a michadla prisluSnych malych
rozmérl vlozeného do akceptorové Casti cely.

Pfi vlastnim provedeni disolu¢niho testu se nejprve membrana poloZila
na akceptorovou ¢ast cely a nechala se kondicionovat pfi 32°C. Nasledné se na
membranu nanesl testovany pripravek rovnomérné ve vrstvé asi 0,5 mm

(pfiblizna hmotnost 0,5 g) na celou aktivni plochu, pfes kterou pak probihala
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difuze. Toto mnozstvi odpovidlo infinitnimu davkovani. Ve stejném Case byl
spustén program, ktery pak dle jednotlivych nadefinovanych kroka Fidil cely
prubéh méreni. Manualniho zasahu jiz pak do konce experimentu nebylo
zapotfebi, az pfi vyhodnocovani naméfenych dat. Program se skladal
z nasledujicich Casti: peristalticka pumpa byla uvedena do chodu a jeji pohyb
byl konstantni po dobu 9 minut. Poté byla zastavena a z polohy ventilu, ve
kterem byla umisténa davkovaci smyCka se nasalo 50 pl vzorku a byla
nameéfena velikost signalu fluorescence. Peristalticka pumpa se opét uvedla do
chodu a cely cyklus se opakoval 35 krat, aby trval po dobu doporu¢ovanych 6
hodin. Za tuto dobu bylo tedy naméfeno celkem 36 bodu - kazdych 10 minut
jeden vzorek. V dalSich vstupech selekéniho ventilu byly pfipraveny roztoky
standardu pro meéfeni kalibraéni kfivky. Po ukonceni disolu¢niho testu byly
v SIA programu uvedeny kroky pro generovani kalibracni kfivky - a sice oplach
jednotlivych poloh selekéniho ventilu kalibraénimi roztoky a naméfeni vysky
signalu pro jednotlivé koncentrace. Do systému jsou zadany hodnoty
koncentraci pro jednotlivé roztoky. Na zakladé vSech namérenych udajl systém
vyhodnotil kalibracni zavislost a podle ni vypocetl i koncentrace vzorkl
odebranych v danych ¢asovych intervalech pfi uvolfiovani aktivni latky z masti.

Jako akceptorové médium byl pouzit fosfatovy pufr o pH 7,4. Byly
testovany tfi membrany od firmy Millipore -dvé polykarbonatové s velikosti port
0,2 ym (GTTP) a 0,45 ym (HTTP) a membrana ze smési esteru celuldozy
(HAWP) s velikosti pérd 0,45 um. Jako nejvhodnéjSi se ukazala GTTP
membrana. Méla nejkratSi lag-time, uvoliovani aktivni latky bylo rychlejSi nez
v pfipadé celulbzové membrany a obdobny jako u HTTP membrany, ale jeji
struktura umoznovala pohodIné&jSi manipulaci.

Pomoci optimalizovaného systému bylo méfeno uvolfiovani kyseliny
salicylové ze tfi hromadné vyrabénych |éCivych pfipravki (Belosalic, Diprosalic,
Triamcinolon S), které obsahovaly 3 % kyseliny salicylové. Linearizované profily
uvolfiovani kyseliny salicylové byly ziskany jako prumér Sesti méfeni pro kazdy
pripravek.

Z vysledkl méreni vyplynulo, ze SIA metoda je vhodna pro sledovani
dlouhodobych procesu, jakymi studium uvolfovani aktivni latky je. Na rozdil od
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bézné uzivanych metod hodnoticich odebrané vzorky az po skonceni studie
umoziuje navrhovana metoda on-line monitorovani a ziskavani vysledkd
v realném Case. Davkovany objem vzorku odebirany z akceptorového média je
v prib&hu méfeni kontinualné nahrazovan presné stejnym objemem média, coz
snizuje riziko ovlivnéni profilu uvolfiovani zménou objemu média, ktera se
objevuje u diskrétnich méfeni. Také zde neni Casovy odstup mezi odbérem
vzorku a jeho analyzou, ktery by mohl mit vliv na analyzu zvlasté u méné

stabilnich sloucenin.
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4.3. AUTOMATIZOVANE MERENI UVOLNOVANI DVOU
AKTIVNICH LATEK Z POLOTUHEHO PRIPRAVKU
POMOCT SEKVENCN/ INJEKCN CHROMATOGRAFIE VE
SPOJEN/ S FRANZOVOU CELOU

Tato prace navazuje na pfedchozi vyzkum na katedfe analytické chemie,
kdy bylo spojeni SIA a monolitické kolony testovano a nasledné publikovano
[16][31][47]. Technika byla uvedena v odbornych publikacich pod nazvem
sekvencni injekéni chromatografie (SIC) a dalsi moZnosti jeji aplikace jsou stale
studovany.

Monolitické kolony maji specifickou strukturu diky niz kladou minimalni
odpor pfi prachodu kapaliny. Diky této vlastnosti mohou byt zapojeny i do
systému s nizkotlakou pistovou pumpou s krokovym motorem.

Cilem této prace bylo sestrojeni systému, ktery by umoznoval simultanni
stanoveni Casového profilu uvolfiovani dvou latek z polotuhého topického
pfipravku béhem jedné analyzy.

K analyze dvou latek bylo vyuzZito zkusenosti s monolitickymi kolonami
na katedfe. Byl zvolen topicky pfipravek, ktery obsahoval dvé uc€inné latky a
sice lokalni anestetika lidokain a prilokain. Uginné substance byly v pfipravku
pfitomny v dostate€ném mnozstvi (2,5%), takZze bylo mozno pfedpokladat, Ze
metoda bude dostateCné citliva i pro monitorovani koncentraci v ranné fazi
uvolhovani.

Nejprve byly tedy nalezeny optimalni podminky pro stanoveni téchto
dvou ucinnych latek. To znamena vhodné sloZzeni mobilni faze (pomér
organické a vodné faze, pH mobilni faze), rychlost priitoku mobilni faze, vhodna
délka kolony.

Zde byla jista nevyhoda komeréné dostupného SIA softwaru, protoze
tento neni dobfe uzplsoben na vyhodnocovani ploch pikd od zakladni linie.
Bylo proto pocitano s vyskami pik. DalSim problémem softwarového puvodu je
skutec¢nost, Zze béhem jednoho cyklu FlAlab program vyhodnoti pouze jedno

maximum Vv zaznamu - pfi separaci a nutnosti vyhodnocovani dvou i vice latek
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béhem jednoho méficiho cyklu, byl cyklus pferuSen tak, aby byl systém
schopen vyhodnotit maxima vSech piku. PFi planované vyrobé komercné
dostupného SIC systému na to bude vyrobcem pratokovych systémua FlAlab
zfejmé pamatovano a software bude zdokonalen i pro tyto nové aplikace.

Optimalni mobilni faze se skladala z acetonitrilu a fosfatového pufru
v poméru 40:80 (v/v), s0,01 % pfidavkem trietylaminu, ktery zmenSuje
chvostovani bazickych latek. PH mobilni faze bylo upraveno kyselinou
fosforeCnou na 7,1.

Koncentrace pufru byla nejprve 0,1 M, ale pak bylo zjisténo, Ze separacni
charakteristiky zlUstavaji zachované i pfi koncentraci nizSi (0,05M) a byla
vybrana tato, protoZze pfi vySSi koncentraci je vétSi riziko zaneseni hadicek Ci
kolony vykrystalizovanymi solemi, pokud promyvani neni dostatecné. Toto pak
vede k nezadoucimu zvySeni operacniho tlaku v nizkotlakém systému a muze
byt také pfiCinou i celkového zastaveni systému pfi prekroCeni tlakové meze
dvoucestného ventilu pistové pumpy ¢i pumpy samotné.

K analyze byla pouzita monoliticka kolona Chromolith Flash RP-18,
25mm x 4.6mm (Merck, Germany). Detekce byla spektrofotometricka v UV
oblasti pfi 212 nm v blizkosti absorpniho maxima stanovovanych latek.
Mnozstvi odebiraného vzorku bylo 10 pl. Pratokova rychlost byla 0,6 ml.min™.
Doba trvani analyzy byla o néco malo kratSi nez 7 minut. Rozmezi linearity bylo
od 2,5 do 200 mg.I'*. Byl uréen limit detekce, limit kvantifikace, spravnost,
selektivita, pfesnost, symetrie piku, rozliSeni, retenéni Casy, opakovatelnost
retenCnich Casu.

Metodou byl stanoven obsahu uc€innych latek v EMLA krému. Namérena
hodnota byla ovéfena pomoci HPLC stanoveni za obdobnych podminek.

Systém sekvencni injekéni chromatografie byl pak rozSifen o Franzovu
difzni celu. Ta byla do systému vclenéna obdobnym zpusobem jako
v pfedchozi praci a sice pomoci davkovaci smyCky a peristaltické pumpy
(obrxX)

PFi aplikovani pfipravku, ktery ma hydrofilni zéklad, dochazelo k jeho
rozpousténi v akceptorovém meédiu a neumérnému zvySovani koncentrace

aktivnich latek v akceptorové Casti. Byla zkouSena rizna akceptorova média
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(smési ethanol:voda; methanol; isopropyl mirystat). Také byla testovana
hydrofobni membrana (celulézova nasaknutd oktanolem), ale ani tehdy se
proces uvolfiovani |éCivych latek nepodafilo uspésné monitorovat. Velké
koncentrace pomocnych latek ve vzorcich akceptorového meédia mély za
nasledek zaneseni kolony a tedy zvySeni zpétného tlaku. Ten byl pro SIA
systém nezadouci, mnohdy i znemoznoval analyzu. Kolony se ztézi regeneruji
a proto pro ukazku toho, Zze spojenim Franzovy cely a SIC systému lze
monitorovat uvolnovani dvou latek souCasné byla pfipravena modelova mast se
stejnym procentualnim zastoupenim lokalnich anestetik jako uz zminovany
hromadné vyrabény IéCivy pfipravek.

Byly proméfeny profily uvolfiovani obou latek soucasné, korelacni
koeficient linearizovaného profilu pfi priméru ze Sesti méfreni byl pro obé latky
vétsi nez 0,97.

Jako u predeslé prace ma vytvoreny systém vSechny vyhody piné
automatizovaného systému (automatizovany jak odbér vzorku, tak doplnéni
akceptorového média a analyza, maly objem vzorku a tedy moznost CastéjSiho
odbéru vzorku, on-line zjiSténi dat, generovani kalibracni kfivky). Proti
konvencnimu HPLC systému, ve kterém je tok mobilni faze kontinualni ma SIC

systém mensi objem organického odpadu, nizSi pofizovaci a provozni naklady.
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4.4. AUTOMATIZACE SIMULTANNICH TESTU
UVOLNOVANF AKTIVNI LATKY ZPOLOTUHYCH
PRIPRAVKU TECHNIKOU SIA

V dalSi praci bylo cilem vytvofit systém, ktery by umozfioval ziskani
profild uvolfiovani aktivni latky z vice vzorkl polotuhych pfipravki b&éhem jedné
analyzy. Byl vytvofen systém se tfemi Franzovymi difuznimi celami.

Prace navazuje na predchozi experimenty tykajici se sledovani
postupného uvolnovani kyseliny salicylové z polotuhych hromadné vyrabénych
|éCivych pfipravkd. Pro optimalizaci systému a optimalizaci jednotlivych kroku
programu bylo pouzito fluorescenéni stanoveni kyseliny salicylové a mast
Belosalic.

SIA systém byl pouZit obdobny jako v praci v kapitole 4.2. (Pfiloha II).
Franzovy cely byly na rozdil od pfedesSlého experimentu pouze jednoplastove.
Stala teplota po dobu méfeni byla udrZzovana pomoci zavésného termostatu,
ktery byl ukotven ve vodni lazni. Tvar vodni lazné umoZznoval instalaci
vicemistné michacky pod dna cel, umisténi cel, a také dostateCny ponor
termostatu. Cely byly do 1azné ukotveny pomoci drzaku z plexiskla tak, aby byly
ve vzpfimené poloze, termostatovani vodou bylo postacujici, ale aby nedoslo
ke kontaminovani akceptorového média vodou z lazné.

Pro odebirani vzorkl z jednotlivych cel slouzil selekéni ventil, v podstaté
funguje jako autosampler. Do systému byl zaclenén druhy selekéni ventil,
pomoci néhoz byl vyfeSen nedostatek vstupu pro umisténi roztoku standardu
kalibra€ni kfivky (10-ti a vice mistny selek¢ni ventil nebyl k dispozici). Tento
druhy pfidavny selekéni ventil byl rovnéz ovlddan pomoci pocitace
programovymi kroky. Béhem doby uvolfiovani a méfeni koncentraci latky
v akceptorovém médiu druhy ventil nebyl aktivni, slouzil pouze jako pritokova
soucast systému.

Doba nanaseni jednotlivych vzorkli do donorové ¢&asti cel byla
synchronizovana s odbérem jednotlivych vzorkl - v pétiminutovych intervalech,

takze odbér vzorku z kazdé cely vsystéemu se tfemi celami byl v 15-ti
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minutovych intervalech. Doba péti minut neni fixni, je to hodnota, kterou lIze
upravit dle délky trvani analyzy a dle pozadovaného poctu bodl v profilu
uvolfiovani za dany €asovy usek.

Plocha pro difuzi byla ur€ena velikosti otvoru mezi dvéma destiCkami
z plexiskla, kdy na rozdil od cel s fixnim primérem otvoru, je mozno regulovat
koncentraci uvolnéné latky v akceptorové Casti cely. Regulace je snadnéjsi pfi
konstantnim objemu akceptorové Casti nez pfi ovlivnéni koncentrace pomoci
zmén objemu akceptorové €asti. To by vyZzadovalo mit celou sadu difuznich cel,
takto postaCuje mit pouze sadu destiCek z plexiskla s rlznymi priméry
kruhovitych otvord. Je dulezité, aby koncentrace latky v akceptorovém médiu
byla ve shodé s rozsahem linearity a kvantifikaénim limitem analytické metody.
Obzvlasté u permeacnich testl, kdy je pouzita misto membrany kize a je
prunik aktivni latky pomalejSi, mizeme narazit na problém citlivosti metody.

Obvykle pro porovnani dvou Sarzi je zapotfebi nejméné Sest méreni pro
jednu Sarzi daného pfipravku. Jednim z pfinost tohoto systému je moznost
ziskani vice profild uvolfiovani béhem kratSi doby a tedy zrychleni analyzy.
Dalsi vyhodou je, Ze v systému mohou byt dvé Sarze méfeny zaroven a tim je
zaruCeno zachovani stejnych podminek pro obé Sarze. Omezuje se tak vliv
vnéjSich faktora a jejich negativni plsobeni.

Systém umoziiuje zapojeni i vice nez tfi difuznich cel. Omezuijici je
v tomto pfipadé velikost vodni 1azné a pocet mist magnetické michacky. Ze
strany SIA systému jsou limitujicimi faktory pocet vstupl selekéniho ventilu a

pocet kanalkl pfidavné peristaltické pumpy.
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45. AUTOMATIZOVANE MERENJF DISOLUCE A
PERMEACE PROPRANOLOL HYDROCHLORIDU
Z TABLET POMOCT SEKVENCN/Z INJEKCNZ ANALYZY

Uvod

Tato prace vznikla ve spolupraci se Saarladnskou univerzitou
v Némecku. Bylo navazano na praci taméjSi katedry Biofarmacie
a farmaceutické technologie. Cilem bylo automatizovat odbér a stanoveni
koncentrace v kombinovaném systému, ktery umoznoval zkoumani jak disoluce
aktivni latky, tak jeji naslednou permeaci pfes Caco-2 bunky.

V poslednich par letech bylo sestaveno a predstaveno par systému pro
soubézné méfeni disoluce a permeace pifes Caco-2  bunky
[110][111][112][113][114][115][116] s nadéjnymi vysledky. Kombinace dvou in
vitro metod do jednoho systému nam podava ucelengjsi informaci a tedy Iépe
simuluje in vivo osud pevné lékové formy po podani ¢lovéku nez metody, kdy
jsou procesy disoluce a permeace zkoumany in vitro oddélené.

Obecné mohou byt tyto kombinované systémy rozdéleny do dvou skupin.
Ginski a kol. [114] a Kataoka a kol. [115] se soustfedili na uzavieny disolu¢ni a
permeacni systém. PouZivali budto USP systém €.2 nebo specialné vyrobenou
disolu¢ni nadobu. Naproti tomu Miyzaki a kol. [110][111][112][113] a skupina
na Saarlandské univerzité se soustfedi na pouziti otevieného systému pro
disoluci a permeaci. Zatimco Miyzaki vyuziva sklenéné nebo plastové nadobky
rlznych rozmérd, saarlandska skupina aplikuje disolu€ni systém ¢.4 dle USP.
Simultanni sledovani disoluce a permeace je ¢asoveé i laboratorné naro¢né. Ne
pravé jednoducha je jednak prace se zivymi burikami, a dale také manualni
odbér vzorkll a nasledna HPLC analyza. Manualni odbér limituje mnozstvi
odebranych vzorkd. HPLC analyza je nejen Casové narocna, ale také finanéné
nakladna, bereme-li v ivahu ceny rozpoustédel pouzitych pro mobilni fazi,
spotfebované vialky a dalSi vybaveni. Navic organické odpady nejsou pravé
Setrné k Zivotnimu prostfedi. V fadé analyz selektivita, kterou HPLC poskytuje
neni nezbytna, obzvlasté pokud stanovujeme koncentraci pouze jediné latky,

kterou Ize snadno stanovit pomoci UV nebo fluorimetrické detekce.
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V této praci bylo navrzeno vyuziti pratokové SIA metody, ktera je
popisovana jako flexibilni, robusni a dosti univerzalni nastroj pro
automatizovany odbér vzorku a jeho upravu. Zajimavymi parametry byla velka
frekvence odbéru a moznost rychlé on-line kvantifikace dané latky. SIA se
(disolu¢ni studie, liberacni studie), tak pro analyzu farmaceuticky vyznamnych
latek, kde jeji kvantifikacni limity pro fluorimetricka stanoveni byly srovnatelné
s limity naméfenymi HPLC.

Testovanou latkou pro disoluéni a permeacni studie byla vybrana
modelova latka propranolol. Ten byl vybran kvuli svym biofarmaceutickym
vlastnostem, a sice velmi dobrou rozpustnost a velkou permeabilitu [117] —
v biofarmaceutickém klasifikacnim systému je zafazen do tfidy 1 [118]. V potaz
musime vzit i skute€nost, Ze pro méfeni disoluce a permeace se pohybujeme
v SirSi Skale koncentraci. V disolu¢ni Casti je dosahovano velmi vysokych
koncentraci, kdezto v permeacni Casti jsou koncentrace proslé latky pomérné
nizké. Fluorimetrické stanoveni pomoci SIA by mohlo byt spravnou cestou pro
automatizovanou kvantifikaci uvolnéného a permeovaného mnozZstvi
propranololu v Krebs-Ringerové pufru.

Tato prace navazovala na predeSlé vyzkumy v dané oblasti, kdy byl
sestrojen systém pro studium in vitro disoluce a permeace. Byl testovan na
tabletach o rGzném obsahu propranololu [116]. Odbér byl provadén manualné a
koncentrace byly stanovovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Cilem této nasledné prace bylo minimalizovat ¢as vloZzeny béhem
analyzy do odbéru vzorku a dale také optimalizovat cely systém, aby byl

zkracen tzv. lag-time a zmenseny mrtvé objemy.

Material

Transwell® membranova viozka (velikost pérd 0,4 pm; 1,13 cm?
TranswellTM typ 3460), Corning Incorp. Life Sciences (Acton, MA). Dubelcco
Modificated Eagle Medium (DMEM), neesencialni aminokyseliny a fetalni
bovinni sérum (FBS) byly koupeny u firmy GIBCO (Invitrogen Corp. Carlsbad,
CA). Propranolol hydrochlorid (HCI) byl pofizen u firmy Synopharm GmbH & Co
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KG (Barsbuttel, Germany), latky pro vyrobu Krebs-Ringerova pufru (KRB) byly
od Sigmy-Aldrich (St. Louis, MO).

Pomocné latky na vyrobu tablet: Avicel PH 102 (Lehmann & Voss,
Hamburg, Germany); laktoza EP typ D20 (J. A. Meggle Milchindustrie,
Reitmehring, Germany); sitovany PVP (BASF, Ludwigshafen, Germany);
Aerosil 200 (Degussa, Rheinfelden, Germany) a stearan hofe€naty (Synopharm
GmbH & Co KG, Barsbuttel, Germany).

Pufr pro disolu€ni a permeacni experimenty byl KRB. Jeho slozeni bylo
nasledujici: 1,41 mM CacCl,, 3,00 mM KCI, 2,56 mM MgCl,, 142,03 mM NacCl,
0,44 mM K;HPO,4, 4,00 MM D-glukéza a 10,0 mM HEPES. PH pufru bylo
upraveno pomoci NaOH na 7,4. Nosnym proudem v SIA systému byla

odplynéna Millipore® ultracista voda.

Priprava tablet

Tablety s normalnim uvolfovanim s obsahem 10 mg propranololu HCI
byly vyrobeny pomoci pfimé komprese. Kazda tableta obsahovala: 70 %
Avicelu PH 102 a 17 % laktozy EP typ D20 - plnidla; 1 % PVP - rozvolfiovalo;
1 % Aerosilu 200 a 1 % stearanu hofe¢natého - klouzadla a 10 % propranololu -
farmaceuticky aktivni latka. VSechny slozky byly presaty (velikost mfizky sita
315 um), promichany v tabularnim mixéru (TS Bachofen, Basel, Switzerland) a
nasledné komprimovany pomoci Korsch EK 01 (Berlin, Germany) tabletovaciho
stroje. Vysledna tableta méla vahu 100 mg a pevnost 100 N (Erweka drti¢, typ
TBH 30M, Erweka, Heusenstamm, Germany). Pro stanoveni obsahu bylo 10
tablet rozpusténo ve 100,0 ml 0,1 M HCI a ultrazvukovano. Obsah ucinné latky
byl zjistén pomoci HPLC metody, jak bylo uvedeno v pfedchozi praci [116]. Byl

stanoven obsah propranololu 9.70 £ 0.23 mg v jedné tableté.

Bunécéna kultura

Caco-2 bunky, klon C2BBe1, byly koupeny jako 60 pasaz od American
Tissue Culture Collection (ATCC; Manassas, VA) a uzity jako pasaze Cislo 70-
92. Caco-2 buriky byly p&stovany do ~90 % spojeni a pokryti 75 cm? v T-barice

s DMEM s pfidavkem 10 % FBS a 1% neesencialnich aminokyselin. Kultivacni
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médium bylo ménéno kazdy druhy den. Inkubacni teplota byla ~37 °C pfi ~85 %
relativni vlhkosti a obsahu CO, ~5%. Po trypsinizaci byly buriky nasazeny na
membranovou viozku Transwell® v hustoté 60 000 bunék/cm?. Transepiteliaini
elektricky odpor (TEER) byl vZzdy proméfovan a pouze jednovrstvy bunék
s TEER > 350 Q.cm? byly pouZity pro permeaéni studie. Po skoné&eni disoluéni
a permeacni studie byla integrita vrstvy bunék potvrzena pomoci zméreni jejich

rezistence a optického mikroskopu.

SIA system

SIA systém byl FlAlab 3500 (FlAlab instruments, WA, USA), ktery
sestaval z 2,5 ml pistové pumpy, pfidavneé peristaltické pumpy a osmicestného
selekéniho ventilu. Software byl FIAlab pro Windows®, verze 5.9.192. Vzorky
byly nasavany prostfednictvim autosampleru (Cetac ASX 260, NE, USA).
Fluorimetricka detekce byla méfena pomoci FlAlab fluorescenéniho detektoru
PMT-FL s integracnim ¢asem 100 msec a rychlosti skenu 2,0 Hz. Zdroj UV
zareni  Mikropack (typ D-2000, Ostfildern, Germany) byl spojen
s fluorescencnim detektorem optickymi viakny. Byl pouzit pouze excitacni filtr
(Aexc = 260 nm, 10 nm plna Sife s maximem v poloviné, Andover Corporation,
NH, USA).

Automatizovany systém pro soubézné méreni disoluce a permeace
Automatizovany systém je znazornén na obrazku XX. Cela soustava
muze byt rozdélen na tfi ¢asti. Dvé z nich zahrnuji disoluci a permeaci a treti
¢ast je znazornénim SIA systému. V levé Casti je znazornén disolu¢ni modul,
kterym je pratokova disolu¢ni cela (USP systém ¢. 4, Sotax CE1, Sotax,
Germany) a v pravé dolni ¢asti obrazku je permeacni modul s prutokovou
permeacni celou. Oba tyto systémy jsou spojeny pomoci hadiCek, ve kterych je
rychlost proudu regulovana rozdélovacem proudu na pozadovanou hodnotu
(nizka prutokova rychlost pfi prdchodu permeaénim modulem na rozdil od vysSi
rychlosti v disolu€nim modulu). Permeacni modul maze byt rozdélen na dva
kompartmenty — otevieny apikalni a uzavfeny bazolateralni. Bazolateralni

nadobka obsahovala 1,0 ml KRB pufru a bylo v ni zajiSténo michani. Spojeni
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mezi nadobkou a selekénim ventilem zajiStovala méfici smycka. Celkovy objem
bazolateralni Casti byl 4,9 ml. Rychlost pritoku v disolu¢nim modulu byla
6,5 ml min™, v permeaénim modulu 1.0 ml min™. T#i mista odbéru vzorkd jsou
znazornéna na obrazku XX velkymi pismeny D, A a B. Vzorky z mista D byly
odebirany bezprostfedné za disolu€ni celou a ukazovaly disolu¢ni profil l1€Civa.
Mnozstvi zkoumané latky v misté A, které bylo umisténo v apikalni cCasti
permeacniho modulu, pfedstavovalo realnou koncentraci, ktera byla v kontaktu
s apikalni stranou bunécné vrstvy. Koncentrace v misté B dovolovala zjistit
mnozstvi latky proslé pfes Caco-2 bunky do basolateralni ¢asti (celkovy objem
4,9 ml).

Spojeni mezi disoluénim/permeacnim systémem a SIA pfistrojem bylo
nasledujici. V mistech odbéru vzorku D a A byly pouzity hadicky vedouci pfimo
z jednotlivych  poloh  selekéniho ventilu SIA systtmu do proudu
disolu¢niho/permeacniho systému, ktery obsahoval uvolnéné mnozstvi aktivni
latky. Objemy téchto spojujicich hadi¢ek byly pro D 15 ul a pro A 60 ul. Aby byl
eliminovan mrtvy objem spojovacich hadiCek a méfena realna koncentrace
v disoluénim/permeacnim systému, byly hadi¢ky pFed vlastnim méfenim
koncentrace proplachnuty v misté D 50 yl a v mist¢ A 100 ul odebraného
roztoku. Odebirané objemy byly dostatené nizké v porovnani s rychlosti
pratoku vbodé D (6.5 mlmin™), nebylo proto vyZadovano doplnéni tohoto
objemu. Stejné tak tomu bylo i v pfipadé bodu A. Bazolateralni nadobka byla
rezervoarem pro uzavieny bazolateralni kompartment a byla spojena se
selekénim ventilem pomoci davkovaci smycky, ve které roztok proudil rychlosti
0,9 mlmin® diky pfidavné peristaltické pumpé& SIA systému. Mrtvy objem
spojeni mezi davkovaci smyCkou a selekénim ventilem byl asi 6 pl. Pfed
nasatim realného vzorku bylo proto nasato 25 pl roztoku a vylito do odpadu. Po
oplachnuti bylo odebrano 50 ul vzorku k fluorimetrické analyze a 75 ul nového
KRB pufru bylo doplnéno do bazolateralni ¢asti systému.

VSechny spoje v celém systému jak disoluCné/permeacnim, tak v SIA
byly z PTFE, aby byla minimalizovana adsorpce. Vnitfini primér hadi¢ek
v disoluéni Casti byl 1,65 mm a v permeacni ¢asti 1,0 mm (Upchurch, WA,
USA). Hadicky SIA systému meély primér 0,55 mm. Prutokova disoluéni cela
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byla vybavena filtry (typ GF/D, Whatman International Ltd, Maidstone, UK), aby
se neodplavila nerozpusténa aktivni latka, Ci jiné pomocné latky. Pritokova
permeacni cela byla vyrobena z polyetheretherketonu (PEEK). Bazolateralni
nadobka byla michana za pomoci magnetické michacky (MINI 07, H+P,
Oberschleillheim, Germany). Pfed kazdym experimentem byla vSechna média
dukladné odplynéna pomoci michani pod snizenym tlakem. Caco-2 buriky byly
pred vloZzenim do systému dvakrat omyty KRB pufrem a ponechany nejméné
30 minut v KBR pufru pfi teploté 37 °C pro ustaveni rovnovahy. Pak byl méfen
jejich elektricky odpor a nasledné byla membranova vilozka s bunkami vliozena
do pratokové permeaéni cely. Poté byl pritok v systému upraven na 1,0ml.min™

a buriky byly ekvilibrovany dalSich 10 minut. Az pak byl zapoCat experiment.

WASTE
DISSOLUTION MODULE PMT- FL AUTOSAMPLER

KRB supply
for replenishing

filter -
ey

USP SIA

apparatus 4 ANALYSIS

7 “Tablet [A] i 1 |
q ¥ oLl oty

transwell® with

WASTE ool PERMEATION MODULE
. . membrane dosage .
Q peristaltic pump —D— BumMp in combingtion stream splitter
with pulsation absorber

Obr. XX . Schématické zobrazeni automatizovaného apardtu pro soubézné
meéreni disoluce a permeace
Mista odberu vzorku jsou vyznacena velkymi pismeny, D pro Disoluci, A pro Apikalni a

B pro Bazolaterdlni ¢ast permeacniho modulu. Selekcni ventil a jeho jednotlivé vstupy:
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poloha 1- odpad; poloha 2 — autosampler, odebirani standardii; poloha 3 — zdsoba
KRB pufru pro dopliieni odebraného mnozZstvi z bazolateralni casti; poloha 8 —
fluorescencni detektor; poloha 4 — odbér vzorku v B; poloha 5 — odbér vzorku v A;

poloha 6 — odbér vzorku v D

Vypocty
Kumulativni mnozstvi latky v Case v mistech D a A bylo pocitano z

nameérené koncentrace podle nasledujici rovnice (1):

S [C(tm) +c(t;)

Kumulativni mnozZstvi = Z >
i-1

(Gt )} - priitok 1)
kde c(t) je koncentrace [ug mlI*] naméfena v ase t [min] a c(ti1) je
koncentrace naméfena v Case ti;;. Pratok oznacuje prutokovou rychlost

[ml min™!] v daném modulu.

Stfedni hodnota disoluéniho (MDT) a permeacniho (MPT) Casu byla

pocitana podle téchto rovnic:

T-m,..)—AUC,
Stiedni disoluéni &as: MDT:( aiss) diss

mdiss
(T-m )-AUC
perm
m

perm

Stfedni permeacni ¢as: MPT =
perm

T - doba trvani disoluce Ci permeace (obvykle 120 minut), mgiss —
rozpusténé mnozstvi po dobé T, mperm - mnozstvi latky proniklé bunkami za

dobu T, AUCyiss and AUC,erm plochy pod disoluéni a permeacni kiivkou.

Vysledky a diskuse
Kalibrace

Intenzita fluorescenéniho signal propranololu byla dostate¢na pro jeho
stanoveni i v prostfedi KRB pufru. Pro zjisténi interferenci pomocnych latek byla
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vyrobena tableta s placebem (misto ucinné latky propranololu obsahovala
adekvatni mnozstvi laktézy, zastoupeni dalSich pomocnych latek bylo stejné).
Méfeni provedena s touto tabletou nevykazovala zadny rozdil ve vySce signalu
oproti signalu samotného KRB pufru. VysSka pikd vzork( byla porovnavana
s vySkami piku standardu, které byly nasavany pomoci autosampleru. Optimalni
rychlost pratoku vzorku detektorem byla 50 pls™. Protoze sledované
koncentrace v jednotlivych mistech systému D, A a B byly dosti rozdilné, byly
pro analyzu zvoleny ruzné objemy vzorku. V mistech D a A, kde byla méfena
koncentrace vyssi, byl odebirany objem pouze 25 pl, kdezZto v misté B, kde byly
oCekavany nizsi koncentrace, byl pouzit vétsi objem vzorku, a sice 50 ul. Pro
vyhodnoceni koncentraci byly sestrojeny dvé rGzné kalibracni kfivky — pro
koncentrace v mistech D a A polynomicka druhého fadu (odebirany objem 25
ul; R?>0,999) a pro koncentrace v misté B linearni (objem vzorku 50 l;
R? > 0,9999). Relativni smérodatna odchylka byla 1,17 % pro n=4 v rliznych

koncentracnich hladinach.

Automatizované méreni disoluce a permeace

Nejprve bylo provedeno predbézné méfeni a testovani SIA systému.
Byla naméfena disoluce tablety s obsahem 10 mg propranololu HCI a
permeace uvolnéné latky pomoci fluorescenéniho detektoru. V permeacni Casti
systému nebyly pouzity zivé bunky, ale pouze polyesterova membranova vliozka
transwell® s péry 0,4 ym pro simulaci permeace. Disoluénim médiem nebyl
KRB pufr, ale voda. Odbér vzorku z mista B byl kazdych 4,5 min a z mista A a
D stfidavé co 0,9 min. Na obrazku XX je pomoci tfi kfivek znazornén
koncentra¢ni profil disoluce a permeace pro tabletu s obsahem 10 mg

propranololu HCI v ¢ase.
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Obr. 15 Koncentrace namérené v disolucné/permeacnim systému pomoci SIA

Modra kfivka (koleCka) ukazuje koncentrace v danych ¢asech v misté D,
fialova kfivka (tvereéky) znazorfiuje koncentrace naméfené v misté A. Zluta
kfivka (trojuhelni¢ky, ypsilonova osa na pravé strané) ukazuje zavislost
koncentrace na Case v misté B, tedy na bazolateralni strané permeacéniho
modulu. Je tedy kumulativnim znazornénim mnozstvi |éCiva proSlého pres
membranu. KFivky znazoriuji vysledek pouze jednoho mérfeni. Kfivka B
vykazuje misty i nespravné klesajici tendence, coz muze byt nasledkem toho,
Ze objem bazolateralni nadobky nebyl pfesné znam, coz ovlivnilo vypocet
koncentrace v bodé B.

Koncentraéni maxima dosazena u kfivky A (fialova) byla nizSi nez u
kiivky D (modra), coz je pochopitelné. Béhem prichodu latky systémem
dochazi k jejimu rozmyvani, detekovany pik se rozSifuje a zmensSuje. Také je
zfejmy Casovy posun mezi maximy kfivky D a A. Z grafu také vyplyva, Ze
nejvétsi vzestupy koncentrace v bazolateralni c¢asti byly v souladu
s maximalnimi koncentracemi v misté A.

Tvar kfivek naméfenych pomoci SIA systému byl ve shodé s kfivkami
naméfenymi pomoci ruéniho odbéru a HPLC analyzy. Protoze z pfedbéznych
vysledkl bylo ziejmé, ze systém je schopen automatizovaného monitorovani

disoluéniho a permeacniho procesu, bylo pfistoupeno k dalSi fazi pokusu.
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V nasledujici ¢asti experimentu byly viozeny Caco-2 buriky do permeacni ¢asti
systému. P¥i disoluéné/permeacnim pokusu s burikami byl odbér vzorku a jeho
analyza provadéna stfidavé zbodu D a A CcCastéji nez v prfedchozim
experimentu. Po tfetim cyklu odbér( z mista D a A byl odebran vzorek z mista
B. Celkova doba nutna pro odbér vzorku a jeho naslednou analyzu pro
jednotliva mista po optimalizaci byla: 0,7 min v misté D; 0,9 min v misté Aa 1,3
min v misté B. V misté B je tento proces delSi, protoze se zapocitava i doplnéni
pufru v bazolateralni nadobce. Vysledkem disolu¢né/permeacni studie byly
kfivky obdobné jako v pfedbéZzném experimentu. Frekvence 60 vzorku za
hodinu byla pro analyzu dostate¢na. V nékterych mistech by mohl byt pocet
bodl i vétSi, aby ziskany disolu¢ni profil byl pfesnéjsi. Jako napfiklad
v pocate¢ni fazi disoluéni kfivky pfed dosaZenim koncentraéniho maxima.
V dal8i casti disoluéni kfivky byl jiz poCet bodu zcela dostalujici. Bylo
detekovano 98 % celkového obsahu propranololu v tableté, coZz poukazuje na

spravnost méreni.

Srovnani manualné provadéné a automatizované analyzy

Byly porovnany grafy disoluce a permeace 10 mg tablety propranololu
s normalnim uvolfiovanim ziskané pomoci manualniho odbéru a HPLC analyzy
a SIA automatizovaného procesu. Kfivky koncentraci v misté A a B u obou
systému vykazovaly obdobny tvar, vysledky byly srovnatelné. Novy
automatizovany disolu¢né/permeacni systém spojeny se SIA byl ale upraveny
tak, aby bylo dosazeno lepSich Casovych charakteristik jako jsou lag-time a
stfedni disoluéni a permeacni €as. Byly zmenSeny jak délky, tak praméry
spojovacich hadic¢ek. Tento optimalizovany disolu¢né/permeacni aparat pak
vykazoval vyS$Si koncentracni maxima disolu¢ni kfivky jak v misté D, tak A.
Jejich tvary ale pfitom nebyly vyznamné rozdilné. Smérodatna odchylka analyzy
u téchto kfivek pfi automatizovaného méreni se trochu zvétsila, ale to mize byt
dUsledek fadové mensiho odebiraného objemu (25/50 ul versus 500 pl). Diky
automatizaci odbéru se mnozstvi odebranych vzorku skoro zdvojnasobilo.

Tvar kfivky znazornujici mnozstvi propranololu v bazolateralni cCasti

aparatu se zménil. Jeho koncentrace se zvySuje rychleji. Toto muze byt
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pfipisovano jak jinym hadickam v systému, tak hlavné menSimu objemu
bazolateralni nadobky. Nicméné po 120 minutach bylo v obou pfipadech
detekovano obdobné mnozstvi propranololu, které permeovalo pres buriky. Pro
koncentrace méfené v bodé B byla smérodatna odchylka pfi automatizovaném
odbéru mensi.

Co se tyCe porovnani €asovych udaju, je tfeba konstatovat, Ze doSlo
k posunu stfedniho disoluéniho (MDT) a permeaéniho (MPT) c¢asu. U
optimalizovaného disolu¢né/permeacniho aparatu s automatizovanym odbérem
byly tyto Casy kratSi, coZz bylo zpUsobeno rozdilnymi hadiCkami a objemy

Vv systému.

Zavér

Byl uspésné zautomatizovan odbér a analyza v systému pro soucasné
mefeni disoluce a permeace pevnych Iékovych forem pomoci SIA pfistroje.
Fluorescen¢ni detekce byla dostateCné citliva a selektivni pro stanoveni
koncentrace propranololu v KRB pufru. SIA aparat vykazuje obecné omezeni ve
dvou oblastech - frekvenci analyzy vzorkl, kdy analyza, plnéni a promyvani
vyzaduje urcity ¢as a omezuje tak mnozstvi analyzovanych vzorkd na maximum
60-80 meérfeni za hodinu. Dale v selektivit¢ a citlivosti, kdy ne kazda
farmaceuticky vyznamna latka vykazuje vlastni fluorescenci. Musi se pak nalézt
jiné zpusoby detekce tak, aby byla metoda dostate¢né selektivni a citliva. Na
druhou stranu je fada pozitivnich vlastnosti sekvenc¢ni injek&ni analyzy, kvuli
kterym stoji za to ji pro automatizaci vyuzit. Je to jeji flexibilita a
mnohostrannost, ktera umozriuje rychly odbér vzorku z riznych mist, variabilitu
promyvacich krokl, odebiranych objem0, vSe dle konkrétnich potfeb.
V systému bylo vyuZito i mozZnosti automatizovaného doplnéni odebraného
mnozstvi pufru. On-line méfeni koncentraci zmenSuje problémy pfi analyze
méné stabilnich latek. Dal8i nespornou vyhodou bylo odstranéni naro¢ného
manualniho odbéru vzorkld a snizeni celkovych nakladu diky omezeni vydajl

spojenych s HPLC analyzou.
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5.1. PRILOHA |. — SOLICH P., POLASEK M.,
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Automated sequential injection fluorimetric set-up for multiple release testing of

topical formulation

Jana Klimundova, Katefina Mervartova, Hana Sklenafova, Petr Solich, Miroslav
Polasek

Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University,
Heyrovského 1203, Hradec Kralové 50005, Czech Republic

Abstract

A fully automated sequential injection analysis (SIA) device for simultaneous release
testing of multiple ointment samples was devised and applied to the release testing of an
ointment containing salicylic acid as an active substance. The SIA system consisted of a
bi-directional 5-ml syringe pump, two 8-position selection valves, auxiliary peristaltic
pump, fluorescence detector and three Franz cells maintained at 32°C (water bath). The
ointment sample was placed on top of a synthetic Millipore GTTP poly(carbonate)
membrane (thickness 10 um, pore size 0.2 pm) of the Franz cell containing 15 ml of
aqueous phosphate buffer of pH 7.4 as the acceptor liquid. The samples of the acceptor
liquid (50 ul) were aspirated in 15 min intervals for the period of 6 hours from each of
the 3 cells and dispensed to a fluorescence detector to determine the concentration of
salicylic acid (excitation at 297 nm and emission at 405 nm). The volume of the
acceptor medium taken for analysis was automatically replenished after each
measurement. The calibration curve was rectilinear for 1 — 100 pg ml™ of salicylic acid.
The device allowed simultaneous monitoring of the release tests for up to six cells

including automated computer-aided evaluation of the release profile parameters.

Keywords: automation, release, sequential injection, salicylic acid, fluorescence
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Introduction

In our previous communication [1] dealing with the automation of release studies of
salicylic acid by sequential injection analysis (SIA) concept the release of the active
substance from a semisolid pharmaceutical preparation was studied by an experiment
based on the guidelines of FDA [2] and OECD [3]. The automated measurement was
carried out with a single double-walled Franz cell linked to the SIA system,.

The aim of the present paper is to improve substantially the simple system [1] by
devising a novel automated SIA-based device for performing such tests (including on-
line release data processing and evaluation) with several Franz type cells
simultaneously. Contrary to previous work the diffusion cells employed are single-
walled and they are placed in a water bath with thermostat to maintain the same
temperature during the whole experiment. The new system complies well with
technological guidelines requiring six replicates for one batch release measurement [2,
3]., It is preferable to utilize a system involving several Franz cells and to test both
batches in the same run to ensure that the conditions during the test are the same for
both batches compared.

Sequential injection analysis SIA [4] was introduced by the research group of Ruzicka
and Marshall in 1990 and is now a well established analytical flow technique. The SIA
technique is especially suitable for performing long —term automatic analysis [5-12].
The performance of the automated SIA device for carrying out simultaneous release
tests with three or more Franz cells proposed in the present paper was examined with
Belosalic ointment containing 3% salicylic acid as the active substance. Salicylic acid
(2-hydroxybenzoic acid) belongs to the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs.
Externally, it is used for treatment of acne, in higher concentrations it acts as a
keratolytic therapeutic agent. We used native fluorescence of salicylic acid for its
detection (excitation wavelength 297 nm and emission at 405 nm as described earlier

[13]).

Experimental
Materials
The formulation tested was Belosalic dermal ointment 30 g (Belupo Pharmaceuticals

and Cosmetics Ltd., Koprivnica, Croatia) that contains 3% of salicylic acid and 0.05%
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of betamethasone. The standards of salicylic acid were obtained from Bochemie Group,
Herbacos Bofarma Ltd., Czech Republic. All solutions were prepared from a Millipore
Mili-Q RG ultra pure water. A stock solution of salicylic acid (1 mg ml™") was prepared
by dissolving the appropriate amount of the drug in phosphate buffer pH 7.4 under
sonication; it was stored in an amber glass bottle in a refrigerator. Diluted working
solutions were prepared daily by appropriate dilution of the stock solution with the same
phosphate buffer.

The phosphate buffer was prepared by dissolving 3.67 g of sodium hydrogen phosphate
and 1.00 g of potassium dihydrogen phosphate in 500 ml of water; the pH was adjusted
to 7.4 by phosphoric acid. 0.5 ml of a surfactant solution was added, the buffer was
sonicated for 5 min and degassed by purging with helium for 10 min. The surfactant
solution was prepared by diluting one drop of dish washer Jar plus (P&G - Rakona a.s.,
Czech Republic) in 50 ml of water.

A Millipore GTTP poly(carbonate) membrane with pore size 0.2 um and thickness
10 um was applied in the release studies.

A carrier solution was prepared by treating 300 ml of ultra-pure water with 0.5 ml of the
surfactant solution (see above). The carrier solution was sonicated for 5 min and

degassed by helium for 10 min.

Apparatus

The SIA system for release testing is depicted in Fig. 2. It was assembled around the
FlAlab 3500 (FIAlab Instruments, USA) SIA analyzer comprising a 5 ml piston pump,
peristaltic pump and an eight-port selection valve. Auxiliary eight-port selection valve
(Vici Valco Instruments Co. Int., USA) served as an “auto-sampler” for introducing
calibration standard solutions. Fluorimetric FIAlab PMT-FL detector with D-1000-CE
UV light source was connected as a detection unit. The detector was equipped with an
Edmund Industrial Optics secondary emission filter (385 nm); the fluorescence signal
integration time was 200 ms. A lab-made poly(methylmetacrylate) water bath was
designed to accommodate up to nine Franz cells and a thermostat (heating immersion
circulator Economy series ED, Julabo Labortechnik GmbH, Germany) maintaining the
Franz cells (three pieces in real experiments) at 32°C. The water bath was perched on a

Variomag POLY 15-position magnetic stirrer (USA).
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All tubing of the SIA system was made of PTFE, i.d. 0.51 mm. The volume of the
tubing connecting the sampling port of selector valve SV1 and the confluence point of
the Y-piece (see Fig. 1) was approximately 6 ul.

The Franz cells (Fig. 1) with calibrated internal volume of the acceptor compartment of
15 ml were manufactured in a glass workshop (Faculty of Pharmacy, Charles

University, Hradec Kralove, Czech Republic).

The measuring protocol and the SIA system

The samples of acceptor liquid from the Franz cell were aspirated through the Y -piece
(Fig. 1) and dispensed into the flow cell of the fluorescence detector. The peak height of
the fluorescence signal was proportional to the concentration of salicylic acid. The
commercial FlAlab software supplied with the SIA analyzer allowed automatic
calibration with standard solutions of salicylic acid introduced through selector valve
SV2 (see Fig. 2) and calculation of the analyte concentration after each acceptor liquid
aspiration.

Release testing:

Initially the membrane was conditioned in the phosphate buffer of pH 7.4 (liberation
medium) for 30 min. This interval is shorter compared to 1 hour (cf. our previous paper
[1]) since we have found experimentally that such reduction of the conditioning time
does not affect the release profile or lag-time.

Thereafter the sample of the ointment under study was spread onto the membrane to
form a uniform layer filling the whole liberation aperture defined by a circular opening
cut in the poly(methylmetacrylate) auxiliary slabs (Fig. 1). The prepared membrane was
fixed between the slabs of the Franz cell, which was then placed in the water bath and
the measurement was initiated. In an interval of 5 minutes the second and third
conditioned membranes with samples of ointment were mounted to the other Franz
cells. The time sequence of operations that processed during the analysis are
summarised in Fig. 3. The entire liberation test took 6 hours and afterwards the
measurement of calibration standards and automated calculation of the release profiles
for all three ointment samples followed.

The SIA procedure was controlled via computer program comprising two cycles:
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e Collection of the release data from three Franz cells. The selection valve SV1
that was active during this step (switching among the three Franz cells) was
linked to the detector via the auxiliary selection valve SV2. An auxiliary
peristaltic pump was utilized to circulate the acceptor medium between the
Franz cells and appropriate ports of SV1; the pump was automatically stopped
when the sample of the acceptor medium was aspirated into the holding coil of
the SIA system. Afterwards the taken volume of acceptor medium was
replenished by the same volume of buffer solution BS via one port of the
selection valve SV1 (see Fig. 2). This program loop was repeated 24 times.

e Washing of the ports before calibration and the calibration. The port 8 of
selection valve SV1 was connected with the valve SV2 during washing of the
ports of SV2 and during calibration measurements. Four measurements of each
calibration solution were accomplished and the concentration of the salicylic

acid in collected acceptor fluid samples was calculated automatically.

Theoretical background of the release study calculations

The sample uptake and replenishing with fresh medium influence the
concentration of measured active compound. This is the reason for recalculation of the
measured concentration to the real values of the active compound [14]:

Ch, corrected = Cn, measured + VOlUMEsample / VOIUMEacceptor,roc * Y, Ch-1, measured
Cn - concentration of n-sample, FDC — Franz diffusion cell

The cumulative drug amount (Q,) permeated at each time point related to the area of
tested membrane is obtained as follows:

Qn = Cny corrected * VolumeacceptoryFDC/ dlfoSion area

Acquired data were linearized using the square root of time transformation and
linear plots were obtained by plotting the cumulative amounts released (ng) per square

root of time (h™2

). The slope of the regression line represents the release rate of the
product. This release rate is formulation-specific and can be used to control quality of

the product.
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Results and discussion

The device for ointment release testing

In our previous study regarding automation of ointment release testing [1] the proposed
device involved a single thermostated double-walled Franz cell. When designing an
apparatus for simultaneous release testing of three or six samples it became obvious that
the application of such type of Franz cell is impractical. Therefore an open water bath
was designed to accommodate up to nine single-walled Franz cells and a thermostat
(heating immersion circulator) maintaining the Franz cells at 32°C. A special plastic
holder fixed the cells in the water bath in upright position just above the stirring panels
of a multi-position magnetic stirrer. The acceptor liquid in the Franz cells was
continuously stirred during the entire release test with the aid of PTFE-coated stirring

bars.

The SIA system optimization

To minimize the dead volume of the sample loading system the acceptor liquid was
continuously circulated from the acceptor compartment of the Franz cell to the port of
the selector valve SV1 and back with use of a peristaltic pump in the same way as it was
in previous work. This ensured that the concentration of salicylic acid in the taken
sample was the same as in the bulk acceptor solution.

It was impossible to start the measurement of three ointment samples at once because
the release test measurement can be commenced for each Franz cell only after mounting
the membrane with the sample. Therefore the interval between the initiation of next
Franz cell measurement was set to five minutes. The time of the first measurement of
the concentration of salicylic acid in the acceptor liquid was 5 min after the initiation of
the respective cell and thereafter the measurements were performed regularly in 15 min
intervals for each cell (see Fig. 3).

Auxiliary selection valve SV2 serving for the calibration was linked to the SIA system
through the RS323 port; the SV2 was controlled by the PC with use of the original
FlAlab software. The configuration of the selection valves was set as depicted in Fig. 2.
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The test of the optimized system

In initial experiments the formation of small air bubbles in the SIA conduits became a
serious problem since they were retained in the detector flow cell and influenced
negatively the fluorescence signal. This problem was overcome by treating the
phosphate buffer (acceptor medium) with a small amount of a surfactant and degassing
the carrier liquid (water) and the buffer; sonication for 5 min and subsequent bubbling
with helium for 10 min was satisfactory.

The effect of the surfactant addition on the fluorescence signal of salicylic acid was
examined. Signals of standard solution of 20 pg ml™ salicylic acid in phosphate buffer
without and with addition of the surfactant were compared. Each determination was
repeated in quadruplicate. No statistically significant difference between these signals
was observed; hence the surfactant did not interfere with the detection of salicylic acid.
The repeatability of the SIA-fluorimetric determination of salicylic acid was estimated
by running a simulated release test with three Franz cells (with dismounted membrane)
containing a standard solution of 10 ug ml™ salicylic acid in the acceptor compartment.

The RSD of the mean fluorescence signal was 1.27% (20 measurements).

The parameters for salicylic acid analysis

The conditions for the SIA assay of salicylic acid were adopted from our previous work
[1] where the aspirated sample volume was 50 pl and the flow rate was 50 pl s™. The
original calibration range of 0.05 — 10 pg.ml™ of salicylic acid had to be widened
because the concentration of salicylic acid eventually exceeded 10 pg.ml™ in the
acceptor medium during real release testing. New calibration was carried out with six
standard solutions covering the range 1 — 100 pug ml™ of salicylic acid. The regression
equation for linear response was | = 7565.2¢ + 29013 where | stands for the intensity of
fluorescence (arbitrary units) and c¢ is concentration of salicylic acid in pg ml™;
correlation coefficient r> = 0.9988.

The limit of detection was 0.01 pg mlI™ (36) and the limit of quantification was 0.03 pg
ml™ (106) [1].

The release testing of real samples (ointments)

The primary records of simultaneous automated SIA release testing of three samples of
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the same batch of the Belosalic ointment are shown in Fig 4. The test with three samples
was repeated twice and the mean values for six liberation profiles were linearized. The
linear graph was obtained by plotting released amount of salicylic acid per area (Qn)
versus the square root of time elapsed (t,). The corresponding equation obtained by
linear regression was Q, = 58.487\t, — 28.924 with correlation coefficient r>=0.9918
(see Fig. 5).

Conclusions

Fully automated SIA device for simultaneous release testing of multiple ointment
samples was invented. Proper functioning of the device comprising three Franz cells
was successfully demonstrated by release testing of real ointments containing salicylic
acid. The number of concurrently monitored Franz cells could be possibly increased to
six if a six-channel peristaltic pump is employed for effecting the acceptor liquid
circulation.

The proposed system is a cost-effective tool for studying the release characteristics of
semisolid formulations and also for carrying out batch to batch uniformity tests. Its
possible use in bioavailability studies and in the development of skin permeation
enhancers will be a subject to further investigations.
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Fig. 1 Integration of Franz cell; SV1: selection valve; PP: peristaltic pump
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Fig. 2 Scheme of the proposed liberation system; CS: carrier stream; SP: syringe pump;
RC: reaction coil; SV1: selection valve; SV2: additional selection valve; D: detector;
W: waste; PP: peristaltic pump; WB: water bath; BS: buffer solution; S1-5: standard
solutions of salicylic acid for calibration; Selection valves 1 and 2, detector, peristaltic

pump and syringe pump were controlled via computer.
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Fig. 3 Time sequence of operations; F1, F2, F3: Franz cell 1-3; I: initiation (the
membrane with the sample mounted onto the acceptor compartment); A: sample of

acceptor liquid aspirated and measured
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Fig. 4 Record of three measurements (A, B, C). The bars express measured

concentration without correction.
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Fig. 5: The linear liberation profile was obtained from average of 6 measurements.
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6. SHRNUT/

V prvni Casti této disertaCni prace byla nejprve zpracovana reSerSe na
téma vyuziti SIA ve farmaceutické analyze a jeji nové trendy jako jsou Lab on
Valve, mikroSIA &i Bead Injection.

V experimentalni Casti se tato prace soustfedila na specifickou oblast
farmaceutické analyzy, a sice na dlouhodobé sledovani urcitého farmaceuticky
vyznamneého parametru. Bylo navazano na prace provadéné na katedfe
analytické chemie, kdy byly monitorovany disolu¢ni studie pevnych Iékovych
forem za pomoci automatizovaného odbéru vzorkl, provedena jejich detekce a
z urCenych koncentraci byl zjiStén disolucni profil daného pfipravku v Case.
V této disertacni praci byla moznost automatizace vyuzita pfi dalSim z postup(
farmaceutické technologie, a sice pfi stanovovani profili uvolfiovani léCivé latky
z polotuhych topickych pfipravki. Do systému byly zaclefovany ruzné typy
Franzovych difuznich cel (dvouplastové, jednoplastové), rtzny pocet difuznich
cel (1-3), byly studovany rozdilné detekcni techniky (fluorescence, absorpce
v UV oblasti)). Také byla studovana rozdilna akceptorova média, rizné
membrany, porovnavany pfipravky s odliSnym slozenim vehikula. Bylo
testovano spojeni SIC systému s monolitickou kolonou a Franzovou difuzni
celou tak, aby bylo mozno sledovat uvolfiovani dvou latek béhem jedné analyzy
soucasné.

Prvni prace (pfiloha Il) se zabyvala ziskanim ¢asovych profilt uvolfiovani
kyseliny salicylové z masti. Byly studovany rizné membrany — jejich lag-time a
vliv. na difuzi aktivni latky. V systtmu s nejvhodnéjSi membranou a
fosfore€nanovym pufrem jako akceptorovym médiem byly ziskany profily
uvolnovani kyseliny salicylové u tfi komeréné dostupnych pfipravku (Belosalic,
Diprosalic a Triamcinolon S). K detekci bylo pouZito vlastni fluorescence
kyseliny salicylové. Bylo vyuzito vyhod, které systém poskytuje a sice
programovatelného ovladani a moznosti jednoduchého zpracovavani vysledka.
Po cilené optimalizaci SIA systému software zajiStoval pIné automatizovany
odbéru vzorku, dopInéni objemu akceptorového média, analyzu vzorku. Po

skonCeni sledovani procesu uvolhovani aktivni latky systém pomoci
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pfipravenych standardnich roztok( proméfil a vygeneroval kalibrani kfivku,
podle které pak vypocital koncentrace jednotlivych vzorkd v danych €asovych
intervalech. V této praci byla pouzita jedna dvouplastova Franzova cela.

V dalsi praci (Pfiloha IV) byl vytvofen systém se tfemi difuznimi celami
tak, aby bylo mozno sledovat sou¢asné uvolfiovani aktivni latky ze tfi vzorku
béhem jedné analyzy. Pro optimalizaci a testovani systému bylo uzito opét
kyseliny salicylové a mast Belosalic. Cely v tomto systému byly jednoplastové a
byly umistény do specialné vytvofené termostatované lazné. Ta byla umisténa
nad vicemistnou magnetickou michacku a zajiStovala ukotveni az 9 cel. Pro
odebirani vzorka z jednotlivych cel slouzil selekéni ventil jako autosampler. Do
systému byl zacClenén druhy selekCni ventil, pomoci néhoz byl vyfeSen
nedostatek vstupl pro umisténi roztoku standardt kalibraéni kfivky.

Jednim z pfinost tohoto systému je moznost ziskani vice profilt
uvolfiovani aktivni latky b&hem kratSi doby a tedy zrychleni analyzy. DalSi
vyhodou je, ze pro testy provedené zaroven v jednom cyklu jsou zachovany
stejné podminky. Timto se omezuje vliv vnéjSich faktorl a jejich negativni
pusobeni. Systém umozfiuje zapojeni i vice nez tfi difuznich cel. Limitujicimi
faktory SIA systému jsou pocet poloh selekéniho ventilu a pocet kanalkd
pridavné peristaltické pumpy.

Zapojeni monolitické kolony s nizkym zpétnym tlakem a jeji vyuziti pro
separaci a stanoveni jednotlivych sloZzek vicekomponentniho pfipravku EMLA
bylo popsano v dalsi praci (Pfiloha Ill). MoZnosti separace byly studovany na
monolitické koloné Chromolith Flash RP-18, 25mm x 4.6mm (Merck, Germany)
u lokalnich anestetik lidokainu a prilokain. Detekce byla provedena
spektrofotometricky v UV oblasti. Bylo optimalizovano slozeni mobilni faze a
nalezen vhodny wvnitini standard. Navrzeny separacni systém Dbyl
charakterizovan pomoci parametrd bézné uzivanych pro popis metod HPLC.
Hodnoty obsahu u&innych latek v EMLA pfipravku stanovena SIC systémem
byla ovéfena HPLC analyzou. Dale byla studovana moznost sledovani procesu
postupného uvolfiovani dvou latek soucasné, tj. spojeni toho SIC systému
s Franzovou celou. Do systému byla zacClenéna Franzova cela obdobnym

zpusobem jako v predeslé praci a monitorovani procesu uvolfiovani aktivnich
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latek z polotuhého pfipravku byl zcela automatizovan. Byl optimalizovan fidici
program a vyhodnocovani dat. Bylo vybrano vhodné akceptorové meédium a
vhodna membrana. Pro ziskani zavislosti uvolnénych latek na Case byla pouzita
modelova mast se stejnym procentualnim zastoupenim lokalnich anestetik jako
hromadné vyrabény pfipravek. Bylo naméfeno Sest opakovani tohoto testu a
byly ziskany profily uvolfiovani lidokainu a prilokainu.

V dalsi Casti byl SIA systém vyuzit pro monitorovani koncentraci
propranololu v systému, ktery zahrnoval jak disoluci propranololu z tablet, tak
jeho naslednou permeaci pfes Caco-2 buriky. Tyto dvé in vitro metody (disoluce
a permeace) meély za cil simulovat osud tablety v lidském téle in vivo. K detekci
bylo vyuzito vlastni fluorescence propranololu, ktera byla dostate¢na i v
prostfedi Krebsova-Ringerova pufru. Odebirani vzorki a méfeni koncentraci
probihalo ve tfech mistech systému — po prichodu pufru disoluénim
prutokovym systémem do kterého byla umisténa tableta s urCitym obsahem
propranololu; na apikalni ¢asti vrstvy bunék (ij. koncentrace latky, ktera byla
v kontaktu s bufikami, ktera je o néco malo niz§i nez koncentrace disolucni
v dusledku mirného nafedéni v pritokovém systému) a na bazalolateralni
strané bunék tj. mnozstvi latky proniknuté pfes bunky (simulace prichodu
stfevni sténou). Takovy systém je pak vhodny pro komplexni studovani
moznosti ovlivnéni jak disoluce tak permeace aktivni latky. Data namérena SIA
systémem byla uspé&sné porovnana s dfive naméfenymi daty ziskanymi pomoci
manualniho odbéru a HPLC analyzy.

SIA systém pomohl pfi automatizaci méreni koncentrace a tedy
k snadnéjSimu, levnéjSimu a rychlej§imu pfistupu k datim. Nebyly
spotfebovavany vialky, organické slozky mobilni faze a nebylo nutné Cekat na
vysledky HPLC analyzy. Diky on-line analyze byla nespravna data a chyba
v systému odhalena rychleji a experiment pfipadné prfedCasné ukoncen. PFi
odbéru zmist D a A stfidavé co minutu a zmista B co 5 minut, je

automatizovany odbér znaénym usnadnénim analyzy.
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7. ZAVER

Jak vyplyva z reSersni i experimentalni ¢asti prace je sekvencni injekeni
analyza stale se rozvijejici analytickou technikou, ktery hleda a nachazi
uplatnéni v fadé odvétvi analytické chemie v€etné farmaceutické analyzy. Jsou
vynalézany nové varianty pratokovych metod jako multisyringe, multipumping,
multicommutation, bead injection, LOV a mikroSIA. Zaclefiovani biosenzoru,
RAM, SPE a monolitickych kolon do SIA systému pfinasi vétsi variabilitu
systému a moznost rozSifeni vyuziti SIA systému i do budoucna.

Tato technika je charakteristicka svym jednoduchym robustnim
systémem, vysokou variabilitou potencialnich chemickych reakci probihajicich
pfimo v systému, Sirokou nabidkou detekénich technik pro stanoveni produktu
téchto reakci, dostate¢né vysokou frekvenci davkovani vzorkl, snadnou
automatizovatelnosti a miniaturizaci a pfedevsSim nizkymi ekonomickymi naroky
jak na aparaturu, kterou Ize jednoduse sestrojit z jednotlivych soucasti, tak na
spotfebu chemickych cinidel. VSechny vlastnosti této metody z ni Cini techniku
vhodnou pro rutinni analyzu rozsahlého poctu vzorkl (screening vzorkl, napfr.
pfi monitorovani biotechnologickych vyrobnich procesu - vstupni, mezioperacni
a vystupni kontrola) nebo dlouhodobého sledovani ur€itého parametru
(disolu¢ni studie, permeacni studie). Perspektivni vyuziti v pfipadé SIA nabizi
snadna a rychla on-line uUprava vzorku (dialyza, oxidaéné-redukéni reakce,
derivatizace na detekovatelné produkty, separace pomoci SPE kolonky,
extrakce na RAM sorbentech aj.) pfed vlastnim mérenim.

Moznost uplatnéni SIA ve farmacii se vztahuje nejen na kontrolu kvality a
ucinnosti 1€Civ, ale také na hodnoceni déletrvajicich stabilitnich studii. Ve
vyrobni technologii pomaha zjistovat stejnomérnost obsahu ucinné latky
v rliznych farmaceutickych pfipravcich a rychlost jejiho uvolfiovani z dané
lékové formy — disolucni testy. Vyznamna je také oblast studia vazby léCiv Ci
toxickych latek na krevni bilkoviny nebo bunécné receptory. Tyto experimenty
jsou umoznény diky specialnim pratokovym celam, které pracuji s pevnymi
Casticemi a sleduiji jejich odpovéd na prochazejici roztok studované latky, napf.

jet-ring cela, LOV. V neposledni fadé je pak velmi prakticka i moznost
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monitorovani kinetickych studii danych chemickych reakci (stopped-flow
analysis).

Nevyhodou SIA sytému byla donedavna neschopnost separace latek
podobné chemické struktury a tedy velmi omezena moznost analyzy vice latek
pritomnych v jednom vzorku. Obzvlasté u farmaceutické analyzy, kde se ve
vzorku muzeme setkat s aktivni latkou a jejim metabolitem ¢i degradacnim
produktem, coz jsou pravé latky podobné struktury, a dale také
s viceslozkovymi pfipravky, bylo toto omezeni handicapem. OvSem novy
pfistup se zapojenim monolitické kolony do SIA systému a vytvoreni sekvencni
injek¢ni chromatografie (SIC) opét posouva moznosti SIA dale. S timto novym
SIC systémem Ize vytvofit maly nenakladny analyzator schopny
automatizovaného  monitoringu  vice latek béhem jednoho cyklu
dlouhodobé&jsiho procesu. Pfi takové automatizaci dojde jak k uspore €asu, tak
lidské prace.

Vysledky této disertatni prace predstavuji praktickou aplikaci SIA
systému v kontrole farmaceuticky vyznamnych latek v léCivych pFipravcich.
Pfedklada nové mozZnosti automatizace analyzy v postupech farmaceutické
technologie pfi monitorovani koncentrace latky v riznych systémech. Ziskané
vysledky naznacuji nové moznosti vyuZziti sekvencni injekCni analyzy v dalSich

oblastech analytické a farmaceutické praxe.
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8. SUMMARY IN ENGLISH

This work is concerned on sequential injection analysis and its use in the
field of pharmaceutical analysis. This flow method is a versatile, multi-purpose
analytical system and for this is gaining more popularity in analytical chemistry.

Firstly the review based on pharmaceutical applications was published.
The new enhanced techniques such lab-on-valve, micro-SIA, bead injection and
sequential injection chromatography was discussed.

The experimental part is focused on the use of SIA for automation of
long-lasting processes monitoring in pharmaceutical methods of analysis. Fully
automated system for in vitro release testing of semisolid dosage forms was
established. This test was based on Franz diffusion cell and its connection with
SIA system. The system was tested for monitoring release profiles of three
commercial preparations containing salicylic acid (Belosalic, Diprosalic,
Triamcinolon S). The release profiles were statistically compared. The native
fluorescence of salicylic acid was used for fluorimetric detection. Phosphate
buffer pH 7.4 was the receptor medium, different membranes were tested.
Samples were taken at 10 min intervals during 6 hours of the release test and
each test was followed by calibration with five standard solutions.

Other work was based on the same fluorimetric determination of salicylic
acid. The apparatus containing three Franz cells was set up. One-walled cells
were used (in contrast with previous double-walled cell) and a water bath for
temperature regulation. Sample application, sampling and all steps in SIA
program were tested with the ointment Belosalic. The samples of the acceptor
liquid (50 ul) were aspirated in 15 min intervals for the period of 6 hours from
each of the 3 cells and dispensed to a fluorescence detector to determine the
concentration of salicylic acid. The volume of the acceptor medium taken for
analysis was automatically replenished after each measurement. The device
allowed simultaneous monitoring of the release tests for up to six cells including
automated computer-aided evaluation of the release profile parameters. The
system had advantages of shortage of the analysis time and ability of

implementation of two compared batches in the same run.
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Other work concerned on separation and simultaneous determination of
two active substances in topical pharmaceutical formulation composed of local
anaesthetics lidocaine (L) and prilocaine (P). The methodology was based on
the sequential injection chromatography (SIC) with UV detection at 212 nm.
Monolithic column Chromolith Flash RP-18, 25mm x 4.6mm (Merck, Germany)
was used. Separation was performed using elution with binary mobile phase
composed of acetonitrile-phosphate buffer 0.05 M (40:80, v/v) + 0.01%
triethylamine (adjusted to pH 7.1 with H3PO,) at flow rate 0.6 ml.min-1. The
analysis duration was less than 7 min. The SIC system was then coupled with
double-walled Franz cell and fully automated system for in vitro release testing
of semisolid dosage forms was developed. Simultaneous measurement of
lidocain and prilocain release from semisolide preparation was done by this
system. Samples (only 10 ul) were taken in 10.5 min intervals during 4 h of the
release test. Each test was followed by calibration with five standard solutions,
receiving medium was replenished automatically by the system.

All proposed systems can be favourably used for manufacturing process
control, for monitoring of pre- and post-changes of product properties, batch
uniformity monitoring etc. SIA system could be also used as a screening device
in pre-formulation and product development.

Other aim was to automate sampling and quantification of the apparatus
for combined determination of dissolution and permeation through Caco-2
monolayer by means of sequential injection analysis. USP apparatus 4 was
used for dissolution measurement. Measurement was based on open systems
for dissolution and permeation assessment. Dissolution and permeation of
immediate release tablets with content of 10 mg of propranolol HCIl was
evaluated. Native fluorescence of propranolol HCI in Krebs Ringer Buffer (KRB)
was used for quantification. Sampling was done at three different locations
within the apparatus alternating at sampling port D (dissolution) and A (apical
side of Caco-2 monolayer), intermitted by a measurement at sampling port B
(basolateral part of Caco-2 monolayer, amount permeated) after every third
loop of measurement at D and A. Sampling together with quantification took

0.7 min at sampling port D, 0.9 min at A and 1.3 min at B. Time for sampling at
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port B lasted longer because of the time needed for replenishing KRB. Sample
volume differed for these different sampling ports and was for permeation
monitoring 50 pl and for dissolution monitoring 25 ul. The obtained data was
consistent with data obtained by manual sampling followed by HPLC analysis.
The SIA method is relatively simple, low cost and adaptable device. Easy
automation of entire analysis and on-line sample pretreatment and evaluation
are benefits of this method. Automation decreases labor-intensive manual
sampling and drop the high of HPLC measurement. Flexibility and versatility
facilitate rapid sampling from different sampling ports with varying washing
steps, varying aspiration volumes and enables automated replenishing of the
withdrawn buffer. In addition, online measurement could reduce issues when

working with unstable compounds.
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