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1. UVOD

Kli¢ovym aspektem pii vyvoji perordlni lékové formy je zajisténi dostatecné biodostupnosti
1écivé latky. Ta mtize byt u pevnych lékovych forem urcena rychlosti uvoliiovani 1é¢ivé latky z Iékoveé
formy, ktera se zkousi in vitro tzv. zkouskou disoluce. Pozadavky na zkousku disoluce, v¢etn€ popisu
aparatury, provadéni a vyhodnocovani vysledkt, jsou uvedeny v Ceském, evropském i americkém
1ékopise. Podle 1€kopisu se tuhé peroralni 1ékové formy déli pro potfeby zkousky disoluce na 1ékové
formy s béznym uvoliiovanim, lékové formy s prodlouzenym uvolnovanim a Iékové formy
se zpozdénym uvoliovanim. Jednotlivé Iékové formy se mezi sebou lisi jak v provadéni zkousky
disoluce, kdy je ¢i neni nutnd zména disoluéniho média v prubéhu zkousky, tak v nasledném
vyhodnoceni. Prvni skupina Iékovych forem musi splnit pouze jednu podminku, tj. uvolnit minimalni
predepsané mnozstvi 1éCivé latky v pozadovaném casovém intervalu. Lékové formy zbylych dvou
skupin musi splnit minimalné 2 limity nebo se u nich hodnoti celd disoluéni kiivka [1]. Je dobie znamo,
7e povaha, velikost ¢astic, kompozice formulace i zptisob lisovani tabletoviny do tablet mohou ovlivnit
fyzikalné-chemické vlastnosti 1ékového pripravku. VSechny tyto faktory mohou ovlivnit desintegraci
tablety a nasledné disoluci U¢inné latky [2]. Cilem této prace bude provedeni zkousky disoluce
formulaci obsahujicich indometacin, liSicich se ve velikosti ¢astic ucinné latky, kompozici formulace
alisovacim tlakem, a posouzeni jejich pfijatelnosti z pohledu pozadavki kladenych Ceskym

Iékopisem.
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Seznamte se s kapitolou Zkouska disoluce pevnych Iékovych forem v Ceském Iékopise 2023 —
Doplnék 2026.

Od vedouciho tlohy obdrzite 4 sady rizné ptipravenych tablet po 3 ks o piiblizné hmotnosti
500 mg obsahujici u¢innou latku indometacin. Presné sloZeni tablet se dozvite na zacatku

laboratorni Glohy. V rdmci Ulohy budete hodnotit vliv_kompozice formulace a lisovaci sily

na disolu¢ni chovani.

Provadgjte dvé zkousky disoluce tablet ptipravenych ze étyi formulaci v disoluénim médiu o
pH 6,8 simulujicim tenké stfevo. Provadéjte zkousku paralelné v Sesti disolu¢nich nadobéach.
Pro kazdou zkousku pouzijte vzdy dvé trojice tablet z riznych formulaci.

Sledujte vizualné prubéh zkousky a diskutujte rozdily v rychlosti rozpadu tablet, ve vzhledu
lazng, ptipadné tvorbu bublin.

Zkonstruujte disolucni profily (zavislost uvolnéného mnozstvi na case) vsech vzorka.
Provadéjte statistické zpracovani opakovanych méfeni a vyjadiete je ve formé chybovych
useCek. Diskutujte dané vlivy na disolu¢ni chovani ptfipravenych lékovych forem. Posud'te

jejich piijatelnosti z pohledu pozadavk kladenych Ceskym 1ékopisem.

1

Cesky 1ékopis je k dispozici k prezenénimu vyptjéeni v Nérodni technické knihovng.
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3. POSTUP LABORATORNI PRACE
3.1 Priprava tablet (provadi vedouci Glohy)

3.1.1 Priprava tabletoviny

Tabletoviny o rizném sloZeni pfipravte homogenizaci nize uvedenych slozek.
Formulace A: 5 % indometacinu + monohydrat laktozy : Avicel® PH102 v poméru 7:3
Formulace B: 5 % indometacinu + monohydrat laktézy : Avicel® PH102 v poméru 1:1

Formulace C: 5 % indometacinu + Avicel® PH102

Pro disolu¢ni zkousku budete potiebovat 3 tablety z kazdé formulace a pro celkovy pocet tablet
berte v ivahu i mozné ztraty béhem prace. Mnozstvi jednotlivych slozek vypoctéte, poté je navazujte
postupné do plastového kelimku. Vypocitané i skute¢né navazky si poznamenejte. Vlozte kelimek do

misic¢e Turbula T2F. Miseni provadéjte pii rychlosti 50 otdcek za minutu po dobu 10 minut.

3.1.2 P#imé lisovani
Lisovani tablet se bude provadét pomoci hydraulického lisu Specac (obr. 1) pfi pouZiti
nasledujicich lisovacich sil: 8 kN, 10 KN a 14 kN.
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Postup lisovani [3]:

1. Do navazovaci lodi¢ky navazte pozadované mnozstvi tabletoviny pro 1 tabletu.

2. Uzaviete matrici spodnim uzavérem a opatrné do ni pfeved’te navazenou tabletovinu. Zbytky
tabletoviny zachycené na povrchu matrice preved'te dovniti sklepanim ¢i pomoci Stétecku.

3. Dovnitt matrice vsuiite razidlo, matrici uchopte za spodni uzavér a po otevieni ochranného skla

lisu pohybem vzhiiru vlozte doprostied hydraulického lisu.

Hlavni sroub lisu ptitisknéte na razidlo ota¢enim horniho kohoutu.

Uzaviete kohout pro uvolnéni tlaku (na prave strané lisu) jeho oto¢enim ve sméru ,,CLOSE*.

Vlastni lisovani provadéjte pumpovanim paky ve sméru doptedu a dozadu na pravé strang lisu.

N o g &

Lisovani ukonéete ve chvili, kdy ru¢i¢ka dosahne pozadované lisovaci sily a této sile tabletovinu
vystavte po 20 s.

8. Oteviete kohout pro uvolnéni tlaku (na prave strané lisu) jeho oto¢enim ve sméru ,,RELEASE*.
9. Matrici vyndejte uchopenim za spodni uzavér, poté jej nahrad’te hlinikovym koleckem a
zatlaenim na razidlo vysuiite tabletu. Pokud neni vysunuti tablety timto zpiisobem mozné,
vlozte doprostied lisu hlinikové kolecko, na né¢ho umistéte matrici s razidlem, na které poté
zatlacte ptisobenim hlavniho Sroubu.

10. Jednotlivé tablety zvazte a hmotnosti si poznamenejte.

Bbeo

Lis Matrice Razidlo Spodni uzavér Hlinikové kolecko

Obr. 1: Hydraulicky lis Specac a p¥islusenstvi k vyrobé tablet [3]
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3.2 Zkouska disoluce

3.2.1 Piiprava disolu¢niho média a disolu¢niho p¥istroje

Zkouska disoluce se v ramci této prace bude provadét v disolu¢nim ptistroji Sotax AT7-smart v
usporadani s padly (obr. 2).

Pozor! - Pti praci s pfistrojem smi jeho komponenty véetné disolu¢nich nadob pfijit do styku
pouze s vodou a disolu¢nim médiem. V zadném pifipad¢ nesmi byt vystaven plisobeni organickych

rozpoustédel, v¢etné zfedéného ethanolu, nebot’ hrozi znehodnoceni polykarbonatovych ¢asti.

Obr. 2: Disoluéni pFistroj Sotax AT7-smart v uspoiadani s padly
Disoluéni médium

1. K ptipravé disolu¢niho média pouzijte degasovanou destilovanou vodu. Odplynéni vody
proved’te jejim pievaienim na cca 60 °C. Objem disolu¢niho média je 1000 ml.

2. Ptipravte disolu¢ni médium rozpusténim 6,8 g KH>POs a 0,9 g NaOH v pfislusném objemu
deaerované destilované vody. Vysledny roztok ma pH asi 6,8 a zna¢nou iontovou silu

a tlumivou kapacitu.
Disolu¢ni pristroj

1. Do disolu¢niho pfistroje vlozte disoluéni nddobu a zajistéte ji pomoci trojice plastovych drzakda.
Postupné takto umistéte vSech sedm disoluc¢nich nadob. Pfistroj musi byt vzdy pln€ obsazen
disolu¢nimi nadobami.

2. Pridejte pottebné mnozstvi KH2PO4 ¢i NaOH.

3. Pomoci odmérného valce odméite potfebny objem demineralizované vody a prevedte
do disoluéni nadoby. Neni-li sedmé& nadoba potieba pro experiment, je mozné ji naplnit
obycejnou vodou.

4. Opatrné uzaviete viko disolu¢niho pristroje tak, aby nedoslo k poskozeni disolu¢nich nadob

¢i teplotniho c¢idla. Vsuiite michadla a teplotni ¢idlo do 14zné€ otvorem ve viku.
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5. Zapnéte disolucéni pfistroj hlavnim vypinacem, umisténym na zadni stran¢ pfistroje v blizkosti
sitového kabelu.

6. Do otvort ve viku disoluéniho pfistroje vsuiite kanyly s PP filtrem a nasad’te na né injekéni
stiikacky pro odbér vzorkl. Filtry jsou umistény uprostied mezi hladinou disolu¢ni tekutiny
a horni hranou rotujiciho michadla, ne méné nez 1 cm od stény nadoby.

7. Spust'te termostat a michadlo tlacitky na panelu disoluéniho pfistroje. Lazen a disolu¢ni nadoby
se nyni budou temperovat na teplotu zkousky (37 °C).

8. Nasledn¢ specifikujte disolu¢ni metodu: Nastavte teplotu na 37 °C, rychlost ota¢eni michadel

na 100 otacek za minutu, metodu padlovou, ¢as odbéri dle zadani.

3.2.2 Priprava standardu pro tvorbu kalibraéni kifivky

Ptipravte 4 kalibrac¢ni roztoky fedénim zasobniho roztoku tak, aby jejich koncentrace pokryvaly
predpokladany rozsah koncentrace vzorkl. Za timto ucelem vypoctéte maximalni moznou koncentraci
indometacinu, kterd se mize vyskytnout pfi disoluénim testu. Tuto zvyste 0 hodnotu 5 mg-1"! a vznikly
interval rozdélte na 4 dily. Vypoététe mnozstvi indometacinu potiebné k ptipravé zasobniho roztoku

0 koncentraci 100 mg-1"! a objemy zasobniho roztoku potiebné k ptipravé kalibraénich roztoku.

Postup pripravy kalibra¢nich roztoku

1. Jako rozpoustédlo vzorku pfipravte 1000 ml disolu¢niho média (tentokrat bez predehrati!)

2. Navazte mnozstvi indometacinu potiebné k pipravé zasobniho roztoku do odmérné banky
o objemu 50 ml, naplite disoluénim médiem do cca 2/3, promichejte krouzivymi pohyby
a vlozte na cca 60 minut do ultrazvukové lazné pfi teploté 30 °C.

3. Dopliite banku disoluénim médiem po rysku, uzaviete a promichejte.

4. Ov¢ite, zda doslo k Gplnému rozpusténi latky.

5. Do 50 ml odmérnych banék odpipetujte vypoctené objemy zasobniho roztoku, dopliite banky

disolu¢nim médiem po rysku, uzaviete a promichejte.

3.2.3 Pribéh zkousky disoluce

Samotna disolu¢ni zkouska je velmi naro¢na na rychlé a spravné provedeni potiebnych tkoni.

ZKkuste si proto vlozZeni tablet a odbér prvni série naslepo (bez skute¢ného vlozeni tablety).

1. Disoluéni zkousku provadéjte ve 6 nadobach najednou. S piedstihem vlozte dvé trojice tablet
z riznych formulaci do barevné oznacenych davkovacich otvorti a v uréeny ¢as uvolnéte
tablety stiskem tahla na pravém okraji vika pfistroje.

2. Vzorky odebirejte v ¢asech 2, 5, 10, 15, 30, 45 a 60 minut pomoci PP stiikacek.

3. Zméite koncentraci indometacinu ve vzorcich pomoci UV spektrofotometrie.
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3.3 Stanoveni koncentrace l1é¢ivé latky ve vzorcich

Obsah indometacinu ve vzorcich stanovte pomoci dvoupaprskového UV/VIS spektrofotometru
Analytik Jena SPECORD 200 PLUS. (Obr. 3) V ramci této prace se pouziva pouze deuteriova lampa.

T

Obr. 3: UV/VIS spektrofotometr SPECORD 200 PLUS

UV/VIS spektrofotometrie pracuje na principu méfeni energie pohlcené vzorkem (latkou) pfi
prachodu zafeni. Méfenim jsou ziskdna absorpcni spektra, ktera jsou graficky vyjadiena jako zavislost

absorbance na vinové délce.

Uvedeni piistroje do provozniho rezimu trva nékolik minut, a proto jej proved’te v piedstihu. Pied
zahajenim analyzy vzorki je tieba urcit analytické podminky a vytvofit kalibra¢ni vztah mezi absorbanci
a koncentraci. Vzorky je tfeba analyzovat v kiemenné semi-mikrokyveté. Kyveta se umist'uje do levé
Casti prostoru vzorku v ptistroji po otevieni vika. Paprsek pti ¢elnim pohledu na ptistroj prochazi zezadu
dopfedu, a proto i Cira okénka kyvety musi byt orientovana v tomto sméru. Orientace kyvety miiZe
ovlivnit presnost a reprodukovatelnost méieni, a proto kyveta musi byt vZdy vloZena ve stejném
sméru. Po vloZeni kyvety do prostoru vzorku je tieba vzdy viko uzavfit a teprve poté provadét méfeni.
Kyvetu vzdy vyplachnéte nejméné dvakrat testovanym vzorkem a poté napliite cca 0,5 cm pod horni

okraj.

3.3.1 Vyhledani absorpéniho maxima

1. Vlozte do prostoru vzorku kyvetu naplnénou cca 0,5 cm pod okraj rozpoustédlem. Pokud
se vlhkost nebo necistoty dostanou na vné&jsi povrch kyvety, je tieba je otfit buniCitou vatou
a diikladné ocistit okénka kyvety.

2. Pro ovladani spektrofotometru Analytik Jena SPECORD 200 PLUS slouzi softwarovy program
WinAspect Plus. Pro spusténi softwarového programu kliknéte na ikonu WinAspect Plus.
Nechte zinicializovat spektrofotometr se softwarovym programem Kliknutim na menu
Measurement/Initialize Device. Dale je nutné zapnout halogenovou lampu (pfistroj se sdm na
tuto otazku zeptd; potvrdite tlacitkem Ne). Pokud je inicializace spravné provedena,

V programu se objevi nasledujici informacni hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready*.
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3. Nastavte parametry méfeni kliknutim na polozku Parameters, kterd se objevi v postrannim
panelu Measurement. V polozce Title pojmenujte metodu: IND-Spektrum. V podokné Cycle
Mode ozna¢te moznost Manual. V podokné Display oznacéte moznost Absorbance. V podokné
Correction zatrhnéte moznost Reference.

4. Oblast spektra, ve které se bude méfit, zvolte v zalozce Mode, kde v Meas. Mode vyberte
moznost Spectral scan. Zvolte rozsah vinovych délek od 190 nm do 320 nm.

5. Po zadani vSech potfebnych Udaji ulozte vzniklou metodu vybérem polozky Save as ...
a pojmenujte nasledovné: Indometacin-spektrum-x (x = ¢islo skupiny). Kliknéte na tlac¢itko OK
pro aplikaci stanovené metody.

6. Kliknéte na polozku Reference, a potom na polozku Start measurement pro stanoveni slepého
pokusu, ktery provedete s disolu¢nim médiem. Objevi se dotaz: ,,Start the next cycle®.
Manipulace s kyvetou miize ovlivnit pfesnost méteni. Zkuste si proto vyjmuti a vloZeni
kyvety. Potom kliknéte na tladitko OK.

7. Vlozte do prostoru vzorku kyvetu naplnénou kalibracnim roztokem o nejvétsi koncentraci
analytu ve vzorku. Méfeni spustite kliknutim na polozku Start Measurement.

8. Na vInovém spektru najdéte maximum. Pokud je hodnota absorbance tohoto maxima mensi nez
2, pak pro méfeni zvolte vinovou délku tohoto maxima. Pokud je maximum vét$i nebo nelze
ho identifikovat, je roztok ptilis koncentrovany (neplati Lambert-Beertiv zakon) a je nutné
provadét méfeni mimo maximum. Vybérem Section omezte oblast, ve které lezi hledana
hodnota. Kliknutim na graf vyberte pocateéni hodnotu rozsahu, poté pohybem mysi doprava
asoucasnym podrzenim levého tladitka mySi vyberte koncovou hodnotu rozsahu. Mate-li
vybrany rozsah, uvolnéte tlac¢itko mysi. Zobrazi se dialogové okno Section. Vybér potvrd'te
kliknutim na OK. Tim se zobrazuje vybrana ¢ast spektra. Kliknéte na polozku Values a vyberte
vhodnou vinovou délku tak, aby absorbance roztoku cs byla v rozmezi 1 —1,5. Tuto vinovou
delku si poznamenejte.

9. Graf a namétena data ulozte vybérem Print current document, kliknéte na moznost Print

a zvolte Software 602, potom OK.

3.3.2 Kalibra¢ni krivka
1. Navolte vhodné parametry méfeni v polozce Parametres. Hodnotu zjisténého absorp¢niho
maxima zadejte v zalozce Mode, kde poupravte rezim méteni Meas. Mode ze Spectral Scan
na zméfeni vinové délky Wavelengths. Objevi se podokno, jestlize v ném je zadana hodnota
jina, nez je vaSe hodnota absorpniho maxima, prepiSte tuto hodnotu kliknutim na tlacitko
Edit. Ulozte metodu vybérem polozky Save as ... a pojmenujte nasledovné: IND-XXX-Y (Xxx
= hodnota absorp¢niho maxima, y = ¢islo skupiny). Kliknéte na tlacitko OK pro aplikaci

stanovené metody.
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Vyberte ptikazy Quant/ Lab/ Calibration pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky.
Po kliknuti na polozku Calibration se otevie okno, kde navolite parametry kalibrace. Zvolte

regresni model Regression Model: A+B*x, a pocet standardi No. of Standards: 5 (rozpoustédlo
+ 4 standardy). Po zkontrolovani udaju pouzijte tlacitko Standards.

4. Objevi se dalsi okno, kde do sloupce Conc. vepiste koncentrace standardii. Nejprve proved'te
slepy pokus, tj. zméite absorbanci Cistého rozpoustédla, bez pfitomnosti analytu. Poté zméite
(méfeni kyvety s disoluénim médiem), nez za¢nete méfit standardy. Zvolte vzorek a zacnéte
méfeni kliknutim na panel Start a vybérem Sel. Standard.

5. Po skonceni méfeni se ukazi namétené hodnoty absorbance standardi a teprve po kliknuti na
panel OK, program WinAspect vytvoii z naméfenych tdaji a zadanych koncentraci kalibra¢ni
ktivku. Vzniklou kalibra¢ni kiivku ulozte (kliknutim na panel File a vyb&érem polozky Save

as...) a pojmenujte nasledovné: IND-kalibrace-x (x = ¢islo skupiny).

6. Zhodnot'te jeji linearitu pomoci koeficientu determinace R2 a zapiste kalibra¢ni rovnici ve tvaru
Cc = klA + kz

3.3.3 Zjisténi koncentrace indometacinu v testovaném vzorku

1. Vlozte do prostoru vzorku kyvetu naplnénou vzorkem odebranym pii disoluéni zkousce.

2. Kliknéte na To Conc. Zobrazi se dialogové okno Concentration. Kliknutim na Start (Meas.)
zahajte méfeni koncentrace vzorki. V polozce Designation pojmenujte testovany vzorek
a potvrd’te tlac¢itkem OK.

3. Po zméfeni vzorku pfistrojem se objevi tabulka, kde je na zakladé zavislosti absorbance
na koncentraci ukdzana naméfena koncentrace. ZapiSte zjisténou koncentraci indometacinu
ve vzorcich, kterou pak vyneste do grafu jako ¢asovou zavislost.

4. Vysledky ulozte (kliknutim na panel File a vybérem polozky Save as...) a pojmenujte
nasledovné: IND-x (x = ¢islo skupiny).

5. Chcete-li zkopirovat naméfena data do aplikace Excel, vyberte vSechny vysledky, kliknéte
na File, zvolte Copy to clipboard a poté je vlozte do aplikace Excel.

Pozor! Excel nekdy automaticky pievadi textové nebo ¢iselné hodnoty na data. Chcete-li Excelu
zabranit v jeho zméné na kalendaini data, naformétujte cely list jako text pfed vlozenim dat

do Excelu.

Po dokon¢eni méieni kyvety opatrné, ale dikladné oplachnéte

destilovanou vodou a nechte vyschnout.
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4. NALEZITOSTI PROTOKOLU

e Hlavi¢ku, struéné uvedené cile prace, postup prace.
e Skute¢né navazky tablet, maximalni teoretickou hmotnost u¢inné latky v jednotlivé tableté.

e Vypolty pro piipravu zasobniho roztoku a kalibra¢nich roztoku, zvolenou vinovou délku,
kalibra¢ni zavislost, kalibra¢ni rovnici, hodnoceni linearity zavislosti.

e Popis vizualniho pozorovani prib&hu zkousky.

e QGrafy primérnych disolucnich profilii jednotlivych formulaci (zavislost % uvolnéného
mnozstvi u¢inné latky na case). Diskusi opakovatelnosti stanoveni profilu podle zvolené
statistické charakteristiky variability.

Napi. odhad smérodatné odchylky S pro rozsah souboru mensi nez 7 (n < 7) je dan vztahy
Ma()
s=R-k, @

R = Xmax — Xmin (2)

kde ki je koeficient, k, = 0,591 pro n = 3, a R je varia¢ni rozpéti.

e Diskusi vlivu slozeni, lisovaciho tlaku nebo velikosti ¢astic u¢inné latky dle zadani na disolu¢ni
chovani vytvotenych lékovych ptipravkl na zaklad¢ disolucnich profilt, Ciselnych parametri
disoluce a vizualniho pozorovani.

¢ Hodnoceni piijatelnosti vytvorenych formulaci z pohledu Iékopisnych kritérii.
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