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1

VYHLASKA

Ministerstva zdravotnictvi

ze dne 9. prosince 1997,

kterou se stanovi pozadavky na jakost, postup pfi pripravé, zkouseni, uchovavani a divkovani lé¢iv

(Cesky lékopis 1997)

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi po projedndn{
s Ministerstvem zemédélstvi a Ministerstvem prumyslu
a obchodu podle § 75 odst. 4 zdkona &. 79/1997 Sb.,
o lé¢ivech a o zménéich a doplnéni nékterych souvise-
jicich zdkonu:

§1

Cesky 1ékopis 1997 se vydavd v priloze této vy-
hldsky. Pouzivd se pii piipravé, vyrobé a kontrole [é¢iv.

§ 2

ZruSovaci ustanoveni

. ZruSuje se vyhldska Ministerstva zdravotnictvi
Ceské socialistické republiky ¢. 10/1987 Sb., o zdvaz-
nosti Ceskoslovenského 1ékopisu — Etvrtého vydani
v Ceské socialistické republice, ve znéni vyhldsky
¢. 62/1990 Sb. a vyhlasky &. 376/1991 Sb.

§3
Tato vyhldska nabyvd déinnosti dnem 1. dnora
1998.

Ministr:
PhDr. Strasky v. r.
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Piiloha k vyhlasce ¢. 1/1998 Sb.

CESKY LEKOPIS 1997

1 VSeobecna ¢ast

Uvodni ustanoveni 3

1.1 Uvodni ustanoveni

Cesky lékopis (dale jen "lékopis") obsahuje zejména ustanoveni Evropského lékopisu (déle jen Ph.
Eur.), pfi jehoz prekladu byla dohodnuta ¢eska terminologickd konvence pro fadu odbornych nazvt,
které nemély odpovidajici ¢eské vyrazy (imunologie a technologie 1éCiv). V ptipadech, kdy zavedeni
Ceské terminologie nemélo feseni, byly pfijaty anglické nazvy v ¢eském prepisu.

Zakladni pojmy pouzivané v 1€kopisu jsou pievzaty ze zakona ¢. 79/1997 Sb. o 1éCivech a o zménach
a doplnéni nékterych souvisejicich zakond.

V Iékopisu jsou pfedmétem jednotlivych clanku Ié¢ivé latky, pomocné latky, 1é¢ivé ptipravky,
zdravotnicky material a obaly.

Pod pojmem Vyrobek nebo produkt, ktery se pouziva v 1ékopisu, se rozumi ptedmét Iékopisnych ¢lanka
obecné.

Opravnénou autoritou se v oblasti huménnich 1é¢iv rozumi zejména Statni ustav pro kontrolu
1é¢iv a Ministerstvo zdravotnictvi CR, v oblasti veterindrnich biopreparati a 1é¢iv Ustav pro statni
kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv a Ministerstvo zemédélstvi CR, v oblasti zabezpedujici
krizové situace (nouzovy stav, stav ohroZeni statu a vale¢ny stav) Ministerstvo obrany CR.
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1. Obecné zasady

Obecna ustanoveni

Cesky lékopis vychdzi z prekladu Evropského [ékopisu, 3. vyddni, a nékteré texty jiz z jeho
Dopliku 1998. Pouze nékteré stati a clanky byly doplnény tak, aby se jejich text prizpiisobil ceskym
podminkam. Doplnéné texty predstavujici "Ceska specifika” nejsou v rozporu s ustanovenimi Evrop-
skeho lekopisu.

Obecné zasady se tykaji viech stati a Glanka Ceského lékopisu 1997. Slovo "1ékopis" bez
blizsiho uréeni znamend Cesky lékopis.

Pouziti odkazu na nazev lékopisné obecné stati nebo ¢lanku znamena, ze metoda, 1€civa latka,
pomocna latka, 1€¢ivy piipravek, zdravotnicky material nebo obaly vyhovuji pozadavkiim pfislusné
stati nebo ¢lanku. Takové odkazy na ¢lanky a stati se v 1ékopisnych textech uvadéji kurzivou.
U obecnych stati se odkazy uvadgji vétsinou zjednodusené jejich Cislem, které je uvedeno v zavorce
rovnéz kurzivou.

Lécivy ptipravek vyhovuje pozadavkiim 1ékopisu po celou dobu své pouzitelnosti. Predmét
jakéhokoliv jiného ¢lanku vyhovuje po celou dobu jeho pouzivani. Dobu pouzitelnosti a datum, od
n¢hoz se tato doba pocita, schvaluje opravnéna autorita na zakladé vysledki stabilitnich studii.

Ustanoveni ¢lanki jsou zavazna, pokud neni v Obecnych zasadach nebo ¢lancich uvedeno jinak.
Obecné stati se stavaji zavaznymi, pokud se na n€ odkazuje v ¢lanku a pokud neni takovy odkaz
ucinén zplsobem, ktery vyjadfuje, ze prislusny text, na néjz se odkazuje, neni zavazny, ale je spise
citovan pro informaci nebo pouceni.

Lécivé latky, pomocné latky, 1éCivé pripravky, zdravotnicky material a obaly popsané v ¢lancich
jsou urceny pro humanni a veterinarni pouziti (neni-li pfesn¢ vymezen jeden z téchto uceld), a
pokud nevyhovuji nékterym pozadavkim uvedenym v ¢lanku, nejsou Iékopisné kvality. To vSak
neznamena, ze provedeni vSech zkouSek popsanych v néjakém c¢lanku je pro vyrobce nezbytnou
podminkou pfi urceni, zda latka pied uvolnénim do pouziti vyhovuje 1ékopisu. Vyrobce mize ziskat
jistotu, zda néjaky vyrobek je 1ékopisné jakosti, na zakladé udaji ziskanych napt. z valida¢nich
studii vyrobniho procesu a z pribéznych provoznich kontrol. Potfeba vyhovét pozadavkim
Iékopisu nevylucuje tedy moznost uchylit se k parametrickému propousténi vyrobki v urcitych
situacich, které jsou opravnénou autoritou povazovany za vhodné.

Zkousky na Cistotu a stanoveni obsahu nebo ucinnosti popsané v 1€kopisu jsou oficidlni metody,
na nichZ jsou zalozeny lIékopisné normy. Se souhlasem opravnéné autority se pro kontrolni ucely
mohou pouzit alternativni analytické metody za predpokladu, ze bude dosazeno shody s oficialnimi
metodami. V piipad¢ pochybnosti nebo sporu jsou rozhodujici pouze oficialni metody analyzy.
Urcité latky, které jsou predmétem lékopisného ¢lanku, mohou existovat v rizné jakosti vhodné pro
rizné ucely. Pokud neni v ¢lanku uvedeno jinak, pozadavky plati pro vSechny jakosti této latky. V
nekterych ¢lancich, zejména téch, které se tykaji pomocnych latek, mize byt pro informaci a
pouceni pfipojen seznam kritickych vlastnosti dulezitych pro jejich pouziti. ZkuSebni metody pro
stanoveni jedné nebo vice téchto kritickych vlastnosti mohou byt uvedeny téz pro informaci.

Obecné ¢lanky na 1ékové formy se vztahuji na vSechny piipravky definovaného druhu a nemusi
byt pro dany 1éCivy piipravek vyCerpavajici. Pro dany IéCivy ptipravek miize opravnéna autorita
stanovit dodate¢né pozadavky k pozadavkiim uvedenym v obecném ¢lanku dané 1ékové formy.

Konven¢ni terminy. Vyraz "opravnénd autorita" znaci obecné narodni, nadnarodni nebo
mezinarodni organ nebo organizaci, které maji opravnéni rozhodovat ptislusné problémy. Mize to
byt napt. narodni I¢kopisna autorita, autorita ud€lujici licence nebo oficialni kontrolni laboratoft.
V Ceské republice, viz Uvodni ustanoveni (1.1).
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Vyraz "pokud neni stanoveno jinak" v Ceském Iékopise znamend, Ze pozadavky ustanoven i
plati, pokud opravnéna autorita neschvali zménu nebo vyjimku pro uréity zdiivodnény piipad.

Ustanoveni obsahujici vyraz "by m¢l" jsou informativni nebo doporucujici.

V nékterych ¢lancich nebo jinych textech jsou pouzivany terminy "vhodny" nebo "odpovidajici "
k pouziti zkoumadla, mikroorganismu, zkuSebni metody apod.; nejsou-li kritéria vhodnosti popsana
v ¢lanku, stanovi nebo odsouhlasi tato kritéria opravnéna autorita.

DalSi ustanoveni tykajici se obecnych stati a ¢lanki

Mnozstvi

Ve zkouskach na Cistotu s ¢iselnymi limity a ve stanovenich obsahu se ke zkouseni pedepisuje
mnozstvi, jimz se rozumi mnozstvi pfiblizné. Mnozstvi skutecné pouzité, které se muiize liit nejvyse
0 10 % od piedepsaného mnozstvi, se pfesn¢ navazi nebo odméii a vysledek se pocita z tohoto pres-
ného mnozstvi. Ve zkouskach na Cistotu, kde limit neni udan ciselné, ale obvykle zavisi na
porovnani a chovani porovnavaci latky za stejnych podminek, se pouzije ke zkousce predepsan €
mnozstvi. Také zkoumadla se pouzivaji v pfedepsanych mnozstvich.

Mnozstvi se navazi nebo odméti s presnosti pfiméfenou udanému stupni presnosti. Pro vazeni
odpovida presnost +5 jednotek za posledni udanou ¢islici (napt. 0,25 g predstavuje mnozstvi 0,24 5
az 0,255 g). Pro méfeni objemu je dulezité, zda Cislice za desetinnou ¢arkou je nula, nebo ¢islo
kon¢i nulou (napt. 10,0 ml nebo 0,50 ml). V téchto ptipadech se ma objem méfit pipetou, odmérnou
barnikou nebo byretou podle vhodnosti. Jinak se miize pouzit odmérny valec nebo délena pipeta.
Objemy udané v mikrolitrech se méfi mikropipetou nebo injekéni mikrostfikackou. V uréityc h
ptipadech ptresnost, s niz jsou mnozstvi udadvana, neodpovida poctu platnych cislic vyjadienyc h
v udanych Ciselnych pozadavcich. Vazeni a méfeni by potom méla byt provadéna s dostate¢no u
presnosti v souladu s analytickymi zvyklostmi.

Piistroje a postupy

Odmérmeé sklenéné nadoby odpovidaji pozadavkim tfidy A odpovidajici mezinarodni normy
vydané Mezinarodni organizaci pro normalizaci (International Organizsation for Standardization).

Pokud neni ptedepsano jinak, analytické postupy se provadéji pti teploté 15 °C az 25 °C (poko-
jova teplota).

Porovnavaci zkousky, pokud neni pfedepsano jinak, se provadéji za pouziti stejnych zkumavek
z bezbarvého neutralniho prihledného skla s plochou zakladnou a s vnitinim primérem 16 mm .
Stejné objemy porovnavanych kapalin se pozoruji shora ve sméru podélné osy zkumavky proti bilé-
mu pozadi nebo, pokud je to nutné, proti ¢ernému pozadi. Zkouseni se provadi v rozptyleném svét-
le.

Jakékoliv rozpoustédlo pouzité ve zkousSce na Cistotu nebo pfi stanoveni obsahu, pii kterém se
ma pouzit indikator, se nejdiive neutralizuje na tento indikator, pokud neni piedepsana slep a
zkouska.

Vodni lazen

Udaj "vodni lazen" znamena lazen vrouci vody, pokud neni uvedena jina teplota vody. Jiné
metody zahfivani se mohou pouZit za predpokladu, ze bude dodrzena predepsana teplota zahiivani .
Sus$eni nebo Zihani do konstantni hmotnosti

Udaje "vysuseny do konstantni hmotnosti" a "vyzihany do konstantni hmotnosti" znamenaji, ze
dvé nasledujici vazeni se nelisi o vice nez 0,5 mg; druhé vaZzeni nasleduje po dalsi dob¢ suseni nebo
zihani pfimétené povaze a mnozstvi zbytku.
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Pokud je predepsano suseni za pouziti jednoho z vyrazii "v exsikatoru" nebo "ve vakuu", provadi
se za podminek popsanych ve stati Ztrata susenim (2.2.32).

Zkoumadla

Spravné provadéni analytickych postupti popsanych v 1ékopisu a spolehlivost vysledka zavis i
Castecné na jakosti pouzitych zkoumadel. Zkoumadla jsou popsana v obecné stati Zkoumadla ( 4).
Predpoklada se pouziti zkoumadel analytického stupné jakosti. Pro néktera zkoumadla jsou zaraze-
ny zkousky na ovéteni jejich vhodnosti.

Rozpoustédla

Pokud se neuvadi nazev rozpoustédla, znamena vyraz "roztok" vodny roztok. Kde je pouziti
vody predepsano nebo zahrnuto v analytickych postupech popsanych v 1ékopisu nebo pro piipravu
zkoumadel, pouzije se voda vyhovujici pozadavkim ¢lanku Aqua purificata. Vyraz "voda destilo-
vand" oznacuje ¢isténou vodu piipravenou destilaci.

Termin "ethanol" bez bliz§iho urceni oznacuje ethanol 99,0%. Vyraz "alcohol" bez blizsih o
uréeni pouzity v Ph. Eur. odpovida v CL 97 terminu lih 96% [= 96,0 % (/) ethanolu (C H 0O)].
Jina fedéni ethanolu jsou oznac¢ena idajem "lih" s vyzna¢enim objemového procenta ethanolu.

Vyjadrovani koncentraci

Pti vyjadfovani koncentraci se vyraz "procento" (%) pouziva podle okolnosti v jednom ze dvou
vyznamu:

- procenta m/m (procenta hmotnostni, hmotnost v hmotnosti) udavaji pocet gramti latky ve 100 g
koneéného vyrobku. V CL 97 se oznateni m/m obvykle nepouZiva. Pokud neni uvedeno, o jaka
procenta se jednd, rozumi se procenta hmotnostni.

- procenta V/V (procenta objemova, objem v objemu) udavaji pocet mililitra latky ve 100 ml kone¢-
ného vyrobku.

Vyraz ppm (parts per million) pouZzity v Ph. Eur. odpovidd hmotnosti v hmotnosti, pokud n eni
uvedeno jinak. V 1ékopisu je tento vyraz nahrazen podle potieby udaji 1.g/g nebo ng/ml, pokud neni
uvedeno jinak.

Procenta hmotnostné objemova a procenta objemové hmotnostni nejsou v Ph. Eur. ani v CL po-
volena. Potiebné koncetrace se vyjadiuji za pouziti pfislusnych jednotek, obvykle jako g/l neb o
ml/kg.

Teplota

Kde analyticky postup uvadi teplotu bez ciselnych hodnot, maji obecné pouzivané vyrazy
nasledujici vyznam:

v mrazicim boxu pod -15 °C

v chladniéce 2°Caz8°C
za chladu nebo v chladnu 8 °Caz 15 °C
pti pokojové teploté 15°Caz25°C

Obecné stati

Materidly pouZzivané pro obaly jsou popsany ve stati Obaly a obalovy material (3). Obecné
nazvy pouzivané pro materialy, obzvlasté plasty, pokryvaji skupinu vyrobki lisici se nejen ve vlast-
nostech zakladni slozky, ale také v pouzitych prisadach. Zkusebni metody a limity pro material y
zavisi na jejich sloZeni a jsou zadvazné pouze pro materialy, jejichZ sloZeni je definovano v uvodu
ke specifikacim. Pouziti materiall s jinym sloZzenim a zkuSebni metody a limity pro né poZadovan é
jsou predmétem souhlasu opravnéné autority.
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Specifikace pro obaly ve stati Obaly a obalovy material (3) byly vypracovany k obecnému
pouziti pro obaly stanovené kategorie, ale vzhledem k velké rozmanitosti dostupnych obalti a moz -
nému novému vyvoji uvetejnéni specifikace nevylucuje ve zdlivodnénych ptipadech pouziti obalt,
které odpovidaji specifikacim schvalenym opravnénou autoritou.

V Iékopisnych ¢lancich se miize odkazovat na specifikace obalti uvedené v této ¢asti. Obecn é
¢lanky pro 1€kové formy mohou v ¢asti Vyroba vyZadovat pouziti ur¢itych druhti obal; nekter €
jiné ¢lanky mohou v ¢asti Uchovavani uvést druh obalu, ktery je doporucen pro dané pouziti.

Lékopisné ¢lanky

Lékopisné clanky (dale ¢lanky) se ¢leni na casti: zahlavi ¢lank?, vyroba, vlastnosti, zkousky
totoznosti, zkousky na Cistotu, stanoveni obsahu (u¢innosti), uchovavani, ozna¢ovani a necistoty.
Podle svého charakteru ¢lanek nemusi nutné obsahovat v§echny ¢asti.

Zahlavi ¢lanku

Obsahuje nazvy, véetné piislusného oznaceni, zda se jedna o omamnou nebo psychotropni latku,
venenum nebo separandum, zda jde o ¢lanek prelozeny z Ph. Eur. nebo o ¢eské specifikum. Dale
obsahuje vSe, co latku jednoznacné charakterizuje, tj. sumarni vzorec, podle potieby strukturn i
vzorec, relativni molekulovou (atomovou) hmotnost, Cislo CAS a definici latky s rozmezim jejih o
obsahu. Vzorce, relativni molekulova (atomova) hmotnost a ¢islo CAS, viz dale, nejsou soucast i
analytického hodnoceni ¢lanku.

Nazvy. Clanky CL jsou uvedeny mezindrodnimi nézvy schvalenymi nebo doporudenymi Svéto -
vou zdravotnickou organizaci, pod kterymi jsou nazvy ceské. Podle potieby jsou uvedena téz
synonyma (obvykle nazev CSL 4 nebo Ph. Eur, pokud je rozdilny).

Vzorce. Jsou uvedeny sumarni vzorce a dle potieby téz strukturni vzorce, které se formou lisi
od vzorctu Ph. Eur. tak, aby vyhovovaly narodnim zvyklostem.

Relativni atomové a molekulové hmotnosti. Relativni molekulova hmotnost (M) latky, popf.
relativni atomova hmotnost (4,) latky se uvadi tam, kde je to vhodné. M, jsou vypocitany z tabulky
relativnich atomovych hmotnosti a zaokrouhleny na dvé desetinna mista.

Cislo CAS (Chemical Abstracts Service). V CL jsou tato &isla uvedena i pro 16&ivé a pomocné
latky (Ph. Eur. ¢isla CAS uvadi pouze u zkoumadel).

Definici v CL tvoii odstavec definujici 1é¢ivo, pomocnou latku, prostiedek nebo obal. U chemic -
kych latek patii do definice cesky chemicky nazev vytvoteny podle zasad [UPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) a zasad ceského nazvoslovi anorganické a organické che-
mie", bez ohledu na Pravidla ¢eského pravopisu.

Rozmezi obsahu. Kde je predepsano rozmezi obsahu, je to rozmezi stanovené v ndvaznosti na
metodu stanoveni obsahu (u¢innosti) zkousené latky.

Rostlinné drogy. V ¢lancich na rostlinné drogy se v zahlavi ¢lanku uvadi, je-li pfedmétem
¢lanku napf. celd droga nebo praSkovana droga. Pokud se ¢lanek tyka celé i praSkované drogy,
zahlavi ¢lanku to jasné udava.

" Blaha, K., Ferles, M., Stanék, J. a kol.: Nomenklatura organické chemie. 3., rozsifené a upravené vydani.

Praha, Academia 1985.
Klikorka, J., Hanzlik, J.: Nazvoslovi anorganické chemie. Praha, Academia 1987.
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Vyroba

Ustanoveni odstavce Vyroba upozoriiuji na urcité aspekty vyrobniho postupu. Tvoii ramcov é
pokyny pro vyrobce. Mohou se tykat napf. zdroje materialii, vlastniho vyrobniho postupu a jeh o
validace a kontroly, pribéznych provoznich kontrol nebo zkouSeni, které ma byt provadéno
vyrobcem u kone¢ného vyrobku, bud’ u vybranych Sarzi, nebo u kazdé Sarze pred propusténim. Tato
ustanoveni nelze vzdy ovéfit na vzorku kone¢ného vyrobku nezavislym analytikem. Opravnén a
autorita mize ovétit dodrzovani té€chto pokynti napt. prozkoumanim udajt ziskanych od vyrobce,
inspekci nebo zkousenim vhodnych vzorki.

Neptitomnost ¢asti Vyroba neznamend, zZe nema byt vénovana pozornost tomu, co bylo uveden o
vySe. Vyrobek popsany v ¢lanku se vyrabi ve shod¢ se zasadami spravné vyrobni praxe a v souladu
s ptislusnymi mezinarodnimi dohodami a nadnérodnimi a ndrodnimi predpisy, kterymi se fidi pfi-
pravky pro humanni a veterinarni pouziti.

Tam, kde ¢lanek pro vakcinu v ¢asti Vyroba definuje vlastnosti vakcinacniho kmene, jakékoliv
zkuSebni metody uvadéné pro potvrzeni téchto vlastnosti jsou uréeny k informaci jako ptiklady
vhodnych metod.

Vlastnosti

Ustanoveni v ¢asti Vlastnosti jsou informativni a nejsou lékopisnymi pozadavky.
Rozpustnost. V ustanovenich tykajicich se rozpustnosti v ¢asti Vlastnosti maji pouzité vyrazy
vztazené na teplotu 15 °C az 25 °C nasledujici vyznam:

Tab. 1.2-1
Popisny vyraz Ptiblizny objem rozpoustédla
v mililitrech na gram rozpusténé latky
velmi snadno rozpustny méné nez 1
snadno rozpustny laz 10
dobfe rozpustny 10 az 30
mirné rozpustny 30 az 100
téZce rozpustny 100 az 1000
velmi tézce rozpustny 1000 az 10 000
prakticky nerozpustny vice nez 10 000

Termin "¢astecné rozpustny" se pouziva k popisu smési, kde se rozpusti jen nekteré ze slozek.
Termin "misitelny" se pouziva k popisu kapaliny, kterd je misitelna v kazdém poméru s uvedeny m
rozpoustédlem.

Zkousky totoznosti

Zkousky uvedené v ¢asti Zkousky totoznosti jsou uréeny k tomu, aby s pfijatelnym stupném jis -
toty potvrdily, Ze vyrobek odpovida oznaceni na obalu.

Nékteré ¢lanky maji dalsi ¢lenéni oznacené "Zakladni sestava zkousek" a "Alternativni sestava
zkousek". Zkouska nebo zkousky tvorici "Alternativni sestavu zkousek" mohou byt pouzity namisto
"Zéakladni sestavy zkousek" za ptedpokladu, ze se mlize prokazat, ze latku nebo ptipravek lze zcela
vysledovat k ovéfené Sarzi, ktera byla kompletné piezkousena dle 1ékopisného ¢lanku a vyhovuje
vSem jeho pozadavkiim.
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Zkousky na Cistotu a stanoveni obsahu nebo icinnosti

Rozsah. Pozadavky nejsou koncipovany tak, aby braly v ivahu v§echny mozné nec€istoty. Nen i
mozné napt. pfedpokladat, ze lze tolerovat né&jakou necistotu, kterd neni zjistitelnd pomoc i
predepsanych zkousek, jestlize zkuSenost a spravna farmaceuticka praxe pozaduji, aby byla nepfti-
tomna. Viz téz dale uvedenou ¢ast oznacenou Necistoty.

VypoctyJestlize se vyzaduje, aby vysledek zkousky byl pocitan na vysusenou nebo bezvodo u
latku nebo na jiny pozadavek, provede se stanoveni ztraty susenim, obsahu vody nebo jiné vlastnos -
ti metodou predepsanou v piislusné zkousce ¢lanku.

Rozmezi. Pfedepsand rozmezi jsou zaloZena na udajich ziskanych v bézné analytické praxi; po-
¢itaji s béznymi analytickymi chybami, s pfijatelnymi zménami ve vyrobé a ve sloZeni a se znehod -
nocenim v rozsahu povazovaném za pfijatelny. Nelze tolerovat zmény predepsan¢ho rozmezi, aby
se zjistilo, zda zkouseny vyrobek vyhovuje pozadavkim ptislusného ¢lanku.

Pti zjistovani shody s ¢iselnym udajem se vypocitany vysledek zkousky na ¢istotu nebo stano-
veni nejdiive zaokrouhli na pocet udanych ¢islic, pokud neni pfedepsano jinak. Posledni ¢islice se
zvysuje o jednu, kdyz je zaokrouhlend ¢ast rovna nebo vyssi nez polovina jednotky, zatimco se ne-
méni, kdyZ je zaokrouhlena ¢ast mensi nez polovina jednotky.

Uvadéni povoleného limitu necistot. Priblizny rozsah tolerované necistoty nebo souctu necistot
miize byt uvadén v zavorce pouze pro informaci. Neni-li pfedepsano pouziti referencni latky pro
oznacCenou necistotu, miize byt jeji obsah vyjadien jako jmenovita koncentrace latky pouzité pro
pripravu porovnavaciho roztoku predepsaného v ¢lanku, neni-li uvedeno jinak. Kladné ¢i zaporné
posouzeni obsahu necistot se ur¢i podle shody nebo neshody s udanou zkouskou.

Rostlinné drogy. Pro rostlinné drogy se siranovy popel, celkovy popel, ve vodé rozpustna latka,
v lihu 96% rozpustna latka, obsah vody, obsah silice a obsah u¢inné latky pocitaji s odkazem na lat-
ku, ktera nebyla zvlast’ vysuSena, pokud neni v ¢lanku predepsano jinak.

Ekvivalenty. V ptipadé uvedeni ekvivalentu latky se pro lékopisné ucely pouziji uvedena Cisla,
pokud maji platit pozadavky urcitého ¢lanku.

Biologické zkousky. Pti pouziti zvirat ke stanoveni uc¢innosti a k jinym biologickym zkouska m
je nutno dodrzovat zdkon €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani.

Uchovavani

Informace a doporuceni uvedena v ¢asti Uchovavani nejsou zcela zavazna. Opravnéna autorita
miize predepsat zvlastni podminky uchovavéni, které se maji dodrzovat. Cesky lékopis predepisuje
navic proti Ph. Eur zvlastni podminky uchovavani pro nasledujici skupiny 1é¢iv: omamné latky,
psychotropni latky, venena a separanda, viz tabulky I az III. V uvedeném potadi plati nadfazenost
jejich uchovavani. Tato nadfazenost byla pouzita i pii sestaveni uvedenych tabulek. Pokud je latka
separandem i omamnou latkou, je uvedena pouze v tabulce I. Vyrobky popsané v 1ékopisu se ucho-
vavaji tak, aby se zabranilo jejich znecisténi a pokud mozno i jejich znehodnoceni. Kde jsou
doporuceny specialni podminky uchovavani, véetn¢ druhu obalu, viz také 3.2, a teploty uchovavani,
jsou uvedeny v ¢lanku.

V ¢lancich v ¢asti oznacené Uchovavani se pouzivaji nasledujici vyrazy s uvedenym vyznamem.
Chranen pred vihkem znamend, Ze vyrobek je uchovavan ve vzduchotésném obalu. Ve vlhké atmos -
féfe je tfeba obal otvirat opatrné. Nizkého obsahu vlhkosti se miize docilit, je-li to nutné, pouZzitim
vysousedla v obalu za podminky, ze nedojde k pfimému dotyku vysousedla s vyrobkem.

Chranén pred svétlem znamend, ze vyrobek citlivy na svétlo se uchovava bud’ v obalu
z materidlu, ktery dostate¢né absorbuje aktinické svétlo a tim chrani obsah pfed zménou jim
zpuisobenou, nebo v obalu vloZzeném do vnéjSiho obalu, ktery rovnéz poskytuje takovou ochranu,
nebo se uchovava na takovém miste, které je pred svétlem zcela chranéno.
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Oznacovani

Oznacovani je obvykle pfedmétem nadnarodnich a narodnich predpisti a mezinarodnich dohod.
Ustanoveni uvedena v ¢asti OznaCovani nejsou Uplna a navic jsou pro lékopisné ucely zavazn a
pouze ta ustanoveni, ktera jsou nutna k ditkazu souhlasu nebo nesouhlasu s ¢lankem. Jakakoliv dal$i
ustanoveni tykajici se oznacovani jsou zarazena v 1ékopisu jako doporuceni. Lékopisna ustanoveni
tykajici se oznacovani se mohou uvést na vnitinim nebo vné€j$im obalu nebo v piibalové informaci,
podle rozhodnuti opravnéné autority.

Varovani

Materialy popsané v ¢lancich a zkoumadla uréena pro pouziti v 1ékopisu mohou byt Skodliv é
zdravi, pokud se nedodrzuji odpovidajici bezpecnostni opatieni. Zasady spravné praxe v kontroln i
laboratofi a ustanoveni souvisejicich pfedpist je tieba neustale zachovavat. Na latky obzvlast¢
nebezpecné je upozornovano v urcitych ¢lancich pomoci varovnych oznameni; neptitomnost tako -
vych oznameni neznamena, Ze nebezpeci neexistuje.

Necistoty

Seznam vSech znamych a moznych necistot, které maji byt kontrolovany zkouskami v urcité m
¢lanku, mize byt uveden pro informaci v ¢asti NecCistoty. Seznam muze byt rozdélen na dvé ¢asti:
"kvalifikované necistoty" a "jiné detegovatelné necistoty". Kvalifikované necistoty jsou takov é
necistoty, které byly jako takové pfijaty pfedem opravnénou autoritou; mohou byt téz zahrmuty
necistoty povazované za kvalifikované jinymi zplsoby (napf. necistoty vyskytujici se jako
prirozené metabolity). Jiné detegovatelné necistoty jsou takové mozné necistoty, které nebyly
zjistény v zadném vzorku latky béhem vypracovani ¢lanku nebo které se vyskytuji v mnozstvic h
nizsich nez 0,1 %, ale jez jsou limitovany zkouskami na Cistotu.

Kritické fyzikalni vlastnosti

Seznam kritickych fyzikalnich vlastnosti, které nejsou predmétem oficialnich pozadavk, ale
jez jsou presto dilezité pro pouziti néjaké latky, miize byt ptipojen k ¢lanku pro informaci, viz téz
Obecnd ustanoveni uvedena vyse.

Referencni latky, referencni pripravky a referenéni spektra

Nekteré ¢lanky predepisuji pouziti referencni latky, referencniho piipravku nebo referenéniho
spektra. Tyto jsou pfipraveny s ohledem na jejich zamyslené pouziti, jak je predepsano v ¢lancich,
a nemuseji byt vhodné za jinych okolnosti. Cesky 1ékopis predepisuje referenéni materialy jedna k
ptipravené Evropskou 1ékopisnou komisi pro ¢lanky prelozené z Ph. Eur. a jednak referenéni mate -
rialy ptipravené Lékopisnou komisi MZ CR pro ¢lanky predstavujici &eské specifika. Komise nebe -
rou odpovédnost za jakékoliv chyby vznikajici z jiného pouziti, nez je u referen¢nich material i
predepsano.

Referencni latky, referen¢ni ptipravky a referencni spektra pro zkouseni podle ¢lankt pieloze-
nych z Ph. Eur. Ize objednat v Technickém sekretariatu Evropské 1¢kopisné komise. Jsou to oficial-
ni referencni materialy, které maji byt pouzity v piipadé arbitraze. Seznam referencnich latek,
referencnich ptipravka a referen¢nich spekter 1ze ziskat v technickém sekretariadtu. Seznam referen -
¢nich materialti urCenych pro zkouseni podle ¢lankt predstavujicich ¢eska specifika se uvetejnuj e
ve Véstniku Statniho ustavu pro kontrolu lé¢iv v Praze a referencni materialy 1ze objednat v sekreta -
riatu Lékopisné komise MZ CR.

Pro rutinni analyzy latek podle ¢lankt prelozenych z Ph. Eur. se mohou pouzit pracovni standar-
dy za predpokladu, Ze jsou navazany na referencni materialy Evropské lékopisné komise.
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Kazda informace nezbytna pro spravné pouziti referencnich materialti Ph. Eur. je uvedena
v oznaceni na obalu, v pfibalové informaci nebo v katalogu. Tam, kde nejsou uvedeny podminky
suseni v piibalové informaci nebo na obalu, ma se latka pouzit tak, jak byla dodana. Evropsk a
1ékopisna komise neposkytuje analytické certifikaty nebo dalsi udaje, které se nevztahuji k prede -
psanému pouziti vyrobku. Datum pouzitelnosti se neuvadi; je zaruc¢eno, Ze referenéni materialy 1ze
pouzivat od data jejich obdrzeni po dobu nejméné 6 meésict, jestlize jsou uchovavany tak, jak je
popsano v ptibalové informaci; o jejich pouziti po této dob¢ je nutné se informovat v Technickém
sekretariatu Evropské 1ékopisné komise. Nelze rucit za stabilitu obsahu otevienych baleni.

Chemické referenéni latky. Zkratka CRL (v Ph. Eur. CRS) oznacuje chemickou referencni
latku vyhlasenou Evropskou 1ékopisnou komisi nebo referencni latku vyhlasenou Lékopisnou komi-
si MZ CR. Nékteré chemické referenéni latky se pouzivaji pro mikrobiologické stanoveni antibiotik
a jejich uc¢innost se udava v mezinarodnich jednotkach m.j. (v Ph. Eur. oznac¢ené U.L.) v ptibalové
informaci nebo na obalu a jsou definovany stejnym zptsobem jako biologické referencni ptipravky .

Biologické referen¢ni pripravky. VéEtsSinu primarnich referenénich piipravki citovanych
v Ph. Eur. i v CL tvoii mezinarodni standardy a mezinarodni referenéni piipravky vyhlagované Své-
tovou zdravotnickou organizaci. Protoze tyto referencni materialy jsou obvykl e k dispozici pouze
v omezenych mnozstvich, Evropska 1ékopisna komise vyhlasuje biologické referenéni pripravk y
(uvedené zkratkou BRP), kde je to vhodné. Uéinnost biologickych referenénich piipravki se vyjad-
fuje v mezinarodnich jednotkach znacenych m.j. (v Ph. Eur. oznacené U.L). Pro n€které biologickeé
referencni pripravky, kde neexistuje mezinarodni standard nebo mezinarodni referencni piipravek,
se ucinnost vyjadiuje v jednotkach Evropského lékopisu Ph.Eur.j. (v Ph. Eur. oznacené jak o
Ph.Eur.U.).

Pokud CL obsahuje ¢lanek, u ndhoZ je tieba ke zkouseni biologicky referenéni piipravek, ktery
nebyl ptipraven Evropskou Iékopisnou komisi, zajisti piipravu takového biologického referencniho
pripravku Lékopisna komise MZ CR v navaznosti na piisluiny referenéni piipravek Svétové zdra -
votnické organizace.

Referencni latky pro radiofarmaka jsou latky s definovanou Cistotou, jsou vzdy opatieny pii-
slunym osvédéenim s uvedenim jakosti a doby pouzitelnosti. Ziskavaji se od Ceského metrologic -
kého institutu - Inspektoratu pro ionizujici zareni, Radiova 1, Praha 10.

Referencni spektra. Referencni spektrum (pro infracervenou spektrofotometrii) je doprovazen o
informaci tykajici se podminek pouzitych pii pfiprave latky ke zkouSeni a zdznamu spektra. Refe-
rencni spektra potfebna ke zkouseni podle ¢lankd preloZzenych z Ph. Eur. Ize objednat v Technickém
sekretariatu Evropské 1ékopisné komise. Referenéni spektra potiebna ke zkouseni podle ¢lank i
predstavujicich Seska specifika lze objednat v sekretariatu Lékopisné komise MZ CR.
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1.3 Znadky a symboly

A absorbance

Al specificka absorbance

A, relativni atomova hmotnost

[a] 3 specifické opticka otacivost

ERF biologicky referen¢ni ptipravek

CRL chemicka referencni latka

dyy relativni hustota

A vinova délka

m.j. mezinarodni jednotka

M, relativni molekulova hmotnost

ny’ index lomu

Ph.Eur.j. Ph. Eur. jednotka

R zkoumadlo

R retenéni faktor pouzivany v chromatografii vyjadiujici pomér vzdalenosti sttedu
skvrny zkousené latky ke vzdalenosti ¢ela mobilni faze, méreno od mista nanaseni

RS roztok zkoumadla

R, pomér vzdalenosti stiedu skvrny zkousené latky od mista nanaseni ke vzdalenosti
sttedu skvrny porovnavaci latky od mista nandSeni pouzivany v chromatografii

T teplota tani

v teplota varu

VR zakladni latka pro odmérnou analyzu

4 odmérny roztok

Zkratky pouzivané v ¢lancich na imunni séra, imunoglobuliny a vakciny

CCIDy, Statisticky stanovené mnozstvi viru, u néhoz 1ze predpokladat, ze infikuje 50 %
bunéénych kultur, do nichz bylo ptidano.

ED, Statisticky stanovena davka vakciny, u niz lze v podminkach zkousek ptedpokla-
dat, ze u 50 % zvitat navodi tvorbu protilatek na antigeny souvisejici s vakcinou.

EIDq, Statisticky stanovené mnozstvi viru, u néhoz lze predpokladat, ze infikuje 50 %
ptacich embryi, do nichz bylo inokulovéno.

1D, Statisticky stanovené mnozstvi viru, u néhoz lze predpokladat, ze infikuje 50 %
zvitat, jimZ bylo inokulovano.
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L+/10 davka

L+ davka

LDy,

Lf davka

Lo/10 davka

Lp/10 davka

L1r/100 davka

MLD
PD;,

PFU
SPF

Nejmensi mnozstvi toxinu, které v podminkach zkousky smichano s 0,1 m.j.
antitoxinu a podano specifikovanym zptisobem usmrti v daném obdobi pokusna
zvitata.

Nejmensi mnozstvi toxinu, které v podminkach zkouSky smichano s 1 m.j.
antitoxinu a podano specifikovanym zptisobem usmrti pokusna zvirata.

Statisticky stanovené mnozstvi latky, u né¢hoz po podéni specifikovanym zptisobem
1ze ptedpokladat, Ze v daném obdobi usmrti 50 % pokusnych zvitat.

Mnozstvi toxinu nebo toxoidu, které v nejkrat§im obdobi vyvlockuje s 1 m,j.
antitoxinu.

Nejvétsi mnozstvi toxinu, které v podminkach zkousky smichano s 0,1 m.j.
antitoxinu a podano specifikovanymn zpiisobem nezplisobi v daném obdobi
pokusnym zvitatim toxické ptiznaky.

Nejmens$i mnozstvi toxinu, které v podminkach zkousky smichano s 0,1 m.j.
antitoxinu a podano specifikovanym zptisobem paralyzuje v daném obdobi pokusna
zvifata.

Nejmensi mnozstvi toxinu, které v podminkach zkousky smichano s 0,01 m.j.
antitoxinu a intrakutanné vstiiknuto zptisobi v daném obdobi charakteristickou
reakci v misté podani.

nejmensi smrtnd davka

Statisticky stanovena davka vakciny, u niz Ize v podminkéch zkousek ptedpokla-
dat, ze ochrani 50 % zvitat pred ¢elenzni davkou toxinli nebo mikroorganismu,
proti nimz je u¢inna.

jednotky vytvatejici poky nebo jednotky vytvarejici plaky

prosty specifikovanych patogent

Sbirky mikroorganismu

ATCC

L.P.

NCIMB

American Type Culture Collection
12301 Parklawn Drive
Rockville, MD 20852, USA

Collection de Bactéries de 1’Institut Pasteur
B.P.52, 25 Rue du Dr Roux
75724 Paris Cedex 15, France

Collection Nationale de Culture de Microorganismes (C.N.C.M.)
Institut Pasteur

25 Rue du Dr Roux

75724 Paris Cedex, France

National Collection of Industrial and Marine Bacteria Ltd.
23 St Machar Drive
Aberdeen AB2 1RY, Great Britain
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NCPF

NCTC

NCYC

S.S.L

CCM

CNCTC

National Collection of Pathogenic Fungi

London School of Hygiene and Tropical Medicine
Keppel Street

London WCI1E 7HT, Great Britain

National Collection of Type Cultures
Central Public Health Laboratory
Colindale Avenue

London NW9 5HT, Great Britain

National Collection of Yeast Cultures
AFRC Food Research Institute
Colney Lane

Norwich NR4 7UA, Great Britain

Statens Serum Institut
80 Amager Boulevard, Copenhagen, Denmark

Ceska sbirka mikroorganismii
Prirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity
Tvrdého 14, 602 00 Brno

Ceska narodni sbirka typovych kultur mikroorganismii

Statni zdravotni Gstav
Centrum epidemiologie a mikrobiologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10
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1.4 Jednotky mezinarodni soustavy (SI) pouzité v lékopise a vztah
k jinym jednotkam

Mezinarodni systém jednotek (SI)

Mezinarodni systém jednotek zahrnuje tii skupiny: zakladni jednotky, odvozené jednotky a
dopliikové jednotky". Zakladni jednotky a jejich definice obsahuje tabulka 1.4-1.

Odvozené jednotky se mohou tvofit kombinaci zakladnich jednotek podle algebraickych vztaht
mezi odpovidajicimi veli¢inami. N¢které z téchto odvozenych jednotek maji specialni nazvy a
symboly. SI jednotky pouzité v Ph. Eur. jsou uvedeny v tabulce 1.4-2.

Nekteré dulezité, vSeobecné pouzivané vedlejsi jednotky uvadi tabulka 1.4-3.

Predpony uvedené v tabulce 1.4-4 se pouzivaji pfi vytvareni nazvi a symbolii dekadickych
nasobki a dilt jednotek SI.

Tab. 1.4-1 Zékladni jednotky SI

Velic¢ina Jednotka
Nézev Symbol Nézev Symbol Definice

délka / metr m Metr je délka drahy, kterou probéhne svétlo ve vakuu
za 1/299 792 458 sekundy.

hmotnost m kilogram kg Kilogram je hmotnost mezinarodniho prototypu kilo-
gramu, ulozeného v Mezinarodnim ufadé pro vahy a
miry v Sévres.

cas t sekunda ] Sekunda je trvani 9 192 631 770 period zafeni
odpovidajiciho ptechodu mezi dvéma velmi jemnymi
hladinami zédkladniho stavu atomu cesia 133.

elektricky 1 ampér A Ampér je staly elektricky proud, ktery pii pritoku

proud dvéma rovnob&znymi pfimymi a nekone¢né dlouhy-
mi vodici zanedbatelného kruhového prirezu,
umisténymi ve vakuu ve vzajemné vzdalenosti 1 met-
ru vyvola mezi nimi stalou silu 2 . 10”7 newtonu na
metr délky.

termody- T kelvin K Kelvin je 1/273,16 termodynamické teploty trojného

namicka bodu vody.

teplota

latkové n mol mol Mol je latkové mnozstvi soustavy, ktera obsahuje

mnozstvi prave tolik elementarnich jedinct (entit), kolik je
atomt v 0,012 kg uhliku 12°

svitivost I, kandela cd Kandela je svitivost zdroje, ktery v daném sméru
vysila monochromatické zéafeni o kmito¢tu 540 . 10"
hertz a jehoz zarivost v tomto sméru je 1/683 wattu
na steradian.

* P¥i udavani latkového mnozstvi je tieba specifikovat elementarni entity; mohou jimi byt atomy, molekuly, ionty,
elektrony, jiné ¢astice nebo blize urcena seskupeni Eastic.

1))

Definice jednotek uzivanych v Mezinarodnim systému jsou uvedeny v knize "Le Systeme International d’Unités

(SD)", vydané Bureau International des Poids et Mesures, Pavillon de Breteuil, F-92310, Sevres. V Ceské republice
jsou veli¢iny, jednotky, znacky a prevodni ¢initele systému mezinarodnich jednotek SI vydavany a dopliiovany
Ceskym normalizacnim institutem v normach fady CSN ISO 31.
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Tab. 1.4-2 Jednotky pouzité v 1ékopise a odpovidajici jinym jednotkam

Veli¢ina Jednotka Pievod jinych jednotek
na jednotky SI
Nazev Symbol Nazev Symbol Zakladni Jiné jednotky ! Y
jednotka SI SI
vinocet % reciproky metr 1/m m’!
vinova délka A mikrometr um 10°m
nanometr nm 10°m
plosny obsah 4,8 Stvereény metr 2 m?
objem |4 krychlovy metr m’ m’ Iml=1cm’=
=10°m’
kmitodet fv hertz Hz s
hustota P kilogram na kg/m? kg.m? 1 g/ml=1g/em’ =
krychlovy =10’ kg.m?
metr
rychlost v metr za m/s m.s’
sekundu
sila F newton N mkg.s? ldyn=1gcms?=
=10°N

1 kp = 9,80665 N
tlak, mechanické p pascal Pa m'kg.s? N.m? 1 dyn/cm® = 10" Pa=
napéti =10" N.m?

1l atm=101325Pa=

= 101,325 kPa

1 bar=10°Pa=

=0,1 MPa

I mm Hg =

=133,322387 Pa

1 Torr =

=133,322368 Pa

1 psi = 6,894757 kPa
dynamicka n pascalsekunda Pa.s m'kgs! N.s.m? 1P=10"Pas=
viskozita =10" N.s.m?

1 cP=1mPa.s
kinematické v tvereény metr m%/s m2s! Pa.s.m kg’ 1St=1cm’s' =
viskozita za N.m.s.kg" =10*m’s"

sekundu
energie E W joule J m’kg.s? N.m lerg=1cmigs?=
=1dyncm=107J

1 cal =4,1868 J
vykon P watt W m*kg.s> N.m.s 1 erg/s =
(tepelny tok) Is! =1dyncms'=

=10"W =

=10"N.m.s' =
=107J.s'
pohlcena davka D gray Gy m’s? Jkg'! 1 rad = 10% Gy
(radiacni energie)
elektrické napéti, U volt \ mikg.s? A’ WA
elektromotorické
napéti
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Velic¢ina Jednotka Ptevod jinych jednotek
i . i | L na jednotky SI
Nazev Symbol Nazev Symbol Zakladni Jiné jednotky
jednotka SI SI
elektricky odpor ohm m2kg.s3 A% V.A"!
elektricky naboj @ coulomb C A.s
aktivita nuklidu A becquerel Bq s! 1Ci=37.10°Bq=
=37.10°s"
latkovéa koncen- c mol na krych- mol/m? mol.m? Imol/l=1M=
trace, molarni lovy metr =1 mol/dm?® =
koncentrace =10’ mol.m?
hmotnostni p. P kilogram na kg/m? kg.m? 1gl=1g/dm’=
koncentrace krychlovy metr =1kgm?
Tab. 1.4-3 Vedlejsi jednotky
Jednotka Hodnoty v SI jednotkach
Veli¢ina
Nazev Symbol
cas minuta min 1 min=60s
hodina h 1 h =60 min = 3600 s
den d 1d=24h=286400s
rovinny thel stupeil ° 1° = (n/180) rad
objem litr 1 11=1dm’=103m’
hmotnost tuna t 1t=10°kg
frekvence otaceni otacka za minutu ot/min 1 ot/min = (1/60) s
Tab. 1.4-4 Dekadické nasobky a dily jednotek
Cinitel Piedpona Znacka Cinitel Piedpona Znacka
10" exa E 10" deci d
10" peta P 107 centi c
10" tera T 10° mili m
10° giga G 10° mikro U
10° mega M 10° nano n
10° kilo k 1072 piko p
102 hekto h 107 femto
10 deka da 1078 atto a
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Poznamky
1. V Iékopise se pouziva Celsiova stupnice teplot (symbol je ). Je definovana vztahem:
t=T-T,
v némz T, je definovana jako 273,15 K. Celsiova nebo stostupriova stupnice se vyjadiuje ve stupnich
Celsia (symbol °C). Jednotka "stupeti Celsia" se rovna jednotce "kelvin".
2. Vyrazy pro koncentrace pouzivané v 1ékopise jsou definovany v Obecnych zasadach.

3. Radian je rovinny thel mezi dvéma poloméry kruZnice, které na obvodé vytinaji oblouk stejné délky,
jakou ma polomér.

4. V lékopise jsou definovany podminky odstfed'ovani porovnanim zrychleni a normalniho tihového
zrychleni (g,):
g2,=9,806 65 m.s?.
5. V Iékopise jsou pouzity nekteré veliCiny bez rozméru: relativni hustota (2.2.5), absorbance (2.2.25),

specificka absorbance (2.2.25) a index lomu (2.2.6), stejné jako veliiny vyjadrené v jinych jednotkach,
jako specificka opticka otacivost (2.2.7).

6. Mikrokatal je definovany jako enzymova ucinnost, kterd za definovanych podminek pfeméni (napf.
hydrolyzou) 1 mikromol substratu za sekundu.

7. Energie Castic a elektromagnetického zateni se vyjadiuje v joulech (J) a popf. v pokusné ziskanych
elektronvoltech (eV):

1eV=1,602177.10"1]"
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Tabulka relativnich atomovych hmotnosti

N

Nasledujici tabulka byla ptipravena Komisi pro atomové hmotnosti a zastoupeni izotopti (Commission
on Atomic Weights and Isotopic Abundances) a publikovana v roce 1996 Mezindrodni unii pro &istou a
uzitou chemii (International Union of Pure and Applied Chemistry, [UPAC). Podklady k uvetejnéni tabulky
v 1ékopise piipravilo Narodni centrum ITUPAC pro Ceskou republiku.

Nézev latinsky (Cesky) Symbol Atomové ¢islo Relativni atomova hmotnost
Actinium (aktinium) Ac 89 [227]
Aluminium (hlinik) Al 13 26,981538(2)
Americium (americium) Am 95 [243]
Argentum (stfibro) Ag 47 107,8682(1)
Argon (argon) Ar 18 39,948(1)
Arsenum (arsen) As 33 74,92160(2)
Astatium (astat) At 85 [210]
Aurum (zlato) Au 79 196,96654(3)
Barium (baryum) Ba 56 137,327(7)
Berkelium (berkelium) Bk 97 [247]
Beryllium (beryllium) Be 4 9,012182(3)
Bismuthum (bismut) Bi 83 208,98038(2)
Borum (bor) B 5 10,811(7)
Bromum (brom) Br 35 79,904(1)
Cadmium (kadmium) Cd 48 112,411(8)
Caesium (cesium) Cs 55 132,90545(2)
Calcium (vapnik) Ca 20 40,078(4)
Californium (kalifornium) Cf 98 [251]
Carboneum (uhlik) C 6 12,0107(8)
Cerium (cer) Ce 58 140,116(1)
Chlorum (chlor) Cl 17 35,4527(9)
Chromium (chrom) Cr 24 51,9961(6)
Cobaltum (kobalt) Co 27 58,933200(9)
Cuprum (méd’) Cu 29 63,546(3)
Curium (curium) Cm 96 [247]

)

Pure Appl. Chem., 68, 1996, 2339-2359.
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Nazev latinsky (Cesky) Symbol Atomové Cislo Relativni atomova hmotnost
Dysprosium (dysprosium) Dy 66 162,50(3)
Einsteinium (einsteinium) Es 99 [252]
Erbium (erbium) Er 68 167,26(3)
Europium (europium) Eu 63 151,964(1)
Fermium (fermium) Fm 100 [257]
Ferrum (Zelezo) Fe 26 55,845(2)
Fluorum (fluor) F 9 18,9984032(5)
Francium (francium) Fr 87 [223]
Gadolinium (gadolinium) Gd 64 157,25(3)
Gallium (gallium) Ga 31 69,723(1)
Germanium (germanium) Ge 32 72,61(2)
Hafnium (hafnium) Hf 72 178,49(2)
Helium (helium) He 2 4,002602(2)
Holmium (holmium) Ho 67 164,93032(2)
Hydrargyrum (rtut’) Hg 80 200,59(2)
Hydrogenium (vodik) H 1 1,00794(7)
Indium (indium) In 49 114,818(3)
Iodium (jod) 1 53 126,90447(3)
Iridium (iridium) Ir 77 192,217(3)
Kalium (draslik) K 19 39,0983(1)
Krypton (krypton) Kr 36 83,80(1)
Lanthanum (lanthan) La 57 138,9055(2)
Lawrentium (lawrencium) Lr 103 [262]
Lithium (lithium) Li 3 6,941(2)
Lutetium (lutecium) Lu 71 174,967(1)
Magnesium (hoi¢ik) Mg 12 24,3050(6)
Manganum (mangan) Mn 25 54,938049(9)
Mendelevium (mendelevium) Md 101 [258]
Molybdaenum (molybden) Mo 42 95,94(1)
Natrium (sodik) Na 11 22,989770(2)
Neodymium (neodym) Nd 60 144,24(3)
Neon (neon) Ne 10 20,1797(6)
Neptunium (neptunium) Np 93 [237]
Niccolum (nikl) Ni 28 58.6934(2)
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Nazev latinsky (Cesky) Symbol Atomové Cislo Relativni atomova hmotnost
Niobium (niob) Nb 41 92,90638(2)
Nitrogenium (dusik) N 7 14,00674(7)
Nobelium (nobelium) No 102 [259]
Osmium (osmium) Os 76 190,23(3)
Oxygenium (kyslik) 0 8 15,9994(3)
Palladium (palladium) Pd 46 106,42(1)
Phosphorus (fosfor) P 15 30,973761(2)
Platinum (platina) Pt 78 195,078(2)
Plumbum (olovo) Pb 82 207,2(1)
Plutonium (plutonium) Pu 94 [244]
Polonium (polonium) Po 84 [209]
Praseodymium (praseodym) Pr 59 140,90765(2)
Promethium (promethium) Pm 61 [145]
Protactinium (protaktinium) Pa 91 231,03588(2)
Radium (radium) Ra 88 [226]
Radon (radon) Rn 86 [222]
Rhenium (rhenium) Re 75 186,207(1)
Rhodium (rhodium) Rh 45 102,90550(2)
Rubidium (rubidium) Rb 37 85,4678(3)
Ruthenium (ruthenium) Ru 44 101,07(2)
Samarium (samarium) Sm 62 150,36(3)
Scandium (skandium) Sc 21 44,955910(8)
Selenium (selen) Se 34 78,96(3)
Silicium (kiemik) Si 14 28,0855(3)
Stannum (cin) Sn 50 118,710(7)
Stibium (antimon) Sb 51 121,760(3)
Strontium (stroncium) Sr 38 87,62(1)
Sulfur (sira) S 16 32,066(6)
Tantalum (tantal) Ta 73 180,9479(1)
Technetium (technecium) Tc 43 [98]
Tellurium (tellur) Te 52 127,60(3)
Terbium (terbium) Tb 65 158,92534(2)
Thallium (thallium) Tl 81 204,3833(2)
Thorium (thorium) Th 90 232.0381(1)
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Nazev latinsky (Cesky) Symbol Atomové Cislo Relativni atomova hmotnost
Thulium (thulium) Tm 69 168,93421(2)
Titanium (titan) Ti 22 47,867(1)
Wolframium (wolfram) W 74 183,84(1)
Uranium (uran) U 92 238,0289(1)

Vanadium (vanad) \Y 23 50,9415(1)

Unnilennium (unnilennium) Une 109 [266]
[Meitnerium] [Mt]

Unnilhexium (unnilhexium) Unh 106 [263]
[Seaborgium] [Sg]

Unniloctium (unniloctium) Uno 108 [265]
[Hassium] [Hs]

Unnilpentium (unnilpentium) Unp 105 [262]
[Dubnium] [Db]

Unnilquadium (unnilquadium) Unq 104 [261]
[Rutherfordium] [Rf]

Unnilseptium (unnilseptium) Uns 107 [262]
[Bohrium] [Bh]

Ununnilium (ununnilium) Uun 110 [269]

Unununium (unununium) Uuu 111 [272]

Xenon (xenon) Xe 54 131,29(2)

Ytterbium (ytterbium) Yb 70 173,04(3)

Yttrium (yttrium) Y 39 88,90585(2)

Zincum (zinek) Zn 30 65,39(2)

Zirconium (zirkonim) Zr 40 91,224(2)

FPoznamka: Hranaté zavorky u Cisel ve sloupci Relativni atomové hmotnosti znaci kolisan i
hodnoty posledni ¢islice a kulaté zavorky znaci kolisani hodnoty ¢isla uvedeného v zavorce.

Nazvy a znacky uvedené v hranatych zavorkach u prvkt s atomovym c¢islem 104, 105, 106,
107, 108, 109 dle doporuceni International Union of Pure and Applied Chemistry ze dne 30. 8.

1997.
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2.1 Pristroje a jiné pomucky ke zkouSeni

2.1.1Kapatka

Pokud se pouZziva pojem "kapka", rozumi se tim kapka ziskana za
pouziti nize popsaného standardniho kapatka.

Standardni kapatko, viz obrazek 2.1.1-1, je vyrobeno z prakticky
bezbarvého skla a je na dolnim konci zakonc¢eno kruhovym otvorem
v roviné kolmé k ose kapatka.

Mohou se pouzit jina kapatka, pokud vyhovuji nésledujici zkousce.

Kapatko se peclivé vycisti a upevni ve vertikalni poloze. 20 kapek
vody R, které pii teploté (20 = 1) °C volné vykapou z kapatka konstantni
rychlosti 1 kapka/s, vazi (1000 + 50) mg.

S kazdym kapatkem se provedou tfi stanoveni. Vysledky jednotli-
vych stanoveni se nelisi od priméru ze tii stanoveni o vice nez 5 %.

el
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Obr. 2.1.1-1 Standardni
kapatko

Rozmeéry v milimetrech
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2.1.2Porovnavaci tabulka stupiiti porovitosti pro filtry ze slinutého skla"

Tab. 2.1.2-1

Stupent pérovitosti Maximalni pramér Némecko Francie Velka Britanie
(Ph. Eur.)" port v mikrometrech
1,6 méné nez 1,6 5f - -
- 1-25 5 - 5
4 1,6 -4 - - -
- 4-6 - 5 -
10 4-10 4f - 4
16 10-16 4 4 -
40 16 - 40 3
- 40 - 50 - - 2
100 40 - 100 2 2 -
- 100 - 120 - - 1
160 100 - 160 1 1 -
- 150 - 200 0 0 -
250 160 - 250 - - -
- 200 - 500 - 00 -

* Evropsky 1ékopis piijal systém, ktery vyhlasila Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO, piejato do

CSN 70 4850).

Priméry v mikrometrech

Specialni pouziti

<2,55 - bakteriologicka filtrace

4az10
10 az 40

- ultra-jemna filtrace, déleni mikroorganismi velkého priméru
- analyticka filtrace, velmi jemna filtrace rtuti, velmi jemna disperze plynt
40 az 100 - jemna filtrace, filtrace rtuti, jemna disperze plyni

100 az 160 - filtrace hrubych materialt, disperze a promyvani plynd, predfiltry pfi pouziti jinych
filtra¢nich materiala

160 az 500 - filtrace velmi hrubych materialti, disperze a promyvani plynt

2.1.3Ultrafialové lampy pro analytické ucely

Ultrafialové lampy pro analytické ucely se zpravidla skladaji ze rtutové vybojky, ktera slouzi
jako zdroj ultrafialového svétla, a z vhodného filtru, ktery eliminuje viditelnou ¢ast spektra emito-
vaného vybojkou.Pokud I€kopis piedepisuje ve zkousce pouziti ultrafialového svétla o vinové délce

Y Uvéadéné hodnoty jsou pfiblizné.
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254 nm nebo 365 nm, pouZije se lampa, ktera se sklada ze rtutové vybojky a filtru, jejichz emisn i
pasmo ma maximum intenzity pii 254 nm nebo 365 nm. Pouzitd lampa umoziuje spolehlivou
detekci standardni skvrny salicylanu sodného o priiméru asi 5 mm na vrstvé silikagelu G R, pokud
se skvrna pozoruje v bézné poloze vzhledem ke zdroji zafeni.

Pro ovétfovani tohoto pozadavku se nanasi 5 ul roztoku salicylanu sodného R (0,4 g/l)
v lihu 96% R? pro lampy s maximem pti 254 nm a 5 ul roztoku (2 g/l) v lihu 96% R pro lampy
s maximem pii 365 nm. Vzdalenost mezi lampou a chromatografickou deskou nastavena pii zkous -
ce uvedené v 1ékopisném ¢lanku nema byt vétsi nez vzdalenost nastavena pii tomto ovérovani.

2.1.4Sita

Pouzivaji se sita se ¢tvercovymi otvory zhotovena z vhodnych materiald. Pro jiné nez analytické
ucely mohou byt pouzita sita s kruhovymi otvory, jejichz vnitini priméry jsou 1,25nasobky
velikosti ¢tvercovych otvort odpovidajiciho sita. Material, z kterého jsou sita zhotovena, nesmi
reagovat s prosivanou latkou. Stupeii rozdrobeni je pfedepsan v jednotlivych ¢lancich tak, Ze ¢islo
sita, jehoz hodnota odpovida jmenovité velikosti otvorti v mikrometrech, je uvedeno v zavorce za
nazvem latky.

Mezni uchylka® velikosti otvorli pro jednotlivy otvor (+X): velikost otvorll nepiesahuje
jmenovitou velikost otvoril o vice nez X, které se vypocita ze vztahu:

0,75
X = 2@; ) +4(w0’25),

v némz znaci:
w - velikost otvord v um.
Mezni uchylka velikosti otvord pro primérnou velikost otvortl ( Y): primérna velikost otvort

se neodchyluje od jmenovité velikosti otvorl o vice nez £ 7, které se vypocita ze vztahu:
0,98
vy =2 _ +16.
27

2 Pouzity lih 96% R nesmi vykazovat Zadnou fluorescenci.

» Mezinarodni norma ISO 3310/1 (1975)
CSN ISO 3310/1 (1994)
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Tab. 2.1.4-1
Cislo sita Mezni uchylky velikosti otvorl Pramér dratd d
O\I}:}eﬁnko(:;ltta ~ pro pro stfedni rozpéti volby
o jednotlivy pramérny mezni doporucené
otvord) otvor otvor uchylka inen d.. d..
+X +Y +7Z
11200 770 350 560 2500 2900 2100
8 000 600 250 430 2 000 2300 1700
5600 470 180 320 1 600 1 900 1300
4 000 370 130 250 1 400 1700 1200
2 800 290 90 190 1120 1300 950
2 000 230 70 150 900 1 040 770
1 400 180 50 110 710 820 600
1 000 140 30 90 560 640 480
710 112 25 69 450 520 380
500 89 18 54 315 360 270
355 72 13 43 224 260 190
250 58 9,9 34 160 190 130
180 47 7,6 27 125 150 106
125 38 5,8 22 90 104 77
90 32 4,6 18 63 72 54
63 26 3,7 15 45 52 38
45 22 3,1 13 32 37 27
38 - - - 30 35 24

Ciselné hodnoty uvedeny v mikrometrech

Stiedni mezni uchylka (£2): nejvySe 6 % z celkového poctu otvorti smi mit velikost mezi
"jmenovitou + X" a "jmenovitou + Z". Z je vyjadfeno vztahem:

z-X21
2

Primér dratu (d): priméry dratu uvedené v tabulce se vztahuji na protkdvané kovové draténé
pletivo vsazené do ramu. Jmenovité priméry dratu se mohou lisit od téchto hodnot v mezich limitt
d oy @ dyin. Tyto limity definuji ptipustné rozpéti vybéru piiblizn€ £15 % od jmenovitych hodnot.

Draty ve zkouseném situ musi mit ptiblizn€ stejné praiméry v osnove a utku.

2.1.5Zkumavky pro porovnavaci zkousky

Neni-li pfedepséano jinak, porovnavaci zkousky se provad¢ji ve zkumavkéch z bezbarvého skla
s vnitinim pramérem 16 mm, jejichz dno je ploché a prihledné. Pozorovani se provadi
v rozptyleném svétle shora ve smeru podélné osy zkumavky proti bilému nebo v piipad¢€ potieby
¢ernému pozadi.



Castka 1 Sbirka zakond &. 1 /1998 Strana 29

Fristroje a jiné pomiicky ke zkouseni 29

2.1.6Detekéni trubicky pro plyny

Detekeni trubicky pro plyny jsou zatavené trubicky vyrobené z prihledného inertniho materialu,
které umoziuji po odlomeni zatavii priicchod plynu. Obsahuji zkoumadla adsorbovana na inertnich
nosicich, ktera jsou vhodna k vizualni detekci sledované latky. Je-li to nutné, mohou obsahovat také
predrazené chemické filtry k odstranéni latek, které rusi detekci sledované latky. Detekéni trubicka
pro plyny obsahuje bud’ jedno zkoumadlo pro detekci dané latky, nebo vice zkoumadel pro detekci
nékolika riznych latek (jednovrstva nebo vicevrstva trubicka).

Zkouska se provadi prichodem ptredepsaného objemu zkouSeného plynu detekéni trubickou.
Délka zbarvené vrstvy nebo intenzita barevné zmény indikuje na délené stupnici pfitomnost sledo-
vanych latek a udava jejich ptiblizny obsah v plynu.

Kalibrace detek¢nich trubicek se ovétuje podle instrukci vyrobce.

Fracovni podminky. Zkouska se provadi podle instrukci vyrobce nebo podle nasledujiciho
postupu.

Zdroj plynu se ptipoji k vhodnému regulédtoru tlaku a jehlovému ventilu. Ohebna hadicka
zakoncena dilem Y se pfipoji k jehlovému ventilu a priitok zkouseného plynu se sefidi tak, aby
prochazel hadickou vhodnou rychlosti, viz obrazek 2.1.6-1. Pripravi se detekéni trubicka a ptipoji
se k méfici pumpicce podle instrukei vyrobce. Volny konec detekéni trubicky se kratkou hadickou
pripoji k druhému konci dilu Y. Pumpickou se provede potifebny pocet nasati plynu tak, aby
detekéni trubickou proSel vhodny objem zkouseného plynu. Odecte se hodnota udana délkou
zabarvené vrstvy nebo intenzitou zabarveni na délené stupnici. V piipadé€ negativniho vysledku
mohou byt detek¢ni trubi¢ky ovéteny pomoci kalibracniho plynu, ktery obsahuje sledovanou latku.
Pro ovéfeni detekéni trubicky ke stanoveni oleje se pouzije jina detekeni trubicka ze stejné vyrobni
Sarze.

Trubicka pro detekci oxidu uhlicitého. Je sklenéna zatavena trubicka obsahujici adsorpéni filtry
a vhodné nosice pro hydrazin a violet’ krystalovou jako detekéni zkoumadla. Nejmensi zjistitelna
hodnota je 100 ml/m?*s relativni smérodatnou odchylkou témé £15 %.

Trubicka pro detekci oxidu siricitého. Je sklenéna zatavena trubicka obsahujici adsorpéni filtry
a vhodné nosice pro jod a skrob jako detekéni zkoumadla. Nejmensi zjistitelna hodnota je 0,5 ml/m?
s relativni smérodatnou odchylkou témét £15 %.

Trubicka pro detekci oleje. Je sklenéna zatavena trubic¢ka obsahujici adsorpéni filtry a vhodné
nosi¢e pro kyselinou sirovou jako detekéni zkoumadlo. Nejmensi zjistiteln4 hodnota je 0,1 mg/m’
s relativni smérodatnou odchylkou témét £30 %.

Trubicka pro detekci oxidu dusnatého a oxidu dusiciteho. Je sklenéna zatavena trubicka obsahu-
jici adsorpéni filtry a vhodné nosice pro oxidacni vrstvu (stl Sestimocného chromu) a pro dife-
nylbenzidin jako detekéni zkoumadla. Nejmensi zjistitelna hodnota je 0,5 ml/m’s relativni sméro-
datnou odchylkou témeér =15 %.

Trubicka pro detekci oxidu uhelnatého. Je sklenéna zatavena trubicka obsahujici adsorpéni filtry
a vhodné nosice pro oxid jodi¢ny, oxid seleniCity a kyselinu sirovou jako detekéni zkoumadla.
Nejmensi zjistitelna hodnota je 0,5 ml/m? (popt. méng) s relativni smérodatnou odchylkou téméi
=15 %.

Trubicka pro detekci sirovodiku. Je sklenéna zatavena trubicka obsahujici adsorpéni filtry
a vhodné nosi¢e pro olovnatou sil jako detekéni zkoumadlo. Nejmensi zjistitelnd hodnota je
1 ml/m® (popf. méné) s relativni smérodatnou odchylkou téméf +10 %.
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Obr. 2.1.6-1

1. zdroj plynu

2. regulator tlaku

3. jehlovy ventil

4. spojovaci dil Y

5. detekeni trubicka

6. pumpicka pro prosavani plynu trubickou
7. vystup do atmosféry

Trubicka pro detekci vodnich par. Je sklenéna zatavena trubicka obsahujici adsorpéni filtry a
vhodné nosice pro chloristan hofecnaty jako detekéni zkoumadlo. Nejmensi zjistitelnd hodnota je
60 ml/m’ (popt. méné) s relativni smérodatnou odchylkou téméi £20 %.
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2.2 Fyzikalni a fyzikalné-chemické metody

2.2.1Cirost a stupeii opalescence tekutin

Pouziji se stejné zkumavky z bezbarvého prihledného neutralniho skla s plochym dnem a
s vnitinim primérem 15 mm az 25 mm. Porovnava se zkousena tekutina s Cerstvé pfipravenou
porovnavaci suspenzi (pfiprava popsana nize) ptfi vySce vrstvy 40 mm. Roztok se porovnava
v rozptyleném dennim svétle za 5 min po piipravé porovnavaci suspenze shora ve sméru podélné
osy zkumavky proti cernému pozadi. Rozptyl svétla ma byt takovy, aby bylo mozno snadno rozlisit
porovnavaci suspenzi I od vody R a porovnavaci suspenzi Il od porovnavaci suspenze 1.

Tekutina je ¢ira, jestlize jeji Cirost je stejna jako u vody R nebo pouzitého rozpoustédla,
zkouseno za podminek vyse uvedenych, nebo jestlize nejevi silnéjsi opalescenci neZ porovnavaci
suspenze .

Zkoumadla

Roztok hydraziniumsulfatu. 1,000 g hydraziniumsulfatu R se rozpusti ve vode R a doplni se ji do
100,0 ml. Necha se stat 4 az 6 h.

Roztok methenaminu. V kuzelové bainice na 100 ml se sklenénym uzavérem se rozpusti 2,500 g
methenaminu R v 25,0 ml vody R.

Zdkladni suspenze pro opalescenci. K roztoku methenaminu v bance se prida 25,0 ml roztoku
hydraziniumsulfatu. Promicha se a necha se stat 24 h. Tato zakladni suspenze je stala dva mésice.
Uchovava se ve sklenénych nddobéch s intaktnim povrchem. Suspenze nesmi pfilnout ke sténé
nadoby a pied pouzitim se musi dobie promichat.

Standard pro opalescenci. 15,0 ml zakladni suspenze pro opalescenci se doplni vodou R do
1000,0 ml. Cerstvé piipravena suspenze mize byt uchovavana nejdéle 24 h.

Forovnadvaci suspenze. Pripravi se v ¢as potfeby podle nasledujici tab. 2.2.1-1 smichanim obou slo-
Zek a protfepanim pied pouzitim.

Tab. 2.2.1-1
I 11 111 v
Standard pro opalescenci 5,0 ml 10,0 ml 30,0 ml 50,0 ml
Voda R 95,0 ml 90,0 ml 70,0 ml 50,0 ml

2.2.2Stuper zbarveni tekutin

Hodnoceni stupné zbarveni tekutin v barevné fadé hnéda, zluta, Cervena se provadi jednou ze
dvou metod nize uvedenych, ptedepsanych v jednotlivych ¢lancich.

Tekutina je bezbarva, jestlize je stejného vzhledu jako voda R nebo rozpoustédlo, nebo neni-li
vice zbarvena nez porovnavaci barevny roztok H, (tab. 2.2.2-2).

Metoda I

Pouziji se stejné zkumavky z bezbarvého pruhledného neutralniho skla s vné&j$im primérem
12 mm. Porovnavaji se 2,00 ml zkouSené tekutiny s 2,00 ml vody R nebo rozpoustédla nebo
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porovnavaciho barevného roztoku (viz tabulky porovnavacich barevnych roztokl), jak je
predepsano v ¢lanku. Porovnavani se provadi v rozptyleném dennim svétle proti bilému pozadi
kolmo k podéIné ose zkumavky.

Metoda I1

Pouziji se stejné zkumavky z bezbarvého prihledného neutralniho skla s plochym dnem a
s vnitinim primérem 15 mm az 25 mm. Porovnava se zkousena tekutina s vodou R nebo rozpous-
tédlem nebo s porovnavacim barevnym roztokem (viz tabulky porovnavacich barevnych roztoki).
Vyska vrstvy je 40 mm. Porovnavani se provadi v rozptyleném dennim svétle proti bilému pozadi
shora ve sméru podélné osy zkumavky.

Zkoumadla
Ziakladni barevné roztoky

Zluty roztok

46,0 g chloridu zelezitého R se rozpusti v asi 900 ml smési 25,0 ml kyseliny chlorovodikové R
a975,0 ml vody R a doplni se do 1000,0 ml stejnou smési. Titraéné se stanovi skuteény obsah, ktery
se upravi pfidanim stejné smési na 45,0 mg FeCl; . 6H, O/ml. Roztok se uchovava chranén pred
svétlem.

Stanoveni obsahu. K 10,0 ml ptipraveného roztoku v 250ml kuzelové baiice se zabrousenou zatkou
se ptida 15,0 ml vody R, 5,0 ml kyseliny chiorovodikové R a 4,0 g jodidu draselného R. Barika se
uzavrte, necha se stat 15 min v temnu a poté se ptida 100 ml vody R. Uvolnény jod se titruje thiosi-
ranem sodnym 0,1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml roztoku skrobu R jako indikatoru, ktery se ptida pred
koncem titrace.

1 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS odpovida 27,03 mg FeCl;. 6H,0.

Cerveny roztok

60,0 g chloridu kobaltnatého R se rozpusti asi v 900 ml smési 25,0 ml kyseliny chiorovodikové R
2 975,0 ml vody R a doplni se do 1000,0 ml stejnou smési. Titracné se stanovi skute¢ny obsah, ktery
se upravi pfidanim stejné smési na 59,5 mg CoCl, . 6H,0/ml.
Stanoveni obsahu. K 5,0 ml pfipraveného roztoku v 250ml kuzelové baiice se zabrousenou zatkou
se prida 5,0 ml peroxidu vodiku ziedéného R, 10,0 ml roztoku hydroxidu sodného R (300 g/l) a
opatrng se vaii 10 min. Po ochlazeni se ptida 60 ml kyseliny sirové ziedené R a 2,0 g jodidu drasel-
ného R. Batika se uzavie a vznikla srazenina se rozpusti mirnym tfepanim. Uvolnény jod se titruje
thiosiranem sodnym 0,1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml skrobu RS jako indikatoru, ktery se ptida pred
koncem titrace. Titruje se do vzniku rizového zbarveni.

1 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS odpovida 23,79 mg CoCl,. 6H,0.

Modry roztok

63,0 g siranu médnatého R se rozpusti asi v 900 ml smési 25,0 ml kyseliny chlorovodikové R
a 975,0 ml vody R a doplni se do 1000,0 ml stejnou smési. Stanovi se skute¢ny obsah, ktery se
upravi pfidanim stejné smési na 62,4 mg CuSO, . 5H,0O/ml.
Stanoveni obsahu. K 10,0 ml pripraveného roztoku v 250ml kuzelové barice se zabrousenou zatkou
se pfida 50,0 ml vody R, 12,0 ml kyseliny octové ziedéné R a 3,0 g jodidu draselného R. Uvolnény
jod se titruje thiosiranem sodnym 0,1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml skrobu RS jako indikatoru, ktery
se prida pred koncem titrace. Titruje se do vzniku slab&é hnédého zbarveni.

1 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS odpovida 24,97 mg CuSO,. 5H,0.
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Standardni barevné roztoky
Smichanim ti zakladnich barevnych roztoki se pfipravi pét standardnich barevnych roztoka

(tab. 2.2.2-1).

Tab. 2.2.2-1
Standardni barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok .
kyselina
zluty roztok cerveny roztok modry roztok chlorovodikova
10 g/l
H (hnédy) 3,0 3,0 2.4 1,6
HZ (hnédoZluty) 2,4 1,0 0,4 6,2
7 (Zuty) 2,4 0,6 0,0 7,0
77 (zelenoZluty) 9,6 0,2 0,2 0,0
C (erveny) 1,0 2,0 0,0 7,0

Porovnavaci barevné roztoky pro metody I a II

Ztedénim standardnich barevnych roztoki se pfipravi porovnavaci barevné roztoky (tab. 2.2.2-2
az 2.2.2-6).

Tab. 2.2.2-2 Porovnavaci barevné roztoky H

Porovnavaci barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok standardni roztok H kyselina chlorovodikova 10 g/l
H, 75,0 25,0
H, 50,0 50,0
H, 37,5 62,5
H, 25,0 75,0
H; 12,5 87,5
H, 5,0 95,0
H, 2,5 97,5
H, 1,5 98,5
H, 1,0 99,0
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Tab. 2.2.2-3 Porovnavaci barevné roztoky HZ

Porovnévaci barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok standardni roztok HZ kyselina chlorovodikova 10 g/l
HZ, 100,0 0,0
HZ, 75,0 25,0
HZ, 50,0 50,0
HZ, 25,0 75,0
HZ 12,5 87,5
HZ, 5,0 95,0
HZ 2,5 97,5

Tab. 2.2.2-4 Porovnavaci barevné roztoky Z

Porovnavaci barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok standardni roztok 7 kyselina chlorovodikova 10 g/l
Z, 100,0 0,0
Z, 75,0 25,0
Z, 50,0 50,0
Z, 25,0 75,0
Zs 12,5 87,5
Zg 5,0 95,0
Z, 2,5 97,5

Tab. 2.2.2-5 Porovnavaci barevné roztoky ZZ

Porovnévaci barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok standardni roztok ZZ kyselina chlorovodikova 10 g/l
ZZI 25,0 75,0
7z, 15,0 85,0
ZZ, 8,5 91,5
7z, 5,0 95,0
77, 3,0 97,0
ZZ 1,5 98,5
77 0,75 99,25
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Tab. 2.2.2-6 Porovnavaci barevné roztoky C

Porovnévaci barevny Mnozstvi roztoku v ml
roztok standardni roztok C kyselina chlorovodikova 10 g/l
¢, 100,0 0,0
C, 75,0 25,0
C, 50,0 50,0
Cy 37,5 62,5
Cs 25,0 75,0
Cs 12,5 87,5
C 5,0 95,0
Uchovavani

Pro metodu I mohou byt porovnavaci barevné roztoky uchovavany v té€sné uzavienych
zkumavkach z bezbarvého prihledného neutralniho skla s vnéjs$im primérem 12 mm chranénych
pred svétlem.

Pro metodu II se pfipravuji porovnavaci barevné roztoky tésné pred pouzitim se standardnich
barevnych roztoki.

2.2.3Potenciometrické stanoveni pH

Hodnota pH udava pomoci konven¢né stanovené logaritmické stupnice aktivitu hydroxoniovych
iontll ve vodném roztoku. Pro praktické ucely se pouziva konvencni stupnice pH. Hodnota pH
zkousencho roztoku je vztazena na hodnotu pH referencniho roztoku (pH ) podle vzorce:

E - E
s

H = pH_ -
pH = pH, :

2

v némz znadi:

E - potencial ¢lanku se zkousenym roztokem vyjadfeny ve voltech,
E_ - potencial ¢lanku s roztokem o znamém pH, rovnéZz ve voltech,
k - konstanta zavisla na teploté.

Tab. 2.2.3-1 Hodnoty & pii riznych teplotach

Teplota °C k
15 0,0572
20 0,0582
25 0,0592
30 0,0601
35 0,0611
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Pii potenciometrickém stanoveni pH se méti rozdil potencidlu mezi dvéma vhodnymi
elektrodami ponotfenymi do zkouseného roztoku. Jedna z elektrod (indikacni) je citliva na vodikové
(hydroxoionové) ionty (obvykle elektroda sklenénd) a druhd je srovnavaci elektroda (napf.
nasycena kalomelova elektroda).

Fristroj. Méficim piistrojem je voltmetr s vnitinim odporem nejméné 100nasobné vétsim nez
odpor pouzitych elektrod. Je kalibrovan v jednotkach pH a jeho rozliSovaci schopnost musi byt
nejméné 0,05 jednotek pH (nebo nejméne 0,003 V).

Fostup. Neni-li v ¢lanku uvedeno jinak, provadéji se vSechna méteni pti stejné teplote (20 °C
az 25 °C). Tab. 2.2.3-2 vyjadifuje zmény pH v zavislosti na teplot¢ u fady referenc¢nich tlumivych
roztokl pouzivanych pro kalibraci pfistroje. Pro pfipadnou korekci na teplotu je tfeba se fidit
instrukcemi vyrobce. Pristroj se kalibruje tltumivym roztokem hydrogenftalanu draselného (primarni
standard) a jednim z dalSich tlumivych roztoki rozdilného pH (pfednostné jednim z roztokd uvede-
nych v tab. 2.2.3-2). Naméfena hodnota pH tfetiho tlumivého roztoku, jehoz pH lezi mezi obéma
uvedenymi hodnotami pH tlumivych roztok, se nesmi lisit o vice nez 0,05 jednotek pH od skutec-
né hodnoty tohoto roztoku. Ponofeni elektrod do méfeného roztoku a odecitani je tfeba provadét
za stejnych podminek jako u roztokd tlumivych.

Pti ¢astém pouzivani pristroje se kontrola jeho kalibrace provadi pravidelné. V opacném piipadé
je tieba provadeét tyto kontroly pied kazdym méfenim.

Vsechny zkousené a referencni tlumivé roztoky se ptipravuji z vody prosté oxidu uhliciteho R.

Priprava referenc¢nich tlumivych roztoki

Tetraoxalat draselny 0,05 mol/l. 12,61 g C,H;KO, .2H,O se rozpusti ve vodéR a doplni se ji do
1000,0 ml.

Hydrogenvinan draselny nasyceny pri 25 °C. Nadbytek C,H,KO, se intenzivné protfepava s vo-
dou R pti 25 °C. Piefiltruje se nebo dekantuje. Pfipravuje se tésn¢ pred pouzitim.
Dihydrogencitronan draselny 0,05 mol/l. 11,41 g C.H, KO, se rozpusti ve vodé R a doplni se ji do
1000,0 ml. Pfipravuje se tésné pied pouzitim.

Hydrogenfialan draselny 0,05 mol/l. 10,13 g C;H;KO, vysuseného pii 110 °C az 135 °C se rozpusti
ve vodé R a doplni se ji do 1000,0 ml.

Dihydrogenfosforecnan draselny 0,025 mol/l + hydrogenfosforecnan sodny 0,025 mol/l. 3,39 g
KH,PO, a 3,53 g Na,HPO,, oba vysusené po dobu 2 h pti 110 °C az 130 °C, se rozpusti ve vodeé R
a doplni se ji do 1000,0 ml.

Dihydrogenfosforecnan draselny 0,0087 mol/l + hydrogenfosforecnan sodny 0,0303 mol/l. 1,18 g
KH,PO, a 4,30 g Na,HPO,, oba vysusené po dobu 2 h pti 110 °C az 130 °C, se rozpusti ve vodeé R
a doplni se ji do 1000,0 ml.

Tetraboritan sodny 0,01 mol/l. 3,80 g Na,B,0, . 10H, O se rozpusti ve vodé R a doplni se ji do
1000,0 ml. Uchovava se chranén pied vzduSnym oxidem uhli¢itym.

Uhlicitan sodny 0,025 mol/l + hydrogenuhlicitan sodny 0,025 mol/l. 2,64 g Na,CO, a 2,09 g
NaHCO, se rozpusti ve vode R a doplni se ji do 1000,0 ml.



Tab. 2.2.3-2 pH referencnich tlumivych roztokd pfi riznych teplotach

Teplota Tetraoxalat | Hydrogenvinan | Dihydrogen- | Hydrogenftalan | Dihydrogen- Dihydrogen- Tetraboritan Uhlicitan
°0O) draselny draselny citronan draselny fosfore¢nan fosfore¢nan sodny sodny
0,05 mol/l (nasyceny draselny 0,05 mol/1l draselny draselny 0,01 mol/l 0,025 mol/l
pti 25 °C) 0,05 mol/l 0,025 mol/l 0,0087 mol/l +
+ + hydrogen-
hydrogenfosfo- | hydrogenfosfo- uhli¢itan
re¢nan sodny recnan sodny sodny
0,025 mol/l 0,0303 mol/l 0,025 mol/l
C,H:KO;. C,H,KO, C.H,KO, CH,KO, KH,PO, + KH,PO, + Na,B,0,. Na,CO, +
.2H,0 Na,HPO, Na,HPO, . 10H,0 NaHCO,
15 1,67 3,80 4,00 6,90 7,45 9,28 10,12
20 1,68 3,79 4,00 6,88 7,43 9,23 10,06
25 1,68 3,56 3,78 4,01 6,87 7,41 9,18 10,01
30 1,68 3,55 3,77 4,02 6,85 7,40 9,14 9,97
35 1,69 3,55 3,76 4,02 6,84 7,39 9,10 9,93
ApH +0,001 -0,0014 -0,0022 +0,0012 -0,0028 -0,0028 -0,0082 -0,0096
At

*ZménapHnal °C
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2.2.4 Vztah mezi reakci roztoku, pf¥ibliZznymi hodnotami pH a zabarvenim nékterych

indikatora

K 10 ml zkouseného roztoku se ptida 0,1

jinak.

Tab. 2.2.4-1

ml indikatoru, pokud neni pfedepsano v tab. 2.2.4-1

Reakce pH Indikator Zabarveni
zasadita > 8 lakmusovy papir modré
thymolova modft Sedé nebo fialové modré
slabé zasadita 8,0 - 10,0 | fenolftalein” bezbarvé az ruzové
thymolova modi Sedé
siln€ zasadita >10 fenolftaleinovy papir cervené
thymolova modf fialové modré
neutralni 6,0 - 8,0 [methylova Cerven zluté
fenolova Serveit” 7luté nebo rtzové
neutralni na tropeolin OO >3,0 |tropeolin OO zluté
neutralni na dimethylovou zlut > 4.0 dimethylova zlut” zluté; cervené po pridani
0,1 ml kyseliny chlorovodi-
kové 0,1 mol/l
neutralni na methylovou 4,5-6,0 |methylova Cerven oranzove Cervené
Cerveil
neutralni na fenolftalein <8,0 fenolftalein” bezbarvé; rizové nebo
Cervené po pridani 0,05 ml
hydroxidu sodného
0,1 mol/l
kysela <6,0 methylova Cerven oranzové nebo cervené
bromthymolova modi™* | Zluté
methylova Cerven oranzoveé
slabé kysela 4,0 - 6,0 |bromkrezolova zelen zelené nebo modré
siln¢ kysela <4 papir s Cerveni Kongo zelené nebo modré

dimethylova zlut”

oranzové nebo ¢ervené

" Pouzije se 0,05 ml.

 Pouzije se roztok bromthymolové modii R1.
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2.2.5Relativni hustota

Relativni hustota d 3y
objemu vody pti 20 °C.

Relativni hustota d 25 se stanovi s piesnosti na tolik desetinnych mist, kolik je uvedeno v ¢lanku,
pomoci pyknometru, hydrostatické vahy nebo hustoméru. Tlak vzduchu se pfi stanoveni nebere
v uvahu, coZz miize do méteni vnést chybu 1 jednotky na tfetim desetinném miste.

Obvykle se pouzivaji jesté nasledujici dvé definice.

Relativni hustota d 2 1atky je pomé&r hmotnosti ur¢itého objemu latky pii 20 °C k hmotnosti
stejného objemu vody pti 4 °C.

Hustota p,, latky je pomér jeji hmotnosti k jejimu objemu pii 20 °C. Udava se v kilogramech
na krychlovy metr (1 kg.m™ =107 g.cm™).

Ciselné vztahy mezi relativni hustotou a hustotou udavanou v kilogramech na krychlovy metr
jsou:

latky je pomér hmotnosti urcitého objemu latky k hmotnosti stejného

020 = 998,202 d;, nebo djy = 1,001 80. 107 g,,
020 = 999,972 d;° nebo d.° =1,00003.107 g,
d?° =0,998 230 dsy .

2.2.6Index lomu

Index lomu n’prostiedi vztazeny na vzduch se udava jako pomér sinu thlu dopadu paprsku
svétla ve vzduchu k sinu thlu lomu paprsku svétla v daném prostiedi.

Pokud neni uvedeno jinak, méfi se index lomu pti (20 = 0,5) °C pfi vinové délce D-linie
sodikového svétla (A = 589,3 nm); uzivany symbol je potom n;’.

Ptistroje na méfeni indexu lomu - refraktometry - obvykle stanovuji mezni thel. Zakladni ¢asti
téchto pristrojt je hranol o znamém indexu lomu, ktery je ve styku se zkousenou kapalinou.

Ke kalibraci pfistroje se pouziji referencni kapaliny uvedené v tab. 2.2.6-1. Hodnota indexu
lomu kazdé referencni kapaliny je uvedena na Stitku jejiho baleni.

Tab. 2.2.6-1
Referenéni kapalina An/At (teplotni koeficient)
trimethylpentan CRL -0,000 49
chlorid uhlicity CRL -0,000 57
toluen CRL -0,000 56
methylnaftalen CRL -0,000 48

Pti pouziti bilého svétla je refraktometr vybaven piisluSnym kompenzacnim zatizenim. Piistroj
umoznuje piesny odecet nejmeéné na tfi desetinna mista a je vybaven zafizenim umozinujicim praci
pti predepsané teploté. Stupnice teploméru je délena po 0,5 °C nebo piesnéji.
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2.2.70pticka otacivost

Opticka otacivost je vlastnost nekterych latek otacet rovinu polarizovaného svétla.

Specificka opticka otacivost [&,] ;je otagivost vyjadiena v radianech (rad), méfena pii teploté ¢,
pti vinové délce A a tloust'ce vrstvy 1 metr, kterou vykazuje kapalina nebo roztok obsahujici 1 kilo-
gram opticky aktivni latky v krychlovém metru roztoku. Pro praktické vyuZiti se specificka opticka
otacivost [e,,] jobvykle vyjadiuje v miliradinech a &tverecnych metrech na kilogram (mrad.m k-
gh).

Lékopis pfijal nasledujici konvencéni definice:

Uhel optické otacivosti kapaliny je uhel otoéeni o roviny polarizovaného svétla vyjadieny ve
stupnich (°) pti vlnové délce D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm) méfeny pii 20 °C a tloust'ce
vrstvy 1 decimetr; pro roztok je postup ptipravy popsany v ¢lanku.

Specificka optickd otacivost [e] 3! kapaliny je uhel otoeni o roviny polarizovaného svétla
vyjadieny ve stupnich (°) pti vinové délce D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm), méteny pii
20 °C ve zkousené kapaling, vypocCitany pro vrstvu tloustky 1 decimetr a déleny hustotou
vyjadienou v gramech na krychlovy centimetr.

Specifickd optickd otacivost [a@] 3 1atky v roztoku je tihel otogeni o roviny polarizovaného svétla
vyjadieny ve stupnich (°) pfi vinové délce D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm), méfeny pii
20 °C v roztoku zkousené latky a vypocteny pro vrstvu tloustky 1 decimetr, obsahujici 1 gram
latky na mililitr. Specificka opticka ota¢ivost pevné latky je vzdy vyjadrena pro dané rozpoustédlo
a pro danou koncentraci rozpusténé latky.

V konven¢nim systému piijatém Iékopisem se specificka opticka ota¢ivost vyjadiuje ve stupnich
krat mililitry na decimetr a gram [(°).ml.dm™.g'].

Prepocitavaci faktor z mezinarodniho systému na systém lékopisny je nasledujici:

[ 15 = [a]; . 0,1745 .

V urcitych ptipadech specifikovanych v ¢lancich smi byt thel otoceni méien pii jiné teplote nez
20 °C a pti jinych vinovych délkach.

Polarimetr umoziiuje odecitani s pfesnosti nejméné na 0,01 °. Stupnice je obycejné kontrolovana
pomoci ovétenych kiemennych desti¢ek. Linearita stupnice se mize kontrolovat pomoci roztok
sacharosy.

Fostup. Stanovi se nulova poloha polarimetru a tihel oto€eni roviny polarizovaného svétla pti
vlnové délce D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm) pii (20 £0,5) °C. Méfeni se miZe uskute¢nit
pti jinych teplotach jen tehdy, jestlize ¢lanek uvadi korekci naméfené optické otacivosti na tuto
teplotu.

Stanovi se nulova poloha pfistroje s uzavienou trubici; pro kapaliny se nulova poloha stanovi
s prazdnou trubici a pro latky v roztoku s trubici napInénou predepsanym rozpoustédlem. Vypocita
se prumer alespoi z péti méteni.

Specificka opticka otacivost se vypocita pomoci nasledujicich vzorci, pravotocivost a levotoci-
vost se oznaci (+), resp. (-).

Pro kapaliny: [06]1230 - ¢
[ py
Pro pevné latky v roztoku: [oc]zD0 - 1000a .




Castka 1 Sbirka zakond &. 1 /1998 Strana 41

Fyzikdlni a fyzikalné-chemické metody 41

Obsah opticky aktivni latky ¢ vyjadreny v g/l nebo ¢’ vyjadreny v procentech se vypocita podle
nasledujicich vzorci:
_ 10000 o - 1000

I [y I [y - Py
Ve vSech uvedenych vzorcich znaci:
o -uhel otoceni ve stupnich pii (20 +0,5) °C,
[ -délku polarimetrické trubice v decimetrech,
0, - hustotu pii 20 °C v gramech na krychlovy centimetr; pro ucely 1ékopisu je hustota nahrazena
relativni hustotou (2.2.5),
¢ -koncentraci latky v g/l,
¢’ -koncentraci latky v %.

2.2.8Viskozita

Dynamicka viskozita nebo koeficient viskozity n je tangencialni sila pfipadajici na jednotku
povrchu a vyjadiena jako smykové napéti tv pascalech, potiebna k tomu, aby se dvé rovnobézné
vrstvy kapaliny o plose 1 m? navzajem posunuly o vzdalenost 1 m (x) rychlosti (v) 1 m.s'.

Rychlostni gradient dv/dx udava smykovy pomér D a vyjadiuje se v 5. Pro dynamickou
viskozitu 7 plati vztah n= /D.

Jednotkou dynamické viskozity je pascalsekunda (Pa.s). Nejpouzivanéj$i mensi jednotkou je
milipascalsekunda (mPa.s).

Kinematicka viskozita v(m?%s) je pomér dynamické viskozity 7 a hustoty p (kg/m’) kapaliny pti
téze teploté. Pro kinematickou viskozitu plati vztah v = 7/p. Kinematické viskozita se obvykle
vyjadiuje v mm?*s™.

Kapilarni viskozimetr lze pouzivat pro stanoveni viskozity newtonskych kapalin a rotacni
viskozimetr pro stanoveni viskozity newtonskych i nenewtonskych kapalin.

Jiné viskozimetry lze pouzivat za ptfedpokladu, Ze jejich pfesnost neni mensi nez ta, kterou po-
skytuji viskozimetry popsané niZe.

2.2.9Méfeni kapilarnim viskozimetrem

Stanoveni viskozity pomoci vhodného kapilarniho viskozimetru se provadi pii teploté
(20+0,1) °C, neni-li predepséano jinak. Cas pottebny k tomu, aby hladina kapaliny klesla od jedné
znacky ke druhé, se méfi stopkami s piesnosti na 0,2 sekundy. Méfeni je platné, pokud se dvé po
sob¢ jdouci méfeni nelisi o vice nez 1 %. Pro vypocet se bere primér nejméné ze tii méfeni doby
pritoku zkousené kapaliny.

Dynamicka viskozita 7 (2.2.8) v milipascalsekundach (mPa.s) se vypocita podle vzorce:

n = kpt,
v némZ znadi:
k - konstantu viskozimetru (mm?2.s?),
0 -hustotu zkousené tekutiny (mg.mm™) ziskanou vynisobenim relativni hustoty (d 7)) ¢islem

0,9982,
¢t - dobu pratoku zkousené kapaliny v sekundach.

Konstanta k se stanovi za pouziti vhodné viskozimetrické kalibra¢ni kapaliny pfedepsané v 1éko-
pise.
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K vypoétu kinematické viskozity (mmZ>s™) se pouZije vzorec:
v=hkt
Stanoveni miiZe byt provedeno piistrojem (viz obr. 2.2.9-1, str. 105), ktery méa parametry " uve-
dené v tab. 2.2.9-1.

Tab. 2.2.9-1
Cislo velikosti | Nominalni konstan- | Rozmezi kinema- Vnitini Objem | Vnitini primér
ta viskozimetru tické viskozity prameér casti C trubice N
trubice R
mm®.s” mm’.s’ mm (£2 %) | ml (£5 %) mm

1 0,01 3,5az 10 0,64 5,6 2,8az3,2

1A 0,03 6 az 30 0,84 5,6 2,8az3,2

2 0,1 20 az 100 1,15 5,6 2,8az3,2

2A 0,3 60 az 300 1,51 5,6 2,8az3,2

3 1,0 200 az 1000 2,06 5,6 3,7az4,3

3A 3,0 600 az 3000 2,74 5,6 4,6 az 5,4

4 10 2000 az 10 000 3,70 5,6 4,6 az 5,4

4A 30 6000 az 30 000 4,07 5,6 5,6az6,4

5 100 20 000 az 100 000 6,76 5,6 6,8az7,5

Minimalni doba pritoku pro velikost ¢islo 1 musi byt 350 s; pro vSechny dalsi velikosti 200 s.

Fostup. Trubici (L) viskozimetru se naplni ¢ast A dostate¢nym mnozstvim zkousené kapaliny
vytemperované na teplotu 20 °C, pokud neni uvedeno jinak. Hladina kapaliny v ¢asti (F) nesmi za-
sahovat do usti ventilacni trubice (M). Viskozimetr se ponoti do vodni 14zn€ o teploté (20 +0,1) °C,
neni-li uvedeno jinak, ve svislé poloze a necha se temperovat nejmén¢ 30 min, aby se teploty vy-
rovnaly. Trubice (M) se uzavie a hladina kapaliny v trubici () se vytlaci asi 8§ mm nad znacku (E).
V této poloze se kapalina zadrzi uzavienim horniho usti trubice (N) a otevienim trubice (M). Pii
vlastnim méfeni se otevie trubice () a s presnosti 0,2 s se zméfti stopkami ¢asovy interval mezi po-
klesem hladiny kapaliny od znacky (E) po znacku (F).

2.2.10Méreni rotaé¢nim viskozimetrem

Bézné uzivané typy rotacnich viskozimetrli jsou zalozeny na méteni smykovych sil v kapalném
prostredi, umisténém mezi dva souos¢ valce, z nichz jeden je pohanén motorem a druhy je pfinucen
k otaceni rotaci prvého. Za téchto podminek se mirou viskozity nebo zdanlivé viskozity stava
uhlova odchylka (M) valce ptinuceného k otaceni, coz odpovida momentu sily vyjadfenému v new-
tonmetrech.

Pro laminarni proudéni je dynamicka viskozita n vyjadfena v pascalsekundach dana vzorcem:

n - L( &) RIS
' 2 2|’
o\ 4m.h R R
v némz znaci:
h - vysku ponofeni valce pfinuceného k ofa€eni v kapalném prostiedi vyjadienou v metrech,

R,, Ry - poloméry valcti v metrech, pficemz K, je mensi nez Ry,

! Popisuje se zde systém navrzeny Mezinarodni organizaci pro standardizaci (ISO).
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- thlovou rychlost v radianech za sekundu.

Konstanta {cvpfi’strojez) vmuZe byt urcena Rfi rl".lznyvch’ L M N
rychlostech otaceni za pouZiti viskozimetrické kalibracni \ M M
kapaliny predepsané 1ékopisem. Viskozita pak odpovida
vzorci:

n:k_:
w

74

Fostup. Viskozita se méfi podle pokynil pro obsluhu
rotacniho viskozimetru. Teplota pro méteni viskozity je
predepsana v ¢lanku. Pro pseudoplastické a jiné nenew- ' b E
tonské systémy uvadi ¢lanek typ viskozimetru, ktery se ulis
ma pouzit, a thlovou rychlost nebo smykovy pomér, pfi
kterém se méteni provadi. Jestlize je nemozné ziskat
predepsany smykovy pomér piesné, pouZzije se smykovy ! N F

32
O

pomér ponékud nizsi a vyssi a provede se interpolace. \
N
2.2.11Destilacni rozmezi } 1
Destilacni rozmezi je teplotni interval vztaZeny na tlak il
101,3 kPa (760 Torrit), ve kterém kapalina nebo jeji defi- ] R

novana ¢ast destiluje za nasledujicich podminek. {——

Fristroj. Ptistroj (viz obr. 2.2.11-1) se sklada
z destilacni bariky (A), k jejimuz postrannimu ramenu je
vhodné pfipojen chladi¢ (B) zakonceny nebo nastaveny
hladce zahnutym nastavcem (C). Teplomér je vlozeny do
hrdla bariky tak, aby horni konec rtutové nadobky byl o
5 mm niZe neZ spojeni hrdla bariky se spodni sténou
bocni trubice. Stupnice teploméru je délend po 0,2 °C a
jeji rozsah je asi 50 °C. Po dobu stanoveni musi byt
barika, vcetné jejiho hrdla, chranéna pfed privanem
vhodnou ochranou.

Fostup. Do banky (A) se da 50,0 ml zkouSené kapali-
ny a n¢kolik kouskll pérovité hmoty. Destilat se jima do
50ml vélce déleného po 1 ml. Chlazeni tekouci vodou je
nevyhnutelné u kapalin destilujicich nize nez pii 150 °C.
Barika se zahtiva tak, aby se rychle dosahlo varu. Zazna-
mena se teplota, pii které spadne do valce prvni kapka
destilatu. Zahtivani se nastavi tak, aby kapalina destilo-

90

vala konstantni rychlosti 2 ml/min az 3 ml/min. Zazna-
mena se teplota, pii které predestiloval cely objem Qpr.2.2.9-1 Viskozimetr
kapaliny nebo jeji predepsana ¢ast. Objem predestilované Rozméry v milimetrech
kapaliny se méti pii 20 °C.
Zjisténa teplota se koriguje na predepsany barometric-
ky tlak podle vzorce:
t,=t,+k(101,3 - b),

? K obchodné dostupnému pfistroji jsou ptilozeny tabulky udavajici konstanty pfistroje v zavislosti na
velikosti povrchové plochy pouzitych valcti a na rychlosti jejich otaceni.
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v némz znaci:

t, - korigovanou teplotu,

t, - zjisténou teplotu pii barometrickém tlaku b,

k - korekeni faktor dle tab. 2.2.11-1, pokud neni uvedeno jinak,
b - barometricky tlak po dobu destilace (kPa).

Obr. 2.2.11-1 Piistroj na stanoveni destilacniho rozmezi

Rozméry v milimetrech

Tab. 2.2.11-1 Korekéni faktor teploty v zavislosti na tlaku

Destila¢ni teplota Korek¢ni faktor &
do 100 °C 0,30

101 °C az 140 °C 0,34

141 °Caz 190 °C 0,38

191 °C az 240 °C 0,41
nad 240 °C 0,45

2.2.12Teplota varu

Teplota varu je teplota, pfi které tlak pary nad kapalinou je 101,3 kPa (760 Torrt).

Fristroj. Pouzije se stejny pfistroj jako pfi stanoveni destilacniho rozmezi (2.2.71) mimo
teploméru. Ten je vlozen do hrdla banky tak, Ze dolni konec rtutové nadobky je v jedné roviné
s dolnim koncem hrdla destila¢ni bariky. Baiika je umisténa na desce z izola¢niho materialu s otvo-

rem o primeru 35 mm.

Fostup. Do bariky (A) se da 20,0 ml zkouSené tekutiny a nékolik kouskti pérovité hmoty (varné
kaménky). Barika se zahtiva tak, aby se co nejrychleji dosahlo varu. Zaznamena se teplota, pii které
zacne stékat kapalina v mist€ bo¢niho ramene baiiky do chladice.
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Zjisténa teplota se koriguje na prede-
psany barometricky tlak podle vzorce:

t,=t,+k(101,3 - b),

v némz znaci:
t, - korigovanou teplotu, ;
t, - teplotu zjisténou pii barometrickém ' 5

tlaku b, |
k - korek¢ni faktor (viz tab. 2.2.11-1), o
b - barometricky tlak zjistény v dobg c S

stanoveni (kPa). Al

2.2.13Stanoveni vody destilaci . |

Fristroj (viz obr. 2.2.13-1) se sklada ze
sklenéné baiiky (A), kterd je pfipojena
sklenénou trubici (D) k cylindrické kon-
denzaéni casti (B) zakoncené odmérnou
trubici (E) s uzdvérem délenou po 0,1 ml.
Na zabrousené hrdlo ¢asti (B) je nasazen o |
zpétny chladi¢ (C). Jako zdroj tepla je — o\ !
vhodnéjsi pouzit elektricky vafi€ s reosta- - i
tem nebo olejovou lazen. Horni ¢ast bariky
a spojovaci trubice (D) mohou byt opatie-
ny tepelnou izolaci. :

Fostup. Pouzije se pristroj dokonale vy- 17
myty a vysusSeny. : o

Do bariky se odméti 200 ml toluenu K ; Lt o
a asi 2,0 ml vody R. Destiluje se dvé ho- ; (JU: '

lev}
125

ERELE

,.,_I
175

diny, potom se necha asi 30 min chladit a —)
odecte se mnozstvi predestilované vody
s presnosti na 0,05 ml. - !
Do bariky se kvantitativné vpravi mnoz- | i
stvi zkouSené latky navazené s ptesnosti 500m A i
l

1 %, které obsahuje 2 ml az 3 ml vody R. |
Jestlize je zkouSena latka polotuhé konzis- i
tence, vazi se na lodi¢ce z kovové folie. —
Prida se nékolik kouski porézniho materia-

lu a barika se 15 min opatrn¢ zahtiva. Kdyz

zaCne toluen viit, destiluje se rychlosti asi  Qbr. 2.2.13-1 Piistroj pro stanoveni vody destilaci

2 kapky/s, dokud se neoddestiluje vétSina Rozméry v milimetrech

vody, a potom se zvysi rychlost destilace

asi na 4 kapky/s. Kdyz byla ptedestilovana v§echna voda, oplachne se vnitiek chladice toluenem R.
Pokracuje se jest¢ 5 min v destilaci a pak se odstavi zdroj tepla. Odmérna trubice se necha ochladit

165
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na pokojovou teplotu a nechaji se stéci v§echny kapky vody ze stén do odmémé trubice. Kdyz se
voda a toluen uplné oddeli, odeéte se mnozstvi vody a vypocte se procentualni podil vody v
substanci podle vzorce:

100 (n, - n))

m
v némz znaci:

m - hmotnost zkousené latky v gramech,

n, - mnozstvi vody ziskané z prvni destilace v ml,
n, - celkové mnozstvi vody z obou destilaci v ml.

2.2.14Teplota tani - kapilarni metoda

Teplota tani stanovena kapilarni metodou je teplota, pti které roztaje posledni Castice sloupce
1é¢iva v kapilare.

Pokud je v ¢lanku predepsano, pouzije se stejné zatizeni i postup pro stanoveni dalSich faktort,
jako je tvorba menisku, nebo rozmezi teploty tani, které charakterizuji chovani léc¢iva pfi tani.

Zarizeni. Zatizeni se sklada z:

- vhodné sklenéné nadoby obsahujici kapalinovou lazen (napi. vodu, tekuty parafin nebo
silikonovy olej) vybavenou vhodnym zahtivanim;

- vhodného michadla zabezpecujiciho stejnomérnou teplotu lazng;

- vhodného teploméru s délenim stupnice neptfevySujicim interval 0,5 °C a znackou ponoru.
Rozsah teploméru je v rozmezi maximalné 100 °C;

- kapilar z tvrdého skla prostého alkalii o vnitinim priméru od 0,9 mm do 1,1 mm a v tloustce
stény od 0,10 mm do 0,15 mm, zatavenych na jednom konci.

Fostup stanoveni. Pokud neni predepsano jinak, jemné upraskované 1é¢ivo se susi ve vakuu nad
silikagelem bezvodym R po dobu 24 hod. Do kapilary se vpravi dostate¢né mnozstvi latky tak, aby
vznikl sloupec o vySce 4 mm az 6 mm. Lazen se zahfeje na teplotu asi o 10 °C niz8i nez
predpokladana teplota tani a pak se nastavi rychlost zahfivani asi na 1 °C/min. Je-li teplota 1azné
asi 5 °C pod predpokladanou teplotou tani, umisti se kapilara do zafizeni. Ve vySe popsaném
zatizeni je kapilara umisténa tak, ze jeji uzavieny konec je u stfedu rtutové banky teploméru a
znacka ponoru teploméru je pfi hladiné kapaliny 14zn€. Zaznamena se teplota, pii které posledni
Castice substance piejde do kapalné faze.

Kalibrace zarizeni. Zatizeni miZze byt kalibrovano pomoci teplot tdni vhodnych referen¢nich
latek, jako napf. latek doporucenych Svétovou zdravotnickou organizaci.

2.2.15Teplota tani - metoda oteviené kapilary

Nasledujici metodou se u urcitych latek stanovi teplota zkapalnéni, bézn¢€ nazyvana teplotou ta-
ni.

Pouziva se sklenénych kapilar otevienych na obou koncich, dlouhych asi 80 mm, o vnéj§im
praméru 1,4 mm az 1,5 mm a o vnitinim praméru 1,0 mm az 1,2 mm.

Pro stanoveni se pouzije pét kapilar. Kazda se naplni do vysSe asi 10 mm zkouSenou latkou
pripravenou predepsanym zptisobem. Kapilara se ponecha vhodnou dobu pii pfedepsané teploté.
Potom se jedna kapilara pfipevni na teplomér déleny po 0,2 °C, aby sloupec zkouSené latky byl
tésné u rtutové nadrzky teploméru. Teplomér s kapilarou se umisti v kadince, aby nadrzka se rtuti
byla ve vzdalenosti 1 cm od dna kadinky. Kadinka se naplni vodou do vyse 5 cm. Voda se zahtiva
tak, aby jeji teplota stoupala rychlosti 1 °C/min.
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Jako teplota tani se zaznamenava teplota, pii niz sloupec latky v kapilare zacne stoupat.
Tento postup se opakuje i s dalSimi ¢tyfmi kapilarami. Vyslednou teplotu tani udava primeér
vSech péti stanoveni.

2.2.16Teplota tani - stanoveni v kovovém bloku

Okamzita teplota tani se vypocita podle vzorce:
2
v némz znaci:
t, - prvni teplotu,
t, - druhou teplotu odectenou za dale popsanych podminek.

Zarizeni. Zatizeni se sklada z kovového bloku odolného vic¢i zkousenym latkam s dobrou
tepelnou vodivosti (napt. mosaz) a s velmi hladkou lesténou vrchni plochou. Blok se rovnomérné
zahtiva jemné regulovatelnym plynovym kahanem nebo pomoci elektrického ohtevu s jemnou
regulaci. V bloku je valcovita dutina dostate¢n¢ Siroka pro vloZeni teploméru, jehoZ rtutovy sloupec
by mél byt ve stejné poloze pfi kalibraci pristroje i1 stanoveni teploty tani zkousené latky. Valcovita
dutina je rovnobézna s hornim hladkym povrchem bloku ve vzdalenosti asi 3 mm. Piistroj se kali-
bruje za pouziti vhodnych latek o zndmé teploté tani.

Fostup stanoveni. Blok se zahteje vhodnou rychlosti na teplotu asi 10 °C pod o¢ekavanou
teplotou tani, potom se nastavi rychlost zahtivani asi na 1 °C/min. V pravidelnych intervalech se
vklada nekolik ¢astecek upraskované zkousené latky, pokud je tieba i vysusené za podminek uvede-
nych u kapilarni metody, na blok v sousedstvi rtutové nadrzky teploméru. Po kazdém stanoveni
se povrch bloku ocisti. Zaznamena se teplota ¢,, pii které latka taje ihned pfi prvnim kontaktu
s povrchem bloku. Dalsi zahtivani bloku se zastavi. Béhem ochlazovani se vklada opét v pravidel -
nych intervalech nékolik ¢astecek latky na blok. Povrch bloku se opét ocisti po kazdém stanoveni.
Zaznamena se teplota 7,, pfi niz zkousSena latka v kontaktu s blokem prestava okamzité tat.

Kalibrace pristroje. Pristroj se kalibruje s pouzitim vhodnych referen¢nich latek pro teplotu tani,
napf. doporucenych latek WHO.

2.2.17Teplota skapnuti

Teplota skapnuti je teplota, pfi niz skdpne prvni kapka zkoumaného 1é¢iva z nadobky za
definovanych podminek.

Zarizeni. Zatizeni (viz obr. 2.2.17-1) se sklada ze dvou navzajem seSroubovanych kovovych
pouzder (A) a (B). V pouzdru (A) je upevnén rtutovy teplomér. Kovova nadobka tvaru poharku (F)
je prostiednictvim dvou upinacich paskt (E) voln¢ ptipevnéna ke spodni Casti pouzdra (B). Pevné
podpéry (D) délky 2 mm zarucuji pfesnou polohu nadobky a jsou soucasné vyuzity pro zajisténi
spravné polohy teploméru. Otvor (C) ve stén€ pouzdra (B) slouzi k vyrovnavani tlaku. Nadobka
ma hladky povrch a hrany vytokového Gsti sviraji se sténou nadobky pravy thel. Spodni ¢ast rtut'o-
vého teploméru ma tvar a velikost odpovidajici obrazku. Déleni teploméru je od 0 °C do 110 °C,
kde vzdalenost 1 mm odpovida 1 °C. Rtutova nadrzka teploméru ma primér (3,5 +0,2) mm a vy-
Sku (6,0 + 3) mm. Zatizeni je umisténo v ose zkumavky dlouhé asi 200 mm a vné&jsiho priméru asi
40 mm a upevnéno ve zkumavce pomoci zatky, kterou prochazi teplomér a jeZ je opatfena
bocni drazkou. Otvor nadobky ma byt ve vzdalenosti asi 15 mm ode dna zkumavky. Celé zatfizeni
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Obr. 2.2.17-1 Zatizeni pro stanoveni teploty skapnuti
Rozméry v milimetrech

je ponofeno do kadinky o objemu asi 1 litru naplnéné vodou. Dno zkumavky by mélo byt asi
25 mm ode dna kadinky. Hladina vody by méla dosahovat k horni ¢asti pouzdra (A). K zabezpeceni
stejné teploty vody se pouzije michadlo.

Fostup stanoveni. Pokud neni uvedeno jinak, naplni se nadobka aZ po okraj zkoumanou latkou,
aniz by se latka zahtivala. Pomoci kopistky se odstrani ptebytek 1é¢iva na okrajich nadobky. Po
seSroubovani pouzder (A) a (B) se nadobka zatlaci do krytu v pouzdte (B) az k pevné podpéte (D).
Prebytecné 1é¢ivo vytlacené teplomérem se opét odstrani kopistkou. Zatizeni se umisti do vodni
lazné, jak bylo popsano vyse. Vodni lazen se zahtiva, a kdyz je teplota asi 10 °C pod o¢ekavanou
teplotou skapnuti, nastavi se rychlost zahfivani asi na 1 °C/min. Zaznamena se teplota, pii niz
skapne prvni kapka. Méfeni se provede tfikrat vzdy s novym vzorkem Ié¢iva. Rozdil mezi
jednotlivymi hodnotami stanoveni nesmi byt vyssi nez 3 °C. Teplota skapnuti 1é¢iva je aritmeticky
prameér ze tii stanoveni.
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2.2.18Teplota tuhnuti

Teplota tuhnuti je nejvyssi teplota naméfena béhem tuhnuti pod-
chlazené kapaliny.

Fristroj. Pristroj, viz obr. 2.2.18-1, se sklada ze zkumavky asi
o priméru 25 mm a délce 150 mm umisténé uvnitf jiné zkumavky
asi o praiméru 40 mm a délce 160 mm. Vnitini zkumavka je uzaviena
zatkou, kterou prochazi teplomér asi 175 mm dlouhy se stupnici dé-
lenou po 0,2 °C. Teplomér je upevnén tak, aby jeho spodni Cast
(barika se rtuti) byla asi 15 mm ode dna zkumavky. Zatka ma dalsi
otvor, kterym prochazi drzadlo michadla, vyrobené¢ho ze sklenéné
ty¢inky nebo jiného vhodného materidlu, vytvarované na jednom
konci v pravém uhlu k ty¢ince do smycky o vnéjsim primeéru asi 18 &
mm. Vnitini zkumavka se svym obalem je umisténa uprostied ka-
dinky o obsahu 1 1 naplnéné 20 mm od horniho okraje vhodnou chla-
dici kapalinou. Do chladici 1azn€ je umistén teplomér.

Fostup. Do vnitini zkumavky se vpravi dostatecné mnozstvi ka-
paliny nebo piedem roztavené zkousené latky tak, aby byla ponofena
cela barika teploméru, a rychlym ochlazenim se stanovi pfiblizna S
teplota tuhnuti. Vnitini zkumavka se premisti do lazné€ asi 0 5 °C ¥
teplej$i nez pfiblizna teplota tuhnuti a ponechd se v ni, dokud se —
vsechna latka az na n€kolik poslednich krystalkl neroztavi. Kadinka
se naplni vodou nebo nasycenym roztokem chloridu sodného o tep-  Qbr. 2.2.18-1 Piistroj na sta-
loté asi 0 5 °C nizsi nez predpokladana teplota tuhnuti. Vnitini zku- noveni teploty tuhnuti
mavka se zasune do vnéjsi, ovéii se pfitomnost ponechanych zaro- Rozméry v milimetrech
dec¢nych krystali a diikladné se micha, az nastane tuhnuti. Zazname-
na se nejvyssi teplota pozorovanad béhem tuhnuti.

—150—

2.2.19Ampérometrické titrace

Pti ampérometrickych titracich se bod ekvivalence stanovi méfenim zmény proudu mezi dvéma
elektrodami (indika¢ni elektrodou a srovnavaci elektrodou nebo dvéma indika¢nimi elektrodami)
ponofenymi ve zkouSeném roztoku a udrzovanymi pii konstantnim rozdilu napéti v zavislosti na
mnozstvi pfidaného odmérného roztoku.

Potencial indikac¢ni elektrody ma byt dostate¢ny k dosazeni limitniho proudu elektrochemicky
aktivni latky.

Fristroj. Ptistoj ma regulovatelny zdroj napéti a citlivy mikroampérmetr. Méfici systém obvykle
sestava z indikacni elektrody (napf. platinové, rtutové kapkové, rotujici diskové nebo uhlikové
elektrody) a srovnavaci elektrody (napt. kalomelové nebo argentchloridové elektrody).

Miuze byt také pouzito zafizeni se tfemi elektrodami, které obsahuje krom¢ indika¢ni a
srovnavaci elektrody téZ polarizovatelnou pomocnou elektrodu.

Fostup. Potencial indikacni elektrody se nastavi na predepsanou hodnotu a vynese se do grafu
zéavislost pocateéniho proudu a proudu ziskaného béhem titrace na mnozstvi piidavaného
odmérného roztoku. Odmémy roztok se piida v minimalné tfech naslednych mnozstvich, jejichz
celkovy objem se rovna asi 80 % teoretického objemu odpovidajiciho pifedpokladanému bodu
ekvivalence. Tyto tfi hodnoty maji leZet na pfimce. Odmérny roztok se ptidava dale za predpokla-
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dany bod ekvivalence v minimaln¢ tfech dalSich mnozstvich. Ziskané hodnoty rovnéz maji lezet
na ptimce. Bod ekvivalence se nachazi na priseciku obou ptimek.

V piipad¢ amperometricke titrace se dvéma indikacnimi elektrodami se zaregistruje cela titracni
kiivka a pouzije se ke zjisténi bodu ekvivalence.

2.2.20Potenciometrické titrace

Pfi potenciometrickych titracich se bod ekvivalence stanovi méfenim zmeén rozdilu potencialt
mezi dvéma elektrodami (indikacni elektrodou a srovnavaci elektrodou nebo dvéma indikacnimi
elektrodami) ponotenymi do titrovaného roztoku v zavislosti na mnozstvi ptiddvaného odmérného
roztoku.

Meéfeni potencialu se obvykle provadi za nulového nebo prakticky nulového proudu.

Fristroj. Pristroj (jednoduchy potenciometr nebo elektronické zatizeni) obsahuje voltmetr, ktery
umoziuje presnost odectu nejméné na 1 mV.

Pouzita indikac¢ni elektroda zavisi na stanovované latce; muze to byt sklenéna elektroda nebo
kovova elektroda (platinova, zlata, stfibrna, rtutova atd.). Srovnavaci elektrodou je obvykle
kalomelova nebo argentchloridova elektroda.

Pti acidobazickych titracich, pokud neni uvedeno jinak, se pouziji kombinace sklen¢nd -
kalomelova elektroda nebo sklenéna - argentchloridova elektroda.

Fostup. Do grafu se vynesou zmény rozdilu potenciali v zavislosti na pfidaném mnozstvi
odmeérného roztoku, pticemz se pokracuje v pfidavani odmérného roztoku az za ocekavany bod
ekvivalence. Bod ekvivalence odpovida nahlé zmén¢ rozdilu potenciali.

2.2.21Fluorimetrie

Fluorimetrie je metoda, které se pouziva k méfeni intenzity fluorescen¢niho zatreni emitovaného
zkousenou latkou ve vztahu k intenzité fluorescencniho zareni standardu.

Fracovni postup. ZkousSena latka se rozpusti v rozpoustédle nebo ve smési rozpoustédel udanych
v ¢lanku, roztok se prenese do kyvety nebo fluorimetrické trubice (pratokové kyvety) a osvétli se
excitac¢nim, co nejvice monochromatickym svétlem o vinové délce predepsané v ¢lanku.

MEéii se intenzita emitovaného zareni v tthlu 90° vzhledem k excitaénimu paprsku po prichodu
filtrem, ktery propousti zejména zareni pii vinové délce fluorescence. Miize byt pouzit také jiny typ
zafizeni, pokud je zajisténo, Ze ziskané vysledky jsou identické.

Pro stanoveni se nejprve umisti do pfistroje rozpoustédlo nebo smes rozpoustédel pouzitych
k rozpousténi stanovované latky a piistroj se nastavi na nulu. Vlozi se roztok standardu a nastavi
citlivost pristroje tak, aby odectena hodnota byla vétsi nez 50. Pti zméné $itky Stérbiny je tfeba
znovu nastavit nulu a méfit intenzitu fluorescence standardu. Nakonec se vlozi roztok nezndmé
koncentrace a odeCte se na pfistroji intenzita fluorescence. Koncentrace c, zkouSené latky
v méfeném roztoku se vypocita ze vztahu:

v némz znaci:

¢, - koncentraci roztoku standardu,

I - intenzitu fluorescence emitované roztokem zkousené latky,
I, - intenzitu fluorescence emitované roztokem standardu.
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Pokud intenzita fluorescence neni piimo umérna koncentraci, je vhodnéjsi pouzit pro méteni ka-
libracni kiivku. V nékterych ptipadech miize byt méteni provedeno vzhledem k pevnému standardu
(napt. fluorescenénimu sklu nebo roztoku jiné fluorescencni latky). V takovych piipadech se
koncentrace zkousSené latky stanovi s pouzitim piedem sestrojené kalibracni kiivky za stejnych pod-
minek.

2.2.22Atomova emisni spektrometrie

Atomova emisni spektrometrie je metoda na stanoveni koncentrace prvku v latce méfenim
intenzity jedné z emisnich ¢ar atomové pary prvku generované z latky. Stanoveni se provadi pti
vlnové délce odpovidajici této emisni Cate.

Fristroj. Sklada se hlavné z atomizatoru stanovovaného prvku (plamen, plazma, oblouk atd.),
monochromatoru a detektoru. Pokud je atomizatorem plamen, je vhodné pouzit vodu R jako rozpou-
Stédlo na ptipravu zkouSenych a porovnavacich roztokt. Také Ize pouzit organicka rozpoustédla,
zjisti-li se, ze rozpoustédlo nebude ovliviiovat stabilitu plamene.

Fracovni postup. Atomovy emisni spektrometr se obsluhuje ve shod¢ s vyrobnimi predpisy pti
predepsané vinové délce. Roztok slepé zkousky se aplikuje do atomizatoru a signal pristroje se
nastavi na nulu. Vnese se nejkoncentrovangjsi porovnavaci roztok a citlivost se nastavi tak, aby se
ziskal vhodny signal.

Stanoveni se provade€ji porovnavanim s porovnavacimi roztoky o znamych koncentracich
stanovovaného prvku bud’ metodou p#imé kalibrace (Metoda I), nebo metodou standardnich
pridavka (Metoda II).

Metoda I - Frima kalibrace

Ptipravi se roztok analyzované latky (zkouSeny roztok), jak je predepsano, a nejméné tii
porovnavaci roztoky stanovovaného prvku, jejichz koncentrace zahrnuji oéekavanou hodnotu ve
zkouseném roztoku. Zkoumadla pouzivana k piipravé zkouSeného roztoku se pridavaji
k porovnavacim roztokiim ve stejné koncentraci.

Zkouseny roztok a kazdy porovnavaci roztok se vnese do pfistroje nejméné tiikrat a zaznamena
se ustaleny signal. Po kazdém stanoveni se pfistroj proplachne roztokem slepé zkousky a zjisti se,
zda se signal vrati k pocatecni hodnot¢ slepé zkousky.

Sestroji se kalibra¢ni kfivka z praiméru signala ziskanych z porovnavacich roztokt a z takto
ziskané kiivky se zjisti koncentrace prvku ve zkouSeném roztoku.

Metoda II - Standardni pridavky

Do nejméné tfech stejnych odmémych ban¢k se ptidaji stejné objemy roztoktli analyzované latky
(zkouSeny roztok) ptipravené, jak je pfedepsano. Do kazdé batiky kromé jedné se ptidé postupné
zvétsujici se objem porovnavaciho roztoku obsahujiciho znamou koncentraci stanovovaného prvku,
aby se zhotovila série roztokid obsahujicich stale stoupajici koncentrace znamého prvku, které daji
odezvy v linearni ¢asti ktivky. Obsah kazdé bariky se zfedi rozpoustédlem a doplni po znacku.

Kazdy z roztokli se vnese do pristroje nejméné tiikrat a zaznamena se ustaleny signal. Po
kazdém stanoveni se pristroj proplachne rozpoustédlem a zjisti se, zda se signal vrati k poCatecni
hodnoté slepé zkousky.

Vypocita se linearni rovnice grafu pouzitim metody nejmensich Ctverct a z toho se odvodi
koncentrace stanovovaného prvku ve zkouseném roztoku.

Alternativné se vynese do grafu primér signald proti pfidanému mnozstvi stanovovaného prvku.
Extrapoluje se cara spojujici body na grafu do pretnuti osy koncentrace. Vzdalenost mezi timto
bodem a priisecikem os predstavuje koncentraci stanovovaného prvku ve zkouSeném roztoku.

Pokud je pozadovana technika pevného vzorku,podrobné detaily postupu jsou uvedeny v ¢lanku.
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2.2.23Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie je metoda na stanoveni koncentrace prvku v latce métenim
absorpce zafeni atomovymi parami prvku generovanymi z latky. Stanoveni se provadi pfi vinové
délce jedné z absorpcnich Car stanovovaného prvku.

Fristroj. Sklada se ze zdroje zafeni, atomizatoru stanovovaného prvku (plamen, picka atd.),
monochromatoru a detektoru.

Zptisob zavadéni analyzované latky zavisi na typu pouzivaného atomizatoru. Pokud je to pla-
men, latka se zmlZuje a voda R je vhodné rozpoustédlo na piipravu zkousenych a porovnavacich
roztokd. Organicka rozpoustédla se téZ mohou pouzit, pokud je splnéna podminka, ze rozpoustédlo
neovlivituje stabilitu plamene. Jestlize se pouzije picka, latky mohou byt navazené a rozpusténé ve
vodé R nebo v organickém rozpoustédle, ale s touto technikou je mozné analyzovat téZ pfimo pevné
vzorky.

Atomova para miize byt téZ generovana mimo spektrometr, napi. metoda studenych par pro rtut’
nebo urcité hydridy. U rtuti jsou atomy generované chemickou redukci a vzniklé atomoveé pary jsou
transportovany proudem inertniho plynu do absorpcni kyvety instalované v optické draze pristroje.
Hydridy jsou bud’ miseny s plynem napajejicim hotak, nebo jsou transportovany inertnim plynem
do vyhfivané kyvety, v niz jsou disociovany na atomy.

Fracovni postup. Atomovy absorpéni spektrometr se obsluhuje ve shod€ s predpisy vyrobce pti
nastavené vinové délce. Roztok slepé zkousky se aplikuje do atomizatoru a signal pfistroje se
nastavi tak, ze ukazuje maximum propustnosti. Vnese se nejkoncentrovanéjsi porovnavaci roztok
a citlivost se nastavi tak, aby se ziskal vhodny signal absorbance. Stanoveni se provadi porovnanim
s porovnavacimi roztoky znamych koncentraci stanovovaného prvku bud’ metodou ptimé kalibrace
(Metoda I), nebo metodou standardnich pridavka (Metoda II).

Metoda I - Primad kalibrace

Ptipravi se roztok analyzované latky (zkousSeny roztok), jak je pfedepsano, a nejméné tii poro-
vnavaci roztoky stanovovaného prvku, jejichZ koncentrace zahrnuji ocekavanou hodnotu ve zkouse-
ném roztoku. Zkoumadla pouzivana k ptipravé zkousencho roztoku se pridavaji k porovnavacim
roztoklim a pouZiji se i pfi slepé zkouSce ve stejné koncentraci.

Zkouseny roztok a kazdy porovnavaci roztok se vnese do pfistroje nejméné tfikrat a zaznamena
se ustaleny signdl. Pfistroj se vzdy proplachne roztokem slepé zkousky a zjisti se, zda se signal vrati
k pocatecni hodnote slepé zkousky.

Pouzije-li se picky, mezi méfenim signala se vypaluje.

Sestroji se kalibracni kiivka z priiméru signalti ziskanych porovnavacich roztoka a ze ziskané
ktivky se vypocte koncentrace stanovovaného prvku ve zkouseném roztoku.

Pokud je pozadovana technika pevného vzorku, podrobné detaily postupu jsou uvedeny v ¢lan-
ku.

Metoda Il - Standardni pridavky

Do nejméné tii stejnych odmérnych banék se pridaji stejné objemy roztoku analyzované latky
(zkouSeny roztok) ptipravené, jak je predepsano. Do kazdé bariky kromé jedné se piida postupné
zvétSujici se objem porovnavaciho roztoku obsahujiciho znamou koncentraci stanovovaného prvku,
aby se pripravila série roztokli obsahujicich stoupajici koncentraci znamého prvku, které daji
odezvu v linearni ¢asti kfivky. Obsah kazdé bariky se zfedi rozpoustédlem a doplni se jim po
znacku. Kazdy z roztokl se vnese do pfistroje nejméné tiikrat a zaznamena se ustaleny signal.
Pokazdé se pristroj proplachne rozpoustédlem a zjisti se, zda se signal vrati k poc¢ate¢ni hodnoté
slepé zkousky.

Pouzije-li se picka, mezi méfenim signalii se vypaluje.

Vypocita se linearni rovnice grafu pouzitim metody nejmensich ¢tverct a z toho se odvodi
koncentrace stanovovaného prvku ve zkouseném roztoku.
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Alternativné se vynese do grafu primér signalii proti pfidanému mnozstvi stanovovaného prvku.
Extrapoluje se cara spojujici body na grafu do pretnuti osy koncentrace. Vzdalenost mezi timto
bodem a priisecikem os udava koncentraci stanovovaného prvku ve zkouseném roztoku.

Pokud je pozadovana technika pevného vzorku, v§echny podrobnosti postupu jsou uvedeny
v ¢lanku.

2.2.24Absorpcni spektrofotometrie v infracervené oblasti

Spektrofotometry pro zdznam spekter v infraCervené oblasti maji opticky systém schopny déavat
monochromatické zateni v oblasti od 4000 cm 'do 670 cm™ (2,5 um aZ 15 um) nebo v n&kterych
piipadech az do 200 cm™ (50 um) a zafizeni pro méfeni poméru intenzity transmitovaného a
dopadajiciho zateni.

Piiprava vzorku

Pro ziznam pomoci transmitance

Latka se upravi jednim z nasledujicich postupt.
Kapaliny

Kapalina se zkousi bud’ jako film mezi dvéma destickami transparentnimi pro infracervené
zateni, nebo v kyveté vhodné tloustky rovnéz transparentni pro infraervené zateni.

Kapaliny nebo pevné latky v roztoku

Ptipravi se roztok ve vhodném rozpoustédle. Zvoli se koncentrace a tloustka kyvety tak, aby se
ziskalo vhodné spektrum. Dobré vysledky se zpravidla ziskaji s koncentracemi od 10 g/l do 100 g/l
pro tloustku kyvety 0,5 mm az 0,1 mm. Absorpce zplisobena rozpoustédlem by méla byt
kompenzovana vloZzenim podobné kyvety s pouzitym rozpoustédlem do referencniho paprsku.

Fevné latky

Pevné latky se zkouseji dispergované ve vhodné kapaliné (suspenze) nebo v pevné latce
(halogenidova tableta) podle toho, co je vhodnéjsi. Je-li to v ¢lanku predepsano, pripravi se film
7z taveniny mezi dvéma destiCkami transparentnimi pro infracervené zafreni.

a) Suspenze. Rozetfe se malé mnozstvi zkouSené latky s minimalnim mnozstvim tekutého
parafinu R nebo jiné vhodné kapaliny; k ptipravé vhodné suspenze sta¢i zpravidla 5 mg az 10 mg
zkousené latky. Suspenze se stlac¢i mezi dvé desticky transparentni pro infracervené zafeni.

b) Tableta. Neni-li uvedeno jinak, rozetfou se 1 mg az 2 mg zkousené latky s 300 mg az 400 mg
jemné praskovaného a vysusené¢ho bromidu draselného R nebo chiloridu draselného R. Tato
mnozstvi postacuji zpravidla k pfipraveé tablety o priméru 13 mm a k ziskéni spektra vhodné
intenzity. Smés se peclivé rozetfe, stejnomerné se ji naplni vhodna forma a slisuje se ve vakuu
tlakem asi 800 MPa (8 t.cm™). Z riznych pii¢in mohou vzniknout $patné tablety: napt. nedostatecné
nebo piilisné roztirani, vlhkost nebo jiné necCistoty v dispergujicim prostfedi a nedostatecné
rozmé&lnéni casteCek. Tableta se nepouzije, vykazuje-li pti vizualni kontrole nejednotnou transpa-
rentnost nebo je-li transmitance pii asi 2000 cm (5 «m) a nepiitomnosti specifického absorp&niho
pasu mensi nez 75 % bez kompenzace.

Flyny

Plyny se zkouseji v kyveté transparentni pro infracervené zareni majici optickou tloustku asi
100 mm. Kyveta se evakuuje a naplni se na pozadovany tlak pomoci kohoutu nebo jehlového venti-
lu pti pouZiti vhodné trubice pro pfevod plynu mezi kyvetou a nadobou obsahujici zkousenou latku.
Je-1i to nutné, upravi se tlak v kyveté na tlak atmosféricky pouzitim plynu transparentniho pro
infraCervené zateni (napt. dusiku R nebo argonu R). K odstranéni interference absorpce zptisobené
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vodou, oxidem uhli¢itym nebo jinymi atmosférickymi plyny se vlozi do referencniho paprsku stejna
kyveta, ktera je bud’ evakuovana, nebo naplnéna plynem transparentnim pro infraervené zareni.

Pro zaznam pomoci mnohonasobné reflexe
Je-li tento zaznam predepsan v ¢lanku, upravi se latka jednou z nasledujicich metod.

Roztoky
Latka se rozpusti ve vhodném rozpoustédle za podminek uvedenych v ¢lanku. Roztok se odpaii
na thaliumbromido-jodidové desti¢ce nebo na jiné vhodné desticce.

Fevné latky
Latka se homogenné rozproste na thaliumbromido-jodidové nebo jiné vhodné desticce.

Identifikace s pouzitim referen¢nich latek

Stejnym zptisobem se upravi jak zkousena, tak i referencni latka a za stejnych podminek se
zaznamenaji spektra od 4000 cm™ do 670 cm' (2,5 um az 15 um). Absorpéni maxima spektra
zkousené latky odpovidaji polohou i relativni intenzitou hodnotam referen¢ni latky (CRL).

Vykazuji-li spektra zaznamenand v pevném stavu rozdily v polohdch absorpénich maxim,
zpracuje se stejnym zpusobem zkousena i referen¢ni latka tak, aby vykrystalizovaly nebo vznikly
ve stejné formé&, nebo se postupuje tak, jak je predepsano v ¢lanku, a pak se zaznamenaji spektra.

Identifikace s pouzitim referen¢nich spekter

Kontrola rozlisovaci schopnosti. Zaznamena se spektrum 0,05 mm silného polystyrenového fil-
mu. Rozdil x (viz obr. 2.2.24-1) mezi procenty transmitance v absorpénim minimu A pii 2870 cm™
(3,48 um) a absorpénim maximu B v 2851 ¢m (3,51 «m) by mél byt vé&tsi nez 18. Rozdil y mezi
procenty transmitance v absorpénim minimu C pti 1589 cm™ (6,29 m) a absorpénim maximu D
pii 1583 cm™ (6,32 1m) by mél byt vétsi nez 12.

Oveérent stupnice vinocti. Stupnice vinoctd miiZze byt ovéiena pouzitim polystyrenového filmu,
ktery ma maxima pfi vlnoétech v cm™ uvedenych v tab. 2.2.24-1. Cisla v zavorkach znamenaji
presnost, s niz byly hodnoty stanoveny.

Tab. 2.2.24-1 Absorpéni maxima polystyrenového filmu

3027,1 (20,3)

1583,1 (+0,3)

29240 (£2) 1181,4 (£0,3)
2850,7 (+0,3) 1154,3 (+0,3)
1944,0 (1) 1069,1 (£0,3)
1871,0 (£0,3) 1028,0 (+0.3)
1801,6 (0,3) 906,7 (+0.3)
1601,4 (+0.3) 698,9 (+0,5)

Fracovni postup. Zkousena latka se pripravi podle navodu uvedeného u referen¢niho spektra.
Za pracovnich podminek, které byly pouzity pti kontrole rozliSovaci schopnosti, se zaznamena
spektrum zkou$ené latky a na n&j se superponuji absorpéni pasy polystyrenu pii 2851 cm™
(3,51 um), 1601 cm™ (6,25 m) a 1028 cm™ (9,73 wm). Porovnaji se obé& spektra a maxima poly-
styrenu uvedena vyse. Pouzijeme-li poloh maxim polystyrenu jako referen¢nich udaja, pak polohy
vyznacnych maxim spektra zkousené latky a referen¢niho spektra by mély odpovidat vinoctoveé stu-
pnici (s odchylkou maximalné 0,5 %). Relativni intenzity maxim obou spekter by mély byt shodné.
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Obr. 2.2.24-1 Typické spektrum polystyrenu pouzivané pii
kontrole rozliSovaci schopnosti

Necistoty v plynech

Pro analyzu necistot v plynech se pouZije kyveta transparentni pro infracervené zateni o vhodné
optické délce (napi. 1 m az 20 m). Naplni se zplisobem uvedenym v odstavci "Plyny". Detekce a
kvantifikace necistot se provede podle postupu uvedeného v ¢lanku.

2.2.25Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

Stanoveni absorbance. Absorbance 4 roztoku je definovana jako dekadicky logaritmus
pfevracené hodnoty transmitance 7 pro monochromatické svétlo a je vyjadiena vztahem:

A =1log,((1/T) = log,,(Ly/]) ,
v némz znaci:
T-11,

1, - intenzitu dopadajiciho monochromatického svételného toku,
I - intenzitu proslého monochromatického svételného toku.
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V homogennim prostedi métena absorbance (4) zavisi na tloustce mefené vrstvy (b), kterou
svétlo prochazi, a na koncentraci absorbujici latky v roztoku (c) podle vztahu:

A=¢e.c.b,
v némz znaci:
€ - molarni absorpcni koeficient (moléarni absorptivita), je-li koncentrace vyjadfena v mol/l (c) a
tloustka vrstvy v cm.

Vyraz All:g: je specificka absorbance, ktera vyjadiuje absorbanci roztoku latky o koncentraci

10 g/l méfenou v lem vrstvé pii uréité vinové délce:
Allcr/luq = & :
Mr

Neni-li uvedeno jinak, méfi se absorbance pfi piedepsané vinové délce v lecm vrstvé pri
(20£1) °C a méfeni se provadi proti pouzitému rozpoustédlu nebo smési rozpoustédel. Absorbance
pouzitého rozpoustédla métend proti vzduchu pii predepsané vinové délce by neméla byt vyssi
nez 0,4, a je pfednostné mensi nez 0,2. Absorpcni spektrum se vynese jako zavislost absorbance
nebo jeji funkce (osa usecek) na vinové délce nebo na jeji funkei (osa potadnic).

Jestlize je v ¢lancich uvadéna jedna hodnota vinové délky pro maximum absorpce, miize se
nalezena hodnota od této liSit nejvyse o +2 nm.

Zarizeni. Spektrofotometry vhodné pro méteni v ultrafialové a viditelné oblasti spektra se
skladaji z optického systému schopného poskytovat monochromatické svétlo v rozsahu 200 nm az
800 nm a ze zafizeni vhodného pro méteni absorbance.

Kontrola vinovych délek. Spravnost stupnice vinovych délek se ovétuje pomoci hodnot
absorp¢nich maxim roztoku chloristanu holmitého R. Poloha ¢ar pro vodikovou, resp. deuteriovou
lampu a poloha ¢ar pro rtut'ové pary jsou uvedeny v tab. 2.2.25-1. Povolena tolerance je =1 nm pro

ultrafialovou oblast a £3 nm pro viditelnou oblast.

Tab. 2.2.25-1 Maxima absorpce roztoku chloristanu holmitého R a poloha ¢ar pro vodikovou a de-
uteriovou lampu

241,15 nm (Ho)

404,66 nm (Hg)

253,7 nm (Hg)

435,83 nm (Hg)

287,15 nm (Ho)

486,0 nm (Dbeta)

302,25 nm (Hg)

486,1 nm (Hbeta)

313,16 nm (Hg)

536,3 nm (Ho)

334,15 nm (Hg)

546,07 nm (Hg)

361,5 nm (Ho)

576,96 nm (Hg)

365,48 nm (Hg)

579,07 nm (Hg)

Kontrola absorbance. Spravnost stupnice absorbanci se ovéfuje roztokem dichromanu
draselného R pri vinovych délkach uvedenych v tab. 2.2.25-2, v niZ jsou pro kazdou vinovou délku
uvedeny pfesné hodnoty specifické absorbance a povolené limity. Tolerance pro absorbanci
je £0,01.
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Pro kontrolu absorbance se pouZije roztoku dichromanu draselného R ptipraveného takto:
rozpusti se 57,0 mg az 63,0 mg dichromanu draselného R, predtim vysuseného pii 130 °C do
konstantni hmotnosti, v kyseliné sirové 0,005 mol/l RS a doplni se ji na 1000,0 ml.

Tab. 2.2.25-2
Vinova délka v nm A Maxima tolerance
235 124.5 122,9 a7 126,2
257 144.0 142.4 a7 145.7
313 48.6 47.0 a2 50,3
350 106,6 104,9 az 108,2

Absorbance roztoku dichromanu draselného obsahujiciho piesné 60,06 mg K,Cr,0,v 1000,0 ml
roztoku kyseliny sirové 0,005 mol/l RS byly pouzity jako zaklad pro tab. 2.2.25-2. Hodnoty
absorbance tohoto roztoku méfené pfi tloust’ce vrstvy 1 cm jsou uvedeny v tab. 2.2.25-3.

Tab. 2.2.25-3
235 nm 0,748
257 nm 0,865
313 nm 0,292
350 nm 0,640

Limit rozptyleného zdreni mize byt sledovan pti danych vinovych délkach pomoci vhodnych
roztokti nebo filtrii. Napf. absorbance roztoku chloridu draselného R (12 g/l) méfena v 1cm vrstve
pti 200 nm by méla byt vyssi nez 2 v porovnani s vodou R jako kontrolni kapalinou.

Rozlisovact schopnost (pro kvalitativni analyzu). Pokud je to pfedepsano v ¢lanku, je tfeba
provést méfeni rozliSovaci schopnosti piistroje takto: zaznamena se spektrum roztoku toluenu R
(0,02% V/V) v hexanu R. Minimalni pomér absorbance v maximu pii 269 nm a absorbance
v minimu pfi 266 nm je uveden v ¢lanku.

Spektralni Sirka Stérbiny (pro kvantitativni analyzu). Abychom predesli pfi méfeni chybam
zpisobenym spektralni Sitkou Stérbiny pii pouZiti ptistroje, kde Sitka Stérbiny pfi zvolené vinové
délce miize byt ménéna, méla by byt Sitka Stérbiny mala ve srovnani s polositkou absorpéniho pasu,
ale soucasné by méla byt co nejvétsi, abychom ziskali vysokou hodnotu /. V kazdém ptipad¢ Sitka
Stérbiny pfistroje by méla byt vzdy takova, aby pfi jejim dal§im zmenSeni nedochazelo ke zménam
v odectu absorbance.

Kyvety. Povolena tolerance vnitini vzdalenosti protilehlych stén pouzivanych kyvet je
+0,005 cm. Naplni-li se tymz rozpoustédlem, mély by kyvety pro zkouSeny roztok a pro
porovnavaci kapalinu mit stejnou transmitanci. V opa¢ném ptipadé je tfeba zavést piislusnou
korekei.

Kyvety je nutno Cistit a zachazet s nimi opatrné.
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2.2.26 Papirova chromatografie

Vzestupna papirova chromatografie

Zarizeni. Zatizeni se sklada ze sklenéné komory vhodnych rozméri pro pouzity chromatogra-
ficky papir. Horni ¢ast komory je zabrouSena a opatfena dobfe tésnicim vikem. V horni ¢asti
komory je zafizeni umoziujici zavéSeni chromatografického papiru a jeho ponoteni do mobilni faze
bez otevieni komory. Na dné komory je umisténa miska obsahujici mobilni fazi, do které mize byt
papir ponoten. Jako chromatograficky papir se pouzije vhodny filtra¢ni papir nasttihany do pruhid
dostatecné délky, ne uzsich nez 2,5 cm; papir je nastiihan tak, aby mobilni faze protékala ve sméru
vlaken papiru.

Fracovni postup. Mobilni faze, ktera je pfedepsana v ¢lanku, se nalije do misky na dné komory
do vysky 2,5 cm. Pokud je uvedeno v ¢lanku, nalije se stacionarni faze i mezi stény komory a
misku. Komora se uzavie a ponecha se stat po dobu 24 h pii teploté 20 °C az 25 °C. V uvedeném
intervalu teplot se komora udrzuje i v pribéhu dalsi analyzy. Na papir se vyzna¢i meékkou tuzkou
horizontalni linie (start) ve vzdalenosti 3 cm od jednoho konce. Mikropipetou se nanese na start ve
formé skvrny objem roztoku, ktery je uveden v ¢lanku. Jestlize celkovy objem nanaseného roztoku
by vytvofil skvrnu o vétsim priméru nez 10 mm, roztok se nanasi po ¢astech v opakovanych dil¢ich
davkach tak, aby se pfed kazdym dal$im nanasenim rozpoustédlo odpafilo. Chromatografuje-li se
na stejném pruhu papiru vice nez jeden vzorek, vzdalenost mezi sousednimi skvrnami na startu
nema byt mensi nez 3 cm. Papir s nanesenym vzorkem se vlozi do komory, ktera se uzavie vikem,
a ponecha stat 1 h 30 min. Potom se papir ponoti do mobilni faze a vyviji se do pfedepsané
vzdalenosti nebo po ptedepsanou dobu. Papir se vyjme a ponecha uschnout na vzduchu. Béhem
vyvijeni se papir chrani pred pfimym svétlem.

Sestupna papirova chromatografie

Zarizeni. Zatizeni se sklada ze sklenéné komory vhodnych rozmérti pro pouzity chromatografic-
ky papir. Horni ¢ast komory je zabrouSena a opatfena dobie té€snicim vikem. Viko ma sttedovy
otvor o praméru asi 1,5 cm uzaviratelny téZkou sklenénou deskou nebo zatkou. V horni Casti
komory je umistén zlabek pro rozpoustédlo se zatizenim k zavéSeni chromatografického papiru. Na
kazdé strané zlabku jsou paralelné¢ nad jeho hornimi okraji umistény dvé sklenéné vodici tyCe
podpirajici papir tak, aby Zadna jeho cast se nedotykala stén komory. Chromatograficky papir je
tvofen vhodnym filtraénim papirem nastfihanym na pruhy dostatecné délky a vhodné Site, tj. mezi
2,5 cm a délkou zlabku; papir je nastiihan tak, aby mobilni faze protékala ve sméru vlaken papiru.

Fracovni postup. Na dno komory se nalije rozpoustédlo uvedené v ¢lanku do vysSe 2,5 cm.
Komora se uzavie a ponecha stat 24 h pfi teploté 20 °C az 25 °C. V tomto rozmezi teplot se
komora v prubéhu analyzy udrzuje. Na papir se vyznaci mekkou tuzkou horizontalni linie (start)
v takové vzdalenosti od jednoho konce, aby po zajisténi tohoto konce papiru ve zlabku s rozpouste-
dlem zbytek papiru volné splyval ptes vodici ty¢ a start byl nékolik cm pod vodici ty¢i a paralelné
s ni. Pomoci mikropipety se nanese na start objem roztoku, ktery je uveden v ¢lanku. Jestlize
celkovy objem, ktery je nutno nanést, by vytvofil skvrnu o vétSim priiméru nez 10 mm, je nutno
nanaset roztok po ¢astech tak, aby se pied kazdym nasledujicim nanaSenim rozpoustédlo odpatilo.
Chromatografuje-li se na tomtéz pruhu papiru vice nez jeden vzorek, pak vzdalenost mezi
sousednimi skvrnami nema byt mensi nez 3 cm. Papir s nanesenym vzorkem se vlozi do komory,
ktera se uzavie vikem, a ponecha se stait 1 h 30 min. Do zlabku se otvorem ve viku vpravi
dostatecné mnozstvi mobilni faze, komora se uzavie a papir se vyviji do predepsané vzdalenosti
nebo po piedepsanou dobu. Papir se vyjme z komory a ponecha uschnout na vzduchu. Béhem
vyvijeni se papir chrani pred pfimym svétlem.
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2.2.27Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je separacni metoda, u které stacionarni fazi tvoii vhodny material
naneseny v rovnomeérné tenké vrstveé a fixovany na sklenény, kovovy nebo plasticky podklad (deska
nebo folie). K separaci dochazi migraci rozpusténych latek tenkou vrstvou v rozpoustédle nebo
vhodné smési rozpoustédel (mobilni faze).

Pokud neni uvedeno jinak, pouzije se nasledujici zatizeni, desky a postup.

Zarizeni

Zatizeni se sklada:

- z desek nebo folii s vrstvami hotovymi nebo pfipravenymi (jak je popsano nize) vhodné velikosti
(obvykle 100 mm x 100 mm nebo 200 mm x 200 mm) pro nandSeni chromatografovanych
roztokl a vyvijeni do pfedepsané vzdalenosti (drdhy). Tloustka vrstvy je obvykle 0,1 mm az
0,3 mm,

- z chromatografické komory s plochym nebo dvojzlabkovym dnem z inertniho transparentniho
materialu vhodné velikosti pro pouzité desky nebo folie a opatiené dobte té€snicim vikem,

- z mikropipet, mikroinjek¢nich stiikacek, kalibrovanych kapilar pro jedno pouziti nebo jiného
nanaseciho zafizeni, které je vhodné pro spravné nanaseni roztokd.

Desky

Chromatografie se provadi s pouzitim desek s vrstvami hotovymi nebo pfipravenymi, jak je
popsano nize. Oba typy vrstev vyhovuji pozadavku ovéfeni detekéni schopnosti, je-li pfedepsano,
i pozadavku ovéreni separacni schopnosti. Tyto zkousky se provadéji soucasné s chromatografii
zkousené latky nanesenim predepsanych porovnavacich roztokd. Je-li nutné, vrstvy je mozno pred
pouzitim aktivovat zahfatim pii 100 °C az 105 °C po dobu 1 h.

Friprava vrstev

Ptipravi se homogenni suspenze stacionarni faze a vhodnym zafizenim se nanese na pecliveé
vycisténé desky vrstva o sile 0,1 mm az 0,3 mm. Desky s vrstvami se ponechaji schnout na vzduchu
a potom se zahtivaji v susarné pii teploté 100 °C az 105 °C po dobu 1 h. Pfed pouzitim desky se
odstrani uzky pruh vrstvy stacionarni faze z obou stran desky, aby tyto pruhy byly v pribéhu
vyvijeni vertikaln¢.
Pracovni postup

Stény chromatografické komory se vylozi filtranim papirem. Do chromatografické komory se
podle jeji velikosti nalije takové mnozstvi mobilni faze, aby po impregnaci filtraéniho papiru byla
na dné komory vrstva mobilni faze o vySce 5 mm az 10 mm. Komora se uzavie vikem a ponecha
se stat pii 20 °C az 25 °C po dobu 1 h.

Na vrstvu se nanese ve vzdalenosti asi 15 mm az 20 mm od spodniho okraje a nejmén¢ 10 mm
od bo¢niho okraje ptedepsany objem roztokd v dostatecné malych davkach, aby vznikly kruhové
skvrny (o priméru 2 mm aZz 6 mm) nebo, je-li pfedepsano, skvrny tvaru prouzkd (10 mm az 20 mm
x 2 mm az 6 mm). Roztoky se nanaSeji na start paraleln¢ se spodnim okrajem desky tak, aby
vzdalenost mezi skvrnami byla nejméné 10 mm.

Po odpateni rozpoustédla z nanaSenych roztoki se deska vlozi do chromatografické komory tak,
aby byla co nejvice ve vertikalni poloze a skvrny byly nad hladinou mobilni faze. Chromatograficka
komora se uzavie a udrzuje pfi teploté 20 °C az 25 °C. Deska se vyjme z komory, kdyZ mobilni
faze dosahne vzdalenosti predepsané v ¢lanku, vysusi se a chromatogram se deteguje predepsanym
zpisobem.

Pro dvojrozmérnou chromatografii se vrstva po prvnim vyvijeni vysu$i a provede se druhé
vyvijeni ve sméru kolmém na smér prvniho vyvijeni.
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Ovéreni separac¢ni schopnosti
Pozadavky na ovéfeni separacni schopnosti jsou uvedeny v ptislusnych ¢lancich.

Ovéreni detekcéni schopnosti

o 24

porovnavacim roztokem jasné¢ viditelné.

2.2.28Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separac¢ni metoda, ve které mobilni fazi je plyn (nosny plyn) a
stacionarni fazi naplnénou do kolony je bud’ pevna latka, nebo kapalina, kterou je pokryt pevny
inertni nosi¢, nebo kapalny film rovnomémeé naneseny na sténach kolony.

Plynova chromatografie je zaloZzena na mechanismu adsorpce a/nebo rozdélovani.

Fristroj. Ptistroj se skladé ze zdroje plynu, ddvkovaciho zafizeni, chromatografické kolony,
detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni. Kolona je obvykle sklenéna nebo z nerezové oceli a
obsahuje stacionarni fazi. Nosny plyn protéka kolonou kontrolovanou rychlosti do detektoru.

Stanoveni je provadéno bud’ pfi konstantni teplote, nebo podle daného teplotniho programu.

Pouzity detektor musi umoziovat stanoveni mnozstvi sledovanych latek ptitomnych v eluatu
z kolony. Obvykle je zalozen na principu plamenné ionizace, tepelné vodivosti, tepelné ionizace
nebo elektronového zachytu.

Fracovni postup. Kolona, davkovaci zatizeni a detektor se stabilizuji pti piedepsanych teplotach.
Ptipravi se roztok zkousené latky a porovnavaci roztok nebo roztoky, jak je predepsano. Pouzitim
porovnavacich roztokl se ur¢i vhodné nastaveni parametrii piistroje a mnozstvi, které ma byt
nastiikovano, aby byla ziskana vhodna odezva. Provedou se opakované nastiiky, aby byla ovéiena
reprodukovatelnost odezvy, a je-li zapottebi, urci se pocet teoretickych pater.

Nastiiknou se roztoky a zaznamenaji se vysledné chromatogramy. Provedou se opakované
nastiiky, aby byla ovéfena reprodukovatelnost odezvy. Ur¢i se plochy piki nebo alternativné vysky
pikti odpovidajicich sledovanym slozkam, je-li faktor symetrie piku vypocitan, jak je uvedeno nize,
mezi 0,80 a 1,20. Pfi méfenich vyzadujicich teplotni program ma byt uréovana plocha pikt. Je-1i
pouzit vnitini standard, provéti se, zda zadny pik sledované latky neni prekryt pikem vnitiniho
standardu.

Ze ziskanych hodnot se vypocte obsah stanovované slozky nebo slozek. Je-li pfedepséano,
vypocéte se procentualni obsah jedné nebo vice slozek sledované latky urcenim plochy piku nebo
pikt z celkové plochy vsech pikil, vyjma pikl rozpoustédla nebo kterychkoliv pridanych latek
(normalizaéni postup). V tomto piipad¢ je doporuceno pouziti zesilovace se Sirokym rozsahem a
automatického integratoru.

Faktor symetrie piku se vypocte z vyrazu:

b 0,05
24 °

v némz znaci:

boos - Sitku piku v jedné dvacetin€ jeho vysky,

A - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvacetiné
vysky piku.
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RozliSeni (R)) se vypocte ze vzorce:
1,18 (¢, — tx,)

bosa * bose

s

b

Ikt = Tra
v némz znaci:
twe A L, - vzdalenosti podél zéakladni linie mezi bodem nastfiku a kolmicemi spusténymi
z vrchold dvou sousednich pikii (mm),
bys. @ by s, - Sifky pikil v poloving jejich vySky (mm).
Vysledky stanoveni lze hodnotit, jestlize rozliSeni mezi méfenymi piky v chromatogramu je
vétsi nez 1,0, pokud neni predepsano jinak.

Pocet teoretickych pater () se vypocte z tidaju ziskanych za izotermickych podminek ze vzorce:
r)2
n = 5,54( —R] :
bos
v némz znaci:

tx - vzdalenost podél zdkladni linie mezi bodem nastfiku a kolmici spuSténou z vrcholu
sledovaného piku (mm),
bys - Sitku piku v poloviné jeho vySky (mm).

Kapacitni pomér (D) (znamy téz jako kapacitni faktor) je definovdn jako:

_ mnozstvi rozpusténych latek ve stacionarni fazi _ K Vs
- ~ I4 v r r . 4 ’4 . - s
mnozstvi rozpusténych latek v mobilni fazi Vv

m

D

m

v némz znaci:
K -rovnovazny rozdélovaci koeficient,
V, - objem staciondrni faze,
V., - objem mobilni faze.
Kapacitni pomér slozky mize byt uren z chromatogramu s pouzitim vzorce:
Do te =t ,
Ip

v némz znaci:
tr- vzdalenost v mm podél zékladni linie mezi bodem néstfiku a kolmici spusténou z vrcholu piku

odpovidajiciho slozce,
tx - vzdalenost v mm podél zakladni linie mezi bodem néstfiku a kolmici spusténou z vrcholu piku

odpovidajiciho nezadrzované slozZce.

Pomér signalu k Sumu (S/N) je pocitan ze vzorce:

SN = 21
?

n
v némz znadi:
H - vysku piku odpovidajiciho dané slozce na chromatogramu ziskaném s predepsanym porovna-
vacim roztokem,
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h, - absolutni hodnotu nejvétsi vychylky signalu Sumu od zakladni linie na chromatogramu kon-
trolniho roztoku ziskaného pfi slepé zkousce a sledovaného v rozsahu tmémém 20nasobku

Sitky piku v poloviné jeho vysky na chromatogramu predepsaného porovnavaciho roztoku

a pozorovaného v misté rovnomérné situovaném okolo mista, kde by se tento pik nachazel.

Head-space plynova chromatografie

Head-space plynova chromatografie je metoda zvlasté vhodna pro rozdéleni a stanoveni téka-
vych latek pritomnych v pevnych nebo kapalnych vzorcich. Metoda je zaloZena na analyze plynné
faze, ktera je v rovnovaze s pevnou nebo kapalnou fazi.

Fristroj. Ptistroj se sklada z plynového chromatografu opatfeného zatizenim pro zavadéni
zkouseného vzorku, které mize byt piipojeno k modulu, jenz automaticky ovlada tlak a teplotu. Je-
li to nutné, mtize byt ptipojeno zafizeni pro eliminaci rozpoustédel. Analyzovany vzorek je umistén
do lahvicky opatfené vhodnym uzavérem. Dalsi ¢asti je systém ventilti umoziiujici prichod nosného
plynu. Lahvicka je umisténa do termostatované nddobky vyhiivané na vhodnou teplotu dle povahy
zkouSen¢ho vzorku. Vzorek je zahiivan na tuto teplotu dostatecné dlouho, aby byla ustavena
rovnovaha mezi pevnou nebo kapalnou fazi a plynnou fazi.

Nosny plyn je zavadén do nadobky a po predepsaném cCase se otevie vhodny ventil, ktery
umozni expanzi plynu unasejiciho zplynitelné latky do chromatografické kolony.

Misto chromatografu specialné vybaveného pro zavadéni vzorkll je téz mozné pouzit
vzduchotésnou stiikacku a bézny chromatograf. Ustaveni rovnovahy pak probihd v odd€lené
komtrce a plynna faze je vedena na kolonu pii zajisténi podminek zarucujicich, Ze nedojde
k poruseni rovnovahy.

FPracovni postup. Pouzitim porovnavacich vzorkl se uréi vhodné instrumentalni podminky
k dosazeni vhodné odezvy.

a) Pifima kalibrace

Do stejnych lahvicek se umisti oddélené zkousené latky a vSechny porovnavaci vzorky, jak je
predepsano v clanku, pricemz se zabrani kontaktu mezi ddvkovacim zatizenim a vzorky. Lahvicky
se hermeticky uzaviou a vlozi do termostatovaného prostoru udrZzovaného na teploté a tlaku
predepsanych v ¢lanku.

Po ustaveni rovnovahy se provede chromatograficka analyza za predepsanych podminek.

b) Standardni piidavek

Do sady stejnych vhodnych lahviek se umisti stejné objemy zkouSeného ptipravku. Do vSech
lahvi¢ek kromé jedné se ptidaji vhodna mnozstvi porovnavacich vzork, které obsahuji znamé
koncentrace stanovované latky, takZe vznikne série pfipravkd obsahujicich postupné vzristajici
koncentrace této latky. Lahvicky se hermeticky uzaviou a vlozi se do termostatovaného prostoru
udrZzovaného na teploté a tlaku pfedepsanych v ¢lanku. Po ustaveni rovnovdhy se provede
chromatograficka analyza za ptredepsanych podminek.

Metodou nejmensich ¢tvercd se vypocita linedrni rovnice pfimky a z ni se ur¢i koncentrace
stanovované latky ve zkouSeném piipravku.

Alternativné se vynesou do grafu stfedni hodnoty namétenych dat proti pfidanym mnozstvim
stanovované latky. Extrapoluje se piimka vychazejici z bodu na grafu k ose koncentraci. Vzdalenost
mezi timto bodem a priseCikem os predstavuje koncentraci stanovované latky ve zkouSeném
ptipravku.

¢) Postupny odbér
V ptipadé¢, Ze je pozadovana metoda postupného odbéru, je podrobné popsana v ¢lanku.
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2.2.29Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni metoda, kde mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi
naplnénou do kolony je bud’ jemné rozptylena pevna latka, nebo kapalina nanesena na pevny nosic,
nebo pevny nosi¢, ktery je chemicky modifikovan navazanim organickych skupin.

Kapalinova chromatografie je zaloZzena na mechanismu adsorpce, rozdélovani, iontové vymény
nebo vylucovani.

Zarizeni. Pristroj se obvykle sklada z ¢erpaciho systému, davkovaciho zafizeni (injekéni stiikac-
ka nebo nastfikovaci ventil), chromatografické kolony, detektoru a zapisovace. Mobilni faze je
obvykle privadéna pod tlakem z jednoho nebo vice zasobniki a protéka kolonou konstantni rychlos-
ti a potom detektorem.

Teplota chromatografické kolony je udrzovana konstantni. SloZeni pfedepsané mobilni faze
muze byt bud’ konstantni béhem celého chromatografického procesu (izokraticka eluce), nebo se
muze ménit podle definovaného programu (gradientova eluce).

Pouzity detektor umoziuje stanoveni mnozstvi sledovanych latek eluovanych z kolony. Detekce
je obvykle zaloZena na absorpéni spektrofotometrii. Diferen¢ni refraktometrie, fluorimetrie;
spalovaci a elektrochemické metody jsou také pouzivany.

Fracovni postup. Kolona se uvede do rovnovazného stavu s predepsanou mobilni fazi. Ptipravi
se roztok zkouSené latky a porovnavaci roztok nebo roztoky tak, jak je ptedepsano. Roztoky nesmi
obsahovat pevné Castice. Za pouziti porovnavacich roztokd se ur¢i vhodné nastaveni pfistroje a
nastfikované mnozstvi potfebné pro pfimefenou odezvu. Provedou se opakované nasttiky pro
ovéeteni reprodukovatelnosti odezvy, a je-li to poZzadovano, stanovi se pocet teoretickych pater.

Nastiiknou se roztoky a zaznamenaji se vysledné chromatogramy. Provedou se opakované na-
sttiky k ovéfeni reprodukovatelnosti odezvy. Stanovi se plochy pikt sledovanych latek, ptipadné
vysky pikd, lezi-li hodnota faktoru symetrie piku vypoctena podle vzorce uvedeného nize mezi 0,80
a 1,20. V aplikacich vyzadujicich gradientovou eluci je tfeba pouzit stanoveni ploch pik. Je-li
pouzit vnitini standard, zkontroluje se, zda neni zadny pik zkouSené latky prekryt pikem vnitiniho
standardu.

Ze ziskanych hodnot se vypocte obsah stanovované slozky nebo slozek. Je-li pozadovan
procentualni obsah jedné nebo vice slozek zkousené latky, vypocte se stanovenim plochy piku nebo
pikt jako procenta celkové plochy vSech pikli vyjma piki rozpoustédla nebo jakéhokoliv pridaného
¢inidla (metoda normalizace). Pak se doporucuje pouziti automatického integratoru a zesilovace
s Sirokym rozsahem.

Faktor symetrie piku se vypocte z vyrazu:

v némz znaci:

by s - Sitku piku v jedné dvacetin€ jeho vysky (mm),

A - vzdélenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting
vysky piku (mm).

R «. . Z€ VZOrce:
RozliSeni (R,)) se vypocte

N

- LI18(tg — R

b

bosa * bose

Ikt = Tra
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v némz znaci:
twaty, - vzdalenosti podél zakladni linie mezi bodem nastiiku a kolmicemi spusténymi
z vrchold dvou sousednich pikil (mm),
bys.a by s, - Sitky pikd v poloving jejich vysky (mm).
Vysledky stanoveni lze hodnotit, jestlize rozliSeni mezi méfenymi piky v chromatogramu je
vétsi nez 1,0, pokud neni predepsano jinak.

Pocet teoretickych pater () se vypocte z Gdaja, ziskanych za izotermickych podminek ze vzorce:
2

n = 5,54 i ,
0,5
v némz znaci:
tx - vzdalenost podél zdkladni linie mezi bodem nastfiku a kolmici spuSténou z vrcholu
sledovaného piku (mm),
bys - Sitku piku v poloviné jeho vySky (mm).

Kapacitni pomér (D) (znamy téz jako kapacitni faktor) je definovdn jako:

_ mnozstvi rozpusténych latek ve stacionarni fazi K Vs
- R vex P 7 - - >
mnozstvi rozpusténych latek v mobilni fazi 14

m

D

m

v némz znaci:
K - rovnovazny rozdélovaci koeficient,
V. - objem stacionarni faze,
V,, - objem mobilni faze.
Kapacitni pomér slozky mize byt uren z chromatogramu s pouzitim vzorce:

D= tp =t
m b
Y

v némz znaci:

tx- vzdalenost podél zakladni linie mezi bodem nastiiku a kolmici spusténou z vrcholu piku
odpovidajiciho slozce (mm),

tx - vzdalenost podél zékladni linie mezi bodem nastiiku a kolmici spusténou z vrcholu piku
odpovidajiciho nezadrzované slozce (mm).

Pomér signalu k Sumu (S/N) je pocitan ze vzorce:

SN = 21
2

n

v némz znaci:

H - vysku piku odpovidajiciho dané slozce na chromatogramu ziskaném s predepsanym

porovnavacim roztokem,

h, - absolutni hodnotu nejvétsi vychylky signalu Sumu od zakladni linie na chromatogramu kon-
trolniho roztoku ziskaného pti slepé zkousce a sledovaného v rozsahu imémém 20nasobku
Sitky piku v poloviné jeho vySky na chromatogramu predepsaného porovnavaciho roztoku
a pozorovaného v misté rovnomérné situovaném okolo mista, kde by se tento pik nachazel.
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2.2.30Vylucovaci chromatografie

Vylucovaci chromatografie (s organickou mobilni fazi je znama jako gelova chromatografie a
s vodnou mobilni fazi se pouziva nazev gelova filtrace) je chromatograficka technika, ktera
rozdéluje molekuly v roztoku podle jejich velikosti. Vzorek je vnesen na kolonu naplnénou gelem
nebo naplni s poréznimi Casticemi a je nesen mobilni fazi kolonou. K separaci podle velikosti
dochazi opakovanou vymeénou rozpusténych molekul (rozpusténé latky) mezi rozpoustédlem v mo-
bilni fazi a tymz rozpoustédlem v nepohyblivé kapalné fazi (stacionarni fazi), ktera je v porech
naplné. Rozmezi velikosti pord naplné urcuje rozmezi velikosti molekul, ve kterém mutze dojit
k separaci.

Molekuly, které jsou tak malé, Ze mohou pronikat do vSech porti, jsou eluovany s celkovym per-
meacnim objemem (V). Molekuly vyrazné vétsi nez maximalni velikost pord naplné se pohybuji
v kolon¢ jen prostory mezi ¢asticemi naplné bez zadrzovani a jsou eluovany s vylu¢ovacim obje-
mem (V). K separaci podle velikosti molekul dochazi mezi vylu¢ovacim a celkovym permeacnim
objemem, pficemz pouzitelna je obvykle separace v prvnich dvou tfetinach tohoto rozmezi.

Zarizeni. Zakladem zafizeni je chromatograficka kolona vhodnych rozméri, v piipadé¢ potieby
termostatovana, naplnéna separaénim materialem schopnym déleni ve vhodném rozsahu velikosti
molekul, kterou protéka konstantni rychlosti eluent. Jeden konec kolony je obvykle pfipojen ke
vhodnému zatizeni pro nastiik vzorku, jako je adaptér pritoku, septovy davkovac nebo nasttikovaci
ventil, a mize byt také pfipojen ke vhodnému cerpadlu pro kontrolu priitoku eluentu. Piipadné
muze byt vzorek nastfikovan pfimo na vstup kolony (povrch naplné kolony zbaveny kapaliny),
nebo je-li vzorek hustsi nez eluent, mize byt pfevrstven eluentem. Vystup z kolony je obvykle
pripojen k vhodnému detektoru spojenému s automatickym zapisovacem, ktery umoznuje zaiznam
relativnich koncentraci separovanych slozek vzorku. Detektory jsou vétSinou zaloZeny na
fotometrickych, refraktometrickych nebo Iuminiscen¢nich vlastnostech. V ptipadé potieby mize
byt pfipojen automaticky sbérac¢ frakci.

Néplni mize byt mekky nosic, jako je nabobtnaly gel, nebo tuhy nosi¢ tvotfeny sklem,
silikagelem nebo zesitovanym organickym polymerem kompatibilnim s rozpoustédlem. Tuhé
nosi¢e obvykle vyzaduji tlakovany systém umoziujici rychlejsi separace. Mobilni faze je volena
podle typu vzorku, separacniho prostiedi a zplisobu detekce.

Pred provedenim separace by méla byt naplii upravena a naplnéna do kolony tak, jak je popsano
v ¢lanku nebo podle navodu vyrobce.

V ptipadé potieby jsou v ¢lancich uvedeny postupy pro ovéieni zpisobilosti systému. Uginnost
kolony miize byt vyhodnocena z poctu teoretickych pater (), vypoéteného ze vzorce:

2

|4
554 —| ,
0.5

v némz znaci:

V. - retenCni objem v maximu piku,

bys - Sitku piku v poloviné jeho vysSky vyjadienou ve stejnych jednotkach jako retencni objem.
Stanoveni distribu¢niho koeficientu K,

Eluéni charakteristika latky na urcité koloné mtize byt dana distribu¢nim koeficientem, K, ktery
se vypocte ze vzorce:
V.-V, —_—
Vi- VW
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Stanoveni se provede méfenim retenc¢nich objemtl nezadrZzované slozky (V,), jiné slozky, ktera
muze pronikat do vSech pori nosice, (V), a latky, jejiz rozdélovaci koeficient je stanovovan, (V).
Retencni objem se méti od nésttiku do maxima piku.

Stanoveni pomérného slozeni smési

Provede se separace podle ¢lanku. Je-li to mozné, pribézné se zaznamenava eluce slozek a méti
se odpovidajici plochy pikd. Je-1i zaznamenavana fyzikalné-chemicka vlastnost a maji-1i vsechny
stanovované slozky vzorku stejnou odezvu (napt. maji-li stejnou specifickou absorbanci), spocita
se relativni mnozstvi kazdé slozky jako podil ptislusné plochy piku a souctu ploch pikd vsech
stanovovanych slozek. Nejsou-li detekéni odezvy stanovovanych slozek stejné, spocita se obsah
pomoci kalibracnich kiivek ziskanych s pouZzitim kalibracnich referen¢nich latek predepsanych
v ¢lanku.

Stanoveni molekulovych hmotnosti

Vylu€ovaci chromatografii lze pouzit pro stanoveni molekulovych hmotnosti po srovnani
s vhodnymi kalibra¢nimi referen¢nimi latkami, specifikovanymi v ¢lanku.

Do grafu se vynese zavislost retenc¢nich objemil kalibra¢nich referencnich latek na logaritmu
jejich molekulovych hmotnosti. Kfivka se obvykle blizi pfimce mezi vylu¢ovaci mezi a mezi uplné
permeace pro pouzité separacni prostiedi. Z kalibracni kiivky se stanovi molekulové hmotnosti.
Kalibrace pro molekulové hmotnosti je platna jen pro urcity makromolekularni systém latka/roz-
pou- $tédlo za danych experimentalnich podminek.

Stanoveni distribuce velikosti molekul polymerii

Vylucovaci chromatografii Ize pouzit pro stanoveni distribuce velikosti molekul polymera.
Avsak porovnani vzorki je mozné jen s vysledky ziskanymi za stejnych experimentalnich podmi-
nek. Latky pouzité pro kalibraci a metody stanoveni distribuce velikosti molekul polymeri jsou
uvedeny v ¢lanku.

2.2.31Elektroforéza

Elektroforéza je fyzikalné-analytickda metoda zalozena na pohybu elektricky nabitych ¢astic
rozpusténych nebo dispergovanych v roztoku elektrolytu v elektrickém poli.
Elektroforeticka pohyblivost je rychlost pohybu nabitych ¢astic v m/s v elektrostatickém poli
o intenzit¢ 1 V/m. Vyjadiuje se v m°. Vs~ Z praktickych divodi se pouzivd cm®.V's™.
Pohyblivost mize byt definovana pouze pro dany elektrolyt za urcitych experimentalnich
podminek. Je ovlivnéna mnoha faktory, napt.:
- charakteristikou nabitych ¢astic: druhem, velikosti, tvarem, elektrickym nabojem, koeficientem
tfeni;
- charakteristikou kapaliny, ve které se nabité castice pohybuji: rozpoustédlem, druhem a
koncentraci elektrolytu, iontovou silou, pH, viskozitou roztoku.
Smér pohybu zédvisi na druhu elektrického naboje; nabité Castice se pohybuji k elektrodé
s opa¢nym nabojem.

Volna elektroforéza neboli elektroforéza s pohyblivym rozhranim

Tato metoda se hlavné uziva ke stanoveni elektroforetické pohyblivosti, pfi¢emz experimentalni
charakteristiky jsou piimo méfitelné a reprodukovatelné. Hlavn€ se pouziva u latek o vysoké
relativni molekulové hmotnosti s nizkymi difuznimi koeficienty. Poloha rozhrani se na pocatku
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stanovi fyzikalnimi metodami, jako jsou refraktometrie nebo konduktometrie. Po aplikaci dan¢ho
elektrického pole se po piesné zméreném Case pozoruji nova rozhrani a jejich vzajemna poloha. Je
nutno volit takové pracovni podminky, které zajisti vznik a urceni tolika rozhrani, kolik je slozek.

Zonova elektroforéza v nosici

Tato metoda vyZzaduje pouze malé mnozstvi vzorku.

Druh nosice, jako je papir, agarovy gel, acetat celulosy, skrob, agarosa, methakrylamid, smésny
gel, zavadi mnozstvi dalSich faktorti ovlivitujicich elektroforetickou pohyblivost:

a) nasledkem porozity nosice je naméfena migracni vzdalenost mensi nez skutecna draha iontu,

b) nékteré nosice nejsou elektroneutralni, a mohou tedy vyvolat vyznamny elektroosmoticky tok,

c) jakékoliv zahfivani mlize vlivem Jouleova efektu zptisobit odpafovani kapaliny z nosice, coz

v dusledku kapilarity zptisobi pohyb roztoku od krajt do stfedu. lontova sila z tohoto diivodu

ma tendenci postupné vzristat.

Rychlost pohybu potom zavisi na ctytech hlavnich faktorech, zejména na pohyblivosti nabité
Castice, elektroendosmotickém proudéni, na odpafovani a intenzité elektrického pole. Proto je
nezbytné pracovat za zcela pfesn¢ definovanych experimentalnich podminek a pouzivat, kdekoliv
je to mozné, referencCnich latek.

Zarizeni pro elektroforézu se sklada ze:

- zdroje stejnosmeérné elektrické energie, jehoz napéti miiZze byt regulovano a stabilizovano;

- elektroforetické komory; je obvykle pravouhla, vyrobena ze skla nebo pevného plastu se dvéma
oddélenymi prostory - anodickym a katodickym - obsahujicimi roztok elektrolytu. V kazdém
prostoru je ponotena elektroda, napt. platinova nebo grafitova. Elektrody jsou propojeny vhodné
izolovanym obvodem se zdrojem stejnosmérného proudu, ¢imZ se vytvori anoda a katoda.
Hladina kapaliny v obou prostorech se udrzuje na stejné trovni, aby se predeslo vzajemnému
prelévani.

Elektroforeticka komora je uzaviena vzduchotésnym vikem, které udrzuje vlhkosti nasycenou
atmosféru béhem operace a tim sniZzuje odpafovani rozpoustédla. Viko mulze byt opatfeno
bezpecnostnim zafizenim, které po jeho sejmuti vypne elektricky proud. Jestlize elektricky vykon
piekroc¢i 10 W, doporucuje se chlazeni nosice;

- zarizeni na upevnéni nosice:

Frouzkova elektroforéza. Prouzek nosice, predem navlhceny v pouzivaném roztoku elektrolytu
a ponofeny na obou koncich do elektrodovych prostord, je vhodné napnuty a upevnény
k vhodnému drzaku nosice, ktery zabrani difuzi elektrolytu. Drzak miize byt vodorovny ramecek,
podstavec ve tvaru obracen¢ho V nebo podlozka s vertikaln€ vy¢nivajicimi hroty umisténymi ve
vhodnych vzdalenostech;

Gelova elektroforéza. Zatizeni se sklada ze sklenéné desky (napt. mikroskopické sklicko), na
jejiz celou plochu je nanesena pevné prilnava vrstva gelu stejné tloustky. Elektrické spojeni mezi
gelem a vodivym roztokem je zajisténo riiznymi zptsoby podle druhu pouzitého zafizeni. Je tieba
ucinit preventivni opatfeni, aby bylo zabranéno kondenzaci vlhkosti nebo vysychani pevné
vIstvy;

- mé¥iciho nebo detekcniho zarizeni.

Fracovni postup. Roztok nosného elektrolytu se nalije do elektrodovych prostorti. Nosi¢
nasyceny elektrolytem se umisti do komory zptisobem vhodnym pro dané zatfizeni. Vyznaci se
misto startu a nanese se vzorek. Na predepsanou dobu se zapoji energeticky zdroj. Po vypnuti
zdroje se nosic¢ vyjme z komory, vysusi se a vizudln€ posoudi.
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Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Pfi tomto typu elektroforézy je stacionarni fazi (nosi¢em) gel pfipraveny ze smési akrylamidu
a N,N’-methylenbisakrylamidu. Gely se mohou pfipravit do trubicek 7,5 cm dlouhych a o vnitfnim
praméru 0,5 cm (trubi¢kové gely). V tomto piipad€ se na jednu trubi¢ku nanasi jeden roztok. Gely
mohou byt také pripraveny mezi sklenénymi deskami (deskovy gel). Na takto pripraveny gel je
mozno nanaset vice roztokd.

Zarizeni. Sklada se ze dvou nad sebou umisténych nadobek na tlumivy roztok vyrobenych
z vhodného materialu, jako je polymethylmethakrylat. Kazda nadobka je vybavena platinovou
elektrodou. Elektrody jsou pfipojeny ke zdroji umoziujicimu préci bud’ ptfi konstantnim proudu,
nebo pii konstantnim napéti. Pro trubickové gely je na dn¢ horni nadobky nékolik drzaka stejné
vzdalenych od elektrody. Pro deskové gely jsou k dispozici vyvijeci komory umoziujici déleni ve
vertikéalni nebo horizontélni poloze.

Fostup stanoveni. Pred polymeraci gelu by mély byt roztoky odplynény a gely pouZivany
okamzité po pfiprave.
a) Trubickoveé gely

Ptipravi se smés gelu podle predpisu a nalije se do sklenénych trubi¢ek s uzavienym dnem do
stejné vysky asi 1 cm od horniho okraje. Je nutno zajistit, aby v trubi¢ce nezistaly bublinky
vzduchu. Smés gelu se prevrstvi vodou R, aby se zamezilo piistupu vzduchu, a gel se necha
zpolymerovat. Tvorba gelu trva asi 30 min a je ukoncena, kdyZ se objevi ostré rozhrani mezi gelem
a vrstvou vody. Vrstva vody se odstrani. Spodni nadobka se naplni pfedepsanym tlumivym
roztokem a odstrani se uzavéry trubi¢ek. Trubiky se upevni do drzaki v horni nadobce tak, aby
spodni ¢ast trubicek byla ponofena v tltumivém roztoku spodni nadobky. Trubicky se opatrné naplni
predepsanym tlumivym roztokem. Pfipravi se zkouSeny roztok a porovnavaci roztok, které obsahuji
vhodné znackovaci barvivo, a zahusti se napt. sacharosou K. Tyto roztoky se nanaseji na povrch
gelu jednotlivych trubicek, ptfi¢emz pro kazdy roztok se pouzije jina trubicka. Do horni nadobky
se nalije stejny tlumivy roztok. Elektrody se ptipoji ke zdroji elektrické energie a elektroforéza se
necha probihat za predepsané teploty a pii predepsaném konstantnim napéti nebo predepsané inten-
zit¢ proudu. Zdroj energie se vypne v okamziku, kdy znac¢kovaci barvivo doputuje témét ke spodni
nadobce. Trubicky se okamzité vyjmou ze zafizeni a gel se z nich uvolni. Poloha jednotlivych zon
se v elektroforeogramu deteguje predepsanym zptisobem.
b) Deskové gely

Gelova smés se pripravi predepsanym zptisobem a vpravi se do vhodné formy bud’ pomoci
pumpy, nebo nalitim. Je nutno zajistit, aby v gelu neziistaly bublinky vzduchu. Otvory pro vzorky
se mohou v gelu vytvofit pfimo pomoci vhodného plastikového hiebene. Po zpolymerovani gelu
se uvolni dolni okraj desky, odfizne se nadbyte¢ny polyakrylamid a odstrani se hfeben. Desky se
upevni do komory a spodni nadobka se naplni pfedepsanym tlumivym roztokem. Otvory pro vzorky
se opatrné naplni predepsanym tlumivym roztokem. Pfipravi se zkouSeny roztok a porovnavaci roz-
tok, které obsahuji vhodné znackovaci barvivo, a zahusti se napt. sacharosou R. Roztoky se oddéle-
né nanesou do otvorti v hornim okraji gelu. Horni nadobka se naplni pfedepsanym tlumivym rozto-
kem. Elektrody se pfipoji ke zdroji elektricke energie a elektroforéza se necha probihat za piedepsa-
né teploty pii predepsaném konstantnim napéti nebo proudu. Zdroj energie se vypne v okamziku,
kdy znackovaci barvivo doputuje k spodnimu okraji gelu. Desky se okamzité vyjmou z aparatury
a gel se uvolni. Poloha jednotlivych zén se deteguje v elektroforeogramu piedepsanym zpiisobem.

Zaostiovaci gel. Jestlize je v ¢lanku predepsano pouziti zaostiovaciho gelu, postupuje se, jak
je uvedeno vyse s nasledujici modifikaci. Smési separa¢niho gelu se naplni ptiblizné tfi ¢tvrtiny
celkové délky desky a necha se zpolymerovat. Odstrani se vrstva vody a deska se doplni druhou
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vrstvou zaostfovaciho gelu pfipravenou zptisobem predepsanym v ¢lanku. Jestlize je to potiebné,
pouzije se plastikovy hieben k vytvoreni otvord pro naneseni vzorkd a gel se necha zpolymerovat.
Na takto ptipraveném gelu by méla byt vzdalenost mezi otvory pro vzorky a povrchem separacniho
gelu minimalné 1 cm az 2 cm.

V posledni dobé se pouzivaji stale vice komercné ptipravené polyakrylamidové gely, které
zarucuji lep$i reprodukovatelnost vysledka.

2.2.327Ztrata suSenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadiena ve hmotnostnich procentech (m/m).

Fostup zkousky. Navazi se predepsané mnozstvi zkousené latky do vazenky predem vysusené
za podminek, pfedepsanych pro zkousenou latku. Latka se vysusi do konstantni hmotnosti nebo se
susi ptedepsanou dobu jednim z nasledujicich postupi:

a) "v exsikatoru". Suseni se provadi nad oxidem fosforecnym R pii atmosférickém tlaku vzduchu

a pii pokojové teploté;

b) "ve vakuu". Suseni se provadi nad oxidem fosforecnym R pfi tlaku 1,5 kPa az 2,5 kPa a pii poko-
jové teplot¢;

c¢) "ve vakuu pfi stanoveném teplotnim rozmezi". SuSeni se provadi nad oxidem fosforecnym R pii
tlaku 1,5 kPa az 2,5 kPa a teplotnim rozmezi predepsaném v ¢lanku,

d) "v susarné" pti stanoveném teplotnim rozmezi. SuSeni se provadi v susarné pfi teplotnim rozme-
zi predepsaném v ¢lanku;

e) "pod vysokym vakuem". Suseni se provadi nad oxidem fosforecnym R pii tlaku, ktery nepiekroci

0,1 kPa a teplot¢ predepsané v clanku.

Pokud jsou predepsany jiné podminky, postupuje se piesné tak, jak je predepsano v jednotlivém
¢lanku.

2.2.33Nuklearni magneticka rezonanéni spektrometrie

Nuklearni magneticka rezonan¢ni (NMR) spektrometrie je zaloZena na skutecnosti, Ze atomova
jadra jako 'H, °C, “F, *'P maji permanentni nukledrni magneticky moment. Pi vloZeni do vn&jsiho
magnetického pole (hlavni pole) nabyvaji urCitych, pfesné definovanych orientaci vzhledem ke
sméru tohoto pole, coz odpovida jednotlivym energetickym hladindm. Pii dané intenzité
magnetické indukce dochazi k prechodiim mezi sousednimi energetickymi hladinami vlivem
absorpce elektromagnetického zateni charakteristickych vinovych délek odpovidajicich radiovym
kmitoctim.

Tyto kmitoCty 1ze uréit bud’ postupnym hledanim rezonanénich podminek (CW [continuous-
wave] spektrometrie), nebo soucasnou excitaci vSech prechodii multifrekvenénim impulzem a na-
slednou pocitacovou analyzou vyhasinani volné indukce, pii kterém se excitovany systém vraci do
zakladniho stavu (pulzni spektrometrie).

Spektrum protonové magnetické rezonance se jevi jako soubor signalt, které odpovidaji proto-
ndm a jsou charakteristické pro jejich nuklearni a elektronové okoli v molekule. Rozdil mezi danym
signalem a signalem referen¢ni latky se nazyva chemicky posun (8) a vyjadiuje se v ppm (parts
per million). Charakterizuje druh protonu v zavislosti na elektronovém okoli. Signaly jsou ¢asto
roz$tépeny do skupin vzajemné souvisejicich pikli nazyvanych dublety, triplety, ... multiplety. Toto
Stépeni je zplisobeno pritomnosti permanentnich magnetickych poli vytvarenych sousednimi jadry,
zvlaste protonii oddélenych dvéma az péti chemickymi vazbami. Intenzita kazdého signalu se ur¢i
z plochy pod pfislusnym signalem a je tmérna poctu ekvivalentnich protonii.
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Fristroj. NMR-spektrometr pro CW-spektrometrii se sklada z magnetu, nizkofrekvencniho
generatoru pro posun pole, drzaku vzorku, radiofrekvencniho vysilace a pfijimace, zapisovace a
elektronického integratoru. Pulzni spektrometr je dale vybaven pulznim vysilacem a pocitacem pro
sbér, uloZzeni a matematickou transformaci dat na bézné spektrum.

Pouziva se NMR-spektrometr s kmito¢tem minimalné 60 MHz pro 'H. Pokud neni pfedepsano
jinak, je tfeba dodrzovat instrukce vyrobce pfistroje. Pfed zaznamem spektra je tieba ovéfit, Ze:
1. RozliSeni je 0,5 Hz nebo méné pii méteni Sitky piku v polovin€ vySky pii pouziti pfiméteného

rozsahu stupnice pro tyto piky:

- bud’ pik pfi 0 7,33 ppm nebo pii 6 7,51 ppm symetrického multipletu u 20% roztoku (V/V) di-

chlorbenzenu R v deuterovaném acetonu R,
- nebo pik pti & 0,00 ppm pro 5% roztok (V/V) tetramethylsilanu R v deuterovaném chlorofor-
mu R,
2. Pomér signalu k Sumu (S8/N) méteny v rozmezi od & 2 ppm do & 5 ppm ve spektru 1% roztoku
ethylbenzenu R v tetrachlormethanu R (V/V) je minimalné 25 : 1. Tento pomér se vypocte jako
prameér z péti stanoveni podle vztahu:

SN =254
i

v némz znaci:

A - amplitudu v mm nejvétsiho piku methylenového kvartetu ethylbenzenu pti 6 2,65 ppm,
amplituda se méti od zakladni ¢ary prochazejici sttedem Sumu na kazdé strané tohoto kvar-
tetu a ve vzdalenosti minimalné 1 ppm od jeho stiedu,

H - mezivrcholovou amplitudu Sumu zékladni ¢ary zméfenou v mm mezi & 4 ppm a & 5 ppm;

3. Amplituda postrannich rota¢nich pasti neni vétsi nez 2 % amplitudy piku vzorku v kyveté rotuji-
ci rychlosti béZnou pro dany spektrometr;

4. Pro kvantitativni méteni se ovéii reprodukovatelnost integratoru za pouziti 5% roztoku ethylben-
zenu R v tetrachlormethanu R (V/V). Provede se pét po sob¢ jdoucich stanoveni protont fenylo-
vych a ethylovych skupin a vypoctou se primérné hodnoty, zadna z jednotlivych hodnot se ne-
ma lisit od priméru o vice nez 2,5 %.

Fostup méreni. Zkoumana latka se rozpusti podle pfedpisu a roztok se zfiltruje. Roztok musi byt
¢iry. Pouzije se vnitini standard, kterym je obvykle roztok obsahujici 0,5 % az 1 % tetramethylsila-
nu R (TMS) v deuterovaném organickém rozpoustédle (V/V) nebo roztok tetradeuteriotrimethyl-
silylpropionanu sodného R S g/l az 10 g/l v oxidu deuteria R. Vezme se potfebné mnozstvi a
zaznamena se spektrum.

CW-spektrometrie

Spektrometr se setidi tak, aby pracoval pokud mozno v ¢isté absorpcnim modu a pfitom nedoslo
k saturaci signalt. Dale se nastavi tak, aby nejintenzivngjsi pik ve spektru zkousené latky obsahl
téméi cely rozsah stupnice zapisovace a aby signal vnitiniho standardu odpovidal chemickému
posunu & 0,00 ppm. Zaznamena se spektrum v pozadovaném rozsahu, neni-li uvedeno jinak, pfi
rychlosti zaznamu, ktera by neméla piesahnout 2 Hz/s. Zaznamena se integrované spektrum ve
stejném rozsahu a pii vhodné rychlosti zaznamu podle pouzitého pfistroje. Kvantitativni méfeni se
provede podle prislusného piedpisu.
Pulzni spektrometrie

Akvizi¢ni parametry spektrometru (pulzni sklapéci uhel, amplituda a délka pulzu, interval mezi
pulzy, spektralni sitka, rozliSeni a rychlost snimani) se nastavi podle instrukci vyrobce a shromazdi

se nezbytny pocet signald vyhasinani volné indukce. Po matematické transformaci dat poc¢itacem
se nastavi faze tak, aby se ziskalo pokud mozno Cisté absorpcni spektrum, a provede se kalibrace
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spektra vzhledem k rezonanc¢ni frekvenci odpovidajici chemickému posunu vnitiniho standardu.
Spektrum uloZené v pocitaci se zaznamena na vhodném vystupnim zafizeni a pro kvantitativni
meéfeni se provede integrace podle vybaveni pfistroje.

2.2.34Termogravimetrie

Termicka analyza je skupina technik, pfi kterych je méfena zména fyzikalni vlastnosti latky
v zavislosti na teploté. Nejbéznéji uzivanymi jsou techniky, pfi nichz se méti zmény energie nebo
hmotnosti latky.

Termogravimetrie je technika, pfi které je zaznamenavana hmotnost vzorku latky jako funkce
programované se ménici teploty.

Fristroj. Zékladnimi sloZzkami termovah jsou zatizeni pro ohfev a chlazeni latky podle zadaného
teplotniho programu, nosi¢ vzorku v kontrolované atmosféte, elektrovaha a zapisovac. Piistroj
muze byt spojen se zafizenim umoziiujicim analyzu t€kavych produktu.

Overeni teploty. Kontrola teplotni stupnice se provadi pomoci niklu nebo jiného vhodného
materialu dle pokynti vyrobce.

Kalibrace elektrovahy. Vhodné mnozstvi stavelanu vapenatého monohydratu CRL se vlozi do
nosice vzorku a zaznamena se jeho hmotnost. Nastavi se rychlost ohfevu podle pokyn vyrobce a
spusti se teplotni program. Zaznamenava se termogravimetricka ktivka jako graf's teplotou na ose
usecek stoupajici zleva doprava a hmotnosti na ose poradnic stoupajici zdola nahoru. Ohiev se
prerusi asi pti 230 °C. Na grafu se zméti vzdalenost mezi pocatecni a kone¢nou hmotnostné teplotni
prodlevou, ktera odpovida ubytku hmotnosti. Deklarovany ubytek hmotnosti pro stavelan vapenaty
monohydrat CRL je udan v oznaceni na obalu.

Fostup zkousky. Stejné se postupuje v piipadé stanoveni zkoumané latky, pticemz se respektuji
podminky piedepsané v &lanku. Ubytek hmotnosti stanovované latky se vypoéte ze vzdalenosti
zméfené v ziskaném grafu. Ubytek hmotnosti se vyjadii v hmotnostnich procentech.

Pouziva-li se zafizeni Cast&ji, provadi se kontrola teploty a kalibrace pravidelné. Jinak se tyto
kontroly provadéji pred kazdym métenim.

2.2.350smolalita

Osmolalitou se stanovuji prakticky vSechny rozpusténé latky, které se podileji na osmotickém
tlaku roztoku.
Pfijatelna aproximace pro osmolalitu £, ur¢itého vodného roztoku je dana vztahem:

g, = vmd .

Neni-li roztok ionizovan, v = 1. Jestlize roztok je ionizovan, v je celkovy pocet iontd pritomnych
v roztoku nebo vytvorenych solvolyzou z jedné molekuly rozpusténé latky.
m - molalita roztoku, coz je pocet mold rozpusténé latky na kilogram rozpoustédla,
® - molalni osmoticky koeficient, ktery udava pocet interakci mezi ionty opa¢ného naboje v roz-
toku. Je zavisly na hodnoté m. Zvysuje-li se slozitost roztoku, hodnotu ® je obtizné méfit.
Jednotkou osmolality je osmol na kilogram (osmol/kg), ale obycejné se pouziva odvozena
jednotka miliosmol na kilogram (mosmol/kg).
Neni-li uvedeno jinak, stanovuje se osmolalita méfenim sniZeni teploty tuhnuti. Mezi osmolali-
tou a snizenim teploty tuhnuti A7 plati nasledujici vztah:

AT
= . 1000 (mosmol/kg).
& 1.86 ( g)
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Fristroj. Pistroj (osmometr) se sklada ze:

- zafizeni pro chlazeni nadoby pro méfeni,

- systému pro meéteni teploty, obsahujiciho elektricky odpor, citlivy na teplotu (termistor) a
pristroje pro bézné méfeni proudu nebo méteni rozdilu potenciald, ktery ma stupnici pro sniZeni
teploty nebo piimo pro osmolalitu,

- zafizeni pro michani vzorku (obvykle soucast pfistroje).

Tab. 2.2.35-1 Porovnavaci roztoky pro kalibraci osmometru

Obsah chloridu | Skute¢na osmolali- | Idedlni osmolalita | Molalni osmotic- | Kryoskopické snizeni
sodného Rv g/lkg | ta (mosmol/kg) (mosmol/kg) ky koeficient ()

vody R

3,087 100 105,67 0,9463 0,186

6,260 200 214,20 0,9337 0,372

9,463 300 323,83 0,9264 0,558

12,684 400 434,07 0,9215 0,744

15,916 500 544,66 0,9180 0,930

19,147 600 655,24 0,9157 1,116

22,380 700 765,86 0,9140 1,302

Fracovni postup. Pripravi se pozadované porovnavaci roztoky, jak je uvedeno v tab. 2.2.35-1.
Nastavi se nulova hodnota pfistroje na vodu R. Pak se provede kalibrace pfistroje pomoci
porovnavacich roztokl. Do méfici kyvety se da 50 ¢l az 250 ul vzorku a zapne se chladici systém.
Ptistroj ma obvykle michaci systém naprogramovany tak, aby pracoval pfi nizsi teploté, nez je
teplota ocekavana v pribéhu kryoskopického snizeni, aby nenastalo prechlazeni. Vhodnym
zatizenim se indikuje dosazeni rovnovahy. Pred kazdym méfenim se nadobka vyplachne roztokem,
ktery se pak méfi.

Stejnym zpiisobem se postupuje se zkouSenymi vzorky. Osmolalita se odecte ptimo na pristroji
nebo se vypocita ze snizeni teploty tuhnuti. Zkousku lze hodnotit pouze v ptipad¢, Ze nalezena
hodnota lezi v intervalu daném kalibra¢ni kiivkou.

2.2.36 Potenciometrické stanoveni koncentrace ionti pomoci iontové selektivnich
elektrod

Za ideélnich podminek zavisi potencidl E iontové selektivni elektrody linedrné na logaritmu
aktivity g, ptislusného iontu, coz vyjadfuje Nernstova rovnice:

E=E + 2,303E10gai,
zF

I

v niZ znaci:

E, - standardni elektrodovy potencial,

R - univerzalni plynovou konstantu,

T - absolutni teplotu,

F - Faradayovu konstantu,

z, - mnaboj pfislusného iontu v¢etné znaménka.
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Pti konstantni iontové sile plati vztah:
k
E=E, + —log fC,,
Zi
v némz znaci:
C, - molérni koncentraci ptislusného iontu,
f - aktivitni koeficient (a,=f C),

g = BT
F
Tab. 2.2.36-1 Hodnoty £ pii riznych teplotach
Teplota (°C) k
20 0,0582
25 0,0592
30 0,0602
.y o k o _k
Jestlize oznaCime E, + —log f = E; a § = —,
Z.

1] 1
kde S je smérnice linearni Casti kalibracni kiivky této elektrody, pak plati nasledujici rovnice:
E:EO/+SlogCi.

Je-li -logC, = pC,, pak lze psat: E = E; - SpC..

Potenciometrické stanoveni koncentrace ptislusného iontu se provadi méfenim potencialniho
rozdilu mezi dvéma vhodnymi elektrodami ponofenymi do zkouSeného roztoku. Indikacni elektroda
je selektivni pro iont, ktery ma byt stanoven, druha elektroda je referencni.

Zarizeni. Pouzije se voltmetr umoznujici méfeni s presnosti na 0,1 milivoltl (mV), jehoz vstupni
impedance je alespon stokrat vétsi nez impedance pouzitych elektrod.

Iontove selektivni elektrody mohou byt elektrody s krystalickou ¢i nekrystalickou membranou
nebo s vhodnou tuhou matrici (napft. sklenéné elektrody) nebo elektrody s nabitymi (pozitivné ¢i
negativné) ¢i nenabitymi pohyblivymi nosi¢i naboje ¢i tzv. senzitivované elektrody (enzym-substrat
elektrody, plynové indikacni elektrody). Srovnavaci elektrodou je zpravidla argentchloridova nebo
kalomelova elektroda, ptipadné se solnym miistkem naplnénym vhodnym neinterferujicim rozto-
kem.

Fostup méreni. Méteni se provadi pti konstantni teploté +£0,5 °C, pficemZ se bere v tvahu zména
smérnice ¢asti kalibracni ktivky elektrody s teplotou (viz tab. 2.2.36-1). Upravi se iontova sila a
ptipadné i pH roztoku, ktery ma byt analyzovan pouzitim tlumivych roztokd popsanych v ¢lanku,
a elektroda se uvede do rovnovazného stavu ponofenim do analyzovaného roztoku za pomalého a
rovnomérného michani, dokud se méfena hodnota neustali.

Je-1i elektrodovy systém casto pouzivan, kontroluje se pravideln¢ opakovatelnost a stabilita
odezvy a linearita kalibracni kiivky ¢i vypoc¢tovy algoritmus v koncentracnim rozmezi zkouseného
roztoku. Neni-li systém pouZivan Casto, provede se tato zkouska pied kazdou sérii méteni. Odezva
elektrody mize byt povazovana za linedrni, pokud je smérnice S kalibra¢ni kiivky pfiblizné rovna
k/z; na jednotku pC..
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Metoda I - Frima kalibrace

Zméii se alespon tiikrat za sebou potencial nejméné t¥i porovnavacich roztokii pokryvajicich
ocekavanou koncentraci ve zkouseném roztoku. Vypocte se kalibracni kiivka nebo se vynese do
grafu stiedni hodnota ziskaného potencialu £ proti koncentraci stanovovaného iontu vyjadiené jako
-log C; nebo pC..

Ptipravi se zkouSeny roztok, jak je predepsano v ¢lanku. Zméfi se trikrat ptislusny potencial a
z jeho primérné hodnoty se ur¢i pomoci kalibra¢ni kfivky koncentrace stanovovaného iontu.
Metoda II - Vicendsobny standardni pridavek

Ptipravi se zkouseny roztok, jak je predepsano v ¢lanku. Zméfi se rovnovazny potencial £
tohoto roztoku o objemu V;, ktery obsahuje neznamou koncentraci,C stanovovaného iontu.
Provedou se alespori tii nasledné ptidavky porovnavaciho roztoku o koncentraci C, ktera lezi uvnitf
linedrni ¢asti kalibracni kiivky, a o objemu ¥V, ktery je zanedbatelny ve srovnani s V; (¥, < 0,01 V7).
Po kazdém pridavku se zméfi potencial a vypocita se potencialni rozdil AE mezi timto zméfenym
potencialem a E;.

Mezi AE a koncentraci stanovovaného iontu plati vztah:

cr.
AE = Slog |1 + —=
=

g
nebo
AE oh%
105 =1+ =22,
C'TVT

v némz znaci:

V; - objem zkouSeného roztoku,

C; - koncentraci stanovovaného iontu ve zkouseném roztoku,

V, - pridany objem porovnavaciho roztoku,

C, - koncentraci stanovovaného iontu v porovnavacim roztoku,

S - smérnici kalibra¢ni kiivky elektrody. Smérnice se stanovuje experimentalné pti konstantni
teploté méfenim rozdilu mezi potencidly ziskanymi pomoci dvou porovnavacich roztoki,
jejichz koncentrace se lisi deseglgrét a lezi v oblasti, kde je kalibracni k#ivka linearni.

Vynese se do grafu zavislost 10 $ (osa potadnic - y) proti ¥ ((osa tsecek - x) 5 extrapoluje se
ziskana zavislost (pfimka), aby protnula osu x. V tomto priseciku je koncentrace C; stanovovaného
iontu ve zkouseném roztoku déna rovnici:

o - Ccr,
r .

Ve

Metoda 11 - Jeden standardni pridavek

K objemu V; zkouseného roztoku ptipraveného tak, jak je predepsano v ¢lanku, se prida
objem V, porovnavaciho roztoku obsahujiciho takové mnozstvi stanovovaného iontu, o némz je
znamo, ze poskytuje odezvu v linearni ¢asti kalibraéni kiivky. Za stejnych podminek se ptipravi
slepa zkouska. Zméfi se alespon ttikrat potencialy zkouSeného roztoku a slepé zkousky pied a po
ptidéani porovnavaciho roztoku. Vypocte se koncentrace C stanovovaného iontu pomoci nésledujici
rovnice a provede se nezbytnd korekce na slepou zkousku:

C CS I/S
T

AE
0SW, + V) -V,
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v niZ znaci:

V; - objem zkouseného roztoku nebo slepé zkousky,

Cr - koncentraci stanovovaného iontu ve zkouseném roztoku,

V, - ptidany objem porovnavaciho roztoku,

C, - koncentraci stanovovaného iontu v porovnavacim roztoku,

AFE - rozdil mezi primérnymi hodnotami potenciali méfenymi pied a po ptidani ¥,

S - smérnici kalibra¢ni kiivky elektrody stanovenou experimentalné pii konstantni teploté
proméfenim rozdilu mezi potencialy ziskanymi pomoci dvou porovnavacich roztoki, jejichz
koncentrace se lisi desetkrat a které jsou v koncentra¢nim rozmezi, v némz je kalibracni

zavislost linearni.

2.2.37Rentgenovi fluorescenéni spektrometrie”

Rentgenova (vlnové disperzni) fluorescenéni spektrometrie je metoda, ktera pouziva métreni
intenzity fluorescencniho zateni emitovaného prvky s atomovym ¢islem mezi 11 a 92 excitovanymi
primarnim rentgenovym zafenim. Intenzita fluorescence emitovana danym prvkem zavisi na kon-
centraci tohoto prvku ve vzorku a také na absorpci dopadajiciho a fluorescencniho zareni matrici
vzorku. Pfi stopovych koncentracich, kde je kalibra¢ni k#ivka linearni, intenzita fluorescen¢niho
zafeni emitovaného prvkem v dané matrici pii dané vinové délce je umérna koncentraci tohoto
prvku a nepfimo umérna hmotnostnimu absorpénimu koeficientu matrice pfi této vinové délce.

Fostup stanoveni. Setizeni a pouZiti piistroje se provadi podle pokynti uvedenych vyrobcem.
Tekuté vzorky se umisti piimo do pfistroje, pevné vzorky se nejprve slisuji do tablet, nékdy po smi-
chani s vhodnym pojivem.

Ke stanoveni koncentrace prvku ve vzorku je nezbytné zméfit Cetnost impulzl (po odecteni
pozadi), produkovanych jednou nebo nékolika standardnimi latkami obsahujicimi znama mnozstvi
tohoto prvku v dané matrici, a vypocitat nebo zmétit hmotnostni absorpéni koeficient matrice
analyzovaného vzorku.

Kalibrace. Z kalibra¢niho roztoku nebo fady natedénych roztokl analyzovaného prvku v riz-
nych matricich se stanovi smérnice kalibra¢ni kfivky b, z nasledujiciho vztahu:

1.
boi = =,
by C
v némz znaci:
Uy - absorpéni koeficient matrice M, vypocitany nebo zméteny,
Iév - Cetnost impulzi po odecteni pozadi (dale jen Cetnost impulzil),

C - koncentrace stanovovaného prvku ve standardni latce.

9 Andermann, G., Kemp, M. W.: Analytical Chemistry, 30, 1958, 1306.
Kalman, Z. H., Heller, L.: Analytical Chemistry, 34, 1962, 946.
Reynolds, R. C. Jr.: The American Mineralogist, 46, 1963, 1133.
Miiller, R. O.: Spectrochimica Acta, 20, 1964, 143.
Miiller, R. O.: Spectrochemische Analyse mit Rontgenfluoreszenz. Miinchen-Wien, R. Oldenburg 1967.
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Hmotnostni absorpcéni koeficient matrice vzorku. Jestlize je empiricky vzorec analyzovaného
vzorku znamy, vypocita se jeho hmotnostni absorpéni koeficient ze znamého prvkového slozeni
a tabelovanych hmotnostnich absorp¢nich koeficientli prvki. Neni-li prvkové slozeni zndmé,
stanovi se hmotnostni absorpcni koeficient matrice vzorku zméfenim intenzity rozptyleného
rentgenového zateni 7, (Comptontiv rozptyl) z nasledujiciho vztahu:

L:aJrl”IU,

Hyp

v némz znaci:
Lyvp - hmotnostni absorpéni koeficient vzorku,
I, - intenzitu rozptyleného rentgenového zateni.

Stanoveni Cetnosti impulzii stanovovaného prvku ve vzorku. Vypo&ita se Getnost impulzi 1 1 sta-
novovaného prvku ze zméfené intenzity fluorescencni linie a intenzity linie (linif) pozadi.
Vypocet stopoveho obsahu. Jestlize koncentrace prvku se nachdzi v linedrni ¢asti kalibra¢ni kiiv-
ky, miize byt vypocitana s pouzitim nésledujiciho vztahu:
I N
EP f
. b
1
by—

Hnmp

C =

v némz znaci:
f - faktor zfedéni.

2.2.38Mérna elektricka vodivost

Meérma elektricka vodivost (konduktivita), dale jen mérna vodivost roztoku (x), je definovana
jako prevracena hodnota mérného odporu (rezistivity) (p), ktery je definovan jako podil intenzity
elektrického pole a proudové hustoty. Elektricky odpor (rezistance) R (Q) vodi¢e o priifezu S (cm?)
a délce / (cm) je vyjadien vztahem:

R:pi neboR:l.l,kdeK:l.l.
S k S R S

Mezinarodni jednotkou (SI) mémé vodivosti je siemens na metr (S.m™); obyykle se méma vodi-
vost roztoku vyjadiuje v S.cm™, mS.cm™ nebo S.crr. Jednotkou mérného odporu je Q.m, obvykle
se uziva Q.cm. Pokud neni uvedeno jinak, je referen¢ni teplota pro méteni méaé vodivosti a mér-
ného odporu 20 °C.

Zarizeni. Pouzivany pristroj (konduktometr nebo pfistroj na méfeni odporu - ohmmetr) méfi
odpor kapaliny mezi elektrodami vodivostni sondy ponofené do mefené kapaliny. Pfistroj je
vybaven zafizenim na kompenzaci teploty nebo pfesnym teplomérem. Aby nedochazelo
k polarizaci elektrod vodivostni sondy, pouziva se pti méfeni mérné vodivosti kapalin stfidavy
elektricky proud.

Vodivostni sonda je tvofena dvéma paralelnimi platinovymi elektrodami vzdalenymi od sebe
[ a pokrytymi platinovou Cerni, z nichz kazda ma plochu povrchu S. Elektrody jsou chranény
sklenénou trubici, ktera umoziuje dobrou vyménu mezi roztokem a elektrodami.

Konstanta vodivostni sondy (K) je dana v cm™ podle nasledujiciho vzorce:
K = ocl ,
S —

v némz znaci:
o - bezrozmérny ¢iselny koeficient charakteristicky pro konstrukei vodivostni sondy.
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Zkoumadla. Ptipravi se tii standardni roztoky chloridu draselného R obsahujici 0,7455 g,
0,0764 g a 0,0149 g chloridu draselného R na 1000 g roztoku s pouzitim vody prosté oxidu
uhli¢itého R ptipravené z vody destilované R, jejiz mérny odpor nepiesahuje 2 uS.cm™.

Meérny odpor a mérna vodivost téchto tii roztokd pii 20 °C je uvedena v tabulce 2.2.38-1.

Tab. 2.2.38-1 Mérny odpor a mérné vodivost standardnich roztoki chloridu draselného pti 20 °C

Koncentrace v g/1000,0 g roztoku Meérna vodivost Meérny odpor
uS.cm’ Q.cm
0,7455 1330 752
0,0746 133,0 7519
0,0149 26,6 37594

Pokud stanoveni nemuze byt provedeno pii 20 °C, pouzije se ke korekci mérné elektrické
vodivosti roztoki chloridu draselného uvedenych v ptedchazejici tabulce nasledujici vzorec, ktery
je platny pouze pro teploty v rozsahu (20 £5) °C:

Ky = Ky[1 + 0,021(T - 20)] ,
v némz znaci:
T - teplotu méfeni pfedepsanou v ¢lanku,
K- meérnou vodivost roztoku KCl pfi teploté 7,
K,- mérnou vodivost roztoku KCI pfi 20 °C.

Stanoveni konstanty vodivostni sondy

Vybere se vodivostni sonda, ktera je vhodna pro méfeni mérné vodivosti zkouseného roztoku.
Cim je vy3si oéekdvana hodnota mémé vodivosti, tim je tieba pouzit vodivostni sondy o vyssi
konstanté (nizké p), aby zméfena hodnota R byla co nejvétsi pro pouZity pfistroj. Bézné pouzivané
vodivostni sondy maji konstanty fddové 0,1 cm™, 1 cm™ a 10 cm'. Pouzije se standardni roztok
chloridu draselného R, ktery je vhodny pro méfeni. Sonda se oplachne nékolikrat vodou prostou
oxidu uhlicitého R, ktera byla ptipravena z vody destilované R, a nejmén¢ dvakrat standardnim
roztokem chloridu draselného pouzitym ke stanoveni konstanty vodivostni sondy. Zméfi se elektric-
ka vodivost (konduktance) nebo elektricky odpor (rezistance) vodivostni sondy pii (20 + 0,1) °C
nebo pii teploté piedepsané v ¢lanku. Konstanta K (v cm™) je d4na vztahem:

K

K = 294 nebo K = Ry
G
KCl

- Kgar »

v nichz znaci:
Ko - tabulkovou mérnou vodivost pouzitého standardniho roztoku chloridu draselného R (uS.cm
1
),
Gy - elektrickou vodivost pouzitého standardniho roztoku chloridu draselného R zméfenou za
stejnych podminek jako u zkouseného vzorku (uS),
Ry - odpor standardniho roztoku chloridu draselného R (MQ).
Zmétena konstanta K vodivostni sondy se muize liSit o 5 % od dané hodnoty.
Foznamka: K nékterym konduktometriim je dodavana pouze jedna vodivostni sonda. Jeji kon-
stanta (K) se stanovi za pouziti standardniho roztoku chloridu draselného R, ktery je vhodny pro
vlastni méteni.

Stanoveni mérné vodivosti vody nebo zkouseného roztoku

Po kalibraci pfistroje jednim ze standardnich roztoki se oplachne vodivostni sonda nékolikrat
vodou prostou oxidu uhlicitého R pripravenou z vody destilované R a nejméné dvakrat zkousenou
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vodou nebo zkousenym roztokem pii (20 £+ 0,1) °C nebo pii teploté predepsané v ¢lanku. Provedou
se postupna méfenti, jak je pfedepsano v ¢lanku.

2.2.39Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti v dextranu

Distribuce (zastoupeni) jednotlivych molekulovych hmotnosti v dextranu se stanovi metodou
vylucovaci chromatografie (2.2.30).

ZkouSeny roztok. 0,200 g zkouSené latky se rozpusti v mobilni fazi a zfedi se jina 10 ml.

Znackovaci roztok. 5 mg glukosy R a 2 mg dextranu V, CRL se rozpusti v 1 ml mobilni faze.

Kalibracni roztoky. Oddélené se rozpusti vzdy v 1 ml mobilni faze 15 mg kalibracniho dextra-

nu 4 CRL, 15 mg kalibracniho dextranu 10 CRL, 20 mg kalibracniho dextranu 40 CRL, 20 mg kali-

bracniho dextranu 70 CRL a 20 mg kalibracniho dextranu 250 CRL.

Roztok pro test zpiisobilosti systému. Rozpusti se bud’ 20 mg testovaciho dextranu 40 CRL (pro

dextran 40), nebo 20 mg testovaciho dextranu 60/70 CRL (pro dextran 60 a dextran 70) v 1 ml mo-

bilni faze.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouZziti:

- kolony délky 0,3 m a vnitiniho priméru 10 mm, naplnéné agarcsou sitovanou pro chromatogra-
fii R, nebo do série spojenych kolon délky 0,3 m a vnitiniho priiméru 10 mm napln€nych gelem
hydroxylovaného polyetheru pro chromatografii R,

- mobilni faze ptipravené ze 7 g siranu sodného bezvodeého R a 1 g chlorbutanclu Rv 11 vody R
pfi pritokové rychlosti 0,5 ml/min az 1,0 ml/min udrzované v konstantnim rozmezi =1 %/h,

- diferen¢niho refraktometru jako detektoru,

- davkovaciho zafizeni se smyckou 100 pl az 200 pl.

Teplota systému se udrzuje konstantni (+0,1 °C).

Kalibrace chromatografického systému. Nastiikne se opakované zvoleny objem znackovaciho
roztoku. Chromatogram ukéze dva piky, z nichz prvni odpovida dextranu V, CRL a druhy gluko-
se R. Z elu¢niho objemu piku dextranu ¥, se pocita volny objem k a z elu¢niho objemu piku
glukosy se spocita celkovy objem V..

Nastiikne se zvoleny objem kazdého z kalibracnich roztokl. Zakresli se peclivé zakladni linie
vSech chromatogramt. Kazdy chromatogram se rozdéli na p (nejméné Sedesat) stejné velkych
vertikalnich tisekl (odpovidajicich stejnym elu¢nim objemim). V kazdém tseku i odpovidajicim
eluénimu objemu ¥, se zméfi vyska linie chromatogramy y nad zékladni linii a vypocita se
distribu¢ni koeficient K, za pouziti vyrazu:

(V,' B Vo)
(e Vo) ’

t

(1

v némz znaci:
V, - volny objem kolony stanoveny pomoci piku dextranu V, CRL na chromatogramu znac¢kovaci-
ho roztoku,
V.- celkovy objem kolony stanoveny pomoci piku glukosy R na chromatogramu znackovaciho
roztoku,
V.- elucni objem tiseku i na chromatogramu jednotlivych kalibra¢nich roztoki.
Provede se kalibrace za pouZiti n¢které z nésledujicich metod.
Kalibrace graficka. S pouzitim vyrazu (1) se vypocita pro kazdy kalibracni dextran CRL
distribu¢ni koeficient K, ,, odpovidajici maximalni vysce linie chromatogramu. Hodnoty K, se

max

vynesou do grafu na semilogaritmicky papir (na osu x) proti deklarované molekulové hmotnosti
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odpovidajici maximalni vySce linie chromatogramu (M,,,,) kazdého z kalibrac¢nich dextrant a
glukosy. Ziskanymi body se prolozi prvni kalibra¢ni kfivka, pti¢emz se extrapoluje z bodu K

v

max

CRL (viz obr. 2.2.39-1). S vyuZitim této prvni kalibra¢ni kiivky se pro kazdy chromatogram
transformuji vSechny hodnoty K; na odpovidajici molekulové hmotnosti M, ¢imz se ziska distribuce
molekulovych hmotnosti. Pro kazdy kalibracni dextran se pomoci rovnice (3) uvedené nize vy-
pocitd primérnd molekulova hmotnost M., Jestlize se vypocitané hodnoty M, nelisi o vice nez 5 %
od hodnot deklarovanych pro kazdy kalibrac¢ni dextran a primérny rozdil je v rozmezi £3 %, kali-
bracni kiivka miize byt pouzita pro stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti. V opacném pii-
pad¢ se vyse popsany postup opakuje, az se vypocitané a deklarované hodnoty M  nelisi o vice nez
5 %.

Kalibrace vypoctem krivky. Z rovnic (2) a (3) uvedenych niZe se pouZitim vhodné metody ¥
vypocitaji hodnoty pro b, b,, b5, b, a b;s tak, aby se hodnoty M, pro kalibra¢ni dextrany liSily
nejvyse o 5 % od hodnot deklarovanych a M|, glukosy ¢inila 180 + 2:

M, = b, - o~ B+ bK] + biK))

YoM
M=t 3)

p
Zyi

i=1

2

kde znaci:

p - pocet usekl délicich chromatogramy,

v, - vysku chromatografické linie nad zakladni linii v Gseku i,
M, - molekulovou hmotnost v tiseku i.

Zkouska zpusobilosti systému. Nastiikne se zvoleny objem roztoku pro zkousku zptisobilosti
systému.

Frimérna molekulova hmotnost testovaciho dextranu CRL. Vypocita se prumérnd molekulova
hmotnost M,, zplisobem popsanym v odstavci "Kalibrace chromatografického systému" za pouziti
bud’ kalibra¢ni kiivky, nebo hodnot &b, b, b, b a b, ziskanych vySe uvedenym zptisobem.
Zkousku lze hodnotit pouze v ptipade, ze M, je:

- 41 000 az 47 000 (testovaci dextran 40 CRL),
- 67 000 az 75 000 (testovact dextran 60/70 CRL).

9 Je vhodna iteraéni metoda Gaussova-Newtonova modifikovana Hartleyem (Hartley, O.: Tecnometrics, 3,
1961 a Nilsson, G., Nilsson, K.: J. Chromat., 101, 1974, 137 nejlépe ve spojeni s programem pro nelinearni
regresi.
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Obr. 2.2.39-1 Priklad kalibra¢ni kiivky

Teckovana ¢ara odpovida extrapolované ¢asti kiivky. Vodorovné pfimky ve spodni &asti obrazku znazoriuji
§itku a polohu chromatografické linie kazdého z kalibra¢nich dextrand.

Frimeérna molekulova hmotmost 10% vysoké frakce dextranu. Pro 10% vysokou frakci dextranu
eluovanou v useku chromatogramu # se vypocita M, podle vzorce:

_ 2 oM)
M, =" 4)

Zyi
izl

kde » je dano vyrazy:
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Zn;yﬁoal(zyi] Q)

i=1

n+l p
Zy,->o,1(2yi] : (6)
i=1

i=1

v nichZ znadi:
p - pocet useku délicich chromatogram,
v, - vysku linie chromatogramu nad zakladni linii v useku i,
M, - molekulovou hmotnost v tseku i.
Zkousku lze hodnotit pouze v ptipadé, ze M, je:
- 110 000 az 130 000 (testovaci dextran 40 CRL),
- 190 000 az 230 000 (testovaci dextran 60/70 CRL).

Frimeérna molekulova hmotnost 10% nizké frakce dextranu. Pro 10% nizkou frakci dextranu
eluovanou v useku m a pred nim se vypocita M, podle vzorce:

Y M)
My, = m > 7

kde m je dano vyrazy:
D

( > yi) 8)
D
Z Yil > )

v nichz znaci:

p - pocet usekt d€licich chromatogramy,

v; - vySku linie chromatogramu nad zékladni linii v useku 7,
M, - molekulovou hmotnost v tiseku i.

Zkousku lze hodnotit pouze v piipade, ze M, 10% nizké frakce dextranu je:
- 6000 az 8500 (testovaci dextran 40 CRL),

- 7000 az 11 000 (testovact dextran 60/70 CRL).

Distribuce molekulovych hmotnosti zkouseného dextranu. Nastfikne se zvoleny objem
zkousSeného roztoku a vypocitaji se M,, pro celkovou distribuci molekulovych hmotnosti, M, pro
10% vysokou frakci dextranu a M,, pro 10% nizkou frakci dextranu zptisobem popsanym v odstavci
"Zkouska zpisobilosti systému".

2.2.40Spektrometrie v blizké infracervené oblasti

Spektrometrie v blizké infracervené oblasti je metoda, kterd se uplatiuje zejména pri identifikaci
organickych latek. FrestozZe jsou spektra omezena na pasy kombinacnich vibraci a overtonii
fundamentdalnich vibraci C-H, N-H, O-H a S-H, maji obvykle vysokou informacni hodnotu. Spektra
vSak jsou zavisla na mnoha parametrech, jako jsou velikost cCdastic, polymorfismus, zbytkova
rozpoustédla, vihkost ap., které nemohou byt vzdy kontrolovany. Proto neni obvykle mozné primo
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porovnat spektrum zkouSené ldatky s referencnim spektrem a je nutno provést vhodné, validované
matematické zpracovani namérenych dat.
Fristroje. Spektrometry pro méteni spekter v blizké infracervené oblasti maji tyto ¢asti:
- filtr, mfizku nebo interferometr vhodné pro méteni v oblasti elektromagnetického zateni piiblizné
780 nm az 2500 nm (12821 cm™ az 4000 cm™),
- zafizeni na sbér a méfeni intenzity proslého nebo odrazen¢ho zareni (transmise nebo reflexe),
jako jsou integracni koule, sonda s optickym vlaknem ap., ve spojeni s vhodnym detektorem,
- prostiedky pro matematické zpracovani namétenych spektralnich dat.

Piiprava vzorku

Pro transmisni méreni. Tato metoda se pouziva prevazné pro méfeni kapalin, zfedénych nebo
nezfedénych, a pro roztoky pevnych latek.

Vzorky se méti bud’ v kyveté vhodné tloustky (obvykle 0,5 mm az 4 mm) propustné v blizké
infracervené oblasti, nebo po ponoteni vhodné sondy s optickym vldknem, ktera umoziuje zméteni
spektra v oblasti odpovidajici specifikacim pfistroje.

Pti méteni spekter kapalin v blizké infradervené oblasti je tieba brat v uvahu vliv teploty a
ostatni mozné fyzikalni vlivy vyvolavajici zmény ve spektrech.

Ve vsech ptipadech je tieba provést kompenzaci rusivych vlivii pozadi zptisobem, ktery odpovi-
da optickému usporadani ptistroje, napt. se odecte referencni spektrum vzduchu (u kapalin) nebo
rozpoustédla (u roztokill) od spektra zkouSené latky.

Pro méreni difuznim odrazem. Tato metoda se pouziva pievazné pro méteni pevnych latek.

Vzorky se méfi ve vhodném zatizeni. Pii méfenich s optickou sondou je nutno zajistit konstantni
polohu sondy béhem méteni spekter a maximalni moznou reprodukovatelnost podminek métreni
pro jednotlivé vzorky.

Ve vsech ptipadech je tieba provést kompenzaci rusivych vlivii pozadi zptisobem, ktery
odpovida optickému usporadani pfistroje, napft. je tfeba odecist referencni spektrum vnitiniho nebo
vnéjsiho reflexniho standardu od spektra zkouSené latky.

Rovnéz je nutno vénovat pozornost vlivu velikosti Castic, dale stavu hydratace nebo solvatace.

Pro méreni transflektance. Pouziva se pfevazné pro méteni kapalin, zfedénych nebo neziede-
nych, a pro pevné latky v roztoku nebo v suspenzi.

Vzorek se méti v kyveté, do které se ve vhodné koncentraci vpravi inertni latky neabsorbujici
v blizké infraervené oblasti (napt. kovové castice nebo oxid titanicity). Méfeni se provadi zptiso-
bem popsanym v odstavcich "Pro transmisni mefeni" a "Pro méfeni difuznim odrazem".

Kontrola spravné funkce pristroje

Ptistroj nutno pouZzivat podle pokynti vyrobce a v pravidelnych intervalech provadét predepsana
ovérovani.

Ovéreni stupnice vinovych délek (neprovadi se u pfistroji s filtrem). Pro ovéfeni pouzité
stupnice vinovych délek (obvykle v rozsahu 780 nm az 2500 nm) se pouzije vhodny standard (nebo
nékolik standardi), ktery ma charakteristickda maxima v oblasti vinovych délek, v niz se provadi
meéfeni, napt. polystyren nebo oxidy vzacnych zemin.

Ovéreni reprodukovatelnosti méreni vinovych délek (neprovadi se u pfistroju s filtrem). Pro
ovéfeni reprodukovatelnosti vinovych délek se pouzije vhodny standard (nebo nékolik standardu),
napt. polystyren nebo oxidy vzacnych zemin. Smérodatnd odchylka vinovych délek odpovida
specifikaci pfistroje.
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Ovéreni opakovatelnosti odezvy detektoru. Pro ovéfeni opakovatelnosti odezvy detektoru se
pouzije vhodny standard (nebo nékolik standard), napt. reflexni termoplastické pryskyftice, k nimz
byly pfidany saze. Smérodatna odchylka maxima odezvy musi odpovidat specifikaci pfistroje.

Ovéreni fotometrického Sumu. Pro méfeni Sumu se pouzije vhodny reflexni standard, napt.
bila keramicka desticka nebo termoplastické pryskytice. Zméfi se v rozsahu spektra 100% linie to-
hoto standardu dle navodu vyrobce a vypocte se Sum bud’ jako mezivrcholova hodnota signalu,
nebo jako smérodatna odchylka odezev pro danou vinovou délku. Hodnota Sumu musi odpovidat
specifikaci pristroje.

Vytvoreni knihovny referencnich spektralnich dat

Zaznamenaji se spektra vhodného poctu SarZi substance ovéfenych zplisobem predepsanym
v ¢lanku a vykazujicich zmény typické pro zkousenou latku (napt. vyrobce, velikost Castic ap.).
Sada spekter predstavuje informaci, ktera definuje hranici podobnosti pro danou latku a je vstupnim
udajem do spektralni databaze pouzivané pro identifikaci této latky. Pocet latek v databazi zavisi
na dané aplikaci.

Soubor spekter ulozenych v databazi miize mit riiznou formu v zavislosti na matematickém
zpracovani pouzitém pfi identifikaci spektra. Mohou to byt:

- jednotliva spektra reprezentujici substanci,
- prumérna spektra kazdé substance s popisem variability.

Béhem valida¢niho procesu je nutno overtit schopnost databaze selektivné identifikovat danou
latku, a naopak vyloucit ostatni latky v databdzi. Tato selektivita musi byt pravidelné ovéfovéana,
aby bylo zajiSténo trvani platnosti databaze; to je obzvlast¢ dulezité v pripadech, kdy dojde
k néjakym vét§sim zmeénam, napt. ke zméné dodavatele nebo vyrobniho procesu zkousené latky.

Databdaze je pak platna pouze pro méfeni na ptistroji, na kterém byla vytvotena, a pouZzije-li se
pro méfeni na jiném pfistroji, je nutno ovéfit, zda prenesend databaze zlistava platna.

Fostup stanoveni. Vzorek zkousené latky se pfipravi stejnym zplisobem jako pro vytvoreni
databaze. Spektrum vzorku i referencni spektra zmétend v log (1/T) nebo log (1/R) je nékdy vyhod-
n¢j$i porovnavat po matematické Gprave, napt. lze pouzit druhou derivaci spekter nebo korekci na
nasobny rozptyl.

Porovnani takovychto spekter a knihovny referencnich spekter vyzaduje uziti vhodné chemo-
metrické klasifikacni techniky.
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2.3 Zkousky totoznosti

2.3.1Zkousky totoznosti ionti a skupin

Acetyl

Do zkumavky délky asi 180 mm a vnéj$itho priméru 18 mm se pienese asi 15 mg nebo
predepsané mnozstvi zkousené latky a 0,15 ml kyseliny fosforecné R. Zkumavka se uzavie zatkou,
kterou prochazi mald zkumavka délky asi 100 mm a vnéj$iho priméru 10 mm obsahujici vodu R,
ktera ptisobi jako chladic. Na povrch malé zkumavky se zavési kapka dusicnanu lanthanitého RS.
Kromé latek tézko hydrolyzovatelnych se aparatura postavi do vodni 14zn€ na 5 min, potom se
vyjme maléd zkumavka a kapka se smicha na kapkovaci desce s 0,05 ml jodu 0,01 mol/l KS. K okraji
smési se piida 0,05 ml amoniaku zredéného RS2; po 1 min az 2 min vznikne na styku dvou kapek
modré zbarveni, které zesili a po kratkém case zmizi.

U latek tezko hydrolyzovatelnych se smés pomalu zahtiva k varu nad otevienym plamenem a
potom se postupuje stejné, jak je uvedeno vyse.

Alkaloidy

N¢ékolik mg nebo predepsané mnozstvi zkousené latky se rozpusti v 5 ml vody R a piidava se
kyselina chlorovodikova ziedéna RS do vzniku kyselé reakce (2.2.4). Potom se piida 1 ml
Jodobismutitanu draselného RS; ihned vznikne oranzova nebo oranzove cervena srazenina.

Aminy, primarni aromatické

Predepsany roztok se okyseli kyselinou chiorovodikovou ziredénou RS a ptida se 0,2 ml dusitanu
sodného RS. Po 1 min az 2 min se ptida 1 ml 2-naftolu KS; vznikne intenzivni oranzové az Cervené
zbarveni, ptipadné srazenina stejné barvy.

Amoniové soli

K predepsanému roztoku se piida 0,2 g oxidu horecnatého R. Smés se probublava proudem
vzduchu, ktery Usti k povrchu smési obsahujici 1 ml kyseliny chlorovodikove 0,1 mol/l RS a 0,05 ml
Cervené methylové RS; zbarveni indikatoru se zméni na zluté. Ptida se 1 ml Cerstvé pfipraveného
roztoku hexanitrokobaltitanu sodného R (100 g/1); vznikne Zluté sraZenina.

Amoniové soli a soli tékavych bazi

Asi 20 mg zkousené latky se rozpusti ve 2 ml vody R nebo se pouziji 2 ml piedepsaného roztoku.
Ptidaji se 2 ml hydroxidu sodného ziedéného RS. Zahtivanim se z roztoku uvoliuji pary, které
mohou byt identifikovatelné svym pachem a zdsaditou reakci (2.2.4).

Antimon

Asi 10 mg zkouSené latky se rozpusti mirnym zahtivanim v 10 ml roztoku obsahujiciho 0,5 g
vinanu draselno-sodného R a necha se ochladit. K 2 ml tohoto roztoku nebo ke 2 ml predepsaného
roztoku se po kapkach ptida sulfid sodny RS; vznikne oranzové Cervena srazenina rozpustna v hyd-
roxidu sodném ziedéném RS.



Castka 1 Sbirka zakond &. 1 /1998 Strana 85

Zkousky totoznosti 85

Arsen

5 ml ptedepsaného roztoku se zahtiva na vodni lazni se stejnym objemem zkoumadla fosforna-
noveho R; vznikne hnéda srazenina.

Barbituraty nesubstituované na dusiku

Asi 5 mg zkouSené latky se rozpusti ve 3 ml methanolu R, ptida se 0,1 ml roztoku obsahujiciho
dusicnan kobaltnaty R (100 g/1) a chlorid vapenaty R (100 g/1). Promicha se a za protfepavani se
ptida 0,1 ml hydroxidu sodného ziedéného RS; vznikne fialové modré zbarveni a srazenina.

Benzoany

a) K 1 ml predepsaného roztoku zkousené latky se ptida 0,5 ml chloridu Zelezitého RS1; vznikne
syté zluta sraZenina rozpustna v etheru R.

b) Jestlize neni pfedepsano jinak, prevede se 0,2 g zkouSené latky do zkumavky, navlhéi se
0,2 ml az 0,3 ml kyseliny sirové R a mirné se zahiiva spodni ¢ast zkumavky; na vnitini strané
zkumavky se usazuje bily sublimat.

¢) 0,5 g zkousené latky se rozpusti v 10 ml vody R nebo se pouzije 10 ml pfedepsaného roztoku.
Ptida se 0,5 ml kyseliny chlorovodikové R; tvoti se srazenina, ktera po krystalizaci z vody R a
vysu$eni ve vakuu taje pti 120 °C az 124 °C (2.2.14).

Bismut

a) K 0,5 g zkousené latky se ptida 10 ml kyseliny chlovovodikové ziedéné RS nebo se pouzije
10 ml predepsaného roztoku. Smés se zahtiva 1 min k varu, necha se ochladit a v ptipad¢€ potieby
se zfiltruje. K 1 ml takto ziskaného roztoku se ptida 20 ml vody R; vznikne bila nebo slabé Zluta
srazenina, ktera po pridani 0,05 ml az 0,1 ml sulfidu sodného RS se barvi hnéde.

b) K asi 45 mg zkousSené latky se ptida 10 ml kyseliny dusicné zredéné RS nebo se pouzije 10 ml
predepsaného roztoku a 1 min se vafi. Necha se ochladit a v ptipadé¢ potfeby se zfiltruje. K 5 ml
takto ziskaného roztoku se ptidaji 2 ml roztoku thiomocoviny R (100 g/l); vznikne zlutavé oranzové
zbarveni nebo oranzova srazenina. Pfidaji se 4 ml roztoku fluoridu sodného R (25 g/); po dobu
30 min se roztok neodbarvi.

Bromidy

a) Mnozstvi zkousené latky odpovidajici asi 3 mg bromidd (Br) se rozpusti ve2 ml vody R nebo
se pouziji 2 ml pfedepsaného roztoku. Okyseli se kyselinou dusicnou ziedenou RS, prida se 0,4 ml
dusicnanu stiibrného RS1 a po protiepani se necha stat; vznikne tvarohovita, svétle zIuta srazenina.
Po odstfed’ovani se srazenina rychle promyje ttikrat 1 ml vody R za chranéni pred piimym svétlem.
Supernatantni tekutina nemusi byt uplné ¢ira. Srazenina se suspenduje do 2 ml vody R a piida se
1,5 ml amoniaku 17,5% RS srazenina se téZce rozpousti.

b) Mnozstvi zkousené latky odpovidajici asi 5 mg bromida (Br") nebo jeji pfedepsané mnoZzstvi
se pievede do malé zkumavky. Pfida se 0,25 ml vody R, asi 75 mg oxidu olovicitého R, 0,25 ml
kyseliny octové R a mirné se protiepe. Horni vnitini ¢ast zkumavky se vysusi kouskem filtra¢niho
papiru a smés se ponecha 5 min v klidu. Spi¢ka prouzku filtraéniho papiru vhodné velikosti se
impregnuje namocenim do fuchsinu RS a vlozi se ihned do zkumavky. Pocinaje Spickou vznikne
do 10 s fialové zbarveni dobfe rozliSitelné od ¢erveného zbarveni fuchsinu, které mize byt viditelné
na horni ¢asti papirového prouzku.
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Citronany

Mnozstvi zkousené latky obsahujici asi 50 mg kyseliny citronové se rozpusti v 5 ml vody R nebo
se pouzije 5 ml predepsaného roztoku. Ptida se 0,5 ml kyseliny sirové R a 1 ml manganistanu
draselného RS a zahtiva se tak dlouho, dokud barva manganistanu draselného nezmizi. Ptida se
0,5 ml roztoku nitroprussidu sodného R (100 g/l) v kyseliné sirové ziedené RS a 4 g kyseliny
amidosirové R. Alkalizuje se po kapkach amoniakem 26% R tak dlouho, az se kyselina amidosirova
rozpusti. Pfida se nadbytek amoniaku; vznika fialové zbarveni, které se méni na fialové modré.

Draslik

a) 0,1 g zkousené latky se rozpusti ve 2 ml vody R nebo se pouziji 2 ml predepsaného roztoku.
Ptida se 1 ml whlicitanu sodného RS a zahtiva se. Ani po zahtati, ani po ptidani 0,05 ml sulfidu
sodného RS k jesté horkému roztoku nevznikne srazenina. Po ochlazeni v ledové vod¢ se ptidaji
2 ml roztoku kyseliny vinné R (150 g/l) a necha se stat; vznikne bila krystalické srazenina.

b) 40 mg zkousené latky se rozpusti v 1 ml vody R nebo se pouZzije 1 ml prfedepsaného roztoku.
Prida se 1 ml kyseliny octové ziedéné RS a 1 ml Cerstvé pripraveného roztoku hexanitrokobaltitanu
sodného R (100 g/l); ihned vznika zluta nebo oranzové Zluta sraZenina.

Dusi¢nany

Ke smési 0,1 ml nitrobenzenu R a 0,2 ml kyseliny sirové R se prida mnozstvi zkouSené
upraskované latky odpovidajici asi 1 mg dusi¢nand (NO;) nebo jeji predepsané mnozstvi. Po
Sminutovém stani se ochladi ledovou vodou a pomalu, za neustalého michani se ptida 5 ml vody R,
potom 5 ml hydroxidu sodného koncentrovaného RS. Po pridani 5 ml acetonu R se protiepe a necha
stat; horni vrstva se zbarvi tmavé fialovée.

Estery

K asi 30 mg zkousené latky nebo k jejimu predepsanému mnozstvi se piida 0,5 ml roztoku
hydroxylamoniumchloridu R (70 g/1) v methanolu R a 0,5 ml roztoku hydroxidu draselného R
(100 g/) v lihu 96% K. Zahiiva se k varu, po ochlazeni se okyseli kyselinou chlorovodikovou
ziedenou RS a prida se 0,2 ml desetkrat ztedéného chiloridu Zelezitého RSI; vznikne modrave
cervené nebo Cervené zbarveni.

Fosfore¢nany (orthofosforec¢nany)

a) 5 ml predepsaného roztoku se v piipad¢ potieby neutralizuje a piida se 5 ml dusicnanu
stribrného RS, vznikne Zluta sraZenina, jejiz barva se varem nezméni. SraZenina se rozpusti po
ptidani amoniaku 17,5% R.

b) 1,0 ml pfedepsaného roztoku se smicha s 2 ml zkoumadla molybdenan-vanadicného R; vznika
zluté zbarveni.

Hlinik
Asi 15 mg zkousené latky se rozpusti ve 2 ml vody R nebo se pouziji 2 ml ptedepsaného roztoku.

Prida se asi 0,5 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné RS a asi 0,5 ml zkoumadla
thioacetamidového R; sraZzenina nevznikne. Potom se pridava po kapkach hAydroxid sodny zrede-
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ny RS; tvoti se bila gelovita srazenina, ktera se dal$im ptidavanim hydroxidu sodného zredeného RS
rozpousti. Postupné se ptidava chlorid amonny RS; znovu se tvoii bila gelovita srazenina.

Hor¢ik
Asi 15 mg zkousené latky se rozpusti ve 2 ml vody R nebo se pouziji 2 ml predepsaného roztoku
a ptida se 1 ml amoniaku zredéného RSI. Tvoti se bila srazenina, kterd se rozpusti po ptidani 1 ml

chloridu amonného RS. Ptida se 1 ml hydrogenfosforecnanu sodného RS tvoii se bila krystalicka
srazenina.

Chloridy

a) ZkouSena latka obsahujici asi 2 mg chloridii (C1°) se rozpusti ve 2 mlvody R nebo se pouziji
2 ml predepsaného roztoku a okyseli se kyselinou dusicnou zredénou RS. Prida se 0,4 ml dusicnanu
stribrného RS1, protiepe se a necha stat; vylucuje se tvarohovita bila srazenina. Odstied’uje se a sra-
Zenina se rychle promyje tfikrat 1 ml vody R za chranéni pfed pfimym svétlem. Supernatantni
tekutina nemusi byt uplné ¢ird. Srazenina se suspenduje ve 2 ml vody K a ptida se 1,5 ml amo-
niaku 17,5% RS; srazenina se velmi snadno rozpusti, kromé velkych Céstic, které se rozpousteji
pomaleji.

b) Ke zkousené latce obsahujici asi 15 mg chloridt (CI ) nebo k jejimu predepsanému mnozstvi
se prida do zkumavky 0,2 g dichromanu draselného R a 1 ml kyseliny sirové R. Prouzek filtracniho
papiru impregnovany 0,1 ml difenylkarbazidu RS se barvi nad otevienou zkumavkou fialové
cervené. Impregnovany papir nesmi piijit do styku s dichromanem draselnym.

Jodidy

a) Mnozstvi zkousSené latky obsahujici asi 4 mg jodidd (I") se rozpusti ve 2ml vody K nebo se
pouziji 2 ml piedepsaného roztoku, okyseli se kyselinou dusicnou ziredénou RS, ptida se 0,4 ml
dusicnanu stiibrného RS1, protiepe se a necha stat. Vznikne tvarohovita, svétle zluta srazenina.
Odstied’uje se, srazenina se rychle promyje tfikrat 1 ml vody R za chranéni pted pfimym svétlem.
Supernatantni tekutina nemusi byt Gplné€ ¢€ird. Srazenina se suspenduje ve 2 ml vody R, ptida se
1,5 ml amoniaku 17,5% RS sraZenina se nerozpusti.

b) K 0,2 ml roztoku zkousené latky obsahujici asi 5 mg jodidt (I ) v 1 ml nebo k 0,2 ml prede-
psaného roztoku se ptida 0,5 ml kyseliny sirové zredené RS, 0,1 ml dichromanu draselného RS,
2 ml vody R a2 ml chloroformu R. Nékolik sekund se tfepe, potom se necha stat; chloroformova
vrstva se barvi fialové nebo fialové Cervené.

Kiemicitany

Predepsané mnozstvi zkousSené latky se v olovéném nebo platinovém kelimku pomoci médéného
dratku smicha s asi 10 mg flucridu sodného R a s n€kolika kapkami kyseliny sirové R na tidkou
kasi. Piikryje se prihlednou plastovou deskou, na jejiz spodni stran¢ visi kapka vody R. Mirné se
zahtiva a za kratky ¢as se vytvori kolem kapky vody R bily prstenec.

Miléénany

Mnozstvi zkouSené latky obsahujici asi 5 mg kyseliny mlécné se rozpusti v 5 ml vody R nebo
se pouzije 5 ml predepsaného roztoku, pfida se 1 ml bromové vody R a 0,5 ml kyseliny sirové
ziredené RS. Zahiiva se na vodni lazni do odbarveni a opatrn¢ se micha sklenénou tycCinkou. Pridaji
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se 4 g siranu amonného R a promicha se. Po kapkach a bez michani se ptida 0,2 ml roztoku
nitroprussidu sodného R (100 g/1) v kyseliné sirové zredené RS, potom se bez michani ptida 1 ml
amoniaku 26% RS a necha se 30 min stat; na rozhrani dvou kapalin se objevi tmavozeleny prstenec.

Octany

a) ZkousSena latka se zahtiva se stejnym mnozstvim kyseliny stavelové R. Uvoliiuji se pary s cha-
rakteristickym pachem kyseliny octové, které davaji kyselou reakci (2.2.4).

b) Asi 30 mg zkousené latky se rozpusti ve 3 ml vody R nebo se pouziji 3 ml predepsaného
roztoku. Pfida se postupné 0,25 ml dusicnanu lanthanitého RS, 0,1 ml jodu 0,1 mol/l RS, 0,05 ml
amoniaku ziedeného RS2 a zahiiva se opatrn€ k varu; béhem nékolika minut vznikne modra
srazenina nebo tmaveé modré zbarveni.

Olovo

a) 0,1 g zkousené latky se rozpusti v 1 ml kyseliny octové R nebo se pouzije 1 ml piedepsaného
roztoku a ptidaji se 2 ml chromanu draselného RS; tvori se zluta srazenina, ktera se rozpusti po
ptidani 2 ml hydroxidu sodného koncentrovaného KS.

b) 50 mg zkousené latky se rozpusti v 1 ml kyseliny octové R nebo se pouZzije 1 ml predepsaného
roztoku, pfida se 10 ml vody R a 0,2 ml jodidu draselného RS; tvoti se Zluta sraZenina, ktera se
zahtivanim k varu po dobu 1 min az 2 min rozpusti. Po ochlazeni se sraZenina tvoii znovu v podobé
lesklych Zlutych desticek.

Rtut’

a) 0,1 ml roztoku zkousené latky se kapne na oskrabany, leskly mé&dény plisek. Tvofi se tmave
Seda skvrna, ktera tfenim zjasni. PliSek se vysusi a zahiiva ve zkumavce; skvrna zmizi.

b) K ptedepsanému roztoku se ptida hydroxid sodny ziedény RS do silné alkalické reakce
(2.2.4); tvori se husta Zluta srazenina (soli rtutnaté).

Salicylany

a) K 1 ml pfedepsaného roztoku se ptida 0,5 ml chloridu Zelezitého RSI; vznikne fialové
zbarveni, které se ptidanim 0,1 ml kyseliny octové R nezméni.

b) 0,5 g zkousené latky se rozpusti v 10 ml vody R nebo se pouzije 10 ml pfedepsaného roztoku
a ptida se 0,5 ml kyseliny chlorovodikové R. Vznikla srazenina po prekrystalizovani z horké vody R
a vysuSeni ve vakuu taje pii 156 °C az 161 °C (2.2.14).

Sirany

a) Asi 45 mg zkousené latky se rozpusti v 5 ml vody R nebo se pouzije 5 ml predepsancho
roztoku. Ptida se 1 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné RS a 1 ml chloridu barnatého RS1; vznikne
bilé sraZenina.

b) K suspenzi ziskané zkouskou a) se ptida 0,05 ml jodu 0,1 mol/l RS. Suspenze zlstava zluta
(rozdil od sifi¢itani a hydrogensificitanil), ale odbarvuje se, jestliZe se po kapkach ptidava chlorid
cinaty RS (rozdil od jodicnanti). Smés se povafi; barevna sraZzenina nevznika (rozdil od selenani
a wolframanti).
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Sodik

a) Asi 0,1 g zkousené latky se rozpusti ve 2 ml vody R nebo se pouziji 2 ml predepsaného
roztoku. Ptidaji se 2 ml roztoku wuhlicitanu draselného R (150 g/l) a zahtiva se k varu. Srazenina
se netvori. Pridaji se 4 ml hexahydroxoantimonicnanu draselného RS a zahtiva se k varu. Ochladi
se v ledové vode a dle potieby se tfe vnitini sténa zkumavky ty¢inkou; tvofi se husta bila srazenina.

b) Mnozstvi zkousené latky obsahujici asi 2 mg sodiku (Na ) se rozpusti v 0,5 ml vody R nebo
se pouzije 0,5 ml ptredepsaného roztoku, ptida se 1,5 ml zkoumadla methoxyfenyloctového R a
30 min se chladi v ledové vod¢. Tvoti se objemna bila krystalicka sraZenina, ktera se nerozpusti ve
vodé R pti 20 °C ani po pétiminutovém michani. Pfida se 1,0 ml amoniaku ziedéného RS,
srazenina se rozpusti a ani po pridani 1 ml uhli¢itanu amonného RS znovu nevznikne.

St¥ibro

Asi 10 mg zkousené latky se rozpusti v 10 ml vody R nebo se pouzije 10 ml predepsaného
roztoku a ptida se 0,3 ml kyseliny chlorovodikové RS; vznika tvarohovita bila srazenina, ktera se
rozpusti po pridani 3 ml amoniaku ziedéného RS1.

Uhlic¢itany a kyselé uhlicitany

K suspenzi 0,1 g zkousené latky ve 2 ml vody R nebo k 2 ml predepsaného roztoku se pridaji
3 ml kyseliny octové ziedéné RS. Zkumavka se rychle uzavie provrtanou zatkou, ve které je
sklenéna trubicka ohnuta dvakrat do pravého tihlu. Roztok Sumi, vyviji se plyn bez barvy a pachu.
Po mirném nahftati se plyn zavadi do 5 ml hydroxidu barnatého RS; tvoti se bila srazenina, ktera
se rozpousti po pfidani nadbytku kyseliny chlorovodikové RS.

Vapnik

a) K 0,2 ml neutrélniho roztoku zkousené latky obsahujiciho asi 0,2 mg vapniku (Ca®>") v 1 ml
nebo k 0,2 ml pfedepsaného roztoku se ptida 0,5 ml glyoxalbishydroxyanilu R (2 g/1) v lihu 96% R,
0,2 ml hydroxidu sodného ziedeného RS a 0,2 ml uhlicitanu sodného RS. Protfepe se s 1 ml az 2 ml
chloroformu R a ptida se 1 ml az 2 ml vody R; chloroformova vrstva se zbarvi ¢erveng.

b) Asi 20 mg zkousené latky nebo jeji predepsané mnozstvi se rozpusti v 5 ml kyseliny octové R
a prida se 0,5 ml hexakyanozeleznatanu draselného RS; roztok zlistane Ciry. Po ptidani asi 50 mg
chloridu amonného R vznika bila krystalickd srazenina.

Vinany

a) Asi 15 mg zkousSené latky se rozpusti v 5 ml vody R nebo se pouzije 5 ml predepsancho
roztoku. Pfida se 0,05 ml roztoku siranu Zeleznatého R (10 g/1) a 0,05 ml peroxidu vodiku RS;
vznikne nestalé zluté zabarveni. Po vymizeni zabarveni se po kapkach pridava hydroxid sodny
ziedény RS; vznikne intenzivni modré zbarveni.

b) K 0,1 ml roztoku zkousené latky obsahujiciho asi 15 mg kyseliny vinné v 1 ml nebo k 0,1 ml
predepsaného roztoku se ptida 0,1 ml roztoku bromidu draselného R (100 g/1), 0,10 ml roztoku
resorcinolu R (20 g/1) a 3 ml kyseliny sirové R. Zahtiva se na vodni lazni 5 min aZ 10 min; vznikne
tmavé modré zbarveni. Necha se ochladit a roztok se naleje do vody R; zbarveni se zméni
na cervené.
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Xanthiny

K nékolika mg zkousené latky nebo k jejimu predepsanému mnozstvi se ptida 0,1 ml peroxidu
vodiku koncentrovaného R a 0,3 ml kyseliny chlorovodikové ziedené RS. Odpatuje se na vodni lazni
do sucha, az se objevi zlutave Cerveny zbytek. Ptida se 0,1 ml amoniaku ziedéného RS2; zbarveni
zbytku se zméni na fialové Cervené.

Zinek

0,1 g zkousSené latky se rozpusti v 5 ml vody R nebo se pouzije 5 ml predepsaného roztoku. Prida
se 0,2 ml hydroxidu sodného koncentrovaného RS; vznikne bild srazenina, kterd se po pridani
dalsich 2 ml hydroxidu sodného koncentrovaného RS rozpusti. Ptida se 10 ml chloridu amonné-
ho RS, roztok zustava Ciry. Ptida se 0,1 ml sulfidu sodného RS; tvoti se vlockovita bila sraZenina.

Zelezo

a) Mnozstvi zkousené latky obsahujici asi 10 mg Zeleza (Fe*") se rozpusti v1 ml vody R nebo
se pouzije 1 ml pfedepsaného roztoku. Pfida se 1 ml roztoku hexakyanozelezitanu draselného RS;
tvofi se modra srazenina, kterd se nerozpousti v kyseliné chlorovodikové ziedené RS.

b) Mnozstvi zkousené latky obsahujici asi 1 mg Zeleza (Fe*") se rozpusti ve 30 ml vody R. Ke
3 ml tohoto roztoku nebo ke 3 ml predepsaného roztoku se ptida 1 ml kyseliny chlorovodikové
ziedeéné RS a 1 ml thiokyanatanu draselného RS, roztok se zbarvi ¢ervené. Z roztoku se oddéli dveé
Casti, kazda obsahuje 1 ml. K prvni ¢asti takto ziskaného roztoku se ptida 5 ml isoamylalkoholu R
nebo etheru R, protfepe se a necha se stat; organicka vrstva se zbarvi rizove. K druhé ¢asti roztoku
se pridaji 2 ml chloridu rtutnatého RS, Cervené zbarveni zmizi.

¢) Mnozstvi zkousené latky obsahujici nejméné 1 mg Zeleza (Fe*) se rozpusti v 1 ml vody R
nebo se pouzije 1 ml predepsaného roztoku. Ptida se 1 ml hexakyanczeleznatanu draselného KS;
tvofi se modra srazenina, ktera se ptidanim 5 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné RS nerozpousti.

2.3.2Totoznost mastnych oleju tenkovrstvou chromatografii

Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouZiti vhodného oktadecylsilanizovaného
silikagelu pro vysokoucinnou tenkovrstvou chromatografii.

ZkouSeny roztok. Neni-li pfedepséano jinak, rozpusti se asi 20 mg (1 kapka) mastného oleje ve 3 ml
dichlormethanu R.

Forovnavaci roztok. Rozpusti se asi 20 mg (1 kapka) oleje kukuricného R ve 3 ml dichlormetha-
nu K.

Na vrstvu se nanese po 1 i1 kazdého roztoku a vyviji se dvakrat etherem R po draze 0,5 cm. Pak
se vyviji dvakrat smési objemovych dilt dichlormethanu R, kyseliny octové ledové R a acetonu R
(20 + 40 + 50) po draze 8 cm. Vrstva se vysusi volné na vzduchu, postiika se roztokem kyseliny
fosfomolybdenové R (100 g/l) v lihu 96% R, zahtiva se 3 min pii 120 °C a pozoruje se v dennim
svétle.

Na chromatogramu jsou charakteristické skvrny odpovidajici obrazku 2.3.2-1.
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Obr. 2.3.2-1 Charakteristické chromatogramy k uréeni totoznosti mastnych oleji

1. Maydis oleum
4. Sesami oleum
7. Olivae oleum

10. Sojae oleum

2. Arachidis oleum
5. Lini oleum
8. Rapae oleum

3. Cacao oleum
6. Amygdalae oleum
9. Rapae oleum (sine acido erucico)

11. Helianthi oleum

2.3.3Totoznost fenothiazinovych derivata tenkovrstvou chromatografii

Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy kifemeliny G R impregnované
nasledovné.

Deska s vrstvou se postavi v uzaviené chromatografické komote do potifebného mnozstvi smeési
obsahujici fenoxyethanol R 10 % (V/V) a makrogol 300 R (50 g/l) v acetonu R tak, aby vrstva byla
ponofena asi 5 mm pod povrch smési. Kdyz impregnacni smés dosahne nejméné 17 cm od spodni-
ho okraje vrstvy, deska s vrstvou se vyjme a ihned se pouzije. Vyvijeni chromatogrami pii zkousce
se provede ve stejném sméru jako impregnace.

Zkouseny roztok. 20 mg zkousené latky se rozpusti v chloroformu R a ziedi se jim na 10 ml.
Forovnavaci roztok. 20 mg odpovidajici referencni latky (CRL) se rozpusti v chloroformu R a ziedi
se jim na 10 ml.

Na vrstvu se nanesou 2 ¢ kazdého roztoku a vyviji se ve tmé po draze 15 cm smési objemovych
dila etheru petrolejového R a diethylaminu R (50 + 1) nasycenou fenoxyethanolem R (tj. 3 ml
az 4 ml fenoxyethanolu R se ptidaji k vySe uvedené smési rozpoustédel, protiepe se a po oddeleni
se pouzije horni vrstva, i kdyz je zakalena). Po vyjmuti z komory se vrstva vystavi na n¢kolik minut
pusobeni ultrafialového svétla pfi 365 nm a potom se hodnoti.

Skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku se shoduje polohou, fluorescenci a velikosti se
skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Vrstva se postiika roztokem kyseliny sirové R
10% (V/V) v lihu 96% R. Skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku se shoduje zbarvenim se
skvrnou na chromatogramu porovnavaciho roztoku. Zbarveni skvrn je stalé po dobu nejméné
20 min.
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2.3.4Pach

0,5 g az 2,0 g zkousené latky se rozetfou v tenké vrstvé na hodinové sklicko o priméru 6 cm az
8 cm. Po 15 min se urc¢i pach nebo se ovéii jeho neptitomnost.
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2.4 Limitni zkouSky

2.4.1Amonium
Jestlize neni predepsdno jinak, pouzije se metoda A.

Metoda A

Predepsané mnozstvi zkousené latky se ve zkumavce rozpusti ve 14 ml vody R, je-li potieba,
upravi se pH roztoku do alkalické reakce pridanim hydroxidu sodného zredéného RS a ziedi se
vodou R na 15 ml. K roztoku se ptida 0,3 ml tetrajodortutnatanu draselného zasaditého RS. Sou-
Casn¢ se pripravi porovnavaci roztok za pouziti 10 ml zakladniho roztoku amonia (1 wg-

NH /ml), 5 ml vody R a 0,3 ml tetrajodortutnatanu draselného zdsaditého RS. Zkumavky se
uzaviou.

Po 5 min se zkouSeny roztok nezbarvi intenzivnéji zIut€ nez soucasné ptipraveny porovnavaci
roztok.

Metoda B

Predepsané mnozstvi jemné upraskované zkousené latky se ve vhodné 25ml sklenéné nadobce
s polyethylenovym uzavérem rozpusti nebo suspenduje v 1 ml vody R a ptida se 0,30 g oxidu horec-
natého tézkého R. Pod uzavér se umisti papir se siranem manganatym a dusicnanem stribrnym R
velikosti 5 mm?* navlhéeny né&kolika kapkami vody R a ihned se uzavie. Opatrné se promicha
krouzivym pohybem tak, aby tekutina nevysttikla, a necha se 30 min stat pti 40 °C.

Jestlize se papir se siranem manganatym a dusicnanem stiibrnym R zbarvi $edé, neni toto
zbarveni intenzivnéj$i nez zbarveni papiru se siranem manganatym a dusicnanem stribrnym R
u porovnavaciho roztoku pfipraveného soucasné stejnym zplisobem za pouziti piedepsaného
objemu zékladniho roztoku amonia (1 1g NH /ml), 1 ml vody R a 0,30 g oxidu horecnatého tezkého
R

2.4.2Arsen

Metoda A

Ptistroj na stanoveni arsenu, viz obr. 2.4.2-1, se sklad4 ze 100ml kuZelové bariky se zabrousenou
sklenénou zatkou, kterou prochazi sklen¢éna trubice délky 200 mm a vnitiniho priméru 5 mm.
Spodni ¢ast této trubice je ziZena na vnitini primér 1,0 mm a 15 mm od jejiho konce je otvor, ktery
je umistén nejméné 3 mm pod spodnim okrajem zatky a mé primér 2 mm az 3 mm. Horni ¢ast této
trubice je zakoncena dokonale rovnou plochou kolmou k ose. K této ¢asti je pfilozena 30 mm
dlouha sklenéna trubice o stejném primeéru a se stejné upravenym zakoncenim. Ob¢ ¢asti jsou k
sobé pritisknuty pomoci dvou spiralovych pruzin. Ve spodni trubici je vlozeno 50 mg az 60 mg vaty
s octanem olovnatym R nebo 50 mg az 60 mg sto¢en¢ho prouzku papiru s octanem olovnatym R,
ktery je umistén na malé vatové zatce. Do prostoru mezi sklenénymi trubicemi se vlozi kolecko
nebo ¢tverecek papiru s bromidem rtutnatym R tak, aby byl zakryt otvor trubice (15 mm x 15 mm).

Predepsané mnozstvi zkousené latky se v kuzelové barnce rozpusti ve 25 ml vody R nebo se
predepsané mnozstvi roztoku ziedi vodou R na 25 ml. Pfida se 15 ml kyseliny chlorovodikové R,
0,1 ml chloridu cinatého RS a 5 ml jodidu draselného RS. Po 15min stani se ptida 5 g zinku
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aktivovaného R, ihned se spoji obé ¢asti ptistroje a kuzelova
barika se ponoii do vodni lazné o teplote, ktera umoznuje
udrzovat stejnomérny vyvoj plynu.

Stejnym zptisobem se pfipravi porovnavaci roztok za
pouziti 1 ml zakladniho roztoku arsenu (1 wg As/ml)
zfedéného vodou R na 25 ml.

Nejdiive po dvou hodinach se porovnaji skvrny
zkouSenc¢ho roztoku a porovnavaciho roztoku vzniklé na
papiru s bromidem rtutnatym R. Skvrna zkousené¢ho roztoku
neni intenzivnéji zbarvena neZ skvrna porovnavaciho
roztoku.

Metoda B

Do zkumavky se 4 ml kyseliny chiorovodikové R a asi
5 mg jodidu draselného R se ptida predepsané mnozstvi
zkouSené latky a 3 ml zkoumadla fosfornanového R. Smés se
zahtivd 15 min na vodni lazni za obc¢asného protiepani.
Stejnym zplisobem se piipravi porovnavaci roztok za pouziti
0,5 ml zakladniho roztoku arsenu (10 wg As/ml).

Po zahtati na vodni lazni neni zbarveni zkouSeného
roztoku intenzivné&jsi nez zbarveni porovnavaciho roztoku.

2.4.3Vapnik

VSechny roztoky pouzité v této zkousce se pripravuji z
vody destilované R.

K 0,2 ml zékladniho roztoku vapniku (100 w«g Ca/ml) v
lihu se ptida 1 ml stavelanu amonného RS. Po 1 min se ptida
smés 1 ml kyseliny octové zredené RS a 15 ml roztoku
obsahujiciho ptedepsané mnozstvi zkousené latky a protiepe
se.

Soucasné se stejnym zpisobem pfipravi porovnavaci
roztok za pouziti smési 10 ml zékladniho roztoku vapniku
(10 wg Ca/ml), 1 ml kyseliny octové ziedené RS a 5 ml vody
destilované R.

Po 15 min se zkouSeny roztok nezakali intenzivnéji nez
porovnavaci roztok.

2.4.4Chloridy

|
§ ]
o
™ £
1 _
4 f
i
i
o |
T |
|
|
(N
SEE,
b —:F- «®
l] N
3 o

100 mi

Obr. 2.4.2-1 Pfistroj pro limitni
zkousku A na arsen
Rozméry v milimetrech

K 15 ml zkouseného roztoku se ptida 1 ml kyseliny dusicné zredéné RS a smés se najednou

ptelije do zkumavky obsahujici 1 ml dusicnanu stiibrného KS2.

Stejnym zplisobem se piipravi porovnavaci roztok za pouziti 10 ml zakladniho roztoku chloridi
(5 wg Cl/ml) a 5 ml vody R. Roztoky se nechaji stat za chranéni pred svétlem.

Po 5 min zkouSeny roztok neopalizuje nebo se nezakali intenzivnéji nez porovnavaci roztok.
Opalescence nebo zakal se pozoruje ze strany proti ¢ernému matnému pozadi.
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2.4 5Fluoridy

Do vnitini zkumavky pfistroje na stanoveni fluoridd, viz obrazek 2.4.5-1, se vpravi predepsané
mnozstvi zkousené latky, 0,1 g kyselinou promytého pisku R a 20 ml smési sloZené ze stejnych
objemovych dilu kyseliny sirové R a vody R. Pak se zahfeje vn&jSi zkumavka obsahujici
tetrachlorethan R k varu (146 °C) a pfi této teploté se udrzuje.

300

FTISHEH ) T ) 2 R IR SRR R

78

30 (v |

(¢
400

Obr. 2.4.5-1 Ptistroj pro limitni zkousku na fluoridy
Rozmeéry v milimetrech
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Zahtiva se vyvijeC pary, destiluje se a destilat se zachytava ve 100ml odmérné baiice obsahujici
0,3 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS a 0,1 ml fenolftaleinu RS. Béhem destilace se ve vnitini
zkumavce udrzuje konstantni objem (20 ml) a zajisti se v pripad¢ poteby pridavkem hydroxidu
sodného 0,1 mol/l VS, aby destilat zastal alkalicky. Destilat se zfedi vodou R na 100 ml (zkouseny
roztok).

Stejnym zptisobem se ptipravi porovnavaci roztok za pouziti 5 ml zékladniho roztoku fluoridii
(10 wg F/ml) misto zkouSené latky. Do dvou sklenénych odmérnych valcii se zabrouSenou
sklenénou zatkou se vpravi po 20 ml zkouseného a porovnavaciho roztoku a po 5 ml zkoumadia
aminomethylalizarindioctového R.

Po 20 min se zkouSeny roztok nezbarvi intenzivnéji modte (piivodni zbarveni je Cervené) nez
porovnavaci roztok.

2.4.6Hoi¢ik

K 10 ml pfedepsaného roztoku se ptida 0,1 g tetraboritanu sodného R. Jestlize je tieba, upravi
se pH roztoku na 8,8 az 9,2 kyselinou chlorovodikovou ziredénou RS nebo hydroxidem sodnym
ziredénym RS. Potom se roztok prevede do délici nalevky a vytfepava se postupné dvakrat vzdy po
dobu 1 min 5 ml roztoku Aydroxychinolinu R (1 g/l) v chloroformu R a necha se oddélit. Po
odd¢leni se organicka vrstva odstrani a k vodné vrstvé se ptida 0,4 ml butylaminu R a 0,1 ml
triethanolaminu R. Jestlize je tieba, upravi se pH roztoku na 10,5 az 11,5, pak se ptidaji 4 ml
roztoku hydroxychinolinu R (1 g/1) v chloroformu R, opét se vytfepava po dobu 1 min a necha se
oddg¢lit. K hodnoceni se pouzije spodni vrstva.

Soucasné se stejnym zptisobem pripravi porovnavaci roztok za pouziti 1 ml zakladniho roztoku
horciku (10 wg Mg/ml) a 9,0 ml vody R.

Zkouseny roztok se nezbarvi intenzivnéji nez porovnavaci roztok.

2.4.7Hoi¢ik a kovy alkalickych zemin

Ke 200 ml vody R se ptida 0,1 g hydroxylamoniumchloridu R, 10 ml tlumivého roztoku s chlo-
ridem amonnym o pH 10,0, 1 ml siranu zinecnatého 0,1 mol/l VS a asi 15 mg cerni eriochromové T
s chloridem sodnym R. Zahteje se asi na 40 °C a titruje se edetanem disodnym 0,01 mol/l VS z fialo-
vého do jasné modrého zbarveni. Pak se ptida predepsané mnozstvi zkousené latky rozpusténé ve
100 ml vody R nebo piedepsané mnozstvi zkouSeného roztoku. Jestlize se zbarveni roztoku po
pridani zkousené latky zménilo zpét na fialové, titruje se dale edetanem disodnym 0,01 mol/l VS
opét do modrého zbarveni.

Spotieba roztoku edetanu disodného 0,01 mol/l VS pii druhé titraci neni vy$si, nez je predepsa-
no.

2.4.8Tézké kovy

Metoda A

Ke 12 ml ptedepsaného vodného roztoku se ptidaji 2 ml tlumivého roztoku o pH 3,5 a 1,2 ml
zkoumadla thicacetamidového K a smés se ihned promicha (zkouseny roztok). Stejnym zptisobem
se pripravi porovnavaci roztok za pouziti 10 ml zakladniho roztoku olova (1 wg nebo 2 g Pb/ml),
jak je ptedepsano, a pridaji se 2 ml zkouSeného roztoku. Soucasné se ptipravi kontrolni roztok za
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pouziti 10 ml vody R a 2 ml zkouSeného roztoku. V porovnani s kontrolnim roztokem vykazuje
porovnavaci roztok slabé hnéd¢ zbarveni.

Po 2 min hnédé zbarveni zkouseného roztoku neni intenzivng€jsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku.

Metoda B

Zkousena latka se rozpusti v organickém rozpoustédle obsahujicim minimalni procento vody
(napf. dioxan obsahujici 15 % vody nebo aceton obsahujici 15 % vody).

Ke 12 ml pfedepsancho roztoku se ptidaji 2 ml tfumivého roztoku o pH 3,5. Promicha se a ptida
se 1,2 ml zkoumadla thioacetamidového a smés se ihned promicha (zkouseny roztok). Stejnym
zplisobem se pfipravi porovnavaci roztok za pouziti 10 ml roztoku olova (1 wg nebo 2 wg Pb/ml),
jak je ptedepsano, a 2 ml zkouSeného roztoku. Roztok olova (1 ug nebo 2 ug Pb/ml) se pfipravi
ziedénim zakladniho roztoku olova (100 g Pb/ml) rozpoustédlem pouzitym pro zkousenou latku.

Soucasné se ptipravi kontrolni roztok smichanim 10 ml pouzitého rozpoustédla a 2 ml
zkouseného roztoku. V porovnani s kontrolnim roztokem vykazuje porovnavaci roztok slabé hnédé
zbarveni.

Po 2 min neni hnédé zbarveni zkouseného roztoku intenzivnéjsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku.

Metoda C

Predepsané mnozstvi zkousSené latky (nejvyse 2 g) se prevede do kiemenného kelimku se 4 ml
roztoku siranu horecnatého R (250 g/l) v kyseliné sirové zredeéné RS. Smés se promicha tenkou
sklenénou ty¢inkou a opatrné se zahtiva, az se smés roztavi. Jestlize je smés tekutina, Setrné se
odpafi do sucha na vodni lazni. Za stoupajici teploty se zahtiva a spaluje tak dlouho, az je zbytek
bily nebo pouze slab¢ Sedy. Spalovani se provadi pii teploté nepievysujici 800 °C. Po vychladnuti
se zbytek zvlh¢i nékolika kapkami kyseliny sirové ziedéné RS, odpati se, znovu se spali a necha
vychladnout. Doba spalovani nesmi piesahnout 2 hod. Zbytek se pievede dvakrat 5 ml kyseliny
chlorovodikové zredéné RS do zkumavky. Prida se 0,1 ml fenolftaleinu RS a amoniak 26% R do
vzniku rizového zbarveni. Po ochlazeni se ptida kyselina octova ledova R do odbarveni a jeste
navic 0,5 ml. Je-li potfeba, zfiltruje se a filtr se promyje. Ztedi se vodou R na 20 ml. Ke 12 ml takto
ziskaného roztoku se ptidaji 2 ml tlumivého roztoku o pH 3,5 a smés se promicha. Prida se 1,2 ml
zkoumadla thioacetamidového R a ihned se promicha (zkouSeny roztok).

Soucasné se pripravi porovnavaci roztok za pouziti 4 ml roztoku siranu horecnatého R (250 g/l)
v kyseline sirové ziedené RS a predepsaného objemu zakladniho roztoku olova (10 wg Pb/ml).
Stejnym zpiisobem, jako je pfedepsano u zkousencho roztoku, se spali, rozpusti v kyseliné
chlorovodikové, ptida se roztok amoniaku, kyselina octova a zfedi se vodou Rna 20 ml. K 10 ml
tohoto roztoku se ptidaji 2 ml zkouseného roztoku, 2 ml tlumivého roztoku o pH 3,5 a promicha se.
Ptida se 1,2 ml zkoumadla thicacetamidového R a ihned se promicha.

Soucasné se pripravi kontrolni roztok smichanim 10 ml vody R a 2 ml zkouSeného roztoku.
V porovnani s kontrolnim roztokem vykazuje porovnavaci roztok slabé hnédé zbarveni.

Po 2 min neni hnédé zbarveni zkouseného roztoku intenzivnéjsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku.
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Metoda D

Do ktemenného kelimku se navazi predepsané mnozstvi zkouSené latky a smicha se s 0,5 g
oxidu horecnatého R1. Ziha se do slabé Eerveného Z4ru, az vznikne homogenni bila nebo edobila
hmota. Pokud jesté po 30 min spalovani ziistava smés barevna, necha se vychladnout, promicha se
tenkou sklenénou ty¢inkou a spalovani se opakuje. Je-1i nutné, postup se opakuje. Dale se ziha asi
1 h pti 800 °C. Zbytek se prevede dvakrat 5 ml smési stejnych objemovych dilti kyseliny chloro-
vodikové RS a vody R do zkumavky. Prida se 0,1 ml fenolftaleinu R a roztok amoniaku 26% R do
rizového zbarveni. Po ochlazeni se ptida kyselina octova ledova R do odbarveni a jesté 0,5 ml
navic. Je-li potteba, zfiltruje se a filtr se promyje. Zfedi se vodou K na 20 ml. Ke 12 ml takto
ziskaného roztoku se ptidaji 2 ml tlumivého roztoku o pH 3,5 a promicha se. Ptida se 1,2 ml zkou-
madla thioacetamidového R a ihned se promicha (zkouseny roztok).

Porovnévaci roztok se ptipravi nasledujicim postupem. K 0,5 g oxidu horecnatého R1 se ptida
predepsané mnozstvi zakladniho roztoku olova (10 wg Pb/ml) a vysusi se pii 100 °C az 105 °C
v suSarné. Stejnym zptisobem, jako je predepsano u zkouseného roztoku, se spali, pfida se kyselina
chlorovodikova, roztok amoniaku, kyselina octova a ziedi se vodou K na 20 ml. K 10 ml tohoto
roztoku se pridaji 2 ml zkouseného roztoku, 2 ml tumivého roztoku o pH 3,5 a promicha se. Pfida
se 1,2 ml zkoumadla thioacetamidového R a ihned se promicha.

Soucasné se ptipravi kontrolni roztok smichanim 10 ml vody R a 2 ml zkouSeného roztoku.
V porovnani s kontrolnim roztokem vykazuje porovnavaci roztok slabé hnédé zbarveni.

Po 2 min neni hnédé zbarveni zkouseného roztoku intenzivnéjsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku.

Metoda E

Predepsané mnozstvi zkousené latky se rozpusti ve 30 ml vody R nebo v jiném piedepsaném
objemu. Filtracni zafizeni se pfipravi z valce 50ml injek¢ni stiikacky bez pistu pfipojenim k na-
stavci, v némZ na rovné plose je membranovy filtr (rozmér pori 3 w«m) a na ném piedfiltr, viz
obr. 2.4.8-1A.

Zkousenym roztokem se naplni véalec injekeni stiikacky, vloZi se pist a jeho stlacenim se vSechna
tekutina zfiltruje. Po otevieni podlozky a odejmuti piedfiltru se zkontroluje membranovy filtr. Je-1i
zneCistén, vymeni se za novy a postup se opakuje stejnym zpiisobem.

K pfredfiltratu nebo k pfedepsanému objemu piedfiltratu se ptidaji 2 ml tlumivého roztoku
o pH 3,5 a 1,2 ml zkoumadla thioacetamidového R. Po promichani se necha 10 min stat a znovu
se zfiltruje stejnym zptisobem. Filtry pfi této filtraci jsou umistény opacné, na rovné ploSe predfiltr
a na ném membranovy filtr, viz obr. 2.4.8-1B. Filtrace se provadi pomalu a rovnomérné mirny m
a stalym tlakem na pist injek¢ni stiikacky. Po skoncent filtrace se podlozka otevie, membranovy
filtr se vyjme a ususi pomoci filtra¢niho papiru.

Stejnym zplsobem se ptipravi porovnavaci roztok za pouziti ptedepsaného objemu zakladniho
roztoku olova (1 wg Pb/ml).

Zbarveni skvrny na membranovém filtru zkouseného roztoku neni intenzivnéjsi nez zbarveni
skvrny na membrénovém filtru porovnavaciho roztoku.
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Obr. 2.4.8.-1 Zartizeni pro limitni zkousku na tézké kovy (metoda E)
Rozméry v milimetrech

A - predfiltrace roztoku
B - filtrace roztoku po piidani zkoumadel

2.4.9Z¢lezo

Predepsané mnozstvi zkousené latky se rozpusti ve vodeé R a ziedi se ji na 10 ml nebo se pouzije
10 ml pfedepsaného roztoku. Ptidaji se 2 ml roztoku kyseliny citronové R (200 g/1) a 0,1 ml kyseliny
thioglykolové R. Promicha se, zalkalizuje se amoniakem 17,5% RS a ziedi se vodou R na 20 ml
(zkouseny roztok). Soucasné se stejnym zpusobem piipravi porovnavaci roztok za pouziti 10 ml
zakladniho roztoku zeleza (1 ng Fe/ml).

Po 5 min neni rizové zbarveni zkouseného roztoku intenzivngjsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku.

2.4.100lovo v cukrech

Stanoveni olova se provede atomovou absorpéni spektrometrii (2.2.23, Metoda I1).

Zkouseny roztok. 20,0 g zkousené latky se rozpusti ve smési stejnych objemovych dila kyseliny
octové zredené RS a vody R a touto smési se zedi na 100,0 ml. Pfidaji se 2,0 ml nasyceného roztoku
pyrrolidinyldithiokarbamatu amonného R (asi 10 g/l) a 10,0 ml isobutylmethylketonu R a potom
se 30 s tfepe, pricemz se smés chrani pied svétlem. Po oddéleni vrstev se dale pouzije vrstva
isobutylmethylketonu.

Forovndvaci roztoky. Tti porovnavaci roztoKy se piipravi stejnym zptisobem jako zkouseny roztok
s tim rozdilem, Ze se k 20,0 g zkousené latky navic piida 0,5 ml, 1,0 ml a 1,5 ml zakladniho
roztoku olova (10 wg Pb/ml).
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Nulova poloha pfistroje se nastavi pomoci isobutylmethylketonu R, ktery byl pfipraven stejnym
zpisobem jako zkousSeny roztok bez zkousené latky. Mefi se absorbance roztoki pii 283,3 nm za
pouziti olovéné lampy s dutou katodou jako zdroje zareni a plamene vzduch-acetylen.

Zkousena latka obsahuje nejvyse 0,5 ug Pb/g, neni-li uvedeno jinak.

2.4.11Fosforecnany

Ke 100 ml zkouseného roztoku ptipravencho a v piipadé€ potfeby zneutralizovaného tak, jak je
predepsano v jednotlivych ¢lancich, se pfidaji 4 ml molybdenan-kyseliny sirové RS3. Protiepe se
a prida se 0,1 ml chloridu cinatého RS1.

Soucasné se stejnym zptisobem pripravi porovnavaci roztok za pouziti 2 ml zakladniho roztoku
fosforecnanii (5 wg PO /ml) a 98 ml vody R. Po 10 min se hodnoti zbarveni 20 ml kazdého roztoku.

Zbarveni zkouSeného roztoku neni intenzivnéjsi nez zbarveni porovnavaciho roztoku.

2.4.12Draslik

K 10 ml predepsaného roztoku se ptidaji 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku tetrafenylboritanu
sodného R (10 g/l).

Soucasné se stejnym zptisobem ptipravi porovnavaci roztok za pouziti 5 ml zdkladniho roztoku
drasliku (20 w«g K/ml) a 5 ml vody R.

Po 5 min zkouSeny roztok neopalizuje intenzivnéji nez porovnavaci roztok.

2.4.13Sirany

VSechny roztoky pouzité v této zkousce se pripravuji z vody destilované R.

K 1,5 ml zakladniho roztoku sivanii (10 wg SO /ml) (1) se ptida 1 ml roztoku chloridu barnate-
ho R (250 g/1). Protfepe se a necha se 1 min stat. Pak se pfida 15 ml zkouseného roztoku a 0,5 ml
kyseliny octové R. SouCasné se stejnym zpiisobem piipravi porovnavaci roztok za pouziti 15 ml
zakladniho roztoku siranii (10 w«g SO /ml) misto zkouseného roztoku.

Po 5 min zkouSeny roztok neopalizuje intenzivnéji nez porovnavaci roztok.

2.4.14Siranovy popel

Kiemenny nebo platinovy kelimek se ziha 30 min do ¢erveného zaru, necha se vychladnout
v exsikatoru a zvazi se. Zkousena latka se navazi do kelimku, pridaji se 2 ml kyseliny sirové zrede-
né RS, zahtiva se nejdiive na vodni 1azni, pak opatrmé nad plamenem a potom postupné az do asi
600 °C. V zahtivani se pokracuje, az zmizi vSechny ¢erné ¢astice. K vychladlému zbytku se piida
nékolik kapek kyseliny sirové ziedené RS a stejnym zplisobem se znovu zahtiva a spaluje. K vy-
chladlému zbytku se ptida nékolik kapek uhlicitanu amonného RS, odpaii se, opatrné se Ziha, necha
se vychladnout, zvéazi se a zihani se opakuje po 15 min az do konstantni hmotnosti.
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2.4.15Nikl v polyolech

Stanoveni niklu se provede atomovou absorp¢ni spektrometrii (2.2.23, Metoda II).

Zkouseny roztok. 20,0 g zkouSené latky se rozpusti ve smési stejnych objemovych dili kyseliny
octové zredené RS a vody R a touto smési se ziedi na 100,0 ml. Ptidaji se 2,0 ml nasyceného roztoku
pyrrolidinyldithiokarbamatu amonného R (asi 10 g/l) a 10,0 ml isobutylmethylketonu R a potom
se 30 s tfepe za chranéni pred svétlem. Po odd€leni vrstev se dale pouzije vrstva
isobutylmethylketonu.

Forovnavaci roztoky. Tti porovnavaci roztoky se ptipravi stejnym zptisobem jako zkouseny roztok
s tim rozdilem, Ze se k 20,0 g zkousené latky navic ptida 0,5 ml, 1,0 ml a 1,5 ml zakladniho roztoku
niklu (10 wg Ni/ml).

Nulova poloha pfistroje se nastavi pomoci isobutylmethylketonu R, ptipraveného stejnym zptso-
bem jako zkouSeny roztok bez zkousSené latky. Méii se absorbance pti 232,0 nm za pouZiti niklové
lampy s dutou katodou jako zdroje zafeni a plamene vzduch-acetylen.

Zkousena latka obsahuje nejvyse 1 ug Ni/g, neni-li uvedeno jinak.

2.4.16Celkovy popel

Kiemenny nebo platinovy kelimek se ziha 30 min do ¢erveného zaru, necha se vychladnout
v exsikatoru a zvazi se. Neni-li pfedepsano jinak, navazi se do kelimku 1,000 g zkousené latky nebo
upraskované rostlinné drogy. Kelimek se susi 1 h pti 100 °C az 105 °C a potom se ziha do
konstantni hmotnosti v muflové peci pti (600 + 25) °C. Po kazdém zihani se necha vychladnout v
exsikatoru. B€hem zkousky se nema objevit plamen. Pokud jesté po opakovaném Zihani obsahuje
popel cerné Castice, ptida se horka voda R, prefiltruje se pres bezpopelny filtracni papir a papir se
zbytkem se spali a vyziha. K popelu se ptida filtrat, opatrné se odpaii do sucha a vyziha do
konstantni hmotnosti.

2.4.17Hlinik

Stanovi se fluorimetrickou metodou (2.2.21).

ZkouSeny roztok. Ptedepsany roztok se v délici nalevce protiepe dvakrat s 20 ml a potom jednou
s 10 ml roztoku Aydroxychinolinu R (5 g/l) v chloroformu R. Spojené chloroformové roztoky se pie-
vedou do odmérmé bariky a ziedi se chloroformem Rna 50,0 ml.

Forovnavaci roztok. Za pouziti predepsaného roztoku se postupuje stejn€ jako u zkouseného rozto-
ku.

Kontrolni roztok. Za pouZiti predepsaného roztoku se postupuje stejné jako u zkouseného roztoku.

MEfi se intenzita fluorescence (2.2.21) zkouseného roztoku (7,), porovnavaciho roztoku (Z,)a
kontrolniho roztoku (/;) za pouziti excitacniho zareni o vinové délce 392 nm a sekundarniho filtru
s maximem propustnosti pii 518 nm nebo s monochromatorem nastavenym na tuto vinovou délku.

Fluorescence (/, - §) zkouSeného roztoku neni vétsi nez fluorescence (/, - L) porovnavaciho
roztoku.

2.4.18Volny formaldehyd

Pokud neni predepsano jinak, pouzije se Metoda A. Metoda B je vhodna pro vakciny, ke kterym
byl ptidan disifi¢itan sodny k neutralizaci nadbytku formaldehydu.
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Metoda A

1,0 ml humanni vakciny se zfedi pfedepsanym rozpoustédlem na 10,0 ml. 1,0 ml veterinarniho
bakterialniho toxoidu se ztedi pfedepsanym rozpoustédlem na 25,0 ml (zkouSeny roztok).

K 1 ml zkouSeného roztoku se ptidaji 4 ml vody R a 5 ml acetylacetonu RSI a zkumavka s roz-
tokem se ponecha 40 min ve vodni 1azni pii 40 °C.

Roztok neni zbarven intenzivnéji nez porovnavaci roztok ptipraveny soucasn¢ stejnym zpuso-
bem za pouziti 1 ml zfedéného formaldehydu RS obsahujiciho 20 ug formaldehydu (CH,O) v 1 ml
misto zfedéné vakciny. Hodnoti se zkumavky ve sméru jejich vertikalni osy.

Metoda B

1,0 ml zkouSené vakciny se ziedi pfedepsanym rozpoustédlem na 100,0 ml. K 0,5 ml této
zfedéné vakciny se ptida 5 ml roztoku methylbenzothiazolinonhydrazonhydrochloridu R (0,5 g/l)
a 0,05 ml polysorbatu 80 R. Zkumavka se uzavie, protfepe a necha stat 60 min. Po ptidani 1 ml
zkoumadla chlorid Zelezity-kyselina amidosirova R se necha stat dalSich 15 min. Potom se méfi
absorbance (2.2.25) zkouseného roztoku pii 628 nm proti kontrolnimu roztoku.

Absorbance zkouseného roztoku neni vyssi nez absorbance porovnavaciho roztoku pfipraveného
soucasné a za stejnych podminek za pouziti 0,5 ml roztoku ptipraveného ztedénim formaldehydu R
obsahujiciho 5 pg formaldehydu (CH,0O) v 1 ml.

Jestlize zkouSena vakcina je ve form¢ emulze, je nutno odd¢lit vodnou fazi nasledujicim
zpisobem:

K vakeiné se ptida stejny objemovy dil isopropylmyristatu R a promicha se. Ke 3 objemovym
dilim této smesi se pridaji 2 objemové dily kyseliny chlorovodikové 1 mol/l RS, 3 objemové dily
chloroformu R a 4 objemové dily roztoku chloridu sodného R (9 g/1). Smés se dikladné promicha
a odstfed’uje se 60 min pii 15 000 g, Oddeli se vodna vrstva a zméii se jeji objem. Tato vrstva se
pouzije k vyse popsané zkousce na formaldehyd.

Koncentrace formaldehydu v porovnavacim roztoku se upravi podle ziedéni vakciny pti
oddéleni vodné vrstvy. Jestlize se popsanym postupem vodna vrstva neodd€li, je nutné k roztoku
chloridu sodného ptidat roztok polysorbatu 20 R (100 g/1) a postup opakovat s tim rozdilem, Ze se
odsted’'uje pti 22 500 g,.

2.4.19Zasadité reagujici latky v mastnych olejich

Ve zkumavce se smicha 10 ml cerstvé predestilovaného acefonu R a 0,3 ml vody R a ptida se
0,05 ml roztoku modri bromfenclové R (0,4 g/l) v lihu 96% R. Je-li to potiebné, roztok se
neutralizuje kyselinou chlorovodikovou 0,01 mol/l RS nebo hydroxidem sodnym 0,01 mol/l RS.

Potom se prida 10 ml zkouSeného oleje, protiepe se a necha se stat. Na zménu zbarveni horni
vrstvy do Zluta se spotiebuje nejvyse 0,1 ml kyseliny chlorovodikoveé 0,01 mol/l VS.

2.4.20Antioxidanty v mastnych olejich

Zkousi se tenkovrstvou chromatografii (2.2.27) za pouziti vrstvy silikagelu G R. Pied pouzitim
se desky s vrstvami susi 2 h pti 130 °C.

Zkouseny roztok (a). K 20 g zkousSené latky odebrané ze stfedu vzorku nebo k 20 g oleje se ptida
50 ml etheru petrolejového R a vyttepava se dvakrat 30 ml roztoku methanclu R 75% (V/V).
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Spodni methanolova vrstva se odd€li a spojené methanolové vrstvy se odpaii za snizencho tlaku,
chloroformu prostého ethanolu R. Uchovava se v dobfe uzavieném obalu.

Zkouseny roztok (b). Petroletherova vrstva ziskana pti ptipraveé zkouseného roztoku (a) se opatrné
odpati do sucha. Pfida se 0,5 g pyrogallolu R rozpusténého ve 100 ml ethanolu R, 15 ml Cerstvé
pripraveného roztoku hydroxidu draselného R (330 g/1) a vati se 30 min pod zpétnym chladi¢em.
Po vychladnuti se ptida 250 ml vody R a nezmydelnitelné latky se vytiepavaji tiikrat 100 ml etheru
petrolejového R. Spojené petroletherové vytiepky se promyvaji vodou R do odstranéni alkalii a od-
pafti se do sucha. Zbytek po odpareni se rozpusti v 5 ml chloroformu prostého ethanolu R. Uchova-
va se v dobfe uzavieném obalu.

A. Nepolyhydroxylované antioxidanty

Deska s vrstvou se vlozi do chromatografické komory a vyviji se chloroformem prostym ethano-
lu R po draze 12 cm a potom se susi 20 min na vzduchu a 20 min v exsikatoru ve vakuu. Na takto
pfipravenou vrstvu se nanese:

Bod 1, viz obr. 2.4.20-1, zkouseny roztok (a) se nanese do skvrny o primeru nejvyse 5 mm.
Nanasené mnozstvi je zavislé na koncentraci zkouseného roztoku, obvykle 2 ul az 10 ul.

Body 2 a 3, viz obr. 2.4.20-1, 2 ul barevného roztoku obsahujiciho po 0,1 g/l Zluti dimethylo-
vé R, cervené sudanové G R a modri indofenolové R v benzenu R.

Vyznaci se draha 10 cm v obou smérech vyvijeni a vyviji se nejdiive chloroformem prostym
ethanolu R. Po 10 min vysu$eni na vzduchu se deska s vrstvou oto¢i 0 90° a vyviji se v druhém
sméru benzenem K. Po 5 min vysu$eni na vzduchu se vrstva postiika roztokem kyseliny fosfomolyb-
denové R (200 g/1) v ethanolu R do vzniku trvale Zluté barvy. Béhem 2 min se zacnou objevovat
modré skvrny. Potom se vrstva vystavi na 5 min az 10 min param amoniaku do odbarveni pozadi
na Cisté bilé. Vzniklé skvrny maji modrou, slab¢ fialovou nebo nazelenalou barvu.

Chromatogram se hodnoti podle obr. 2.4.20-1. Objevi-li se modré skvrny na startu, provede se
rozdéleni a identifikace polyhydroxyantioxidantt (viz B).

B. Polyhydroxyantioxidanty

Na vrstvu se odd¢lené nanese 1 ul, 2 ul, 4 4l a 6 ul zkouSeného roztoku (a) a 1 ul az 2 ul barev-
ného roztoku. Vyviji se sméesi objemovych dila kyseliny octové ledové R, etheru petrolejového R
a benzenu R (30 + 60 + 60) po draze 13 cm. Vrstva se vysusi na vzduchu, postiika se roztokem
kyseliny fosfomolybdenové R (200 g/l) v ethanolu R a pokracuje se stejné, jak je popsano v odstavci
A. Polyhydroxyantioxidanty se identifikuji polohou skvrn v porovnani se skvrnami barevného
roztoku na obr. 2.4.20-2.

C. Antioxidanty neextrahovatelné methanolem

Provede se tenkovrstva chromatografie na druhé vrstvé za pouziti zkouseného roztoku (b).
Postupuje se stejné, jak je uvedeno v odstavei A, s tim rozdilem, Ze se vrstva postiika roztokem
dichlorchinonchlorimidu R (10 g/1) v ethanolu R. Skrvny se objevi béhem 15 min po postiikani.
Chromatogram se hodnoti v porovnani s obr. 2.4.20-1.

Teckované skvrny odpovidaji a-tokoferolu a butylhydroxytoluenu. Skvrny B- a y-tokoferolu
se objevi v misté odpovidajicim 2-terc.butyl-4-methoxyfenolu.

Jestlize je butylhydroxytoluen ptitomny ve velkém mnozstvi, mize byt detegovany i zptisobem A.
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Obr. 2.4.20-1 Typické chromatogramy antioxidanti (Metoda
A a Metoda C).

a - bod startu €. 1 + skvrna gallati + skvrna kyseliny nordihydroquajaretové
b - bod startu €. 2

¢ - bod startu ¢. 3

1 - guajakova pryskyftice

2 - 3-terc.butyl-4-methoxyfenol

3 - 2-terc.butyl-4-methoxyfenol

4 -2,2,5,7,8-pentamethyl-6-chromanol
5 - tetraethylthiuramdisulfid

6 - a-tokoferol

7 - dibutylhydroxyanisol

8 - hydroxytoluen

A - zluta

E - Cervena

C - modra

Metoda A - plna ¢ara

Metoda C - teckovana ¢ara
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Obr. 2.4.20-2 Typické chromatogramy polyhydroxyantioxi-
danti (Metoda B)

1 - barevny roztok

2 - butylhydroxyanisol

3 - guajakova pryskyfice
4 - kyselina nordihydroguajaretova
5 - methylgallat

6 - ethylgallat

7 - propylgallat

8 - oktylgallat

9 - dodecylgallat

A - 7luta

E - Cervena

C - modra

2.4.21Cizi oleje v mastnych olejich tenkovrstvou chromatografii

Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy kremeliny G R. Vrstva se
impregnuje v chromatografické komotfe vhodnym mnozstvim smési objemovych dild parafinu
tekutého R a etheru petrolejového R (10 + 90) vyvijenim po draze 12 cm od spodniho okraje desky,
pri¢emz hladina smési saha 5 mm nad spodni okraj desky. Potom se deska s vrstvou necha volné
na vzduchu do vytékani rozpoustédel, asi 5 min. Chromatogram je tfeba vyvijet ve stejném sméru
jako impregnace.

Friprava smési mastnych kyselin. 2 g zkouSeného oleje se zahtivaji 45 min s 30 ml hydroxidu dra-
selného 0,5 mol/l v lihu R pod zpétnym chladi¢em. Pak se prida 50 ml vody R, ochlazena smés se
prevede do dé€lici ndlevky a vytfepava se tiikrat 50 ml etheru R. Etherova vrstva se odstrani, vodna
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vrstva se okyseli kyselinou chlovovodikovou R a vytfepava se znovu trikrat 50 ml etheru R. Spojené
etherové vyttepky se promyji tiikrat 10 ml vody R, promyvaci tekutiny se odstrani, vysusi se nad
siranem sodnym bezvodym R a zfiltruji se. Ether se odpati na vodni lazni do sucha a odparek se
pouzije k pripravé roztoku zkousené latky. Mastné kyseliny mohou byt také ziskany z roztoku pfi-
praveného pfi stanoveni nezmydelnitelnych latek.

Zkouseny roztok. 40 mg smesi mastnych kyselin ziskané vySe uvedenym postupem se rozpusti ve
4 ml chloroformu R.

Forovnavaci roztok. 40 mg smési mastnych kyselin ziskané ze smési kukuricného oleje R a repko-
vého oleje R (19 + 1) se rozpusti ve 4 ml chloroformu R.

Na vrstvu se oddélen€ nanese po 3 ul kazdého roztoku a vyviji se smési objemovych dilli vody R
a kyseliny octové ledové R (10 + 90) po draze 8 cm. Vrstva se susi 10 min pti 110 °C. Po ochlazeni,
neni-li predepsano jinak, se deska s vrstvou vlozi do dobie tésnici komory nasycené parami jodu R
umisténého na dn¢€ komory na odpatrovaci misce. Po néjakém Case jsou na vrstvé patrny hnédé nebo
zlutohnédé skvrny. Deska s vrstvou se vyjme z komory a necha se nékolik min stat. Kdyz hnédé
zbarveni pozadi zmizi, postiikd se vrstva Skrobem KS. Objevi se modré skvrny, které se mohou
zmeénit na hnédé€ a po postiikani vodou R se zméni zpét na modré.

Na chromatogramu zkousené latky jsou patrny skvrny o Ry asi 0,5 (kyselina olejova) a R. asi
0,65 (kyselina linolova) odpovidajici svoji polohou a zabarvenim skvrndm na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. U nékterych olejii mize byt na chromatogramu zkouSené latky patrna jesté
skvrna s R; asi 0,75 (kyselina linolenova). Porovnanim skvrn na chromatogramu zkouseného
roztoku se skvrnami na chromatogramu porovnévaciho roztoku se ovéii nepfitomnost skvrny s hod-
notou R asi 0,25 (kyselina erukova) na chromatogramu zkouseného roztoku.

2.4.22Cizi oleje v mastnych olejich plynovou chromatografii

Cizi oleje se stanovi jako methylestery mastnych kyselin pfitomnych ve zkouSenych olejich.

Tato metoda neni pouzitelnd pro oleje obsahujici acylglyceroly mastnych kyselin s epoxy-, hyd-
roepoxy-, cyklopropyl- a cyklopropenylovymi skupinami nebo pro oleje s velkym podilem mastnych
kyselin s kratsim vetézcem nez 8 uhlikovych atomii nebo pro oleje s vyssim cislem kyselosti nez 2.

Provede se plynova chromatografie (2.2.28) (napliiova kolona nebo kapilarni kolona).
Zkouseny roztok. Je-li v ¢lanku predepsano, zkousena latka se pied methylaci susi. Navazi se 4,0 g
zkousSeného oleje do 100ml zabrousené bariky s kulatym dnem opatfené zpétnym chladi¢em a upra-
vené k zavadeéni plynu. Pfida se 40 ml methanolu bezvodého R, 0,5 ml roztoku hydroxidu draselné-
ho R (60 g/1) v methanolu R a za michani se pod zpétnym chladicem zahiiva k varu za soucasného
probublavani dusikem R rychlosti asi 100 ml/min. KdyZ je roztok ¢iry (asi po 10 min), pokracuje
se v zahfivani jesté 5 min. Barika se ochladi pod tekouci vodou a obsah se pfevede do délici nalev-
ky. Vnitiek baiiky se oplachne 20 ml heptanu R, ktery se prida do dé€lici nalevky. Ptida se asi 40 ml
vody R a opatmé se protiepe. Vytvoii-li se emulze, ptida se po kapkach heptan R nebo voda R. Po
rozdéleni vrstev se oddéli vodna vrstva a tiepe se s dalsimi 20 ml heptanu R. Ob¢ organické vrstvy
se spoji, promyji se dvakrat 20 ml vody R, vysusi se siranem sodnym bezvodym R a zfiltruji se. V
ptipadé potieby se zmensi objem roztoku odpatenim na vodni lazni v proudu dusiku R. V ptipadé
kapilarni plynové chromatografie se zkouseny roztok zfedi heptanem R tak, aby se ziskal roztok
obsahujici 5 g/l az 10 g/l smési methylestertt mastnych kyselin.
Forovnavaci roztok (a). Podle tab. 2.4.22-1 se ptipravi 0,50 g smési kalibracnich latek, rozpusti se
v heptanu R a zfedi se jim na 50,0 ml.
Forovnavaci roztok (b). 1,0 ml porovnavaciho roztoku (a) se zfedi heptanem R na 10,0 ml.
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Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- sklenéné kolony nebo kolony z nerezové oceli délky 2 m az 3 m a vnitiniho priiméru 2 mm az
4 mm naplnéné kremelinou pro chromatografii R (125 ym az 200 ym) impregnovanou 5 % az
15 % makrogolsukcinatu R nebo makrogoladipatu R,

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu s pritokovou rychlosti 25 ml/min,

- plamenoioniza¢niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 180 °C, teplota nastfikového prostoru a detektoru na 200 °C,
pokud je to nutné nebo predepsané, zvysuje se teplota kolony rychlosti 5 °C/min ze 120 °C na

200 °C.

Tab. 2.4.22-1 Kalibra¢ni latky”

Smés nasledujicich Ekvivalentni Slozeni v %
latek délka fetézce Izotermické Linearni teplotni
podminky program

methyllaurat R 12,0 5 10
methylmyristat R 14,0 5 15
methylpalmitat R 16,0 10 15
methylstearat R 18,0 20 20
methylarachidat R 20,0 40 20
methyloleat R 18,6 20 20

" Pro GC s kapilarni kolonou a s nastfikem s délitem se doporucuje, aby slozky s nejdelsim
fetézcem ze smeési, které jsou analyzovany, byly pfidavany ke kalibra¢ni smési.
Tato hodnota, ktera ma byt pocitana pomoci kalibracni kiivky, je uvedena jako piiklad pro
kolonu s makrogolsukcinatem R.

ok

Chromatograficky postup miiZze byt alternativné proveden za pouziti:

- sklenéné nebo kiemenné kapilarni kolony (je davana pfednost koloné se sténami pokrytymi ka-
palnou fazi) délky 10 m az 25 m a vnitiniho priméru 0,2 mm az 0,8 mm, jejiz vnitini povrch je
pokryt napt. vrstvou poly(kyanopropyl) (methylfenylmethyl)siloxanu R nebo makrogolu 20 000 R
(tloustky 0,1 um az 0,5 um),

- helia pro chromatografii R nebo vodiku pro chromatografii R jako nosného plynu pfi prutokové
rychlosti 1,3 ml/min (pro kolonu o vnitinim priimeéru 0,32 mm),

- plamenoionizacniho detektoru,

- déliciho poméru 1 : 100 nebo mensiho, podle vnitiniho priméru pouzité kolony (1 : 50 pro
kolonu o vnitinim priméru 0,32 mm).

Teplota kolony se udrzuje na 160 °C az 200 °C podle délky a typu pouzité kolony (pro kolonu
délky 30 m pokrytou makrogolem 20 000 R, 200 °C), teplota nastfikového prostoru a detektoru se
udrzuje na 250 °C. Je-li nutno nebo predepsano, zvysuje se teplota kolony rychlosti 3 °C/min ze
170 °C na 230 °C (pro kolonu s makrogolem 20 000 R).

Nastiikne se 0,5 ul porovnavaciho roztoku (a). Upravi se citlivost detektoru tak, aby vyska
nejvyssiho piku na chromatogramu byla 50 % az 70 % celé stupnice zapisovace.

Urc¢i se retencni Casy jednotlivych mastnych kyselin. Nastiikne se 1 ¢l porovnavaciho roztoku
(b) a zkontroluje se pomér signalu k Sumu pro pik odpovidajici methylmyristatu.

Nastrikne se 0,5 ul az 1,0 ul zkouseného roztoku a nastavi se vhodna citlivost detektoru.
Zaznamenavaji se chromatogramy po dobu odpovidajici 2,5nasobku retencniho ¢asu methyloleatu.
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Zkousku lze hodnotit, jestlize:

- na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a) je pocet teoretickych pater (n) (2.2.28), pocitano
pro pik odpovidajici methylstearatu, nejméné 2000 pro napliovou kolonu a 30 000 pro kapilarni
kolonu,

- na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a) je rozliSeni (R (2.2.28) mezi piky odpovidajicimi
methyloleatu a methylstearatu nejméné 1,25 pro napliiovou a 1,8 pro kapilarni kolonu, a je-li
pfedepsano v ¢lanku, rozliSeni mezi piky odpovidajicimi methyllinolenatu (C,g.;) a methylarachi-
datu (C,,,)) nebo methylarachidatu (C,,,) a methyleikosenatu (C,,.,) nejméné 1,8,

- na chromatogramu porovndvaciho roztoku (b) je pomér signalu k Sumu pro pik odpovidajici
methylmyristatu nejméné 5.

Vyhodnoceni chromatogramu

Je tfeba se vyvarovat pracovnich podminek, které umoziiuji vznik maskovanych pikl (ptitom-
nost slozek s malymi rozdily v reten¢nich ¢asech, jako u kyseliny linolenové a kyseliny arachido-
vé).

Kvalitativni analyza. Sestroji se kalibracni kiivka za pouZiti chromatogramu ziskaného s ka-
libra¢nimi latkami (porovnavaci roztok (a)) a informaci v tabulce 2.4.22-1:

a) za izotermickych podminek vynesenim logaritmi redukovanych retencnich Casti jako funkce
poctu uhlikovych atomli mastné kyseliny, identifikuji se piky pomoci takto ziskané piimky a
"ekvivalentnich délek fetézce" pro rizné piky. Kalibracni kfivka nasycenych kyselin je piimka.
Logaritmy redukovanych reten¢nich ¢asti nenasycenych kyselin jsou umistény na této ptimce v bo-
dech odpovidajicich necelym ¢islim, kterd se nazyvaji "ekvivalentni délky retézce",

b) za podminek linearniho teplotniho programu vynesenim retencnich casti jako funkce poctu
uhlikovych atomt mastnych kyselin; urceni totoZnosti se provede pomoci kalibra¢ni kiivky.

Kvantitativni analyza. Pouziva se metoda vnitini normalizace, pfi niz soucet ploch vSech piki
na chromatogramu, kromé piku rozpoustédla, je bran jako 100 %. Doporucuje se pouziti
elektronického integratoru. Obsah slozky je wvypocitan jako procentudlni podil plochy
odpovidajiciho piku z celkového souctu vSech pikii. Neptihlizi se k pikiim, jejichZ plocha je mensi
nez 0,05 % celkové plochy.

2.4.23Steroly v mastnych olejich

Separace sterolového podilu

Ptipravi se nezmydelnitelny podil, sterolovy podil mastného oleje se izoluje tenkovrstvou
chromatografii (2.2.27) za pouziti vrstvy silikagelu G R o tloustce 0,3 mm az 0,5 mm.

Zkouseny roztok (a). Do banky na 150 ml se zpétnym chladi¢em se prevede pfislusny objem rozto-
ku betulinu R (2 g/1) v dichlormethanu R (roztok vnitiniho standardu). Obsah betulinu v tomto roz-
toku odpovida asi 10 % obsahu sterolt ve zkouseném vzorku (napi. v ptipadé olivového oleje se
ptida 500 ul, k ostatnim rostlinnym olejlim se ptida 1500 w1 roztoku betulinu R). Jestlize je v ¢lanku
uveden pozadavek na obsah jednotlivych steroll vyjadieny jako procento sterolového podilu, mize
byt pridavek betulinu vynechan.

Roztok se odpati v proudu dusiku R do sucha, ptida se 5,00 g zkousené latky (m g), 50 ml
hydroxidu draselného v lihu 2 mol/l RS a zahtiva se 1 h na vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em za
¢astého protiepavani. Po ochlazeni na teplotu nizsi nez 25 °C se obsah banky prevede do délici
nalevky pomoci 100 ml vody R. Protfepe se opatrné trikrat 100 ml etheru prostého peroxidickych
latek R. Spojené etherové vytiepky se v dalsi délici nalevce mirné protiepavaji nékolik min se 40 ml
vody R. Vodna vrstva se odstrani a etherova vrstva se protfepava nékolikrat 40 ml vody R
tak dlouho, dokud vodna vrstva jiz nereaguje zasadité na fenolftalein. Etherova vrstva se prevede
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do predem zvazené baiky pomoci etheru prostého peroxidickych latek R; délici nalevka se promyje
etherem prostym peroxidickych ldtek R a promyvaci tekutina se pfida k roztoku v barce. Ether se
opatrn¢ oddestiluje, zbytek se smicha s 6 ml acetonu R, rozpoustédlo se opatrné odpaii v proudu
dusiku R a susi se pti 100 °C az 105 °C do konstantni hmotnosti. Po ochlazeni v exsikatoru se
zvazi. Zbytek se rozpusti v co nejmensim potiebném mnozstvi dichlormethanu R.

Zkouseny roztok (b). Pouzije se 5,00 g oleje Fepkového R. Postupuje se zpisobem uvedenym v od-
stavci ZkouSeny roztok (a) pocinaje slovy "ptida se 50 ml hydroxidu draselného v lihu 2 mol/l RS".
Zkouseny roztok (c). Pouzije se 5,00 g oleje slunecnicového R. Postupuje se zpisobem uvedenym
v odstavci ZkousSeny roztok (a) pocinaje slovy "pfida se 50 ml Aydroxidu draselného v lihu
2 mol/l RS".

Forovnavaci roztok. 25 mg cholesterolu R a 10 mg betulinu R se rozpusti v 1 ml dichlormethanu R.

Pro kazdy zkouSeny roztok se pouZije samostatna vrstva. Na vrstvu se nanese oddélené do pruhu
(20 mm x 3 mm) 20 ul porovnavaciho roztoku a do pruhu (40 mm x 3 mm) po 0,4 ml zkouSeného
roztoku (a), zkouSeného roztoku (b) nebo zkouseného roztoku (c). Vyviji se smési objemovych dili
etheru R a hexanu R (35 + 65) po draze 18 cm. Vrstvy se ususi v proudu dusiku R, postiikaji se
roztokem dichlorflucresceinu R (2 g/1) v ethanolu R a pozoruji se v ultrafialovém svétle pti 254 nm.
Na chromatogramu porovnavaciho roztoku jsou skvrny ve tvaru pruht odpovidajici cholesterolu
a betulinu. Na chromatogramech zkousenych roztokl jsou skvrny ve tvaru pruhl s podobnymi
hodnotami Ry, které odpovidaji sterolim.

Z kazdého chromatogramu se vypreparuje plocha odpovidajici plose sterolovych pruhii a kromé
toho 1 plochy 2 mm aZz 3 mm nad a pod témito pruhy odpovidajicimi pruhim na chromatogramech
porovnavaciho roztoku. Do tii ban¢k na 50 ml se pfevedou oddé€len€ vypreparované vrstvy a kazda
barika se protiepe s 15 ml horkého dichlormethanu R. Kazdy roztok se zfiltruje filtrem ze slinutého
skla (40) nebo vhodnym filtracnim papirem, kazdy filtr se promyje tfikrat 15 ml dichlormethanu R.
Filtraty a promyvaci tekutiny z kazd¢ filtrace se v pfedem zvazenych batikach odpaii v proudu
dusiku R do sucha. Zbytek po odpafeni se zvazi.

Stanoveni sterolu

Provede se plynova chromatografie (2.2.28). Zkouska se provadi za ochrany pred vihkosti.
Roztoky se pripravuji tesné pred pouZitim.
Zkouseny roztok. Ke sterolim ziskanym ze zkouSené latky separaci tenkovrstvou chromatografii
se prida (na 1 mg zbytku po odpateni) 0,02 ml Cerstve piipravené smesi objemovych dili chlortri-
methylsilanu R, hexamethyldisilazanu R a pyridinu bezvodého R (1 + 3 + 9). Opatrné se protiepava
do tplného rozpusteni sterolli a necha se stat 30 min v exsikatoru nad oxidem fosforecnym R. Je-1i
tfeba, odstfed’uje se a pouzije se supernatantni tekutina.
Forovndvaci roztok (a) K deviti diltim steroll ziskanym z oleje rFepkového R separaci tenkovrstvou
chromatografii se ptida jeden dil cholesterolu R. Ke smési se pfida (na 1 mg zbytku po odpareni)
0,02 ml Cerstve ptipravené smesi objemovych dilt chlortrimethylsilanu R, hexamethyldisilazanu R
a pyridinu bezvodého R (1 +3 +9). Opatrné se protiepava do uplného rozpusténi sterold. Necha
se stat 30 min v exsikatoru nad oxidem fosforecnym R. Je-li tfeba, odstiedi se, pouZije se Ciry
roztok.
Forovnavaci roztok (b). Ke sterolim ziskanym ze slunecnicového oleje R separaci tenkovrstvou
chromatografii se pfida (na 1 mg zbytku po odpateni) 0,02 ml Cerstvé pfipravené smési objemo-
vych dilt chlortrimethylsilanu R, hexamethyldisilazanu R a pyridinu bezvodého R (1 + 3 +9).
Opatrné se protiepava do uplného rozpusténi steroll a necha se stat 30 min v exsikatoru nad oxi-
dem fosforecnym R. Je-li tieba, odstfed’uje se a pouZije se supernatantni tekutina.
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Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- kapilarni kfemenné kolony délky 20 m az 30 m a vnitiniho priméru 0,32 mm s vnitinimi st€énami
pokrytymi vrstvou poly/fenyl(5)methyl(95)]siloxanu R nebo poly[fenyl(5)methyl(94)vinyl(1)]silo-
xanu R (tloustka vrstvy 0,25 pm),

- vodiku pro chromatografii R jako nosného plynu pii pritokové rychlosti 30 cm/min az 50 cm/min
nebo helia pro chromatografii R pii prutokové rychlosti 20 cm/min az 35 cm/s. Méteni priitokové
rychlosti se provede takto: za podminek stanoveni sterold se nastiikne 1 ¢l az 3 ul methanu nebo
propanu. Zméfi se Cas v sekundach potiebny k priitoku plynu kolonou, tzn. od okamziku nastiiku
do okamziku objeveni piku (¢,,). Pritokova rychlost je pomér /%, v némz [ znaci délku kolony
v centimetrech,

- plamenoioniza¢niho detektoru,

- injektoru s déli¢em (1/50 nebo 1/100).

Teplota kolony se udrzuje na 260 °C, teplota nastiikového prostoru na 280 °C, teplota detektoru
na 290 °C.

Nastiikne se oddélené po 1 ul kazdého roztok. Na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a)
jsou ¢tyfi hlavni piky odpovidajici cholesterolu, brassikasterolu, kampesterolu a [3-sitosterolu. Na
chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) jsou ¢étyfi hlavni piky odpovidajici kampesterolu,
stigmasterolu, B-sitosterolu a A7-stigmastenolu. Reten¢ni ¢asy sterolll vztazené k retencnimu ¢asu
[3-sitosterolu jsou uvedeny v tabulce 2.4.23-1.

Pik roztoku vnitiniho standardu (betulin) musi byt zietelné oddélen od pikd stanovovanych ste-
rolt.

Tab. 2.4.23-1 Retencni Casy sterolt vztazené k 3-sitosterolu na dvou riznych kolonach

Poly[fenyl(5) methyl(95)]siloxan | Poly[fenyl(5) methyl(94)vinyl(1)]si-

loxan
cholesterol 0,63 0,67
brassikasterol 0,71 0,73
24-methylen-cholesterol 0,80 0,82
kampesterol 0,81 0,83
kampestanol 0,82 0,85
stigmasterol 0,87 0,88
A7-kampesterol 0,92 0,93
A5,23-stigmastadienol 0,95 0,95
klerosterol 0,96 0,96
B-sitosterol 1,00 1,00
sitostanol 1,02 1,02
A5-avenasterol 1,03 1,03
A5,24-stigmastadienol 1,08 1,08
A7-stigmastenol 1,12 1,12
A7-avenasterol 1,16 1,16
betulin 1,4 1,6

Na chromatogramu zkouseného roztoku se urci totoznost jednotlivych piki a obsah jednotlivych
sterold ve sterolovém podilu zkousené latky v procentech se vypocita podle vztahu:

A 00,

S
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v némz znaci:
A - plochu piku odpovidajiciho stanovované slozce,
S - soucet ploch pikli odpovidajicich latkdm uvedenym v tabulce 2.4.23-1.
Je-li to predepsano v ¢lanku, vypocita se obsah jednotlivych steroll v miligramech na 100 g
zkousené latky podle vztahu:

v némz znaci:

A - plochu piku stanovované slozky,

Ag - plochu piku betulinu,

m - navazku zkouSené latky v gramech,

mg - navazku pfidaného betulinu v miligramech.

2.4.247bytkova rozpoustédla

Zkouska je urCena pro stanoveni zbytkovych rozpoustédel v latkach rozpustnych ve vodé. Pro
latky nerozpustné nebo nedostatecné rozpustné ve vod¢ je rozpoustédlo pouzité pro ptipravu rozto-
ku vzorku a pro statické head-space podminky uvedené v jednotlivych ¢lancich.

Zkousi se plynovou chromatografii se statickym head-space nastfikem (2.2.28).

Roztok vzorku. Pokud neni pfedepsano jinak, rozpusti se 0,200 g zkousené latky ve vode R a ztedi
se jina 20,0 ml.

Roztok rozpoustédel (a). Rozpusti se po 0,50 g acetonitrilu R a chloroformu R a po 1,00 g benze-
nu R, dioxanu R, dichlormethanu R, pyridinu R a trichlorethylenu R v dimethylsulfoxidu R a ziedi
se jim na 100,0 ml. 1,0 ml se zfedi vodou R na 100,0 ml. 1,0 ml tohoto roztoku se zfedi vodou R
na 50,0 ml.

Roztok rozpoustédel (b). Pripravi se jako roztok rozpoustédel (a), ale pouZije se pouze rozpoustédlo
nebo rozpousteédla pritomna ve zkouSené latce a zfedi se tak, aby vysledna koncentrace byla 1/20
limitniho mnozstvi uvedeného v ¢lanku.

Slepa zkouska. Pripravi se jako roztok (b), ale bez piidavku rozpoustédla nebo rozpoustédel (pouzi-
va se k ovéfeni nepfitomnosti interferujicich pikit) (kontrolni roztok).

ZkousSeny roztok. 5,0 ml roztoku vzorku se smiché s 1,0 ml kontrolniho roztoku v lahvicce, z niz
bude nastfikovano.

Forovnavaci roztok. 5,0 ml roztoku vzorku se smicha s 1,0 ml roztoku rozpoustédel (b) v lahvicce,
z niz bude nastfikovano.

Lahvicky se uzavirou pomoci pryzové zatky pokryté polytetraflucrethylenovou folii a zajisti se
hlinikovym uzdaverem. Obsah lahvicky se protiepe, aby vznikl homogenni roztok.
Mohou byt pouzity tyto podminky statického head-space nastiiku:
- teplota ustavovani rovnovahy: 80 °C,
doba ustavovani rovnovahy: 60 min,
teplota spojovaciho vedeni: 85 °C,
nosny plyn: dusik pro chromatografii R nebo helium pro chromatografii R o vhodném tlaku,
doba tlakovani: 30 s,
nastfikovany objem: 1 ml.
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti systému A.
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Systém A

Pouzije se:

- kifemenna kapilarni kolona délky 30 m a vnitfniho praméru 0,32 mm nebo 0,53 mm s vnitfnimi
sténami pokrytymi sitovanymi 6 % polykyanopropylfenylsiloxanu a 94 % polydimethylsiloxanu
(tloustka vrstvy 1,8 um nebo 3 um),

- helium pro chromatografii R jako nosny plyn s délicim pomérem 1/5, pii linearni rychlosti asi
35 cm/s,

- plamenoionizaéni detektor (nebo, je-li zapotiebi pro chlorovana rozpoustédla, detektor elektrono-
vého zachytu).

Teplota kolony se udrzuje na 40 °C po dobu 20 min, pak nasleduje nartst teploty rychlosti

10 °C/min do 240 °C a izotermicky ohfev 20 min pfi této teploté, teplota nastiiku se udrzuje na

140 °C a teplota detektoru na 250 °C.

V ptipad¢, Ze dochazi k interferenci s matrici, se pouzije systém B.

Systém B
Pouzije se:
- kfemenna kapilarni kolona délky 30 m a vnitiniho priméru 0,32 mm nebo 0,53 mm s vnitinimi
sténami pokrytymi makrogolem 20 000 R (tloustka vrstvy je 0,25 um),
- helium pro chromatografii R jako nosny plyn s délicim pomérem 1/5, pti linearni rychlosti
35 cm/s,
- plamenoioniza¢ni detektor (nebo, je-li zapotiebi pro chlorovana rozpoustédla, detektor elektrono-
vého zachytu).
Teplota kolony se udrzuje na 50 °C po dobu 20 min, pak nasleduje nardst teploty rychlosti
6 °C/min do 165 °C a izotermicky ohiev 20 min pfi této teplote, teplota nastiku se udrzuje na
140 °C a teplota detektoru na 250 °C.

Nastiikne se 1 ml plynné faze roztoku rozpoustédel (a) na kolonu popsanou v systému A nebo

B a zaznamena se chromatogram za takovych podminek, aby bylo mozno méfit pomér signalu k Su-

mu pro chloroform. Tento pomér musi byt nejméné 3. Zkousku lze hodnotit, jestlize:

- pfi pouziti systému A, viz obr. 2.4.24-1, rozpoustédla eluuji v potadi: acetonitril, dichlormethan,
chloroform, benzen, trichlorethylen, dioxan, pyridin a dimethylsulfoxid; rozliSeni mezi pikem
acetonitrilu a pikem dichlormethanu je nejméné 1,0,

- pfi pouziti systému B, viz obr. 2.2.24-2, rozpoustédla eluuji v potadi: dichlormethan, benzen,
trichlorethylen, acetonitril, chloroform, dioxan, pyridin a dimethylsulfoxid; rozliSeni mezi pikem
acetonitrilu a pikem trichlorethylenu je nejméné 1,0.
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Obr. 2.4.24-2 Chromatogram roztoku rozpoustédel (a) za pouZiti

Obr. 2.4.24-1 Chromatogram roztoku
rozpoustédel (a) za pouziti systému A

systému B
1. acetonitril 1. dichlormethan
2. dichlormethan 2. benzen
3. chloroform 3. trichlorethylen
4. benzen 4. acetonitril
5. trichlorethylen 5. chloroform
6. dioxan 6. dioxan
7. pyridin 7. pyridin

Nasttikne se 1 ml plynné faze ze zkouSeného roztoku a 1 ml plynné faze porovnavaciho roztoku
na kolonu, popsanou v systému A, nebo je-li nutno, v systému B. Nastiik se opakuje jesté dvakrat.
Stredni hodnota plochy piku zbytkového rozpoustédla (popf. ploch pikl zbytkovych rozpoustédel )
na chromatogramech ziskanych se zkouSenym roztokem neni vétsi nez polovina stfedni hodnoty
pikt odpovidajicich zbytkovym rozpoustédlim na chromatogramech ziskanych s porovnavacim
roztokem.

Zkousku Ize hodnotit, jestlize relativni smérodatna odchylka ploch ze tii nastfikti porovnavaciho
roztoku (korigovanych navazkou) neni vétsi nez 15 %.

Jsou-li zbytkova rozpoustédla pfitomna v koncentraci 0,1 % a vétsi, mlize byt obsah stanovovan
kvantitativné metodou standardniho ptidavku.

2.4.257Zbytkovy ethylenoxid a dioxan

Zkouska je urCena pro stanoveni zbytkového ethylenoxidu v latkdch rozpustnych ve vodé nebo
dimethylacetamidu. Pro latky nerozpustné nebo nedostatecné rozpustné ve vodé je rozpoustédlo
pouzité pro ptipravu zkouseného roztoku a pro statické head-space podminky uveden é v jednotli-
vych ¢lancich.



Strana 114 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

114 ZkuSebni metody

Zkousi se head-space plynovou chromatografii (2.2.28).

A. Pro latky rozpustné nebo misitelné s vodou se pouzije nasledujici postup:

Zkouseny roztok. Do 10ml lahvicky (za jinych podminek mize byt pouzita i jina velikost) se
navazi 1,00 g (M;) zkouSené latky a ptida se 1,0 ml vody R. Lahvicka se uzavie, obsah se
protiepe, aby vznikl homogenni roztok a necha se stat 45 min pii 70 °C.

Forovnavaci roztok (a). Do 10ml lahvicky stejného druhu jako u zkouseného roztoku se navazi
1,00 g (My) zkousené latky, ptida se 0,50 ml ethylenoxidu RS3 a 0,50 ml dioxanu RS1. Lahvicka
se uzavie, obsah se protfepe, aby vznikl homogenni roztok, a necha se stat 45 min pi#i 70 °C.
Forovnavaci roztok (b). K 0,50 ml ethylenoxidu RS3 v 10ml lahviéce se prida 0,10 ml Cerstvé
pripraveného roztoku acetaldehydu R (0,01 g/1) a 0,10 ml dioxanu RSI1. Lahvicka se uzavie,
obsah se protfepe, aby vznikl homogenni roztok, a necha se stat 45 min pti 70 °C.

B. Pro latky rozpustné nebo misitelné s dimethylacetamidem lze pouzit nasledujici postup:
Zkouseny roztok. Do 10ml lahvicky (za jinych podminek mize byt pouzita i jina velikost) se
navazi 1,00 g (M;) zkouSené latky a ptida se 1,0 ml dimethylacetamidu R a 0,20 ml vody R.
Lahvicka se uzavfe, obsah se protiepe, aby vznikl homogenni roztok, a necha se stat 45 min pf'i
90 °C.

Forovnavaci roztok (a). Do 10ml lahvicky stejného druhu jako u zkouseného roztoku se navazi
1,00 g (M) zkousené latky, ptida se 1,0 ml dimethylacetamidu R a 0,10 ml dioxanu RS a
0,10 ml ethylenoxidu RS2. Lahvicka se uzavte, obsah se protfepe, aby vznikl homogenni roztok,
a necha se stat 45 min pii 90 °C.

Forovnavaci roztok (b). K 0,10 ml ethylenoxidu RS2 v 10ml lahvicce se ptida 0,10 ml Cerstve
pripraveného roztoku acetaldehydu K (0,01 g/1) a 0,10 ml dioxanu RSI. Lahvicka se uzavie,
obsah se protfepe, aby vznikl homogenni roztok.

Mohou se pouzit nasledujici podminky statického head-space nastiiku:

- teplota ustavovani rovnovahy: 70 °C (90 °C pro roztoky v dimethylacetamidu),
- doba ustavovani rovnovahy: 45 min,

- teplota spojovaciho vedeni: 75 °C (150 °C pro roztoky v dimethylacetamidu),

- nosny plyn: helium pro chromatografii R,

- doba tlakovani: 1 min,

- doba nastfiku: 12 s.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- kapilarni sklenéné nebo kiemenné kolony délky 30 m a vnitiniho priméru 0,32 mm s vnitini-
mi sténami pokrytymi polydimethylsiloxanem R (tloustka vrstvy 1,0 pm),

- helia pro chromatografii R nebo dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu pfi linearni
rychlosti asi 20 cm/s a s délicim pomérem 1 : 20,

- plamenoioniza¢niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 50 °C po dobu 5 min, pak se zvySuje rychlosti 5 °C/min do
180 °C, rychlosti 30 °C/min do 230 °C a pak nasleduje izotermicky ohfev 5 min pii této teploté.
Teplota nastriku se udrzuje na 150 °C a teplota detektoru na 250 °C.

Nastiikne se vhodny objem, napt. 1,0 ml plynné faze porovnévaciho roztoku (b). Citlivost
systému se nastavi tak, aby vyska pikd na chromatogramu ethylenoxidu a acetaldehydu byla nej-
méné 15 % celé stupnice zapisovace. Zkousku lze hodnotit, jestlize rozliSeni mezi piky odpovi-
dajicimi acetaldehydu a ethylenoxidu je nejméné 2,0 a pomér signalu k Sumu pro ethylenoxid
je nejméne 5.

Nastiikne se oddélen¢ vhodny objem, napt. 1,0 ml (nebo stejny objem uzity pro porovnavaci
roztok (b)) plynné faze zkouSeného roztoku a porovnavaciho roztoku (a). Cely postup se opaku-
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je dvakrat. Primérna hodnota plochy piku ethylenoxidu a dioxanu na chromatogramu zkousené
ho roztoku neni vétsi nez polovina primémé hodnoty plochy odpovidajiciho piku na chromato
gramu porovnavaciho roztoku (a) (1 ug/g ethylenoxidu a 50 ng/g dioxanu).

Ovéreni presnosti
Pro kazdou dvojici nastfiki se pro ethylenoxid a dioxan vypocte rozdil ploch mezi piky ziskany-
mi se zkousenym roztokem a s porovnavacim roztokem (a). Zkousku Ize hodnotit, jestlize relativni
smérodatna odchylka ze tii nastiikll pro ethylenoxid je mensi nez 15 % a relativni smérodatna
odchylka ze tf1 nastiikd pro dioxan je mensi nez 10 %. Jestlize porovnani mezi zkousenym rozto-
kem a porovnavacim roztokem se lisi u 1,0 g vice nez o 0,5 %, je nutno udélat vhodnou korekei.
Obsah ethylenoxidu v ug/g se vypocte ze vzorce:

A .C
Ay - M) -(A; . M)’

v némz znaci:
Ay - plochu piku ethylenoxidu na chromatogramu zkouseného roztoku,
Ay - plochu piku ethylenoxidu na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a),
M; - navazku zkouSené latky ve zkouSeném roztoku v g,
My - navazku zkouSené latky v porovnavacim roztoku v g,
C - mnozstvi ethylenoxidu ptidaného k porovnavacimu roztoku (a) v pg.
Obsah dioxanu v ug/g se vypocte podle vzorce:
D..C

(Dy . M) -(Dy . My)~

v némz znaci:

Dy - plochu piku dioxanu na chromatogramu zkouseného roztoku,

Dy - plochu piku dioxanu na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a),
C - mnozstvi dioxanu pfidaného k porovnavacimu roztoku (a) v pg.
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2.5 Stanoveni obsahu

2.5.1Cislo kyselosti

Cislo kyselosti 7, udava mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné k neutralizaci
volnych kyselin obsazenych v 1 g latky.

10,00 g zkousSené latky nebo jeji pfedepsané mnozstvi (m) se rozpusti v 50 ml smési stejnych
objemovych dilu lihu 96% R a etheru R predem zneutralizované hydroxidem draselnym
0,1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml fenclftaleinu RS1 jako indikatoru, pokud neni uvedeno jinak. Po
rozpusténi latky se titruje hydroxidem draselnym 0,1 mol/l VS do vzniku slabé ¢erveného zbarveni
stalého po dobu nejméné 15 s (n).

Cislo kyselosti (1,) se vypogita podle vzorce:

_ 5,610m
1, = ,
m

v némz znaci:
m - navazku zkousené latky v g,
n - spotiebu hydroxidu draselného 0,1 mol/l VS v ml.

2.5.2Cislo esterové

Esterové ¢islo /; udava mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné ke zmydelnéni
esterti obsazenych v 1 g latky. Vypocita se z rozdilu ¢isla zmydelnéni /a ¢isla kyselosti /,.
I, =15-1,

2.5.3Cislo hydroxylové

Hydroxylové ¢islo /., uddava mnozstvi hydroxidu draselné¢ho v miligramech potfebné k neutrali-
zaci kyseliny vazané pfi acetylaci 1 g latky.

Metoda A

Pokud neni v ¢lanku uvedeno jinak, prfevede se predepsané mnozstvi zkousené latky uvedené
v tabulce 2.5.3-1 do 150ml acetyla¢ni bariky, piida se piedepsané mnozstvi acetanhydridu RSI
(acetylacni smési) uvedené v tabulce 2.5.3-1 a banka se spoji se vzdusnym chladi¢em.

Tab. 2.5.3-1
Predpokladané ¢islo Mnozstvi zkousené latky v g Mnozstvi roztoku acetanhyd-

1, ridu RS1 v ml

10-100 2,000 5,0

100 - 150 1,500 5,0

150 - 200 1,000 5,0

200 - 250 0,750 5,0
250 - 300 0,600 nebo 1,200 5,0 nebo 10,0

300 - 350 1,000 10,0

350 - 700 0,750 15,0

700 - 950 0,500 15,0
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Barnika se zahtiva 1 h na vodni 1azni tak, aby hladina vodni 14zné pfevySovala asi 2,5 cm troven
hladiny tekutiny v baiice. Potom se barika ochladi a ptes chladic¢ se ptida 5 ml vody R. Vznikne-li
zakal, odstrani se praveé potiebnym mnozstvim pyridinu R a zaznamena se jeho objem. Obsah bariky
se dikladné promicha a pod zpétnym chladicem se zahiiva na vodni 1azni jesté 10 min. Barka se
ochladi, chladi¢ a stény bariky se proplachnou 5 ml /ihu 96% R ptedem zneutralizovaného na
fenolftalein RSI1. Titruje se hydroxidem draselnym v lihu 0,5 mol/l VS (n,) za pouziti 0,2 ml
fenolftaleinu RS1. Za stejnych podminek se provede slepa zkouska (#,).

Hydroxylové ¢islo I, se vypocita podle vzorce:

28,05(n, - n,)

OH:— IA>
m

v némz znaci:

n, - spotiebu Aydroxidu draselného v lihu 0,5 mol/l VS pfi titraci v ml,

n, - spotiebu hydroxidu draselného v lihu 0,5 mol/l VS pfi slepé zkousce v ml,
m - navazku zkousené latky v g,

1, - Ccislo kyselosti zkousené latky.

Metoda B

Odvazi se predepsané mnozstvi zkousené latky (m), kvantitativn€ se ptevede do suché kuzelové
baiiky na 5 ml se sklenénou zabrouSenou zatkou (nebo zatkou z plastické hmoty) a pridaji se 2,0 ml
zkoumadla propionanhydridového R, barika se uzavie a obsah se opatrné protiepava do rozpusténi
latky. Neni-li pfedepsdno jinak, necha se stat 2 h pii pokojové teploté. Potom se odstrani zatka a
barika i s jejim obsahem se pienese do Sirokohrdlé kuzelové baiky na 500 ml obsahujici 25,0 ml
roztoku anilinu R (9 g/) v cyklohexanu R a 30 ml kyseliny octové ledové R. Obsah barky se promi-
chd vifivym pohybem a nechd se stat 5 min. Potom se ptida 0,05 ml vicleti krystalové RS a titruje
se kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS (n ) do vysledného smaragdové zeleného zbarveni. Soucasné
se za stejnych podminek provede slepa zkouska (#,).

Hydroxylové ¢islo 7, se vypocita podle vzorce:

56100, - n)

|, =2 2
OH 4
m

v némz znaci:
n, - spotiebu kyseliny chloristé 0,1 mol/l VS pii titraci v ml,
n, - spotiebu kyseliny chloristé 0,1 mol/l VS pii slepé zkousce v ml,
m - navazku zkousSené latky v g.
Pokud je pfitomna voda, provede se korekce zjisténé hodnoty /., na jeji obsah (y %) stanoveny
semimikrostanovenim (2.5.72) nasledovné¢:

1, korigované = (I, stanovené) - 31,1y

2.5.4Cislo jodové

Cislo jodové I, udava mnozstvi halogenu (piepoétené na jod) v g, které se vaze na 100 g latky.
Pokud neni uvedeno jinak, navazi se mnozstvi zkouSené latky uvedené v tabulce 2.5.4-1
stanovené podle predpokladaného /,.
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Tab. 2.5.4-1
Predpokladané Cislo 7, Mnozstvi latky v g
mén¢ nez 20 1,000
20 - 60 0,500 - 0,250
60 - 100 0,250 - 0,150
vice nez 100 0,150 - 0,100

Predepsané mnozstvi zkousené latky (m) se prevede do 250ml bariky oplachnuté kyselinou octo-
vou ledovou R a opatené vhodnou zabrousenou zatkou. Neni-li uvedeno jinak, rozpusti se v 15 ml
chloroformu R a opatrng se ptida 25,0 ml bromidu jodného R. Batika se uzavie a za obcasného pro-
michavani se ponecha 30 min ve tmé, pokud neni uvedeno jinak. Ptida se 10 ml roztoku jodidu dra-
selného R (100 g/1) a 100 ml vody R a titruje se thiosiranem sodnym 0,1 mol/l VS za intenzivniho
michéani do zmény Zlutého zbarveni na témer bezbarveé. Potom se ptida 5 ml skrobu RS a pokracuje
se v titraci ptidavanim thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS (n,) po kapkach a za stalého michani do
odbarveni. Za stejnych podminek se provede slepa zkouska (7,).

Vypocet Cisla jodového se provede podle vzorce:

1,269, - n)

| o= 272 Y
1 m 4

v némz znaci:

n, - spotiebu thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS pii titraci v ml,

n, - spotiebu thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS pti slepé zkousce v ml,
m - navazku zkousSené latky v g.

2.5.5Cislo peroxidové

Cislo peroxidové I, uddva mnozstvi aktivniho kysliku v milimolech obsazené v peroxidické
formé v 1000 g latky.

5,00 g zkouSené latky (m) se prevede do 250ml kuzelové baiiky se zabrousenou sklenénou zat-
kou. Ptida se 30 ml smési objemovych dill kyseliny octové ledové R a chloroformu R (3 + 2) a tiepe
se do rozpusténi latky. Potom se ptida 0,5 ml nasyceného roztoku jodidu draselného R, promicha
se a presn¢ za 1 min se ptida 30 ml vody R. Titruje se thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS, ktery se
pomalu ptidava za rovnomérného michani do zmény zlutého zbarveni na témet bezbarvé. Potom
se ptida 5 ml skrobu RS a pokracuje se v titraci pfidavanim thiosiranu sodného 0,01 mol/l VS (n )
po kapkéch a za stalého michani do odbarveni. Soucasné se za stejnych podminek provede slepa
zkouska, pfi niz neni spotieba thiosiranu sodného 0,01 mol/l VS vy$si nez 0,10 ml.

Cislo peroxidové se vypogita podle vzorce:

10(n, - n,)
P m ’
v némz znadi:
n, - spotiebu thiosiranu sodného 0,01 mol/l VS pfi titraci v ml,
n, - spotiebu thiosiranu sodného 0,01 mol/l VS pfti slepé zkouSce v ml,
m - navazku zkousené latky v g.
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2.5.6Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni /;udava mnozstvi hydroxidu draselného v miligramech potiebné k neutrali-
zaci volnych kyselin a ke zmydelnéni esterti obsazenych v 1 g latky.

Predepsané mnozstvi zkousené latky (m) se prevede do 250ml bariky z borokiemicitého skla a
prida se 25,0 ml hydroxidu draselného v lihu 0,5 mol/l VS a nékolik sklenénych kulicek. Ptipoji se
zpétny chladi¢ a vafi se 30 min, pokud neni pfedepsano jinak. Potom se ptida 1 ml fenolftalei-
nu RS1 a ihned se titruje kyselinou chlorovodikovou 0,5 mol/l VS. Soucasné se za stejnych podmi-
nek provede slepa zkouska.

Cislo zmydelnéni se vypoéte podle vzorce:

28,05(n, - n))

S ’
m

v némz znaci:

n, - spotiebu kyseliny chlorovodikoveé 0,5 mol/l VS pfi titraci v ml,

n, - spotiebu kyseliny chlorovodikové 0,5 mol/l VS pii slepé zkousce v ml,
m - navazku zkousené latky v g.

* % %

1998 "+

* %
* %t

2.5.7Nezmydelnitelné latky

Pod pojmem "nezmydelnitelné latky" se rozumi latky netékajici pii 100 °C az 105 °C ziskané
ze zkousené zmydelnéné latky extrakci organickym rozpoustédlem. Vysledek zkousky se vyjadiuje
v procentech (m/m).

Predepsané mnozstvi zkouSené latky (m) se prenese do 250ml bariky, ptida se 50 ml hydroxidu
draselného v lihu 2 mol/l RS a zahtiva se pod zpétnym chladi¢em na vodni 14zni za ¢astého michani
po dobu 1 h. Po ochlazeni na teplotu pod 25 °C se obsah batky pfevede do dé€lici nalevky
obsahujici 100 ml vody R a opatmé se vytiepava tiikrat 100 ml etheru prostého peroxidickych la-
tek R. Etherové vytrepky se spoji v dalsi délici ndlevce, nékolik min se protiepavaji se 40 ml vody R
a vodna vrstva odstrani. Promyti etherové vrstvy se opakuje jesté dvakrat se 40 ml vody R. Potom
se etherova vrstva postupné promyje 40 ml roztoku hydroxidu draselného R (30 g/1) a 40 ml vody R.
Tento postup se opakuje tiikrat a etherova vrstva se nakonec né€kolikrat promyje 40 ml vody R,
dokud vodna vrstva nereaguje zasadité na fenolftalein.

Etherova vrstva se pfevede do pfedem zvazené bariky a de€lici nalevka se promyje etherem
prostym peroxidickych latek R, ktery se ptida do bariky. Ether se opatrné€ oddestiluje a ke zbytku
se prida 6 ml acetonu R. Rozpoustédlo se odstrani proudem vzduchu a zbytek se vysusi pii 100 °C
az 105 °C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti v exsikatoru se zvazi (a) a mnozstvi nezmydel-
nitelnych latek vyjadiené v procentech (m/m) se vypocita podle vzorce:

100 . a

nezmydelnitelné latky = )
m

v némz znaci:
a - hmotnost zistatku po vysuseni v g,
m - navazku zkousSené latky v g.

Zbytek se rozpusti ve 20 ml lihu 96% R piedem zneutralizovaného na fenclftalein R a titruje se
hydroxidem sodnym v ethanolu 0,1 mol/l VS. Je-li spotteba hydroxidu sodného v ethanolu
0,1 mol/l VS vyssi nez 0,2 ml, rozdéleni vrstev nebylo Gplné a zbytek nelze povazovat za nezmy-
delnitelné latky a zkouska se opakuje.
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2.5.8Dusik v primarnich aromatickych aminech

Predepsané mnozstvi zkousené latky se rozpusti v 50 ml kyseliny chlorovodikové zredené RS
nebo v jiném predepsaném rozpousteédle a ptidaji se 3 g bromidu draselného R. Ochladi se v ledové
vodé a pomalu se titruje dusitanem sodnym 0,1 mol/l VS za stalého michani.

Indikace bodu ekvivalence se provadi elektrometricky nebo za pouziti predepsaného indikatoru.

2.5.9Dusik mineralizaci s kyselinou sirovou

Semimikrometoda

Mnozstvi zkouSené latky odpovidajici asi 2 mg dusiku se kvantitativné pienese do spalovaci
bariky, ptidaji se 4 g upraSkované smési vzniklé smichanim 100 g siranu draselného R, S g siranu
médnatého R a 2,5 g selenu R. Pridaji se tii sklenéné kulicky, vSechny Castecky se z hrdla batiky
splachnou 5 ml kyseliny sirové R a obsah bariky se promicha. Hrdlo baiiky se voln€ uzavie napft.
sklenénou nélevkou s kratkym stonkem, aby se zabranilo ztratdm kyseliny sirové. Barika se
postupné zahtiva, dokud nedojde k varu a nasledné kondenzaci kyseliny sirové v hrdle banky. Je
nutno zabranit prehiati horni ¢asti baiky. Baika se zahtiva 30 min, pokud neni stanoveno jinak.
Poté se barika ochladi, ¢astice se rozpusti opatrnym pfidanim 25 ml vody R, znovu se ochladi a
barika se umisti do pfistroje k destilaci s vodni parou. Piida se 30 ml hydroxidu sodného koncentro-
vaného RS a destiluje se prehanénim vodni parou. Piblizné 40 ml destilatu se jima do bariky obsa-
hujici 20,0 ml kyseliny chlorovodikove 0,01 mol/l VS, k niz bylo pridano tolik vody R, aby usti chla-
dice bylo ponoteno pod hladinu. Ke konci destilace se jimaci baiika snizi tak, aby konec chladice
byl nad hladinou kyseliny. Je nutno zajistit, aby voda z vnéjsiho povrchu chladice nestékala do ban-
ky. Destilat se titruje hydroxidem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti cervené methylové smésného
indikatoru RS (spotfeba n, ml).

Za stejnych podminek se provede slepa zkouska za pouziti 50 mg glukosy R misto zkouSené
latky (spotteba n, v ml).

Obsah dusiku (x) v procentech se vypocita podle vzorce:

0,01401(n, - n,)

m

x:

v némz znaci:

m - navazku zkouSené latky v g,

n, - spotiebu hydroxidu sodného 0,01 mol/l VS pfi titraci v ml,

n, - spotiebu hydroxidu sodného 0,01 mol/l VS pii slepé zkousce.

2.5.10Spalovani organickych latek v kysliku

Pokud neni uvedeno jinak, pouzije se silnosténna kuzelova batika na 500 ml z borokiemicitého
skla se zabrousenou zatkou, v niZ je upevnén vhodny nosi¢ vzorku, napt. z platiny nebo plati-
no-iridia.

Predepsané mnozstvi jemné rozetiené zkousené latky se umisti do stfedu filtraéniho papiru
o rozméru 30 mm x 40 mm opatieného paskou z filtraéniho papiru asi 10 mm Sirokou a 30 mm
dlouhou. Pokud je pfedepsana impregnace papiru uhlic¢itanem lithnym, navlh¢i se pred pouzitim
stfed papiru nasycenym roztokem uhlicitanu lithného R a vysusi se v susarn€. Zkousena latka se
zabali do papiru a umisti se na nosi¢ vzorku. Do bariky se pfevede voda R nebo predepsana tekuti-
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na pro absorpci spalnych produktti a vzduch se vytlaci kyslikem, napft. hadici zavedenou piimo nad
tekutinu. Hrdlo bariky se navlh¢i vodou R, papirova paska se zapali a baika se pevné uzavie zatkou
se vzorkem. Po spaleni se baiikou siln¢ protiepava, aby spalné produkty ptesly do roztoku. Po
ochlazeni, pokud neni uvedeno jinak, se baiika necha 5 min stat, opatrné se otevie a zatka, st€ny
bariky a nosi¢ vzorku se oplachnou vodou R. Roztoky se spoji a dale se postupuje tak, jak je uvede-
no v jednotlivych ¢lancich.

2.5.11Chelatometrické titrace
Hlinik

20,0 ml predepsaného roztoku se prenese do kuzelové banky na 500 ml, ptida se 25,0 ml
edetanu disodného 0,1 mol/l VS a 10 ml smési stejnych objemovych dilii roztoku octanu
amonného RS (155 g/l) a kyseliny octové ziedéné RS a 2 min se vaii. Po ochlazeni se pfida 50 ml
ethanolu R a 3 ml Cerstvé pripraveného roztoku dithizonu R (0,25 g/1) v ethanclu R. Nadbytek
edetanu disodného 0,1 mol/l VS se titruje siranem zinecnatym 0,1 mol/l V/S do zmény zelenomodré-

ho zbarveni na ¢ervenofialové.
1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 2,698 mg Al.

Bismut

Predepsany roztok v kyseline dusicné R se v kuzelové baice na 500 ml zfedi vodou R na 250 ml.
Pokud neni uvedeno jinak, ptidava se po kapkach a za tfepani amoniak 26% R, az se zacne tvorit
zakal. Prida se 0,5 ml kyseliny dusicné R a roztok se zahteje asi na 70 °C, az zakal upIn¢ zmizi.
Potom se piida asi 50 mg cranze xylenclové s dusicnanem draselnym K a titruje se edetanem
disodnym 0,1 mol/l VS do zmény Cervenofialového zbarveni na Zluté.

1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 20,90 mg Bi.

Vapnik
Predepsany roztok se v kuzelové barice na 500 ml ztedi vodou R na 300 ml. Pfida se 6,0 ml
hydroxidu sodného koncentrovaného RS a asi 15 mg kyseliny kalkonkarbonové s chloridem

sodnym R a titruje se edetanem disodnym 0,1 mol/l VS do zmény fialového zbarveni na syt€¢ modré.
1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 4,008 mg Ca.

Olovo

Predepsany roztok se v kuzelové baiice na 500 ml zfedi vodou R na 200 ml. Ptida se 50 mg
oranze xylenclové s dusicnanem draselnym R a tolik methenaminu R, az se roztok zbarvi fialovora-
zove. Potom se titruje edetanem disodnym 0,1 mol/l VS do zmény fialovortizového zbarveni na Zlu-
té.

1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 20,72 mg Pb.

Hofi¢ik

Predepsany roztok se v kuzelové batice na 500 ml zfedi vodou R na 300 ml. Ptida se 10,0 ml
tlumivého roztoku s chloridem amonnym o pH 10,0 a asi 50 mg cerné eriochromové T s chloridem
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sodnym R. Zahteje se na 40 °C a pfi této teploté se titruje edetanem disodnym 0,1 mol/l VS do
zmény fialového zbarveni na syté¢ modré.
1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 2,431 mg Mg.

Zinek

Piedepsany roztok se v kuzelové baiice na 500 ml zfedi vodou R na 200 ml. Pfida se 50 mg
oranze xylenolové s dusicnanem draselnym R a tolik methenaminu R, az se roztok zbarvi fialovort-
zove. Po pridani dalsich 2 g methenaminu R se roztok titruje edetanem disodnym 0,1 mol/l VS do
zmény fialovortizového zbarveni na zluté.

1 ml edetanu disodného 0,1 mol/l VS odpovida 6,54 mg Zn.

2.5.12Semimikrostanoveni vody

Ptistroj se sklada z titracni nadobky o objemu asi 60 ml opatfené dvéma platinovymi elektroda-
mi, z trubice pro vstup dusiku, ze zatky, kterou prochazi Spicka byrety, a z odvzdusiovaci trubice
se susidlem branicim vstupu vlhkosti. ZkouSend latka se vnasi do nadobky postrannim otvorem,
ktery je uzaviratelny zabrusovou zatkou. Michani je zajistovano magnetickym michadlem nebo
proudem vysuseného dusiku zavadéného do roztoku béhem titrace.

Bod ekvivalence se stanovi ampérometricky. Vhodny obvod se sklada z potenciometru o odporu
asi 2000 Q s paralelné pfipojenou baterii o napéti 1,5 V jako zdroje ménitelného napéti. Toto napéti
se nastavi tak, aby mezi platinovymi elektrodami se sériové ptipojenym mikroampérmetrem pro-
chazel nizky pocatecni proud. Pii pfidavani Cinidla se ruc¢icka mikroampérmetru vychyluje, ale
ihned se vraci do vychozi polohy. Vychylka ziskana v bodu ekvivalence pietrvava nejméné 30 s.

Titruje se jodosiricitym cinidlem VS s Cerstvé stanovenym titrem (4.2.2). Pouzita ¢inidla a
roztoky musi byt uchovavany za neptistupu vzdusné vlhkosti. Jodosiricité cinidlo VS se chrani pred
svétlem a je vyhodné ho uchovavat v lahvich opatienych automatickou byretou.

Obchodneé dostupna jodosiricita cinidla se casto lisi od jodosiricitéeho cinidla VS ndahradou
pyridinu ruznymi jinymi bazickymi latkami. PouZiti téchto Cinidel musi byt predem validovano tak,
aby se pro kazdy jednotlivy pripad overila stechiometrie reakce a absence reakce se zkousenou
latkou (1.2 Obecné zdsady).

Pokud neni uvedeno jinak, pouzije se Metoda A.

Metoda A

Do titra¢ni nadobky se ptida asi 20 ml methanolu bezvodého R nebo rozpoustédla predepsaného
v piislusném ¢lanku a titruje se jodosiricitym cinidlem VS za ampérometrické indikace bodu ekviva-
lence. Do titracni nadobky se pak rychle ptevede piredepsané mnozstvi zkousené latky, micha se
1 min a opét se titruje jodosiricitym cinidlem VS za ampérometrické indikace bodu ekvivalence.

Metoda B

Do titracni nadobky se ptida asi 10 ml methanolu bezvodého R nebo rozpoustédla predepsaného
v piislusném ¢lanku a titruje se jodosiricitym cinidlem VS za ampérometrické indikace bodu ekviva-
lence. Do titra¢ni nadobky se pak rychle prevede predepsané mnozstvi zkouSené latky ve vhodném
stupni rozmélnéni a dale se prida presné¢ odmeétené mnozstvi jodosirFicitého cinidla VS v nadbytku
asi 1 ml nebo v mnozstvi ptredepsaném v piislusném clanku. Uzaviena nadobka se ponecha stat
chranéna pred svétlem po dobu 1 min nebo po dobu piedepsanou v prislusném ¢lanku za ob¢asného
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promichani. Nadbytek jodosiricitého cinidla VS se retitruje az do dosazeni pocatecni nizké proudo-
vé intenzity methanolem bezvodym R nebo rozpoustédlem uvedenym v prislusném ¢lanku, ke které-
mu bylo pfidano pfesné mnozstvi vody R odpovidajici koncentraci asi 2,5 g/1.

2.5.13Hlinik ve vakcinach

Mnozstvi zkousené¢ho zhomogenizovaného ptipravku odpovidajici 5 mg az 6 mg hliniku se
prevede do spalovaci batiky na 50 ml. Pfida se 1 ml kyseliny sirové R, 0,1 ml kyseliny dusicné R a
nekolik sklenénych kulicek. Smés se zahtiva az do vyvoje bilého hustého dymu. Jestlize smés
obsahuje zuhelnatélé zbytky, ptida se n¢kolik kapek kyseliny dusicné R a pokracuje se v zahfivani
k varu az do odbarveni. Ochladi se a po n¢kolika minutach se opatrné pfida 10 ml vody R a zahtiva
se do ziskani ¢irého roztoku. Po ochlazeni se ptida 0,05 ml cranze methylové RS a zneutralizuje se
hydroxidem sodnym koncentrovanym RS (6,5 ml az 7 ml). Jestlize vznikne srazenina, rozpusti se
pfidanim nékolika kapek kyseliny sirové ziedéné RS. Roztok se pfevede do kuZelové barky na
250 ml, spalovaci banka se vyplachne 25 ml vody R a promyvaci tekutina se pfida do kuzelové
banky. Pfida se 25,0 ml edetanu disodného 0,02 mol/l VS, 10 ml tlumivého roztoku octanového
o pH 4,4, n¢kolik sklenénych kuli¢ek a 3 min se mirn¢ vaii. Potom se ptida 0,1 ml pyridylazonafio-
lu RS a horky roztok se titruje siranem médnatym 0,02 mol/l VS do zmény zbarveni na fialové hné-
dé. Provede se slepa zkouska.

1 ml edetanu disodného 0,02 mol/l VS odpovida 0,5396 mg Al.

2.5.14Vapnik ve vakcinach

VSechny roztoky pouZité v této zkousce se pripravi z vody destilované R.

Provede se stanoveni vapniku atomovou emisni spektrometrii (2.2.22, Metoda I).

K 1,0 ml homogenizovaného zkouseného ptipravku se ptida 0,2 ml kyseliny chlorovodikové
ziedené RS a ziedi se vodou R na 3,0 ml. Mé&fi se absorbance pii 620 nm.

2.5.15Fenol v imunnich sérech a vakcinach

Zkouseny ptipravek se zhomogenizuje a zfedi vodou R tak, aby se ziskal roztok obsahujici
priblizné 15 pg fenolu v 1 ml. Pipravi se porovnavaci roztoky obsahujici 5 pug, 10 ug, 15 pg, 20 pug
a 30 pg fenolu Rv 1 ml.

K 5,0 ml zkouSeného roztoku a k 5,0 ml kazdého porovnavaciho roztoku se ptida 5,0 ml
tlumivého roztoku o pH 9,0, 5,0 ml aminopyrazolonu RS a 5,0 ml hexakyanozZelezitanu draselné-
ho RS. Po 10 min se méii intenzita zbarveni roztokl pfi 546 nm.

Sestroji se kalibra¢ni kiivka a vypocita se obsah fenolu ve zkouseném piipravku.

2.5.16Bilkoviny v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Bilkoviny se stanovi spektrofotometricky méfenim intenzity zbarveni roztokt
po reakci s vinanem méd’natym a zkoumadlem molybdenan-wolframovym.
Zkouseny roztok. PouZije se odmérna baiika vhodného objemu, aby bylo moZno pfipravit roztok

pripravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pienese
obsah lahvicky (ampule) piipravku a zfedi se na potiebny objem vodou R. 1 ml tohoto roztoku se
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pfenese do sklenéné zkumavky, ptida se 0,15 ml roztoku kyseliny trichloroctové R (400 g/l).
Roztok se protiepe, nechd se 15 min stat, 10 min se odstfed’uje pii 5000 ot/min a supernatantni
tekutina se odstrani. Ke zbytku ve zkumavce se ptida 0,4 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS.
Forovnavaci roztoky. 0,100 g albuminu hovéziho R se rozpusti ve 100,0 ml hydroxidu sodného
0,1 mol/l RS (zékladni roztok obsahujici 1 g/l bilkoviny).

1 ml zakladniho roztoku se ztedi hydroxidem sodnym 0,1 mol/l RS na 20 ml (ztedény roztok (1):
50 mg bilkoviny v litru).

1 ml zakladniho roztoku se zfedi hydroxidem sodnym 0,1 mol/l RS na 4 ml (ztedény roztok (2):
250 mg bilkoviny v litru).

Do Sesti sklenénych zkumavek se prenese 0,10 ml, 0,20 ml, 0,40 ml zfedéného roztoku (1) a
0,15 ml, 0,20 ml, 0,25 ml zfedéného roztoku (2). Obsah kazdé zkumavky se ztedi hydroxidem
sodnym 0,1 mol/l RS na 0,4 ml.

Slepa zkouska. Pouzije se 0,40 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS (kontrolni roztok).

Fostup. Do kazdé zkumavky se pridaji 2 ml vinanu médnatého RS3, protiepe se a necha se
10 min stat. Do kazdé zkumavky se dale ptida 0,2 ml smési stejnych objemovych dilti zkoumadla
fosfomolybdenan-wolframového R a vody R pripravené tésné pred pouzitim. Zkumavky se uzaviou,
promichaji se pfevracenim a smés se necha stat 30 min ve tmé. Modré zbarveni je stalé 60 min. Je-li
tieba, odstfed’uje se do ziskani Cirych roztoku.

Mgii se absorbance (2.2.25) kazdého roztoku pii 760 nm proti kontrolnimu roztoku. Z absor-
banci Sesti porovnavacich roztokt a z jejich koncentraci bilkovin se sestroji kalibracni kiivka, ze
které se odecte obsah bilkoviny ve zkouseném roztoku.

2.5.17Nukleové kyseliny v polysacharidovych vakecinach

Fodstata zkousky. Spektrofotomerické stanoveni nukleovych kyselin méfenim absorbance pti
260 nm.

ZkousSeny roztok. Pouzije se odmérna baika vhodného objemu, aby bylo mozno pfipravit roztok
pripravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pfenese
obsah jedné lahvicky (ampule) pfipravku a zfedi se na potiebny objem vodou R.

Roztok se dle potieby dale fedi pro ziskani vhodné hodnoty absorbance pro spektrofotometrick é
meéteni. MEfi se absorbance (2.2.25) pfi 260 nm za pouziti vody R jako kontrolni tekutiny.

Absorbance roztoku nukleové kyseliny (1 g/I) pti 260 nm je 20.

2.5.18Fosfor v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Spektrofotometrické stanoveni fosforu mérenim intenzity zbarveni roztoku
po mineralizaci polysacharidu a reakci s molybdenanem hexaamonnym.

Zkouseny roztok. PouZije se odmérnd baiika vhodného objemu, aby bylo moZzno pfipravit roztok
ptipravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pienese
obsah lahvicky (ampule) pfipravku a ziedi se na potfebny objem vodou R. Roztok se dale ziedi tak,
aby 1 ml obsahoval asi 6 ug fosforu. 1,0 ml tohoto roztoku se prenese do 10ml spalovaci zkumav-
ky.

Forovnavaci roztoky. Rozpusténim 0,2194 g dihydrogenfosforecnanu draselného R v 500 ml
vody R se pripravi roztok obsahujici 0,1 mg fosforu v 1 ml. 5,0 ml tohoto roztoku se ziedi vodou R
na 100,0 ml. Do tfi spalovacich zkumavek se pienese 0,5 ml, 1,0 ml a 2,0 ml takto fedéné¢ho
roztoku.

Slepa zkouska. Pouziji se 2,0 ml vody R ve spalovaci zkumavce (kontrolni roztok).
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Fostup zkousky. Do vSech zkumavek se ptida 0,2 ml kyseliny sirové R a zahtiva se v olejové
lazni 1 h pti 120 °C a dale pii 160 °C tak dlouho, pokud unika bily dym (asi 1 h). Potom se pfida
0,1 ml kyseliny chioristé R a zahtiva se pti 160 °C az do odbarveni roztoku (asi 90 min). Ochladi
se, do kazdé zkumavky se pridaji 4 ml vody R a 4 ml zkoumadla molybdenan-hexaamonného R.
Zahtiva se 90 min ve vodni lazni pii 37 °C, ochladi se a zfedi se vodou R na 10,0 ml. Vzniklé
modré zbarveni je stalé po nékolik hodin.

ME¢ii se absorbance (2.2.25) kazdého roztoku pii 820 nm proti kontrolnimu roztoku. Z name-
fenych hodnot absorbance tii porovnavacich roztokt v zavislosti na jejich obsahu fosforu se sestroji
kalibra¢ni kiivka, ze které se odecte obsah fosforu ve zkouseném roztoku.

2.5.190-acetyl v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Spektrofotometrické stanoveni O-acetylovych skupin; méfi se intenzita
zbarveni vzniklého reakci se zelezitou soli.

Zkouseny roztok. Pouzije se odmérna barika vhodného objemu, aby bylo mozno pfipravit roztok
ptipravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pienese
obsah lahvicky (ampule) piipravku a zfedi se na potfebny objem vodou R. Dale se roztok fedi tak,
aby objemy pouzité ke zkousce obsahovaly 30 ng az 600 g acetylcholiniumchloridu (O-acetyl).
Ze ztedéného roztoku se do Sesti zkumavek prenese dvakrat po 0,3 ml, dvakrat po 0,5 ml a dvakrat
po 1,0 ml (3 reak¢ni roztoky a 3 korekéni roztoky).
Forovnavaci roztoky. 0,150 g acetylcholiniumchloridu R se rozpusti v 10 ml vody R (zakladni roz-
tok obsahujici 15 g acetylcholiniumchloridu v litru).

Tesné pred pouzitim se zfedi 1 ml zakladniho roztoku vodou R na 50 ml (zfedény roztok (1):
300 ug acetylcholiniumchloridu v 1 ml).

Tesné pred pouzitim se zfedi 1 ml zakladniho roztoku vodou R na 25 ml (ziedény roztok (2):
600 g acetylcholiniumchloridu v 1 ml).

Ztedény roztok (1) se prenese do ¢tyf zkumavek; dvakrat po 0,1 ml a dvakrat po 0,4 ml (reakéni
roztoky a korek¢ni roztoky).

Ziedény roztok (2) se pienese do Ctyt dalsich zkumavek; dvakrat po 0,6 ml a dvakrat po 1,0 ml
(reakéni a korekéni roztoky).
Slepa zkouska. Pouzije se 1 ml vody R ve zkumavce (kontrolni roztok).

Fostup. Tekutiny ve vSech zkumavkach se zfedi vodou R na 1,0 ml. Do zkumavek s korekénimi
roztoky a do zkumavky s kontrolnim roztokem se ptida 1,0 ml kyseliny chlorovodikové 4 mol/l RS.
Do vsech zkumavek se pak ptidaji 2,0 ml Aydroxylamoniumchloridu alkalického RS. Ponecha se
reagovat piesn¢ 2 min a pak se do zkumavek s reakénimi roztoky ptida 1,0 ml kyseliny
chlovovodikové 4 mol/l RS. Dale se do vSech zkumavek ptida 1,0 ml roztoku chloridu zelezitého R
(100 g/) v kyseliné chlorovodikové 0,1 mol/l RS, zkumavky se uzaviou zatkou a tfepanim se
odstrani bubliny.

METi se absorbance (2.2.25) vSech roztoki pti 540 nm proti kontrolnimu roztoku. Od hodnot
absorbance reak¢nich roztokll se odecte absorbance pfislusnych korekénich roztokl. Z
korigovanych hodnot absorbance ¢ty porovnavacich roztoki se sestroji kalibracni kiivka (zavislost
korigované absorbance na obsahu acetylcholiniumchloridu) a na zakladé korigovanych hodnot
absorbance zkousenych roztoki se odecte obsah acetylcholiniumchloridu ve zkousenych roztocich.
Z odectenych tfi hodnot se vypocita primér.

1 mol acetylcholiniumchloridu (181,7 g) odpovida 1 molu O-acetylu (43,05 g).
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2.5.20Hexosaminy v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Spektrofotometrické stanoveni hexosaminl; méti se intenzita vzniklého
zbarveni po hydrolyze polysacharidu, acetylaci hexosaminu a jeho reakci s dimethylaminobenzalde-
hydem.

ZkouSeny roztok. PouZzije se odmérna barika vhodného objemu, aby bylo mozno pfipravit roztok
pripravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této barky se kvantitativné pienese
obsah lahvic¢ky (ampule) ptipravku a zfedi se na potiebny objem vodou R. Déle se roztok natedi tak,
aby objemy pouzité ke zkouSce obsahovaly 125 ng az 500 ug glukosaminu (hexosaminu). Ze
ziedéncho roztoku se 1,0 ml pienese do kalibrované zkumavky.

Forovnavaci roztoky. 60 mg glukosamoniumchloridu R se rozpusti ve 100 ml vody R (zakladni roz-
tok obsahujici 0,500 g/l glukosaminu). Do CEtyt kalibrovanych zkumavek se pfenese 0,25 ml,
0,50 ml, 0,75 ml a 1,0 ml zakladniho roztoku.

Slepa zkouska. Pouzije se 1 ml vody R ve zkumavce (kontrolni roztok).

Roztoky ve vSech zkumavkach se zfedi vodou R na 1 ml. Do kazdé zkumavky se ptida 1 ml
roztoku kyseliny chlorovodikové R (292 g/1). Zkumavky se uzaviou zatkou a zahtivaji se 1 h ve
vodni lazni. Po vychladnuti na pokojovou teplotu se do kazdé zkumavky ptida 0,05 ml roztoku
thymolftaleinu R (5 g/1) v lihu 96% R a dale se ptidava roztok hydroxidu sodného R (200 g/1) az do
vzniku modrého zabarveni. Potom se pfidava do kazdé zkumavky kyselina chlorovodikova
1 mol/l RS, dokud se roztok neodbarvi. Obsah kazdé zkumavky se zfedi vodou R na 10 ml (neutrali-
zované hydrolyzaty).

Do druhé fady kalibrovanych 10ml zkumavek se ptenese 1 ml kazdého neutralizovaného hydro-
lyzatu. Prida se 1 ml acetylacetonového zkoumadla (Cerstve pripravend smés obsahujici 1 objemovy
dil acetylacetonu R a 50 objemovych dilti roztoku whlicitanu sodného bezvodého R (53 g/)) do kaz-
dé zkumavky. Zkumavky se uzaviou zatkou a zahtivaji 45 min ve vodni lazni pti 90 °C a potom
se ochladi na pokojovou teplotu. Do kazdé zkumavky se ptida 2,5 ml /ihu 96% R a 1,0 ml roztoku
dimethylaminobenzaldehydu (Eerstvé pripraveny roztok: 0,8 g dimethylbenzaldehydu R se rozpusti
v 15 ml lihu 96% R a ptida se 15 ml kyseliny chlorovodikové R) a obsah kazdé zkumavky se ziedi
lihem 96% R na 10 ml. Zkumavky se uzaviou, obsah se promiché obracenim zkumavek a 90 min
se ponechd ve tm¢. Pak se zméfi absorbance (2.2.25) kazdého roztoku pti 530 nm proti kontrolnimu
roztoku.

Sestroji se kalibracni kfivka vynesenim absorbance ¢tyt porovnavacich roztoki proti obsahu
hexosaminu, ze které se ode¢te mnozstvi hexosaminu ve zkouSeném roztoku.

2.5.21Methylpentosy v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Spektrofotometrické stanoveni methylpentos; méfi se intenzita zbarveni po
hydrolyze polysacharidu a reakci s cysteiniumchloridem.

ZkouSeny roztok. PouZzije se odmérnd baiika vhodného objemu, aby bylo moZno pfipravit roztok
pripravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pienese
obsah lahvicky (ampule) pfipravku a ziedi se na potiebny objem vodou R. Dale se roztok ziedi tak,
aby objemy pouzité ke zkousce obsahovaly 2 ng az 20 pg rhamnosy (methylpentosy). 0,25 ml,
0,50 ml a 1,0 ml zfedéného roztoku se pfevede do tii zkumavek.

Forovnavaci roztoky. 0,100 g rhamnosy R se rozpusti ve 100 ml vody R (zakladni roztok obsahujici
1 g/l methylpentosy). Tésné pred pouZzitim se 1 ml zakladniho roztoku ziedi vodou R na 50 ml (zte-
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dény roztok obsahujici 20 mg/l methylpentosy). Do péti zkumavek se ptenese 0,10 ml, 0,25 ml,
0,50 ml, 0,75 ml a 1,0 ml zfedéného roztoku.
Slepa zkouska. Pouzije se 1 ml vody R ve zkumavce (kontrolni roztok).

Fostup. Obsah vSech zkumavek se ziedi vodou R na 1 ml. Zkumavky se vlozi do 1azn€ s ledovou
vodou a postupné se za stalého michani po kapkach ptidava do kazdé zkumavky 4,5 ml zchlazené
smési obsahujici 1 objemovy dil vody R a 6 objemovych dilti kyseliny sirové K. Zkumavky se pak
zahteji na pokojovou teplotu a na nékolik minut se vlozi do vodni 14zné a ochladi se na pokojovou
teplotu. Do kazdé zkumavky se ptida 0,10 ml Cerstve pripraveného roztoku cysteiniumchloridu R
(30 g/1). Protiepe se a ponecha 2 h stat.

MEéii se absorbance (2.2.25) kazdého roztoku pii 396 nm a 430 nm proti kontrolnimu roztoku.
Pro kazdy roztok se vypocita rozdil hodnot absorbanci métenych pti 396 nm a 430 nm. Ze
zjisténych rozdilt absorbanci pro pét porovnavacich roztoku se sestroji kalibra¢ni kiivka (zavislost
rozdilu absorbanci na obsahu methylpentosy), ze které se odecte obsah methylpentosy v kazdém
zkouseném roztoku. Ze zjisténych hodnot se vypocita primér.

2.5.22Kyseliny uronové v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Spektrofotometrické stanoveni uronovych kyselin; méfi se intenzita zbarveni
vzniklého po reakci s karbazolem.

Zkouseny roztok. PouZije se odmérnd baiika vhodného objemu, aby bylo moZno pfipravit roztok
ptipravku obsahujici asi 5 mg/ml suchého polysacharidu. Do této bariky se kvantitativné pienese
obsah lahvicky (ampule) piipravku a ziedi se na potfebny objem vodou R. Dale se roztok ziedi tak,
aby objemy pouzité ke zkouSce obsahovaly 4 ug az 40 ug kyseliny glukuronové (kyseliny
uronové). 0,25 ml, 0,50 ml a 1,0 ml tohoto roztoku se pienese do tii zkumavek.

Forovnavaci roztoky. 50 mg sodné soli kyseliny glukuronové R se rozpusti ve 100 ml vody R (za-
kladni roztok kyseliny glukuronové 0,4 g/1). Tésné pted pouzitim se 5 ml zakladniho roztoku ziedi
vodou R na 50 ml (zfedény roztok kyseliny glukuronové 40 mg/1). 0,10 ml, 0,25 ml, 0,50 ml,
0,75 ml a 1,0 ml tohoto roztoku se prevede do péti zkumavek.

Slepad zkouska. Pouzije se 1 ml vody R ve zkumavce (kontrolni roztok).

Fostup. Obsah vSech zkumavek se ziedi vodou R na 1 ml. Zkumavky se vlozi do 1azné s ledovou
vodou a do kazdé zkumavky se pfidavd po kapkach za stdlého michani 5,0 ml tetraboritanu
sodného v kyseliné sirové RS. Zkumavky se uzaviou, vlozi na 15 min do vodni lazné a ochladi se
na pokojovou teplotu. Do kazdé zkumavky se prida 0,20 ml roztoku karbazolu R (1,25 g/l) v etha-
nolu R. Zkumavky se uzaviou a vlozi se na 15 min do vodni l4zné a potom se ochladi na pokojovou
teplotu. Potom se méii absorbance (2.2.25) kazdého roztoku pii 530 nm proti kontrolnimu roztoku.

Sestroji se kalibra¢ni kiivka vynesenim absorbance péti porovnavacich roztokil proti jejich
obsahu kyseliny glukuronové a z kiivky se odecte mnozstvi kyseliny glukuronové v kazdém ziedéni
zkouSeného roztoku. Ze zjisténych hodnot se vypocita primer.

2.5.23Kyselina sialova v polysacharidovych vakcinach

Fodstata zkousky. Po ultrafiltraci ptipravku se stanovi kyselina sialova spektrofotometricky
méfenim intenzity zbarveni roztoku po reakci se zkoumadlem resorcinolovym a vytfepani do orga-
nického rozpoustédla.



Strana 128 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

128  ZkuSebni metody

Zkouseny roztok. Obsah jedné nebo vice lahvicek (ampuli) zkouSeného ptipravku se kvantitativné
prenese do odmérné bariky vhodného objemu. Ziedi se na potebny objem vodou R tak, aby vznikl
roztok polysacharidu o znamé koncentraci asi 250 ug/ml. Za pouziti injek¢ni stiikacky se prenesou
4,0 ml tohoto roztoku do 10ml ultrafiltra¢ni kyvety vhodné pro prichod molekul o relativni mole-
kulové hmotnosti mensi nez 50 000. Stiikacka se dvakrat proplachne vodou R a promyvaci tekutina
se prenese do ultrafiltrani kyvety. Ultrafiltrace se provadi za stalého michdni pod dusikem a pfi
tlaku asi 150 kPa. Pokazdé, kdyz objem kapaliny v kyveté klesne na 1 ml, se kyveta znovu naplni
vodou R a pokracuje se, dokud neni zfiltrovano 200 ml a zbytek v kyveté je asi 2 ml. Zbyla tekutina
se z kyvety prenese stfikackou do 10ml odmérné baiiky. Kyveta se promyje tfikrat 2 ml vody R,
promyvaci tekutina se ptida do odmérné barky a zfedi se vodou R na 10,0 ml (zkouseny roztok).
Do kazdé ze dvou zkumavek se pfenesou 2,0 ml zkouseného roztoku.

Forovnavaci roztoky. Pouziji se porovnavaci roztoky predepsané v clanku. Ptipravi se dve fady po
trech zkumavkach a do zkumavek kazdé fady se pienese 0,5 ml, 1,0 ml a 1,5 ml porovnavaciho roz-
toku odpovidajiciho typu zkousené vakciny. Obsah kazdé zkumavky se ziedi vodou R na 2,0 ml.
Slepa zkouska. Do dvou zkumavek se pfenese po 2,0 ml vody R (kontrolni roztoky).

Fostup. Do vSech zkumavek se ptida po 5,0 ml zkoumadla resorcinolového R, zkumavky se
zahtivaji 15 min pii 105 °C, ochladi se studenou vodou a piemisti se do 1azné s ledovou vodou. Do
kazdé zkumavky se ptida 5 ml isocamylakoholu R, dtikladné se promicha a zkumavky se ponechaji
15 min v lazni s ledovou vodou. Zkumavky se odstied’uji a ponechaji se v lazni s ledovou vodou
do spektrofotometrického méteni. Méfi se absorbance (2.2.25) kazdé supernatantni tekutiny pti
580 nm a 450 nm proti isoamylalkoholu R. Pro kazdou vinovou délku se vypocte absorbance jako
primér hodnot namétenych u dvou stejnych roztokill a od téchto hodnot se odecte primérna hodnota
zjisténa u kontrolniho roztoku ziskaného pfti slepé zkousce.

Sestroji se graf ukazujici rozdil mezi absorbanci porovnavaciho roztoku pii 580 nm a 450 nm
jako funkce obsahu kyseliny sialové (kyseliny N-acetylneuraminové) a z grafu se odecte mnozstvi
kyseliny sialové ve zkouSeném roztoku.

2.5.240xid uhli¢ity v medicinalnich plynech

Oxid uhli¢ity v medicinalnich plynech se stanovi pomoci infraderveného analyzatoru, viz
obrazek 2.5.24-1.

Infracerveny analyzator obsahuje systém generujici dva stejné infra¢ervené paprsky, je tvoren
dvéma elektricky regulovatelnymi zdroji infraéerveného zafeni a dvéma reflektory. Jeden paprsek
prochazi celou se vzorkem, kterym je proudici zkouseny plyn. Druhy paprsek prochézi referencni
celou naplnénou dusikem R1. Dvé komurky detektoru jsou naplnény oxidem uhlicitym RI a zateni
je v nich automaticky selektivné zachycovano. Pohlcovanim zareni emitovaného oxidem uhli¢itym
ve zkouseném vzorku vznikd v komurkach rozdilné mnozstvi tepla a tim dochazi v obou
komitirkach k rozdilné expanzi plynu. Tlakovy rozdil mezi obéma komirkami detektoru zptisobuje
prohnuti kovové membrany, kterd odd€luje komiirky od sebe. Tato membrana je soucasti
kondenzatoru, jehoz kapacita se méni s rozdilem tlaku v obou komiirkach a zavisi na obsahu oxidu
uhli¢itého ve zkouseném plynu. Jelikoz infracerveny paprsek je periodicky prerusovan rotacni
clonou, vysledny elektricky signal je kmitoctové modulovan a piesné méten.
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Obr. 2.5.24-1 Infracerveny analyzator

2.5.250xid uhelnaty v medicinalnich plynech

Metoda I

Zarizeni. Zatizeni, viz obrazek 2.5.25-1, se sklada z nasledujicich ¢asti vzajemné sériove spo-
jenych:

U1 F1 v2 U3 U4 F2

i

1

i)
I

Obr. 2.5.25-1 Zatizeni pro stanoveni oxidu uhelnatého v medicinalnich plynech
Rozméry v milimetrech.

- U-trubice (U, ) obsahujici silikagel bezvody R impregnovany oxidem chromovym R,

- promyvacka (F) obsahujici 100 ml roztoku hydroxidu draselného R (400 g/1),

- U-trubice (U,) obsahujici hydroxid draselny R v pecickach,

- U-trubice (U,) obsahujici oxid fosforecny R naneseny na pfedem vyzihanou a rozdrcenou pemzu,

- U-trubice (U,) obsahujici 30 g ptedem pii 200 °C vysusencho rekrystalovaného oxidu jodicne-
ho R v granulich. Oxid jodi¢ny je do trubice naplnén po lcm vrstvach oddélenych od sebe
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vrstvami sklenéné vaty stejné délky tak, aby ucinna délka kolony byla 5 cm. Trubice je opatiena
termostatem (7), kterym se pti zkouSce udrzuje teplota na 120 °C,
- reakéni trubice (F,) obsahujici 2,0 ml jodidu draselného RS a 0,15 ml Skrobu R.

Fostup. Zatizenim se necha projit 5,0 | argonu R a ptipadné vzniklé modré zbarveni roztoku
jodidu se odstrani ptidavkem nejmensiho potfebného mnozstvi Cerstvé ptipravencho thiosiranu
sodného 0,002 mol/l VS. V promyvani se pokracuje tak dlouho, dokud spotieba thiosiranu sodného
0,002 mol/l VS po prichodu 5,0 1 argonu R neni nizsi nez 0,045 ml. Pak se zafizenim nechd procha-
zet zkouseny plyn z tlakové lahve, jehoz objem a prtitokova rychlost jsou pfedepsany v prislusSné m
¢lanku. Zbytky uvolnéného jodu v reakéni trubici se potom vymyji prichodem 1,0 1 argonu R za-
fizenim. Uvolnény jod se titruje thiosiranem sodnym 0,002 mol/l VS. Provede se slepa zkouska za
pouziti pfedepsaného objemu argonu R. Spotieba thiosiranu sodného 0,002 mol/l VS korigovana
spotiebou pii slepé zkouSce neni vEtsi, nez je predepsany limit.

Metoda II

Oxid uhelnaty v medicinalnich plynech se stanovi pomoci infra¢ervené¢ho analyzatoru, viz
obrazek 2.5.25-2.

Infracerveny analyzator obsahuje systém generujici dva stejné infraCervené paprsky, je tvoien
dvéma elektricky regulovatelnymi zdroji infra¢ervencého zafeni a dvéma reflektory. Jeden paprsek
prochazi celou se vzorkem, kterym je proudici zkouseny plyn. Druhy paprsek prochazi referencni
celou naplnénou dusikem Ri. Dvé komurky detektoru jsou naplnény oxidem uhelnatym RI a zaieni
je v nich automaticky selektivné zachycovano. Pohlcovanim zafeni emitovaného oxidem uhelnatym
ve zkouSeném vzorku vznika v komurkach rozdilné mnozstvi tepla a tim dochazi v obou komiirkach
k rozdilné expanzi plynu. Tlakovy rozdil mezi obéma komtrkami detektoru zpiisobuje prohnuti
kovové membrany, ktera oddéluje komiirky od sebe. Tato membrana je soucasti kondenzatoru,
jehoz kapacita se méni s rozdilem tlaku v obou komiirkach a zavisi na obsahu oxidu uhelnatého ve
zkouSeném plynu. JelikoZ infracerveny paprsek je periodicky preruSovan rotacni clonou, vysledny
elektricky signal je kmitoc¢tové modulovan a pfesné méfen.

vystup plynu  vstup plynu detektor
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Obr. 2.5.25-2

2.5.260xid dusnaty a oxid dusi¢ity v medicinalnich plynech

Oxid dusnaty a oxid dusicity v medicinalnich plynech se stanovi pomoci chemiluminiscen¢niho
analyzatoru, viz obrazek 2.5.26-1.



Castka 1 Sbirka zakont ¢. 1 / 1998 Strana 131

Stanoveni obsahu 131

kontrola pratoku vzorku

filtr pro
vstupujici vzorek

reakéni komdirka

l\lfgnverll\‘% opticky filtr
>
-—. ohfazend komuka
pumpa
itr k odstranéni} trubice
A - - ozonu - e o fotona-
. sobice
|
% generator ozonu h— ®) *
prepinaé

cykli NO - (NO + NO )

O O O

NO (NO+NO ) NO

Obr. 2.5.26-1 Chemiluminiscen¢ni analyzator

Fristroj se sklada z nasledujicich ¢asti:

- zafizeni pro filtraci, nastaveni a kontrolu pratoku zkouseného plynu,

- konvertoru, ktery redukuje oxid dusi¢ity na oxid dusnaty pro stanoveni souctu obsahil oxidu
dusnatého a oxidu dusicitého; obsahuje nerezovou, sklenénou nebo kemennou picku udrzovanou
na teploté neprevysujici 550 °C,

- generatoru ozonu s kontrolovanou priitokovou rychlosti plynu; ozon se vytvaii piisobenim elek-
trickych vybojii mezi dvéma elektrodami s piilozenym vysokym napétim. Do ozonového genera-
toru se piivadi bud’ Cisty kyslik, nebo vysuseny atmosféricky vzduch a koncentrace takto ziskané-
ho ozonu musi znacné€ prevySovat maximalni koncentraci vSech stanovovanych oxida dusiku,

- komiirky, v niz reaguje oxid dusnaty s ozonem,

- systému pro detekci svételného zafeni emitovaného pti vinové délce 1,2 wm, sestavajiciho ze
selektivniho optického filtru a fotonasobice.

2.5.27Kyslik v medicinalnich plynech

Kyslik v medicinalnich plynech se stanovi pomoci paramagnetického analyzatoru.

Princip metody je zaloZen na vysoké paramagnetické citlivosti kyslikové molekuly. Kyslik
vykazuje silnou interakci na magneticka pole, ktera se méfi elektronicky, zesiluji se a prevadéji na
odecty koncentrace kysliku. Méteni koncentrace kysliku zavisi na teploté a tlaku. Jestlize analyzator
neni automaticky kompenzovan na zmény teploty a tlaku, musi byt té€sné pied pouzitim kalibrovan.
Protoze paramagneticky vliv kysliku je linedrni, musi mit pfistroj vhodny rozsah s moznosti odectu
koncentrace na 0,1 % nebo presnéjsi.

Kalibrace pristroje. Nastaveni se provede nasledujicim zptisobem:

- nula se nastavi po dosazeni konstantniho odectu pii prichodu dusiku RI ptistrojem pii vhodné
pratokové rychlosti. Nastaveni by mélo byt provedeno v souladu s instrukci vyrobce,
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- pfislusna limitni hodnota se nastavi pii prichodu vzduchu (20,9 % O ,V/V) ptistrojem pii vhodné
pritokové rychlosti po dosazeni konstantniho odec¢tu. Limitni hodnota by méla byt nastavena na
20,9 % kysliku V/V v souladu s instrukei vyrobce.

Stanoveni obsahu. ZkouSeny plyn se necha prochazet pristrojem konstantni priitokovou rychlosti
tak dlouho, dokud se nedosahne vyhovujiciho odectu.

2.5.28Voda v medicinalnich plynech

Voda v medicinalnich plynech se stanovi pomoci elektrolytického hygrometru popsaného nize.

Meéfici celu tvoti tenkd vrstva oxidu fosfore¢ného mezi dvéma sto¢enymi platinovymi draty,
které ptisobi jako elektrody. Vodni para ze zkouseného plynu je absorbovana oxidem fosfore¢nym
za tvorby elektricky vodivé kyseliny fosforecné. Elektrické napéti pfivadéné kontinudlné na
elektrody vyvolava elektrolyzu vody a tim regeneruje oxid fosforecny. Méfi se vznikajici elektricky
proud, jehoZz velikost je umérna mnozstvi vody ve zkouSeném plynu. Systém je samokalibrac¢ni
vzhledem k platnosti Faradayova zakona.

Odebere se vzorek zkouseného plynu a necha se temperovat pti pokojové teplote. Méfici cela
se Cisti, dokud se nedosahne stabilniho odec¢tu na stupnici pfistroje. Zméti se obsah vody ve
zkouseném plynu a prekontroluje se stalost teploty zatizeni umisténého na vstupu do piistroje.

2.5.290xid siFicity

150 ml vody R se ptevede do baiiky (A), viz obr. 2.5.29-1, str. 195, a celym systémem se necha
15 min proudit oxid uhlicity R prutokovou rychlosti 100 ml/min. Do zkumavky (D) se ptevede
10 ml peroxidu vodiku zFedéného RS neutralizovaného po ptidani roztoku modii bromfenclové R
(1 g/l) v lihu R 20% (V/V). Bez pteruseni proudu oxidu uhli¢itého se odstrani nalevka (B) a po-
moci 100 ml vody R se hrdlem pievede do bariky (A) 25,0 g zkousené latky. Nalevkou se prida
80 ml kyseliny chlorovodikové ziredéné RS a vati se 1 h. Pak se otevie uzavér nalevky, prerusi se
proud oxidu uhli¢itého, zahtivani a chlazeni vodou. Obsah zkumavky se pievede pomoci malého
mnozstvi vody R do 200ml kuzelové Sirokohrdlé bariky, zahtiva se 15 min na vodni lazni a ochladi
se. Ptida se 0,1 ml roztoku modri bromfenclové R (1 g/l) v lihu R 20% (V/V) a titruje se hydroxidem
sodnym 0,1 mol/l VS do zmény zlutého zbarveni na fialové modré.

Obsah oxidu sificitého (SO,) v ug/g se vypocita podle vztahu:

128a,

v némz znaci:
a - spottebu hydroxidu sodného 0,1 mol/l VS v mililitrech.

2.5.300xidanty

4,0 g se prevedou do 125ml kuzelové barky se zabrousSenou zatkou, ptida se 50,0 ml vody R,
barika se uzavie a smés se 5 min micha. Pak se obsah baiiky ptevede do 50ml odstfed’ovaci zku-
mavky se sklenénou zatkou a odstfed’uje se. 30,0 ml Ciré supernatantni tekutiny se pfevede do
125ml kuzelové baiiky se zabrousenou zatkou, ptida se 1 ml kyseliny octové ledové R a 0,5 g
az 1,0 g jodidu draselného R, banka se uzavie a roztok se dikladné promichd. Necha se stat 25 min
az 30 min ve tmé¢. Pak se piida 1 ml skrobu RS a titruje se thiosiranem sodnym 0,002 mol/l VS do
odbarveni. Provede se slepa zkouska.
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Spotieba je nejvyse 1,4 ml thiosiranu sodného 0,002 mol/l VS (0,002 %, pocitano jako H O ).
1 ml thiosiranu sodného 0,002 mol/l VS odpovida 34 ug oxidantu, pocitano jako peroxid
vodiku.

200

Obr. 2.5.29-1 Pristroj na stanoveni oxidu sifi¢ité¢ho
Rozméry v milimetrech.
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2.6 Biologické zkouSky

2.6.1Zkouska na sterilitu

Tato zkouSka se provadi s lécivymi latkami, pomocnymi latkami, lécivymi pripravky a zdravot-
nickymi materidly, u nichz je lékopisem predepsana sterilita. Vyhovujici vysledek viak pouze udava,
Ze zkouSeny vzorek neni znecisten Zadnym mikrobem zjistitelnym v podminkdach zkousky. Stupen za-
ruky poskytnuty nepritomnosti znecistujicich jednotek ve vzorku ve vztahu ke kvalité Sarze je funkci
ucinnosti prijatého planu vzorkovani. Rozsireni platnosti vysledku na celou Savzi vyrobku predpo-
klada zaruku, Ze pripravek byl vyroben za homogennich podminek, coz zavisi na opatrenich v pru-
béhu vyroby.

Fokud se pripravek sterilizuje v uzavienych konecnych obalech, vyssi stupen zaruky nez
provedent zkousky na sterilitu poskytuje sledovani spravného priubéhu sterilizace celé Sarze pomoci
méreni a automatického zaznamenavani hodnot biologicky opodstatnénych fyzikalnich parametrii.

Zkouska na sterilitu je jedinou analytickou metodou vhodnou pro zkouSeni pripravkii
vyrobenych za aseptickych podminek a jedinou analytickou metodou platnou pro uredni autoritu,
ktera zkousi pripravek na sterilitu.

Fodstata zkousky. Na vybranych ptidach se za stanovenych podminek kultivace zjistuje, zda
zkouseny pfipravek obsahuje mikroorganismy schopné pomnozeni v danych podminkéch.

Opatieni proti mikrobialnimu znecisténi

Zkouska na sterilitu se provadi za podminek zabranujicich ndhodnému znecisténi v pribéhu
zkousky, napf. pouzitim sterilniho boxu s laminarnim proudénim vzduchu. Opatieni proti ndhodné -
mu zneciSténi nesmi inaktivovat mikroorganismy, které maji byt zjistény zkouskou.

Je nutno pravidelné ovéfovat pracovni podminky zkousky kontrolou vzduchu a povrchi pracov-
niho prostiedi a soubéznou kontrolou ptipravk, jejichZ sterilita je znama.

Vybér zivné pudy

Vhodné plidy pro aeroby, anaeroby a houby a zpiisob jejich pfipravy jsou popsany nize. Mohou
se pouzit jiné pudy, u nichz je prokazana vhodnost pro kultivaci Siroké oblasti mikroorganismii.
Pudy odpovidaji nasledujicim zkouskam, provedenym s kazdou Sarzi pfed nebo soub&zné se zkous-
kou provedenou u zkousenych ptipravki.

Sterilita. Pidy uréené zejména k prikazu bakterii se inkubuji pfi teploté 30 °C az 35 °C a pudy
uréené zejména k prikazu hub se inkubuji pii teploté 20 °C az 25 °C po dobu nejméné 7 dni. Neni
pozorovan rust mikroorganisma.

Zivné viastnosti. Zkumavky s vybranymi piidami se nao¢kuji davkou asi 100 Zivych mikroorga-
nismu (aeroby, anaeroby a houby) a inkubuji se pfi shora uvedenych (odstavec Sterilita) teplotach
nejdéle 7 dni.

Pidy jsou vhodné, jestlize v nich dojde k rychlému a mohutnému pomnozeni mikroorganismd.
Ke zkousce se doporucuji tyto testovaci mikroorganismy:

Staphylococcus aureus, napt. ATCC 6538 P CCM 2022
CIP 53.156 CNCTC Mau 28/58
NCTC 7447

Bacillus subtilis, napf. ATCC 6633 CCM 1999
CIP 52.62 CNCTC Bs 8/58
NCIB 8054
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Clostridium sporogenes, napt. ATCC 19404 CCM 4409

CIP 79.03 CNCTC C166/79
Candida albicans, napft. ATCC 2091 CCM 8226

CIP 1180.79  CNCTC 55/79
Utinnost piid v pFitomnosti a nepfitomnosti zkouseného p¥ipravku

a) Do nejméné 4 zkumavek zivné pudy nebo kazdé zivné pidy pouzité pro zkousku sterility se
prida mnozstvi zkouSeného piipravku, které bude pouzito ve zkousce na sterilitu. (U catgutu nebo
jinych chirurgickych Sicich materialti se do kazdé zkumavky vlozi 2 vlakna.) Polovina zkumavek
se naockuje 0,1 ml suspenze vhodného kmene (v pfipad¢ antibiotik se pouzije kmen citlivy na anti-
biotikum) aerobniho mikroorganismu, jako napi. Staphylococcus aureus, ziedéné tak, aby 1 ml
obsahoval asi 1000 zivych zarodkt (naockuje se tedy asi 100 zarodki) a druha polovina zkumavek
se naockuje 0,1 ml suspenze spor vhodného kmene (v pfipad¢ antibiotik se uzije kmen citlivy na
antibiotikum) anaerobniho mikroorganismu, jako napt. Clostridium sporogenes, ziedéné tak, aby
1 ml obsahoval 1000 spor (naockuje se asi 100 spor). Stejné se pfipravi skupina zkumavek bez
ptidani zkouseného ptipravku a naockuje se stejnym zptisobem. VSechny zkumavky se inkubuji pfi
teploté 30 °C az 35 °C po dobu nejvyse 7 dnti.

b) Do nejmén¢ dvou zkumavek s piidou na kultivaci hub se ptida zkouseny piipravek ve stejném
mnozstvi jako ve zkousSce na sterilitu (u catgutu nebo jinych chirurgickych materiald se na kazdou
zkumavku pouziji 2 vlakna). Zkumavky se naockuji 0,1 ml suspenze vhodného kmene (u antibiotik
se pouzije kmen citlivy na antibiotikum) houby, jako napt. Candida albicans, ziedéné tak, aby 1 ml
obsahoval asi 1000 zivych zarodkid (naockuje se asi 100 zarodki). Stejn€ se pripravi 2 zkumavky
bez ptidani zkouseného ptipravku a naoCkuji se stejnym zptisobem. VSechny zkumavky se inkubuji
pfti teploté 20 °C az 25 °C nejdéle 7 dnt.

Jestlize se zivna piida ptivodné urcend pro kultivaci hub pouziva také ke kultivaci bakterit,
zkousi se obéma druhy mikroorganismt.

Pokud je béhem inkubace rtust mikrobl ve zkumavkach se zkousenou latkou i bez ni podobny
(rychly a mohutny), nema latka protimikrobni G¢inek a zkousku na sterilitu je mozno provést bez
modifikaci. Jestlize je ve zkumavkach se zkouSenou latkou slabsi nebo opozdény riist ve srovnani
se zkumavkami bez této latky nebo jestlize ve zkumavkach se zkouSenou latkou nenastane rtist, ma
tato latka protimikrobni ucinek, ktery musi byt odstranén filtraci, zfedénim nebo neutralizaci pfed
nebo v pribéhu zkousky na sterilitu. U¢innost odstranéni protimikrobniho u¢inku se ovéid opakova-
nim zkousky.

Postup zkousky na sterilitu

Zkouska muze byt provedena metodou membranové filtrace nebo pfimym ockovanim do
zivnych pid. Pokud to povaha ptipravku dovoluje, tj. u filtrovatelnych vodnych, lihovych nebo
olejovych ptipravkil, u piipravkii misitelnych nebo rozpustnych ve vodnych nebo olejovych
rozpustidlech, které samy v podminkach zkousky nemaji Zadny protimikrobni ucinek, ma se dat
prednost metodé membranové filtrace.

Membranova filtrace

Pouzivaji se membranové filtry s jmenovitou velikosti port nejvyse 0,45 um, jejichz t¢innost
zadrzet mikroorganismy byla ovéfena. Filtry napt. z dusi¢nanti celulosy se pouzivaji pro vodné, ole-
jové a slab¢ lihové roztoky, filtry napf. z octanu celulosy se pouzivaji pro silné lihové roztoky.
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Dale popsana metoda je urcena pro filtry o priméru asi 50 mm. Pokud se pouziji filtry jiného
priméru, mél by se jim pfizplisobit objem zifed’'ovaciho i promyvaciho roztoku. Filtracni pfistroj
a membranové filtry se sterilizuji vhodnymi postupy. Pfistroj je upraven tak, aby zkouSeny roztok
mohl byt do ného naplnén a filtrovan za aseptickych podminek a aby umoznil vyjmuti membrano-
vého filtru a jeho pfeneseni do zivné ptudy nebo aby po ptidani zivné ptidy umoznil kultivaci.

Vodné roztoky. Na membranovy filtr se pfenese malé mnozstvi vhodné sterilni tekutiny, jako
napi. neutralni roztok masového nebo kaseinového peptonu (1 g/1), a zfiltruje se. Ihned poté se
jednim nebo vice filtry zfiltruje obsah zkousené nadoby nebo nadob v mnozstvi podle tabulek 2.6.1-
1 a 2.6.1-2. Obsah se, pokud je to nutné, ziedi vybranym sterilnim rozpustidlem asi na 100 ml.
Ma-li zkouSeny roztok protimikrobni ucinek, promyje se membranovy filtr nejmén¢ ttikrat asi
100 ml vybraného sterilniho rozpustidla, a pokud je to nutné, pfida se ke sterilnimu rozpustidlu
nebo k zivné pud€ neutralizujici latka. Membranovy filtr se pfenese do zZivné plidy nebo se
asepticky rozdé€li na dvé stejné Casti a kazda z nich se pienese do vhodné pidy. Lze téZ nalit ptidu
na membranu v pristroji. Pokud neni ptedepsano jinak, inkubuji se 7 dni pfi teploté 30 °C az 35 °C
pudy urcené zejména k priikazu bakterii a pfi 20 °C az 25 °C pudy urcené zejména k prikazu hub.
(Pokud je podezieni na moznou ptitomnost mikroorganismt oslabenych vlastnostmi latky nebo
provedenym zpracovanim, miize kompetentni autorita prodlouzit dobu inkubace).

Tab. 2.6.1-1 Mnozstvi zkouseného vzorku pro zkousku na sterilitu parenteralnich piipravki

Obsah jednotlivé nadoby Nejmensi mnozstvi pouzité pro jednotlivou pidu
Tekutiny
méné nez 1 ml cely obsah nadoby
1 ml a vice, méné nez 4 ml polovina obsahu nadoby
4 ml a vice, méné nez 20 ml 2 ml
20 ml az 100 ml 10 %, neni-li pfedepsano jinak.
vice nez 100 ml 10 %, nejmén¢ vSak 50 ml, neni-li pfedepsano
jinak.
Pevné latky
méné nez 50 mg cely obsah nadoby
50 mg a vice, mén¢ nez 200 mg polovina obsahu nadoby
200 mg a vice 100 mg

Rozpustné pevné latky. Na kazdou zivnou ptidu se pouZije podle tabulky 2.6.1-1 a 2.6.1-2 urcené
mnozstvi latky, které se rozpusti ve vhodném rozpustidle, jako je napf. neutralni roztok masového
nebo kaseinového peptonu (1 g/1), a postupuje se stejné jako u vodnych roztokl za pouZziti membra-
nového filtru vhodného pro zvolené rozpustidlo.

Oleje a roztoky v olejich. Na kazdou zivnou ptidu se pouzije podle tabulky 2.6.1-1 a 2.6.1-2
uréené mnozstvi latky. Oleje a roztoky v olejich s dostatecné nizkou viskozitou se filtruji piimo
suchym membranovym filtrem. Viskdzni oleje se mohou ztedit vhodnym sterilnim fedidlem, jako
je isopropylmyristat, u néhoz je prokdzano, ze v podminkach zkousky nema protimikrobni
vlastnosti. Olej se necha proniknout membranovym filtrem vlastni tizi a tlak nebo sani se nastavuji
zvolna. Membranovy filtr se promyje nejméné tfikrat asi 100 ml vhodného sterilniho roztoku, jako
je napt. neutralni roztok masového nebo kaseinového peptonu (1 g/1), obsahujici (4-terc.oktylfeno-
xy)polyoxyethanol (1 g/1), nebo polysorbat 80 (10 g/l). Membranovy filtr nebo filtry se pfenesou
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do zivné pudy nebo Zivnych ptid, nebo naopak se k nim puda pfida, jak je uvedeno u vodnych
roztokd, a inkubuji se pfi stejnych teplotach po stejnou dobu.

Masti a krémy. Na kazdou zivnou piidu se pouzije mnozstvi piipravku uvedené v tabulce 2.6.1-
2. Masti s hydrofobnim zakladem a emulze typu v/o se mohou fedit isopropylmyristatem az na kon-
centraci (10 g/1) a zahtivat, pokud je to potfeba, na nejvyse 40 °C (vyjimecné az na 45 °C). Zfiltruje
se tak rychle, jak je mozné, a postupuje se, jak je popsano u oleji a roztoktl v oleji.
Piimé ofkovani do zivnych pid

Do zivné pudy se da takové mnozstvi zkouseného ptipravku, jaké je predepsano tabulkami

2.6.1-1 a 2.6.1-2. Pokud neni pfedepsano jinak, je pro tekutiny pomér asi 1 : 10 a pro pevné latky
asi 1:100.

Tab. 2.6.1-2 Mnozstvi zkouseného vzorku pro zkousku na sterilitu neparenteralnich pipravki

Druh pfipravku Celkové spojené mnozstvi Mnozstvi pro jednotlivou plidu

Pro membranovou filtraci
vodné roztoky 10 ml az 100 ml 5 mlaz 10 ml

jiné piipravky rozpustné ve vodé¢ |[1gazl10g mnozstvi odpovidajici 0,5 gaz 1 g
nebo isopropylmyristatu nebo
jiném rozpustidle

Pro pfimé ockovani

tekuté pripravky 10 ml az 100 ml Smlaz 10 ml
rozpustné ptipravky lgazl0g mnozstvi odpovidajici 0,5 gaz 1 g
nerozpustné ptipravky, krémy a lgazl10g mnozstvi odpovidajici 0,5 gaz 1 g

masti, jeZ je nutno suspendovat
nebo emulgovat

Olejové tekutiny. Pouziji se zivné pudy, k nimz byl pfidan roztok polysorbatu 80 (10 g/l) nebo
(4-terc.oktylfenoxy)polyoxyethanol (1 g/l) nebo jiné emulgujici latky ve vhodné koncentraci, u niz
bylo prokazano, Zze v podminkach zkousky nema protimikrobni uc¢inek.

Masti a krémy. Ziedi se v poméru 1 : 10 vhodnym emulgatorem ve sterilnim rozpustidle, napf-.
neutrdlnim roztokem masového nebo kaseinového peptonu (1 g/1). Zfedény ptipravek se ockuje do
zivné pudy, ktera neobsahuje emulgujici latku.

Ma-li zkouseny piipravek protimikrobni ucinek, provede se zkouska po neutralizaci vhodnou
neutraliza¢ni latkou nebo po ziedéni dostatecnym mnozstvim zivné pudy. Je-1i nutné pouzit veétsi
objem pripravku, Ize dat pfednost pouziti koncentrované Zivné pidy pripravené tak, aby se dosahlo
potiebného zedéni. V nékterych piipadech Ize koncentrovanou Zivnou ptidu pridat pfimo k piiprav-
ku v jeho obalu.

Pokud neni piedepsano jinak, inkubuji se nao¢kované zZivné piidy nejméné 14 dni, pudy uréené
zejména k prikazu bakterii pfi teploté 30 °C az 35 °C, pudy ur¢ené zejména k pritkkazu hub pii
20 °Caz 25 °C. V prib¢hu inkubace se ptidy nékolikrat prohlizeji. Pudy s olejovymi piipravky se
kazdy den opatrn¢ protifepou. Pokud se vSak pouZije k diikazu anaerobu thioglykolanova nebo ji
podobna ptida, je nutno omezit tfepani nebo michani na minimum, aby byly zachovany anaerobni
podminky.
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Odecitani a hodnoceni vysledki

V Zivnych ptdach se v priibéhu a na zavér inkubace makroskopicky zjistuje ptipadny rdst mik-
robti. Jestlize neni pozorovan zadny riist, vyhovuje zkouSeny ptipravek zkousce na sterilitu. Je-li
zjiStén rust, pripravek nevyhovuje zkousce na sterilitu, pokud nebylo opakovanim zkousky nebo
jinymi prostiedky zjisténo, ze zkouska byla neplatna z ditvodul, jez se nevztahuji na zkouseny pti-
pravek. K prtkazu, Ze rist mikrobt v Zivné ptidé nebyl zpiisoben vlastnim znecisténim zkouseného
pripravku, ale znec€isténim v prabéhu zkousky, je povoleno provést nasledujici opakovaci zkousky.

Frvni opakovdni. Pocet vybranych vzorkd a zkouSené mnozstvi jsou stejné jako pfti ptivodni
zkousce. Neni-li zjistén rist mikrobil, zkouSeny piipravek vyhovuje zkousce na sterilitu. Pokud se
pii prvnim opakovani zjisti v nékteré ptidé rist mikrobt, izoluji se a identifikuji mikrobi a srovnaji
se s nalezem v pitvodni zkouSce. Pokud se oba nalezy snadno nerozlisi, zkouseny ptipravek nevy-
hovuje zkousce na sterilitu. Pokud se snadno rozlisi, mize se provést druhé opakovani.

Druhé opakovani. Pouzije se dvojnasobek vzorkli oproti ptivodni zkousce a z kazdého vzorku
se odebere stejné mnozstvi jako pfi ptivodni zkousce. Neni-li zjistén rist mikrobt, zkouseny pfipra-
vek vyhovuje zkousce na sterilitu. Pokud se pfi druhém opakovani zjisti rist, zkouseny piipravek
nevyhovuje zkousSce na sterilitu.

Postup zkousky pro parenteralni piipravky

Pokud se pouZzije metoda membranové filtrace, zkousi se, pokud mozno, cely obsah nadoby, ale
nejméné mnozstvi uvedené v tabulce 2.6.1-1. Je-li nutno, zfedi se asi na 100 ml vhodnym sterilnim
roztokem, napf. neutralnim roztokem masového nebo kaseinového peptonu (1 g/l).

Pokud se pouzije metoda ptimého ockovani do zivné plidy, ockuje se mnozstvi uvedené v tabul-
ce 2.6.1-1. Zkousky na bakterialni a houbovou sterilitu se provadéji se stejnym vzorkem
zkouseného piipravku. Pokud objem nebo mnozstvi v jedné nadobé nestaci k provedeni obou
zkousek, pouzije se obsah ze dvou nebo vice nadob k naoCkovani riznych pad. Je-li objem tekutiny
v nadobé vétsi nez 100 ml, méla by se pouzit membranova filtrace s ohledem na skutecnost, ze
celkovy objem filtrovany jednim filtrem nesmi prekrocit 1000 ml.

Postup zkousky pro o¢ni a jiné neparenteralni pfipravky s pozadavkem sterility

Pro membranovou filtraci a pfimé ockovani do ptid se pouzije obsah pfiméreného poctu nadob
nebo postacujici ¢asti obsahu odebrané z jednotlivych nadob tak, aby byl ziskdn homogenni vzorek
v rozmezi uvedeném v tabulce 2.6.1-2 jako Celkové spojené mnozstvi. Pro kazdou Zivnou ptidu se
ze smisenc¢ho vzorku pouzije Mnozstvi pro jednotlivou ptidu, uvedené v tabulce 2.6.1-2.

Postup zkousky pro chirurgicky obvazovy material

ZkousSeny vzorek. Ochranny obal se otevie za aseptickych podminek, ve sterilnim boxu nebo ji-
ném miste, napf. v prostoru s laminarnim proudénim sterilniho vzduchu, a z riznych mist baleni
se odeberou pro kazdou zivnou pidu 3 vzorky. U bavinéné vaty, bunicité vaty nebo podobnych
netkanych materiali ma byt jejich hmotnost nejméné 1 g, u tkanych materiali a naplasti ma byt
jejich plocha asi 10 cm? U fezanych gazovych rousek, at’ jsou ¢i nejsou individuélng baleny, se z
rtiznych mist hromadného baleni odeberou pro kazdou zivnou piidu 3 celé rousky. PouzZije se takové
mnozstvi pudy (20 ml az 150 ml), aby cely vzorek byl ponoten. Pfi prvnim nebo druhém opakovani
zkousky se odebira stejny pocet vzorki z jiného, Cerstvé oteviencho baleni.

Ockovani do zivné pudy. Pro kazdou zivnou pidu se pouziji 3 nadoby a do kazdé z nich se
ponoii jeden vzorek.
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Vylouceni protimikrobnich viastnosti. Jestlize pti ovéfovani ucinnosti zivnych ptd je potlacen
rust testovaciho mikroorganismu pfitomnosti zkouseného vzorku, opakuje se zkouska na sterilitu
bud’ za pouziti vhodné inaktiva¢ni latky, nebo, pokud to povaha materialu dovoluje, niZze popsanou
metodou membranové filtrace.

Membranova filtrace. Kazdy vzorek se protfepava 10 min nejméné v 50 ml zivné pudy obsahuji-
ci lecithin (0,7 g/l) a polysorbat 80 (5 g/l). Ihned se zfiltruje sterilnim membranovym filtrem,
predem zvlh¢enym stejnou zivnou piidou, tolik vytrepku, kolik projde filtrem. Filtr se promyje nej-
mén¢ tfemi po sobé nasledujicimi davkami po 50 ml vhodné sterilni tekutiny, jako je napf. neutralni
roztok masového nebo kaseinového peptonu (1 g/l), a membrana se prenese do nadoby se Zivnou
ptudou vybranou pro zkousku.

Postup zkouSky pro catgut a jiny chirurgicky Sici material

Zkouska se provadi tak, jak je ptfedepsano u chirurgickych obvazi, s nasledujicimi zménami.

Zkouseny vzorek. PouZije se cela nit z Cerstvé otevieného baleni. Je-li nutné provést druhé
opakovani zkousky, opakuje se se stejnym poctem niti jako v piivodni zkousce (tj. 5 niti). Kazdy
vzorek se odebere z jiného, Cerstvé otevieného baleni.

Ockovani do zivnych pid. Kazda nit se vlozi samostatné do nadoby se zivnou piidou. Pro kazdy
druh pudy se pouzije 5 nadob. PouZije se takové mnozstvi pudy (20 ml az 150 ml), aby zkouSeny
materidl byl ponoten. U baleni s vice nitémi se odebira 5 niti z péti riznych baleni.

Ucinnost Zivnych pid za pritomnosti a za nepritomnosti zkouseného vzorku. OvEf se zivné vlast-
nosti kazdé Sarze pudy a zajisti se neutralizace inhibi¢nich u¢inki, vyvolanych napft. sterilizaénimi
metodami nebo slozkami zvlacnujicich tekutin. Nejméné 2 nadoby kazdé zivné piidy se naockuji
testovacimi mikroorganismy. Nadoby obsahuji 2 nit¢ a nejméné 2 nadoby jsou bez niti. Pudy s
bakteriemi se inkubuji pfi teploté 30 °C az 35 °C a pldy s houbami pfi teploté 20 °C az 25 °C po
dobu nejvySe 7 dni. Pokud je rist mikroorganismti béhem inkubace podobny (rychly a mohutny)
v pritomnosti 1 v nepfitomnosti zkousené¢ho ptipravku, nema piipravek protimikrobni ucinek a
zkouska miize byt provedena bez modifikace. Jestlize riist neni podobny, zkouska se opakuje po
vhodné neutralizaci nebo vylouceni inhibi¢niho ucinku.

Inkubace. Inkubuje se nejméné 14 dni pii teploté¢ 30 °C az 35 °C pro aerobni a anaerobni
bakterie a pii teplot¢ 20 °C az 25 °C pro houby.

Nejmensi pocet vzorki pro zkousku na sterilitu doporuc¢enych ke zkouseni v poméruk poctu
jednotek v Sarzi

Pokud je v ¢lanku uvedeno, aby 1é¢iva latka, pomocna latka, 1é¢ivy piipravek nebo zdravotnicky
material vyhovél zkousce na sterilitu, vztahuje se tento pozadavek na kazdou jednotku zkousené
Sarze. Proto se zkousi dostatecny pocet vzorki, aby vysledek zkousky mél potfebny stupen
spolehlivosti. Pro zkousku na sterilitu se pod pojmem SarZe rozumi homogenni soubor uzavienych
nadob, které byly pfipraveny tak, Ze nebezpeci znecisténi je pro kazdou jeji jednotku stejné.
Nejmensi pocet vzorki, ktery je doporucen ke zkouseni a je uveden v tabulce 2.6.1-3, predpoklada,
ze vyrobek byl na vSech stupnich vyroby zpracovan za podminek vylucujicich znecisténi. Pti pouzi-
ti tohoto doporuceni je tfeba vzit v uvahu objem ptipravku v nadobe, validaci sterilizaéni metody
a jakékoliv dalsi zvlastnosti vztahujici se k vyrobku.
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Tab. 2.6.1-3

Pocet jednotek v Sarzi Nejmensi pocet zkousenych vzorkid

Parenteralni ptipravky

ne vice nez 100 nadob 10 % nebo 4 nadoby, podle toho, co je vice.
vice nez 100, ale ne vice nez 500 nadob 10 nadob
vice nez 500 nadob 2 % nebo 20 nddob, podle toho, co je méné.

Oc¢ni a ostatni neparenteralni ptipravky
ne vice nez 200 nadob 5 % nebo 2 nadoby, podle toho, co je vice.
vice nez 200 nadob 10 nadob

Pokud je ptipravek v jednodavkovém obalu, pou-
zije se tabulka pro parenteralni piipravky.

Chirurgické obvazové materialy

ne vice nez 100 baleni 10 % nebo 4 baleni, podle toho, co je vice.
vice nez 100, ale ne vice nez 500 baleni 10 baleni
vice nez 500 baleni 2 % nebo 20 baleni, podle toho, co je mén¢.

Catgut a jiny chirurgicky Sici material

ne vice nez 1000 baleni 2 % nebo 5 baleni, podle toho, co je vice.
z kazdych dalSich 1000 baleni dalsi 2 baleni az do nejvyssiho celkového poctu 40
baleni.

Velka baleni pevnych vyrobki

do 4 baleni kazdé baleni
vice nez 4, ale ne vice nez 50 baleni 20 % nebo 4 baleni, podle toho, co je vice.
vice nez 50 baleni 2 % nebo 10 baleni, podle toho, co je vice.

Zivné pidy doporuéené pro zkousku na sterilitu

Nasledujici zivné pidy byly shledany vhodnymi pro zkousku na sterilitu. Thioglykolanova ptida
je predevsim uréena pro kultivaci anaerobnich bakterii, ale umozni objevit také aerobni bakterie.
Puda ze sdjového a kaseinového hydrolyzatu je predevsim urcena pro kultivaci aerobnich bakterii,
ale je vhodna i pro kultivaci hub. Mohou se pouzivat i jiné zivné plidy, pokud podporuji riist Siroké
fady mikroorganismi a pokud vyhovuji zkousSce na riistové vlastnosti za pfitomnosti zkouseného
pripravku.

Thioglykolanova puida

L-cystin 0,5¢g
agar granulovany (obsah vlhkosti do 15 %) 0,75 g
chlorid sodny 25¢g
glukosa monohydrat 55¢g

kvasni¢ny vytazek (rozpustny ve vod¢) 50g
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pankreaticky hydrolyzat kaseinu 150¢g
thioglykolan sodny nebo 0,5¢g
kyselina thioglykolova 03¢g
roztok sodné soli resazurinu (1 g/1) Cerstvé pripraveny 1,0 ml
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,1 = 0,2.

Agar se rozpusti varem ve vod¢. Pak se L-cystin rozpusti v asi 6 ml roztoku hydroxidu sodné¢ho
1 mol/l a ptida se k teplému roztoku agaru. Postupné se piidaji pankreaticky kaseinovy hydrolyzat,
kvasni¢ny vytazek, glukosa a chlorid sodny a po jejich rozpusteéni za tepla se prida thioglykolan
sodny nebo kyselina thioglykolova a ptipadné se jesté ptida roztok hydroxidu sodného 1 mol/l na
upravu pH. Je-li zapotiebi filtrace, zahieje se roztok téméf az k varu a za tepla se filtruje
navlhéenym filtracnim papirem. Potom se pfida roztok sodné soli resazurinu, promicha se a rozplni
do vhodnych nadob, které zajisti, ze se do konce inkuba¢ni doby nezméni pohlcovanim kysliku
barevné vice nez horni tfetina pidy. Sterilizuje se 20 min v autoklavu pti 120 °C. Je-li to nutné,
regeneruje se puda pravé pied pouzitim tak, Ze se 20 min zahtiva ve vodni lazni a potom se rychle
ochladi.

Fida z hydrolyzati séji a kaseinu

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 17,0 g
papainovy hydrolyzat soji 30g
chlorid sodny 50g
hydrogenfosore¢nan draselny 25¢g
glukosa monohydrat 25¢g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,3 = 0,2.

Pevné latky se za mirného zahtati rozpusti ve vod¢ a roztok se ochladi na pokojovou teplotu. V
pripad¢ potieby se prida roztok hydroxidu sodného 1 mol/l na upravu pH. Je-li to nutné, filtruje se
do vyjasnéni, potom se rozplni do vhodnych nadob a sterilizuje se 20 min v autoklavu pti 120 °C.

2.6.2Mycobacterium tuberculosis

Fodstata zkousky. Neptitomnost mikroba Mycobacterium tuberculosis se zjistuje kultivaci ve
vhodnych zivnych padach a naockovanim ptipravku vnimavym laboratornim zvitatim.

Fostup zkousky

a) Kultivacni metoda. Do nejméné deseti zkumavek obsahujicich po 25 ml vhodné tekuté zivné
pudy a do nejméné deseti zkumavek obsahujicich vhodnou pevnou zivnou piidu se naockuje po
0,5 ml zkouseného pripravku. Inkubuje se 42 dni pfi teploté 37 °C. Ristové vlastnosti zivnych pad
v pfitomnosti zkouSeného piipravku se oveéfi naockovanim vhodného kmene Mycobacterium
tuberculosis, jako je napt. H 37 RA nebo BCG, a je-li tfeba, pouzije se vhodna neutraliza¢ni latka.
Jestlize v prvnich osmi dnech inkubace vyrostou kolonie kontaminujicich mikroorganismd, zkouska
se opakuje a soucasn¢ se provede bakteriologicka zkouska sterility. Pripravek nevyhovuje, jestlize
se na konci inkubacni doby zjisti narist mykobakterii v nékteré zkumavce.

b) Naockovani a zkouska laboratornich zvirat. PEti morcatim o hmotnosti 250 g az 350 g, jez
byla v tuberkulinové zkousSce (ovéii se intradermalnim podanim 100 m.j. tuberkulinu) negativni,
se intraperitonealné vsttikne po 1 ml zkouseného ptipravku. Zvifata se pozoruji 60 dni. Jestlize
prezije méné nez dvé zvitata, zkouska se opakuje. Zvirata, ktera prezila, se usmrti a pfi pitvé se
ani u jednoho z péti morcat nenajdou tuberkulézni zmény.
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2.6.3Diikaz cizich vira zkouskou na kuiecich embryich

Fodstata zkousky. Ptitomnost cizich vird se zjistuje naockovanim zkouseného pfipravku do
alantoidniho vaku a na chorioalantoidni membranu kufecich embryi a sledovanim, zda zkouSena
ockovaci latka nevyvola jejich thyn nebo vznik zmén.

Fostup zkousky. Ke zkousce se pouzije tekuta nebo lyofilizovana oc¢kovaci latka, jez byla roz-
pusténa v tekutiné uvedené na Stitku nebo v jiné vhodné tekuting vzdy s prisadou antibiotik. Predpi-
suje-li to ¢lanek, neutralizuje se ockovaci latka monospecifickym antisérem. V ptipadé potieby se
ockovaci latka fedi tak, aby deset ockovacich davek bylo obsazeno v 0,2 ml. Smés se naockuje de-
viti az jedenacti dennim kufecim embryim z chovu bez specifikovanych patogend. Embrya se roz-
deli do dvou skupin po deseti:

- 0,2 ml se vstiikne do alantoidniho vaku kazdého vejce z prvni skupiny,
- 0,2 ml se vstiikne na chorioalantoidni membranu kazdého vejce z druhé skupiny.

Vejce se po dobu 7 dni denné€ prosvécuji. Embrya, ktera uhynula v pribéhu prvnich 24 h, se
vyftadi jako nespecifické tthyny; jestlize v kazdé skupin€ neptezije prvnich 24 h po naockovani ales-
pori Sest embryi, je zkouska neplatna. U v§ech embryi, ktera uhynou po vice nez 24 h od naockova-
ni, nebo u téch, ktera preziji 7 dni, se hledaji zmény. Zarovén se hledaji zmény v chorioalantoidnich
membranach. Alantoidni tekutiny se zkouseji na pfitomnost hemaglutina¢nich latek a v buiikkach
ziskanych odstfedénim alantoidni tekutiny se pomoci fluorescencni protilatky zjistuje pritomnost
viru infek¢ni bronchitidy. Mimoto se provede dalsi pasaz na kutecich embryich.

Material z zivych a mrtvych embryi se oddélené shromazdi a kazda z takto ziskanych smési se
vstiikne vyse uvedenym postupem do deseti vajec pro oba vyse popsané zpusoby podani. Smési
z chorioalantoidni membrany se vstfiknou na tuto membranu, alantoidni tekutiny do alantoidnich
vakll. Vejce se pozoruji 7 dni a zkousSeji stejnym zptisobem, jak je uvedeno vyse.

Ockovaci latka nevyhovuje, jestlize dojde k jakémukoliv thynu nebo vzniku zmén, jez by mohla
zpusobit oCkovaci latka.

2.6.47ZKkouska na viry leukozy

Fodstata zkousky. Ptitomnost virt leukozy se zjistuje metodou komplement-fixacni reakce po
pomnozeni v bunécné kulture kutecich fibroblastt.

Fostup zkousky. Je-li to predepsano v ¢lanku, neutralizuje se o¢kovaci latka monospecifickym
antisérem. Na bunécné kultury kufecich embryonalnich fibroblastl, o kterych je znamo, Ze podpo-
ruji pomnozovani vird leukdzy podskupin A a B, se naockuje ockovaci latka v mnozstvi 10 davek
na jednu kulturu. Kultur ma byt alespoti pét a kazd4d ma mit plochu alespoii 60 cm?. Fibroblasty se
pasazuji v tii- az Ctyfdennich intervalech a udrzuji se alespon 9 dni. Na konci posledni pasaze se
buriky oddéli, resuspenduji se na koncentraci 107 bunék v ml a pfipravi se extrakt. Kazdy extrakt
se komplement-fixacni reakei prezkousi na ptitomnost skupinové specifického antigenu ptaci leuko-
zy. Na kontrolni buné¢né kultury se naockuji viry leukozy podskupin A a B a zkouseji se soubézné.
Ockovaci latka nevyhovuje, jestlize se zjisti jakakoliv znamka ptitomnosti viru leuk6zy. Nejsou-li
vysledky jednoznacné, provedou se dalsi pasaze fibroblastli a zkousi se az do dosazeni jednoznac-
ného vysledku.
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2.6.5Diikaz cizich vira zkouskou na bunéénych kulturach

Fodstata zkousky. Pritomnost cizich vird se zjistuje naockovanim zkouseného piipravku do bu-
nééné kultury a sledovanim, zda nedojde ke vzniku cytopatického efektu nebo ke vzniku hemad-
sorpce.

Fostup zkousky. Ke zkouSce se pouzije tekutd nebo lyofilizovana ockovaci latka, jez byla
rozpusténa tekutinou uvedenou na Stitku nebo jinou vhodnou tekutinou. Pfedepisuje-li to ¢lanek,
neutralizuje se o¢kovaci latka monospecifickym antisérem. V piipadé potieby se o¢kovaci latka
ziedi tak, aby 10 ockovacich davek bylo obsazeno v 0,1 ml. Naockuje se po 0,5 ml smesi na kultury
ledvinnych bun¢k odvozenych z kufat, ktera pochazeji z chovu bez specifikovanych patogenti, nebo
na kultury jaternich bun€k z embryi, kterd pochdzeji z chovu bez specifikovanych patogeni, a necha
se 1 h adsorpovat pfti teploté 37 °C. Kultur by mélo byt alesponi pét a mély by mit celkovou plochu
asi 150 cm? V kulturach se nejméné pét dni hledaji cytopatické efekty, jejichZ piicinou mize byt
ockovaci latka. Jestlize se nepozoruji zadné specifické efekty, provedou se dalsi pasaze smési bunék
a tekutin odebranych ze vSech kultur v intervalech nejméné pétidennich a pozoruji se v pribéhu
dvacetidenniho inkubac¢niho obdobi. Zkouseji se rovnéz posledni pasaze kultur na pfitomnost
puvodci hemadsorpce, k Cemuz se pouziji kufeci erytrocyty. Pdvodci hemadsorpce jsou
mikroorganismy nebo viry, které zptsobuji adsorpci erytrocytd na povrch bunécnych kultur, v
nichz se pomnozili. Hemadsorpce se zjistuje timto zpisobem: Na konci obdobi zkousek se z
jednovrstvé bunécné kultury slije tkanové médium a kultura se promyje. Pak se ptida 0,5% sus-
penze promytych erytrocytil. Necha se adsorpovat 20 min pii teploté 4 °C. Buiky se promyji #/u-
mivym roztokem fosforecnanovym s chloridem sodnym o pH 7,4 a pozoruji se pod mikroskopem.
Doslo-li k hemadsorpci, jsou vidét shluky erytrocytl ptichycenych na jednovrstvou bunéénou kul -
turu. Jestlize po kazdé pasazi neptezije alespont 80 % kultur, je zkouska neplatna. Vakcina nevyho-
vuje zkousce, jestlize se zjisti jakykoliv cytopaticky efekt nebo pritomnost ptivodcti hemadsorpce.

2.6.6Diikaz cizich antigeni zkouSkou na kuiatech

Fodstata zkousky. V séru naoCkovanych kurat se sérologickymi metodami zjistuje ptitomnost
protilatek proti cizim antigentim.

Fostup zkousky. Pokud neni v ¢lanku ptedepsano jinak, provede se zkouska nejméné na deseti
dvoutydennich kutatech pochazejicich z chovu bez specifikovanych patogend. Kazdému kureti se
intramuskularné vstiikne 100 davek a do oka se nakape 10 davek. Za dva tydny se ockovani opaku-
je. Kurata se pozoruji pét tydnti od prvniho o¢kovani. V obdobi sledovani se kufatim nepodava;ji
zadné protimikrobni latky.

Od vsech kurat se pied prvnim o¢kovanim a na konci zkuSebniho obdobi odebere sérum. Kazdy
vzorek séra se vhodnou metodou vyzkousi na protilatky proti ptivodctim nize uvedenych infekci
s vyjimkou protilatek proti ptivodei, z néhoz byla vakcina ptipravena. Vakcina nevyhovuje zkousce,
jestlize se dokaze ptitomnost ciziho antigenu. Zkouska je neplatna a opakuje se, kdyz byla v sérech
pred ockovanim prokazana néjaka protilatka. Jestlize do konce zkousky prezije méné nez 80 % zvi-
fat, je zkouska rovnéz neplatna. Se souhlasem narodni autority se mohou pouzit jiné druhy zkousek,
pokud jsou alespon tak citlivé, jako uvedené zkousky a pfimétené specifické.
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Infekce Druh zkousky

infek¢éni bronchitida" precipitace v agarovém gelu
nebo inhibice hemaglutinace

infekce burzy (choroba Gumboro) precipitace v agarovém gelu

Markova choroba precipitace v agarovém gelu
Newcastleska choroba inhibice hemaglutinace
infekce Salmonella pullorum aglutinace
infekce adenoviry? precipitace v agarovém gelu
infekce virem ptaci encefa- precipitace v agarovém gelu
lomyelitidy nebo enzymove imunosorbentové
stanoveni (ELISA)
infekce reoviry? precipitace v agarovém gelu
infekce viry leukézy? sérové neutralizace
influenza A? precipitace v agarovém gelu
infek¢ni laryngotracheitida® sérova neutralizace

2.6.7Zkouska na mykoplazmata

Fodstata zkousky. Kultivaci na pevnych a v tekutych padach se zjistuje pfitomnost mykoplaz-
mat.

Zkous$ka pouzivana pro aviarni vakciny

Zivné piidy. Ke kultivaci vétsiny znamych druhtit mykoplazmat se pouZivaji pevné a tekuté Zivné
pudy popsané nize. Vybrané pudy se vyzkousi alespon, zda umoziuji rist Mycoplasma gallisepti-
cum (puda I) a Mycoplasma synoviae (pida I1). Ke zkouSeni ptd se doporucuje pouzit kmeny, které
prosly omezenym poctem pasazi.

Inhibujici latky. Zkouska se provede s ptfidanim i bez pridani zkouseného piipravku. Je-li tfeba,
neutralizuji se inhibujici latky obsazené ve zkousené vakcin€ a opakovanim zkousky se oveéri Gcin-
nost neutraliza¢niho postupu.

FPostup zkousky

Tekuté pudy. Pouziji se alesponl dvé tekuté zivné pudy, které jsou vhodné pro kultivaci myko-
plazmat (viz nize). Pro kazdou ptdu se rozpusti obsah péti nadobek lyofilizované ockovaci latky
(nebo nejvyse 5000 ockovacich davek) v 12 ml tekutiny uvedené na Stitku nebo jiné vhodné tekuti-
ny. U tekutych ockovacich latek se pouzije odpovidajici mnozstvi. Do 100 ml ptudy se naockuje
10 ml rozpusténé ockovaci latky. Dojde-li po pridani ockovaci latky k n¢jakym vyznamnym zme-
nam pH pidy, upravi se pH na ptivodni hodnotu piidanim roztoku hydroxidu sodného nebo kyseli-
ny chlorovodikové. Inkubuje se tfi tydny pfti teploté (37 £ 1) °C a denn€ se prohlizi. Treti, sedmy
a ¢trnacty den od zac¢atku inkubace se vyockuje po 0,2 ml na agarovou pidu (miska o priméru
90 mm obsahujici 18 ml pady). Pokud se v tekuté pid¢ zjisti néjaka barevna zmeéna, vyockuje se
bezprosttedné. Jestlize se v tekuté ptidé projevi kontaminace bakteriemi nebo houbami, zkouska
se opakuje.

" Se souhlasem opravnéné autority se tato rutinni Sarzova zkouska miZe vypustit, pokud se v kazdé sarzi provadi
dikaz cizich vira zkouskou na kufecich embryich (2.6.3).

%) Pokud neni v &lanku uvedeno jinak, lze se souhlasem opravnéné autority upustit od rutinniho provadéni zkousek na
tyto viry u kazdé Sarze.
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Pro kazdé ockovani se pouziji ¢tyfi misky, z nichz dvé se inkubuji pfi teploté (37 £ 1) °C za
aerobnich podminek v atmosféfe vzduchu s vysokou relativni vlhkosti a obsahem 5 % az 10 %
oxidu uhli¢itého a dalsi dvé se inkubuji za anaerobnich podminek v dusikové atmosféte s vysokou
relativni vlhkosti a obsahem 5 % az 10 % oxidu uhli¢itého. Misky se 3 tydny pravidelné prohlizeji
stereomikroskopem a v ptipad¢ potieby se barvi vhodnym barvivem. Kdyz na agarové pud¢ vyroste
kolonie, provede se identifikace.

Fevné pudy. Pouziji se alespoil dvé pevné zivné pudy, které jsou vhodné na kultivaci mykoplaz-
mat (viz nize). Na Sest misek od kazdé pudy se naockuje po 0,2 ml smési ockovaci latky popsané
ve zkousce v tekutych Zivnych pudach. Misky se inkubuji a prohlizeji tak, jak je uvedeno vyse.

Hodnoceni. Vakcina vyhovuje, jestlize nebyla prokdzana kontaminace mykoplazmaty.

Zkouska na neaviarni mykoplazmata a ureaplazmata

Zivné pridy. Pouziji se zivné pidy vybrané pro podporu pomnoZovani $irokého rozsahu myko-
plazmat. U kazdé¢ Sarze se prokaze, ze podporuje pomnozovani Mycoplasma hyopneumoniae a
Ureaplasma urealyticum. Ke zkouSeni piid se doporucuje pouzit kmeny, které prosly omezenym
poctem pasazi. Zkouska se provede s tekutymi a pevnymi Zivnymi pidami, jez byly vybrany tak,
aby spolec¢né poskytovaly nejlepsi podminky k pomnozeni vSech moznych kontaminant. Tekuté
pudy obsahuji fenolovou Cerver.

Inhibujici latky. Zkouska se provede s pridanim i bez ptidani zkouseného ptipravku. Je-li tfeba,
neutralizuji se inhibujici latky obsazené ve zkouSeném ptipravku a opakovanim zkousky se ovéii
ucinnost neutralizacniho postupu.

Vzorkovani. Doporuceny pocet zkousenych nadobek (viz téz 2.6.1) je 1 % z mnozstvi v Sarzi,
nejméné vsak 4 a nejvySe 10. Obsah nadobek se po piipadné rekonstituci smicha.

Fostup zkousky

Tekuté piidy. 50 ml kazdé pidy se zvlast naockuje 5 ml zkouseného ptipravku. Dojde-li po pfi-
dani ptipravku k né¢jakym vyznamnym zménam pH ptlidy, upravi se pH na ptivodni hodnotu ptida-
nim roztoku hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové. Inkubuje se tii tydny pfi teploté
(36 £ 1) °C a trikrat tydné se prohlizi. Tteti, sedmy a ¢trnacty den se vyockuje po 0,2 ml na aga-
rovou pidu v misce o primeru 60 mm. Pokud se v tekuté ptide€ zjisti néjaka barevna zmeéna, vyoc-
kuje se bezprostfedné. Jestlize se v tekuté pidé projevi kontaminace bakteriemi nebo houbami,
zkouska se opakuje. Pro kazdé vyockovani se pouziji ¢tyii misky, z nichz dvé se inkubuji pii teploté
(36 £ 1) °C za aerobnich podminek v atmosféte vzduchu s vysokou relativni vlihkosti a obsahem
5 % az 10 % oxidu uhli¢itého a dalsi dv¢ se inkubuji za anaerobnich podminek v dusikové atmosfé-
fe s vysokou relativni vlhkosti a obsahem 5 % az 10 % oxidu uhli¢itého. Misky se tfi tydny pravi-
deln¢ prohlizeji stereomikroskopem a v ptipadé potieby se barvi vhodnym barvivem.

Fevné puidy. Na ¢tyti misky (o priméru 60 mm) od kazdé piidy se naockuje po 0,2 ml zkousené-
ho ptipravku. Misky se inkubuji a prohliZeji tak, jak je uvedeno vyse. Kdyby po sedmi dnech od
naockovani byla nejvyse jedna miska v kazdé ¢asti zkousky ndhodné kontaminovana bakteriemi
nebo houbami ¢i poskozena, milize se tato miska vyloucit z od¢itani za predpokladu, Ze nevykazuje
rust mykoplazmat. Jestlize by v jakékoliv Casti zkousky bylo nahodn¢ kontaminovano bakteriemi
nebo houbami ¢i poskozeno vice nez jedna miska, je zkouska neplatna a opakuje se.

Hodnoceni. Pripravek vyhovuje, jestlize nebyla prokazana kontaminace mykoplazmaty nebo
ureaplazmaty.

Nasledujici oddil se uvadi jako informace a rada; netvori cast, jez by byla v rozporu s obecnou
metodou.
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Doporucené zivné pudy

Nasledujici ptidy se doporucuji. Jiné ptidy mohou byt pouZity za predpokladu, Ze se u kazdé
Sarze prokaze schopnost podporovat rist mykoplazmat v pfitomnosti i nepfitomnosti zkousené
vakciny.
I. Pidy doporucené pro diikaz Mycoplasma gallisepticum
a) Tekuta piida

infuze z hovéziho srdce (1) 90,0 ml
konské sérum (nezahiate) 20,0 ml
roztok kvasni¢ného vytazku (250 g/l) 10,0 ml
roztok octanu thallného (10 g/I) 1,0 ml

roztok ¢ervené fenolové (0,6 g/1) 5,0 ml

roztok penicilinu (20 000 m.j./ml) 0,25 ml
roztok kyseliny deoxyribonukleové (2 g/1) 1,20 ml

pH se upravi na 7,8.
b) Pevnd piida
Ptipravi se stejn¢ jako tekuta ptda s tim rozdilem, ze infuze z hovéziho srdce obsahuje v litru
15 g agaru.
I1. Plidy doporucené pro diikkaz Mycoplasma synoviae
a) Tekuta puda

infuze z hovéziho srdce (1) 90,0 ml
esencialni vitaminy (2) 0,025 ml
roztok glukosy monohydratu (500 g/1) 2,0 ml
praseci sérum (inaktivované pii 56 °C, 30 min) 12,0 ml
roztok B-nikotinamid-adeninu dinukleotidu (10 g/1) 1,0 ml
roztok cysteiniumchloridu (10 g/1) 1,0 ml
roztok ¢ervené fenolové (0,6 g/l) 5,0 ml
roztok penicilinu (20 000 m.j./ml) 0,25 ml

Smichaji se roztoky B-nikotinamid-adeninu dinukleotidu a cysteiniumchloridu a za 10 min se
pridaji k ostatnim slozkam. Hodnota pH se upravi na 7,8.

b) Pevna piida
infuze z hov¢ziho srdce (1) 90,0 ml
ionagar (3) l4g
Hodnota pH se upravi tak, aby bylo 7,8; sterilizuje se v autoklavu a pak se pridaji:
esencialni vitaminy (2) 0,025 ml
roztok glukosy monohydratu (500 g/1) 2,0 ml
praseci sérum (nezahtate) 12,0 ml
roztok B-nicotinamid-adeninu dinukleotidu (10 g/1) 1,0 ml
roztok cysteiniumchloridu (10 g/1) 1,0 ml
roztok ¢ervené fenolové (0,6 g/l) 5,0 ml

roztok penicilinu (20 000 m.j./ml) 0,25 ml
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(1) Infuze z hoveziho srdce

hovézi srdce (pro pripravu infuze) 500,0 g
pepton 10,0 g
chlorid sodny 50¢g
destilovana voda do 1000,0 ml

Sterilizuje se v autoklavu.

(2) Esencialni vitaminy

biotin 100,0 mg
pantotenan vapenaty 100,0 mg
choliniumchlorid 100,0 mg
kyselina listova 100,0 mg
inositol 200,0 mg
nikotinamid 100,0 mg
pyridoxoliumchlorid 100,0 mg
riboflavin 10,0 mg
thiaminiumchlorid 100,0 mg
destilovana voda do 1000,0 ml
(3) lonagar

Velmi Cisty agar pouzivany pro mikrobiologii a imunologii, pfipraveny vymeénou iontl, ¢imz

vvvvv

voda 12,2 %
popel 1,5 %
popel nerozpustny v kyseliné 0,2 %
chloridy 0
fosforecnany (jako P,0;) 0,3 %
celkovy dusik 0,3 %
méd’ 8 uglg
zelezo 170 ug/g
vapnik 0,28 %
horé¢ik 0,32 %

2.6.8Zkouska na pyrogenni latky

Fodstata zkousky. Pyrogenni latky obsazené ve sterilnim injek¢énim roztoku vyvolaji u kralika
po nitrozilnim podani vzestup jeho rektalni teploty.

Vybkeér zvirat. Ke zkousce se pouziji zdravi dospéli kralici® o hmotnosti nejméné 1,5 kg. Zvitata
jsou chovana v klidném prostfedi v individualnich klecich, krmena standardni vyvazenou dietou
bez obsahu antibiotik a jejich hmotnost nevykazuje béhem tydne pred zkouskou zadny tibytek. Tep-
lota chovné mistnosti je stala a nelisi se o vice nez 3 °C od teploty zkuSebni mistnosti. U vSech kra-
liki, pouzivanych k témto zkouskam, se vedou zaznamy o jejich hmotnosti, podanych pfipravcich
a teplotnich kfivkach. Po zkousce s nepyrogennim vysledkem se muiize kralik vzit do nové zkousky
nejdiive za 3 dny, po zkousce s pyrogennim piipravkem se tento interval prodluzuje na 3 tydny.

) Doporucuje se pouzivat samcti vhodného jednotného plemene o hmotnosti 2,0 kg az 3,8 kg.
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Fristrojové vybaveni. Pohyblivost kralika pti zkouSce se omezuje vhodnym zatizenim, které
fixuje netraumatizujicim zptisobem pouze §iji zvitete a dovoli mu zaujmout normalni uvolnénou
pozici v sed€. K méfeni télesné teploty se pouZiji rektalni teploméry nebo elektrické termometry,
které udavaji teplotu s presnosti 0,1 °C. Po lehkém potieni nedrazdivou vazelinou jsou zavedeny
do konec¢niku za vnitini sfinkter, tj. pfiblizné do hloubky 5 cm. Tato hloubka zavedeni teploméru
musi byt u kazdého kralika béhem celé zkousky konstantni.

Nadoby, injekeni stiikacky a jehly, které prichazeji do styku se zkouSenym roztokem, se peclive
vymyji vodou pro injekci a sterilizuji v horkovzdusném sterilizatoru 30 min pti 250 °Cnebo 1 h
pti 200 °C.

Fredbeézné otestovani kralikii. U kazdého kralika, vybraného pro zkousku na pyrogen, je tieba
otestovat jeho citlivost na nepyrogenni roztok chloridu sodného (9 g/1), zahtaty na 38,5 °C a
podany nitrozilné v ddvce 10 ml/kg télesné hmotnosti. Rektalni teplota métena pribézné od 90 min
pred injekci do 3 h po injekci nevykazuje zménu vyssi nez 0,6 °C, jinak se zvife nepouZije k vlastni
zkousce. Tento test citlivosti se téz provede u vSech kraliki, kteti maji byt po zkousce s pyrogennim
vysledkem znovu vzati do pokusti.

Frovedeni zkousky. Zkouska se provadi v oddélené nerusené mistnosti se stalou teplotou kolem
fixa¢niho zafizeni a zavedeni rektalnich termometrt se u kazdého zvifete 90 min sleduje télesna
teplota v 30min intervalech. Za "vychozi teplotu" kralika je povazovan primér ze dvou odecti,
naméfenych v poslednich 40 min pfed podanim zkouSeného roztoku. "Maximalni teplotou" se
rozumi nejvyssi teplota naméfena v 30min intervalech v pribéhu 3 h po podéani zkouseného rozto-
ku. Reakce kralika je vyjadfena rozdilem mezi jeho vychozi a maximalni namétenou teplotou. Jest-
lize je tento rozdil negativni, je vysledek pocitan jako nulova odpovéd’. Ze zkousky se vyradi kralik,
u kterého se pii stanoveni "vychozi teploty" 1isi naméfené dveé hodnoty o vice nez 0,2 °C nebo "vy-
chozi teplota" je vyssi nez 39,8 °C nebo nizsi nez 38,0 °C. U jednotlivych zvifat ve skupin¢ se
jejich "vychozi teploty" mezi sebou nelisi o vice nez 1 °C.

Zkouseny roztok, zahtaty na teplotu asi 38,5 °C, se pomalu vstiikne do marginalni usni zily
krélika s dobou podani nejvyse 4 min, neni-li v ptislusném clanku uvedeno jinak. ZkousSena latka
se muze rozpustit nebo ziedit nepyrogennim roztokem chloridu sodného (9 g/1) nebo jinym piede-
psanym fedidlem. Mnozstvi latky pro provedeni zkousky se 1i8i podle zkouseného piipravku a je
predepsano v prislusném ¢lanku. Objem vsttikovaného roztoku ma byt nejméné 0,5 ml/kg a nejvyse
10 ml/kg télesné hmotnosti.

Zhodnoceni vysledkii. Vysledek zkousky se posoudi na zakladé naméfenych vzestupt rektalni
teploty u pouzité skupiny kralikt podle tabulky 2.6.8-1.

Jestlize soucet reakei (tj. vzestupii rektalni teploty u jednotlivych kraliki ve skuping) je vyssi
nez hodnoty uvedené v druhé kolonce, ale mensi nez limity uvedené ve tieti kolonce, zkouska se
opakuje na dalsi trojici kralikti az do celkového a kone¢ného poctu dvanacti zvitat.

Kralici, u nichz vzestup rektalni teploty ve zkouSce na pyrogen prestoupi 1,2 °C,se trvale vytadi.

Tab. 2.6.8-1
Pocet kraliku Ptipravek vyhovuje, neni-li sou- | Ptipravek nevyhovuje, je-li sou-
et reakci vyssi nez et reakci vyssi nez
3 1,15 °C 2,65 °C
6 2,80 °C 4,30 °C
9 4,45 °C 5,95 °C
12 6,60 °C 6,60 °C
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2.6.9Zkouska na neSkodnost

Vseobecna zkouska

Zkouska se provede na skupiné péti zdravych mysi, vazicich 17 g az 22 g. Mnozstvi zkouSené
latky, pfedepsané v prislusném ¢lanku, se rozpusti v 0,5 ml vody na injekci R nebo sterilniho rozto-
ku chloridu sodného (9 g/l) a vstiikne se mySim do ocasni Zily béhem 15 s az 30 s, neni-li pfedepsa-
no jinak.

Pripravek vyhovuje zkousSce, jestlize zadna mys neuhyne béhem 24 h nebo béhem doby, ktera
je predepsana v ptislusném ¢lanku. Uhyne-li vice neZ jedno zvife, ptipravek nevyhovuje. Pti thynu
jednoho zvitete ze skupiny se zkouska opakuje. Pripravek vyhovuje zkousce, jestlize z druhé
skupiny neuhyne béhem urcené doby pozorovani zadna mys.

Imunni séra a vakciny pro humanni pouziti

Pokud neni predepsano jinak, vstiikne se intraperitonealné péti zdravym mysim, vazicim 17 g
az 22 g, po jedné lidské davce, nejvyse vsak po 1,0 ml zkouseného ptipravku. Lidskou davkou se
rozumi davka uvedend v oznaceni zkouSeného ptipravku nebo v jeho piibalovém letdku. Zvitata
se pozoruji 7 dni. Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize zadné zvire nema ptiznaky onemocnéni.
Uhyne-li vice nez jedno zvife, ptipravek nevyhovuje. Pfi uhynu nebo piiznacich onemocnéni jedno-
ho zvitete se zkouska opakuje. Pripravek vyhovuje zkousce, jestlize béhem urcené doby pozorovani
z druhé skupiny zadné zvife neuhyne ani nema zadné ptiznaky onemocnéni.

Zkouska se také provede na dvou zdravych morcatech vazicich 250 g az 350 g. Kazdému zvifeti
se intraperitonealné vstiikne jedna lidska davka, nejvyse vsak 5,0 ml zkouSeného ptipravku. Lid-
skou davkou se rozumi davka uvedena v oznaceni zkouSeného piipravku nebo v jeho ptibalovém
letaku. Zvitata se pozoruji 7 dni. Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize zadné zvife nema ptiznaky
onemocnéni. Uhyne-li vice nez jedno zvite, ptipravek nevyhovuje. Pfi thynu nebo ptiznacich one-
mocnéni jednoho zvitete se zkouska opakuje. Pfipravek vyhovuje zkousce, jestlize béhem urcené
doby pozorovani z druhé skupiny zadné zvite neuhyne ani nema zadné pfiznaky onemocnéni.

Imunni séra a vakeiny pro veterinarni pouziti

Pokud neni predepsano jinak, vstiikne se podkozné€ péti zdravym mySim, vazicim 17 gaz 22 g,
po 0,5 ml zkouseného ptipravku. Zvifata se pozoruji 7 dni. Ptipravek vyhovuje, jestlize zadné zvite
nema vyznamné mistni nebo systémové reakce. Uhyne-li vice nez jedno zvife, pripravek nevyhovu-
je. Uhyne-li jedno zvife nebo ma vyznamné mistni nebo systémové reakce, zkouska se opakuje. Pti-
pravek vyhovuje zkousSce, jestlize béhem urcené doby pozorovani zadné zvite z druhé skupiny ne-
uhyne ani nema vyznamné mistni ani systémové reakce.

Zkouska se také provede na dvou zdravych morcéatech vazicich 250 g az 350 g. Kazdému zviteti
se intraperitonealné vstiiknou nejméné 2 ml zkouseného piipravku. Zvirata se pozoruji 7 dni.

Pripravek vyhovuje, jestlize zadné zvife nema vyznamné mistni nebo systémové reakce. Uhyne-
li vice nez jedno zvite, pripravek nevyhovuje. Uhyne-li jedno zvife nebo ma vyznamné mistni nebo
systémove reakce, zkouska se opakuje. Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize béhem uréené doby
pozorovani zadné zvite z druhé skupiny neuhyne ani neméa vyznamné mistni ani systémové reakce.
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2.6.10Zkouska na pritomnost histaminu

Fodstata zkousky. Ptitomnost zneciSténin typu histaminu ve zkouseném piipravku vyvola na
izolovaném tenkém stfevé morcete kontrakce, které se porovnavaji s uc¢inkem standardu (histami-
niumdichloridu).

Friprava zvirete. Ke zkousSce se pouZije zdravé morce o hmotnosti 250 g az 350 g, které bylo
predchozich 24 h ponechano bez krmiva. Po usmrceni vykrvacenim se odejme distalni ¢ast tenkého
stieva v délce 2 cm a vymyje se Setrné pomoci stiikacky roztokem B, zahfatym na teplotu 34 °C
az 36 °C. Na oba konce stfevniho segmentu se pripevni tenka nit, kterou se prosije stievni sténa tak,
aby stievo zlstalo prichodné. Jeden konec stieva se touto niti piipevni ke sklenénému nosici a vlozi
se na dno organové 1azné o objemu 10 ml az 20 ml naplnéné roztokem B, ktery je udrzovan na stalé
teplote 34 °C az 36 °C a probublava se smési 95 % (V/V) kysliku a 5 % (V/V) oxidu uhlicitého.
Druhy konec stfeva se napoji na izotonicky snimac kontraket, které se registruji pomoci kymografu
nebo jinym vhodnym kontinualnim zapisovac¢em pii zvétSeni priblizné dvacetinasobném. Napnuti
stfeva ma byt asi 9,8 mN (1 g) a mélo by byt upraveno podle citlivosti organu.

Friprava roztokil.

Roztok A:  chlorid sodny 160,0 g
chlorid draselny 40¢g
chlorid vapenaty bezvody 2,0¢g
chlorid hotec¢naty bezvody 1.0g
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat 0,10 g
voda na injekci do 1000,0 ml

Roztok B: roztok A 50,0 ml
atropiniumsulfat 0,0005 g
hydrogenuhli¢itan sodny 1,0g
glukosa monohydrat 0,5¢g
voda na injekci do 1000,0 ml

Roztok B se ma pripravovat vzdy Cerstvy pro spotifebu do 24 h.
Forovnavaci roztok. Jako porovnavaci roztok se pouziva roztok histaminiumdichloridu R o doporu-
¢ené koncentraci 0,1 mg/ml. Ptipravi se vzdy Cerstvy.

Frovedeni zkousky. Orgénova lazeii se vyplachne roztokem B a neché se 10 min stabilizovat.
Po nasledném dvoj- az trojnasobném proplachnuti roztokem B se vyvolaji stahy stfeva ptidavanim
roztoku histaminiumdichloridu R v objemech mezi 0,2 ml az 0,5 ml, aby se zjistila davka, ktera
zpusobi reprodukovatelnou submaximalni kontrakci. Tato davka se nazyva "davka vysoka". Pred
kazdym ptidanim histaminu se lazen tfikrat proplachne roztokem B (kontinualnim priitokem bez
vyprazdnéni 1azné€). Davky se aplikuji v pravidelnych intervalech umoznujicich uplnou relaxaci
sttevniho segmentu (asi 2 min).

Po zjisteéni "vysoké davky" se urcuje davka zvana "nizka" tim, ze se do lazn€ pridava roztok his-
taminiumdichloridu R ve veétsim ztedéni (ale ve stejnych objemech) tak, aby se dosahla reproduko-
vatelnd kontrakce stfevniho segmentu pfiblizné poloviéni ve srovnani s davkou "vysokou".

V dals$im postupu se pravideln¢ stiida podavani "vysoké" a "nizké" davky roztoku histaminu s
podanim zkouSené latky, jejiz koncentrace se upravuje tak, aby vyvolana kontrakce stfeva (pokud
je vibec pozorovatelnd) byla mensi nez stah po "vysoké davce" histaminu. Kontrakce stieva po
zkouSené latce maji byt reprodukovatelné a velikost stahti po "vysoké" i "nizké" davce histaminu
ma v pritbéhu sledovani zlistat nezménéna.
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Zhodnoceni vysledkii. Ze srovnani velikosti kontrakce stieva po podani zkousené latky s kon-
trakcemi dosazenymi po "vysoké" a "nizké" davce histaminu se provede odhad obsahu histaminové
ucinnosti ve zkousené latce, vyjadieny v mikrogramech baze histaminu. Tato hodnota nema presah-
nout limit uvedeny v 1ékopisném clanku.

Jestlize zkousSeny roztok nevyvola zadny stah stfeva, pfipravi se Cerstvy roztok zkousené latky
s pfidanym histaminem v mnozstvi, které predstavuje povolené maximum pro zkouSenou latku
podle 1ékopisného ¢lanku, a pozoruje se, zda po pridani do 1azn€ odpovida kontrakce stfeva ptida-
nému histaminu. Jestlize tomu tak neni nebo neni-li kontrakce, vyvolana zkousenym roztokem
reprodukovatelna nebo jsou-li nasledné odpovédi na "vysokou" a "nizkou" davku histaminu
snizeny, vysledky zkouSky nejsou hodnotitelné a provede se Zkouska na hypotenzivni latky
(2.6.11).

2.6.11Zkouska na hypotenzivni latky

Fodstata zkousky. Nezadouci ptimés latek snizujicich krevni tlak ve zkouSeném ptipravku se
zjistuje na krevnim tlaku anestezované kocky v porovnani s t¢inkem histaminu.

Friprava zvirete. Ke zkousce se pouZzije zdrava kocka o hmotnosti nad 2 kg, ktera se uvede do
celkové anestezie pomoci chloralosy nebo barbituratu tak, aby se zajistilo udrzovani stalého krevni-
ho tlaku.”

Zvite se upevni na opera¢nim stole v poloze na zadech a dba se na to, aby télesna teplota,
méiena rektalnim teplomérem, neklesla pod fyziologickou hodnotu. Do pridusnice se zavede
dychaci kanyla. Druha kanyla, naplnéna heparinizovanym roztokem chloridu sodného (9 g/l), se
zavede do arteria carotis communis a spoji se s vhodnym snimacem krevniho tlaku a s registracnim
zafizenim, umoziujicim kontinualni zdznam. Pro nitrozilni podévani zkouSencho piipravku a
referen¢ni latky se zavede do vena femoralis tfeti kanyla, napInéna téz heparinizovanym roztokem
chloridu sodného (9 g/1). Po deseti- az patnactiminutové stabilizaci krevniho tlaku se pfistoupi
k vlastni zkousce.

Friprava roztoki. Zkousena latka se rozpusti v roztoku chloridu sodného (9 g/1) nebo v jiném
predepsaném rozpoustédle na koncentraci predepsanou v prislusném ¢lanku.

Referencni latkou je histaminiumdichlorid R, ktery se rozpusti v roztoku chloridu sodného
(9 g/1) na koncentraci odpovidajici 0,1 xg histaminové baze v 1 ml (roztok histaminu).

Frovedenti zkousky. Nejdiive je tfeba ovéfit citlivost zvifete na histamin tim, ze se mu vstiikuje
v pravidelnych intervalech roztok histaminu v davkach, odpovidajicich 0,1 ug a 0,15 ug
histaminové baze (tj. 1,0 ml a 1,5 ml roztoku histaminu RS) na kilogram télesné hmotnosti. Kazda
nasledujici davka se vstiikne nejdfive za 1 min po navraceni krevniho tlaku k normé. Kocka se
pouzije ke zkousce pouze tehdy, jestlize po nizsi davce histaminu dojde ke zfetelnému a konstantni-
mu poklesu krevniho tlaku a jestlize vyssi davka histaminu vyvola vyssi odpoved.

Pti vlastni zkousce se zvireti vstiikne 1 ml roztoku histaminu na kilogram, pak dvakrat roztok
zkouSencho ptipravku v objemu a koncentraci predepsané v piislusném ¢lanku a nakonec opét 1 ml
roztoku histaminu na kilogram. Tato ¢tvetice davek se dvakrat opakuje a cela zkouska se zakonci
podanim 1,5 ml roztoku histaminu RS na kilogram. Zkousku Ize hodnotit pouze v ptipad¢, jestlize
pokles krevniho tlaku na vy$$i davku histaminu (1,5 ml/kg) je vEtsi nez na davku nizsi (1,0 ml/kg).

9 Jako vhodné celkové anestetikum se doporuduje roztok 0,6 g sodné soli fenobarbitalu a 0,4 g chloralosy
ve 100 ml roztoku chloridu sodného (9 g/1), ktery se poda intraperitonealné v davce 8,0 ml/kg.
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Zhodnoceni vysledkii. ZkouSeny piipravek nevyhovuje:
a) jestlize primérna hodnota ze série odpovedi na zkousSeny pripravek je vétsi nez primeér odpovedi
na 1,0 ml roztoku histaminu na kilogram, nebo
b) jestlize nektera z davek zkousencho piipravku vyvola vétsi pokles krevniho tlaku nez zavéreéna
davka roztoku histaminu (1,5 ml/kg).
Kocka se nemtize pouzit ke zkouseni jiného ptipravku na obsah hypotenzivnich latek, jestlize
plati kritérium b) nebo jestlize odpovéd na konecnou vyssi davku histaminu je mensi nez primeér
odpovédi na predchozi nizsi davky histaminu.

2.6.12 Zkouska mikrobidlniho zne¢isténi nesterilnich vyrobki (celkovy pocet Zivych
aerobu)

Celkovy pocet zivych aerobii se stanovi metodou membranové filtrace, pocitanim na agarovych
pudach nebo za pomoci fady fedéni podle predpisu.

Stanoveni se provadi za podminek vylucujicich nahodilé zneciSténi. Opatfeni k vylouceni
zneCisténi neplisobi na prokazované mikroorganismy.

Pokud neni pfedepsano jinak, pouziva se 10 g nebo 10 ml zkouSené latky, odebrané za vyse
uvedenych podminek. K ziskani pozadovaného mnozstvi se smicha vice vzorkt latky ndhodné ode-
branych nebo obsah dostate¢ného mnozstvi nadob. Podle povahy zkousené latky se fedi, rozpousti,
suspenduje nebo emulguje za pouziti vhodné tekutiny.

Pokud ma4 latka protimikrobni vlastnosti, odstrani se tyto ztedénim, neutralizaci nebo filtraci.

Pouzije se vhodny stupen fedéni, aby pocet kolonie tvoticich jednotek byl v doporucenych
mezich pouzité metody.

Doporucené zivné pudy jsou uvedeny dale.

Piiprava vzorku

Latky rozpustné ve vode. 10 g nebo 10 ml zkouSené latky se rozpusti nebo zfedi v tlumivém
roztoku chloridu sodného s peptonem o pH 7,0 (viz dale) nebo v jiné vhodné tekuting, ktera v pod-
minkach zkousky nema protimikrobni ucinek, a doplni se ji na 100 ml (povaha nékterych latek
vyzaduje pouzit vétsi objem). Pokud je tfeba, upravi se pH na asi 7.

Latky nerozpustné ve vode (nelipofilni). 10 g nebo 10 ml zkousené latky se suspenduje v tlu-
mivém roztoku chloridu sodného s peptonem o pH 7,0 nebo jiné vhodné tekutiné, ktera v pod-
minkach zkousky nema protimikrobni Gcinek a doplni se ji na 100 ml (povaha nekterych latek vyza-
duje pouzit vétsi objem). ZkouSena latka se v ptipadé potieby rozdrti a suspenze se mechanicky
zhomogenizuje. Je mozné pridat vhodnou, povrchové aktivni latku, napt. ke Spatn€ smacivym lat-
kam se miize pridat polysorbat 80 v koncentraci 1 g/l k usnadnéni tvorby suspenze. Pokud je tfeba,
upravi se pH na asi 7.

Latky lipofilni. 10 g nebo 10 ml zkousené latky se zhomogenizuje s 5 g polysorbatu 20 nebo 80,
pricemz se, pokud je to tfeba, zahteje na 40 °C (vyjimecné lze v nezbytnych ptipadech zahrat
po kratkou dobu na 45 °C). Pii této teploté se na vodni lazni nebo v susarné dobfe promicha a
prida se 85 ml tlumivého roztoku chloridu sodného s peptonem o pH 7,0 zahtatého, pokud je to
tieba, na nejvyse 40 °C. Tato teplota se udrzuje jen po dobu potiebnou k vytvoreni emulze a nesmi
ptekrocit 30 min. Pokud je tfeba, upravi se pH emulze na asi 7.
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ZkouS$eni vzorku

Membranovad filtrace

Pouzivaji se membranové filtry s nominalni velikosti pdra nejvyse 0,45 ym a jejichZz uc¢innost
zadrzet bakterie byla ovétrena. Filtry z dusi¢nant celulosy se napt. pouzivaji pro vodné, olejové a
slab¢ lihové roztoky a filtry z octanu celulosy se napf. pouzivaji pro siln¢ lihové roztoky.

Dale popsana metoda se vztahuje na pouZziti membranovych filtrii o priméru asi 50 mm. Pokud
se pouziji filtry jiného priméru, mély by se jim pfizptsobit objemy zied’ovacich a promyvacich
roztoki. Filtracni pfistroj a membranové filtry se sterilizuji vhodnymi postupy. Pfistroj je upraven
tak, aby zkouSeny roztok mohl byt do n¢ho naplnén a filtrovan za aseptickych podminek a aby
umoznil preneseni filtru na povrch Zivné pidy. Pouziji se dva membranové filtry, na kazdy se
prenese 10 ml nebo mnozstvi roztoku odpovidajici 1 g zkouseného vzorku a ihned se zfiltruje. Je-li
treba, zfedi se zkouSeny roztok tak, aby byl oCekévany pocet kolonii 10 az 100. Oba filtry se
promyji nejméné ttikrat asi 100 ml vhodné tekutiny, jako napft. tlumivym roztokem s chloridem
sodnym a s peptonem o pH 7,0. Pro lipofilni latky mtlize tato tekutina obsahovat vhodnou
povrchové aktivni latku, jako je polysorbat 20 nebo 80. Jeden z filtri, ur€eny pro stanoveni poctu
bakterii, se pfenese na povrch agarové piidy B a druhy, uréeny pro stanoveni poctu hub, na povrch
agarové pudy C. Pida B se inkubuje pfi teploté 30 °C az 35 °C po dobu 5 dni a ptida C pfi teploté
20 °C az 25 °C téz po dobu 5 dni, pokud neni mozny spolehlivéjs$i odecet v krat§i dobé. Spoditaji
se vyrostlé kolonie a vypocita se pocet mikroorganismi na 1 g nebo 1 ml zkousené latky, pokud
je tieba zv1ast’ bakterie a zvlast’ houby.

Focitani na pevnych pidach

Fro bakterie. Pouzivaji se Petriho misky o priiméru 9 cm az 10 cm; do kazdé se da smés 1 ml
zkouSeného roztoku a asi 15 ml agarové plidy B ohiaté na nejvyse 45 °C. Alternativné se zkouSeny
roztok rozetie na povrch ztuhlé pidy v Petriho misce o stejném priméru. Pokud je tieba, ziedi se
zkouseny roztok tak, aby pocet kolonii neptesahoval 300. Od kazdého fedéni se pfipravi nejméné
dve Petriho misky a inkubuji se pti 30 °C az 35 °C po dobu 5 dni, pokud neni mozny spolehlivéjsi
odecet v kratsi dobé€. Spocitaji se vyrostlé kolonie a vypocita se vysledek z misky s nejvyssim
poctem kolonii s ptihlédnutim k tomu, ze 300 kolonii na plotn¢ je maximum pro spravné
vyhodnoceni.

Fro houby. Pouzivaji se Petriho misky o priméru 9 cm az 10 cm; do kazdé se da smés 1 ml
zkouseného roztoku a asi 15 ml agarové pidy C ohtaté na nejvyse 45 °C. Alternativné se zkouSeny
roztok rozetfe na povrch ztuhlé pidy v Petriho misce o stejném priameéru. Pokud je tieba, ziedi se
zkouSeny roztok tak, aby pocet kolonii nepfesahoval 100. S kazdym fedénim se pfipravi nejméné
dve Petriho misky a inkubuji se pti 20 °C az 25 °C po dobu 5 dni, pokud neni mozny spolehlivéjsi
odecet v kratsi dobé&. Spocitaji se vyrostlé kolonie a vypocita se vysledek z misek s po¢tem kolonii
mensim nez 100.

Sériové redeni

Ptipravi se série dvanacti zkumavek, z nichz kazda obsahuje 9 ml az 10 ml zivné pudy A. Do
kazdé z prvnich ti zkumavek se piida 1 ml 10krat zfedéné, rozpusténé nebo zhomogenizované lat-
ky, jak je popsano vyse. Do dalsich tfi zkumavek se ptida po 1 ml 100krat ziedéné a do nasleduji-
cich tfi po 1 ml 1000krat zfedéné latky. Do poslednich tii zkumavek se ptida po 1 ml rozpustidla.
Zkumavky se inkubuji pti 30 °C az 35 °C nejméné po dobu 5 dntl. V poslednich trech zkumavkach
nema dojit k riistu mikroorganismii. Pokud odecitani vysledki je nesnadné nebo nejisté z diivoda
pritomnosti zkousené latky, provede se vyockovani do tekuté pidy nebo na pevnou ptidu a vysled-
ky se odecitaji az po dalsi inkubacni dobé. Nejpravdépodobnéjsi pocet mikrobti v 1 g nebo v 1 ml
se stanovi z tabulky 2.6.12-1.
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Tab. 2.6.12-1 Nejpravdépodobnéjsi pocet mikroorganismil

Pocet zkumavek s mikrobialnim rdstem pro pouzité mnozstvi zkouSeného | Nejpravdépodobnéjsi pocet
ptipravku mikroorganismi v 1 g
(nebo v 1 ml)
100 mg nebo 0,1 ml 10 mg nebo 0,01 ml 1 mg nebo 0,001 ml
ve zkumavce ve zkumavce ve zkumavce

3 3 3 > 1100

3 3 2 1100

3 3 1 500

3 3 0 200

3 2 3 290

3 2 2 210

3 2 1 150

3 2 0 90

3 1 3 160

3 1 2 120

3 1 1 70

3 1 0 40

3 0 3 95

3 0 2 60

3 0 1 40

3 0 0 23

Jestlize v prvnim sloupci vykazuji mikrobidlni riist dvé zkumavky nebo méné, je nejpravdépo-
dobnégjsi pocet mikroorganismi v 1 g (nebo v 1 ml) mensi nez 100.

Riistové vlastnosti piid a validita metod na stanoveni poctu

Je-li tfeba, postupuje se takto: dale uvedené testovaci kmeny se kultivuji 18 h az 24 h pti 30 °C
az 35 °C nebo pro Candida albicans 48 h pti 20 °C az 25 °C ve zkumavkach s pidou A.
Staphylococcus aureus, napt.  ATCC 6538 P (NCIB 8625, CIP 53.156, CCM 2022,

CNCTC Mau 28/58)
nebo  ATCC 6538 (NCIB 9518, CIP 4.83, CCM 4516,
CNCTC Mau 29/58)
Eacillus subtilis, napf. ATCC 6633 (NCIB 8054, CIP 52.62, CCM 1999, CNCTC Bs 8/58)
Escherichia coli, napt. ATCC 8739 (NCIB 8545, CIP 53.126, CCM 4517)
Candida albicans, napt. ATCC 2091 (CIP 1180.79, CCM 8226, CNCTC 55/79)

nebo ATCC 10231 (NCPF 3179, CIP 48.72, CCM 8215, CNCTC 59/91)

Cést vyrostlé kultury se zedi tlumivym roztokem s chloridem sodnym a s peptonem o pH 7,0
tak, aby vznikla suspenze obsahovala v 1 ml asi 100 zivych zarodkd.

Je-li tfeba, pouzije se samostatné suspenze kazdého mikroorganismu jako kontrola metod na
stanoveni poctu zarodkl za pridani a téZ za neptitomnosti zkouSené latky.

Pfi ovétovani metody se pocet u kazdého testovaného mikroorganismu nesmi liSit o vice nez
desetinasobek od vypocteného mnozstvi referencni suspenze. K ovéreni sterility pid, fediciho roz-
toku a aseptického provedeni zkousky se stanovi celkovy pocet zivych aerobnich zarodki za pouziti
sterilniho tlumivého roztoku s chloridem sodnym a peptonem o pH 7,0 jako zkouSeného piipravku.
Nema v ném byt prokazan zadny rist mikroorganismu.
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Vyhodnoceni vysledku

Je-li v ¢lanku uveden limit poctu, interpretuje se takto:

vvvvv

vvvvv

Nasledujici cast se uvadi pro informaci a jako voditko, netvori zavaznou soucast celkové metody.
Doporucené zivné pidy a roztoky
Nasledujici roztok a zivné pidy byly shledany dostate¢nymi pro ucely, pro které jsou v I¢kopise

predepsany pro zkousku na mikrobialni znecisténi. Jiné ptidy mohou byt pouzity, maji-li podobné

.....

Tlumivy roztok s chloridem sodnym a s peptonem o pH 7,0

dihydrogenfosfore¢nan draselny 3,56 g”
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat 7,23 g”
chlorid sodny 4,30 g”
pepton (z masa nebo kaseinu) 10 g

voda 1000 ml

Muze se pridat polysorbat 20 nebo 80 (1 g/l az 10 g/l). Sterilizuje se 15 min v autoklavu pfi
121 °C.

Tekuta ptida A (ptida s hydrolyzaty séji a kaseinu)

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 17,0 g
papainovy hydrolyzat soji 30g
chlorid sodny 50¢g
hydrogenfosfore¢nan draselny 25¢g
glukosa monohydrat 25¢g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,3 £+ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pii 121 °C.

Agarova puda B (agarova puda s hydrolyzaty s6ji a kaseinu)

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 150¢g
papainovy hydrolyzat soji 50g
chlorid sodny 50g
agar 150¢g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,3 £ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pti 121 °C.
Agarova puda C (Sabouraudiiv glukosovy agar s antibiotiky)

pepton (z masa a kaseinu) 10,0 g
glukosa monohydrat 40,0 g
agar 150g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 5,6 £ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pti 121 °C.
Bezprostfedné pied pouzitim se ptida 0,10 g sodné soli benzylpenicillinu a 0,10 g tetracyklinu na
1 1 ptidy ve formé sterilniho roztoku nebo e ptida 50mg chloramfenikolu na 11 ptdy pted sterilizaci.

 odpovida 0,067 mol/l
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Tekuta pida D (laktosova piida)

masovy vytazek 30g
pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 50g
laktosa 50¢g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 6,9 £ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pfi 121 °C
a ihned se ochladi.

Obohacena tekuta ptida E (Mosselova obohacena pida pro Enterobacteriaceae)

pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 10,0 g
glukosa mohohydrat 50g
suSend hovézi zlu¢ 20,0 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny 20g
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat 80¢g
brilantni zelen 15 mg
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po zahtati bylo 7,2 + 0,2. Zahtiva se 30 min pfi 100 °C a ihned se ochladi.

Agarova puda F (Zlu€ovy agar s glukosou, krystalovou violeti a neutralni ¢erveni)

kvasni¢ny vytazek 30g
pankreaticky hydrolyzat zelatiny 7,0 g
zluc¢ové soli 1,5¢g
laktosa 10,0 g
chlorid sodny 50¢g
glukosa monohydrat 10,0 g
agar 150¢g
neutralni cerven 30 mg
krystalova violet 2 mg
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po zahtati bylo 7,4 + 0,2. Zahteje se k varu; nelze zahfivat v autoklavu.

Tekuta piida G (MacConkeyova pida)

pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 20,0 g
laktosa 10,0 g
susend hovézi zlu¢ 50g
bromkresolova cerven 10 mg
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,3 £ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pii 121 °C.
Agarova puda H (MacConkeytiv agar)

pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 17,0 g
pepton (z masa a kaseinu) 30g
laktosa 10,0 g
chlorid sodny 50g
Zlucové soli 1,5¢g
agar 135¢
neutralni cerven 30 mg
krystalova violet’ 1 mg

voda 1000 ml
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pH se upravi tak, aby po sterilizaci bylo 7,1 + 0,2. Za stalého tfepani se povafi 1 min a pak se
sterilizuje 15 min v autoklavu pti 121 °C.

Tekuta piida I (tetrathionanova pida se zluci a brilantni zeleni)

pepton 8,6 g
susend hovézi zlu¢ 80g
chlorid sodny 64¢g
uhli¢itan vapenaty 20,0 g
tetrathionan draselny 20,0 g
brilantni zelen 70 mg
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby bylo po zahtati 7,0 + 0,2. Zahieje se prave k varu. Nelze opakované zahii-
vat.

Agarova puda J (deoxycholano-citronanovy agar)

masovy vytazek 10,0 g
pepton z masa 10,0 g
laktosa 10,0 g
citronan sodny 20,0 g
citronan zelezity 1,0g
deoxycholan sodny 50¢g
agar 13,5¢g
neutralni cerven 20 mg
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po zahtati bylo 7,3 + 0,2. Povaii se 1 min, ochladi na 50 °C a rozplni se
do Petriho misek. Nelze zahtivat v autoklavu.

Agarova ptida K (deoxycholanovy agar s xylosou a lysinem)

xylosa 35g
L-lysin 50g
laktosa 75¢g
sacharosa 75¢
chlorid sodny 50g
kvasni¢ny vytazek 30g
fenolova Cerven 80 mg
agar 135¢g
deoxycholan sodny 25¢g
thiosiran sodny 6,8 ¢g
citronan amonno-zelezity 0.8¢g
voda 1000 ml

pH se upravi tak, aby po zahtati bylo 7,4 + 0,2. Zahfteje se k varu, ochladi na 50 °C a rozplni se
do Petriho misek. Nelze zahtivat v autoklavu.

Agarova puda L (agar s brilantni zeleni, fenolovou ¢erveni, laktosou a sacharosou)

pepton (z masa a kaseinu) 10,0 g
kvasni¢ny vytazek 30g
chlorid sodny 50¢g
laktosa 10,0 g

sacharosa 10,0 g



Strana 158 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

158  Zkusebni metody

agar 20,0 g
fenolova Cerven 80 mg
brilantni zelen 12,5 mg
voda 1000 ml

Povati se 1 min. Hodnota pH se upravi tak, aby po sterilizaci byla 6,9 + 0,2. Bezprosttedné pied
pouzitim se sterilizuje 15 min v autoklavu pti 121 °C, ochladi se na 50 °C a rozplni se do Petriho
misek.

Agarova ptida M (agarova puda se tifemi cukry a Zelezem)

masovy vytazek 30g
kvasni¢ny vytazek 30g
pepton (z masa a kaseinu) 20,0 g
chlorid sodny 50¢g
laktosa 10,0 g
sacharosa 10,0 g
glukosa monohydrat 1,0g
citronan amonno-zelezity 03¢g
thiosiran sodny 03¢g
fenolova Cerveil 25 mg
agar 120¢g
voda 1000 ml

Za stalého tfepani se zahieje a 1 min se povati. Hodnota pH se upravi tak, aby po sterilizaci byla
7,4+ 0,2. Rozplni se do zkumavek do 1/3 jejich vysky, sterilizuje se v autoklavu 15 min pii 121 °C
a ochladi se v takové poloze, pti které ma puda dostate¢nou hloubku a Sikmy povrch.

Agarova puda N (cetrimidovy agar)

pankreaticky hydrolyzat Zelatiny 20,0 g
chlorid hotecnaty l4dg
siran draselny 10,0 g
cetrimid 03¢g
agar 13,6 g
voda 1000 ml
glycerol 10,0 ml

Za stalého tfepani se zahieje a 1 min se povati. Hodnota pH se upravi tak, aby po sterilizaci byla
7,2 = 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pti 121 °C.

Agarova puda O (Baird-Parkeriv agar)

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 10,0 g
masovy vytazek 50¢g
kvasni¢ny vytazek 1,0g
chlorid lithny 50g
agar 20,0 g
glycin 120g
pyruvan sodny 10,0 g
voda 950 ml

Za stalého tfepani se zahfeje a 1 min se povaii. Hodnota pH se upravi tak, aby po sterilizaci
byla 6,8 = 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pti 121 °C, ochladi se na 45 °C az 50 °C a ptida
10 ml sterilniho roztoku teluri¢itanu draselného (10 g/1) a 50 ml emulze vajec¢ného Zloutku.
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Piida P (obohacena piida pro klostridia)

masovy vytazek 10,0 g
pepton 10,0 g
kvasni¢ny vytazek 30g
rozpustny Skrob 1,0g
glukosa monohydrat 50g
cysteiniumchlorid 05¢g
chlorid sodny 50¢g
octan sodny 30g
agar 05¢g
voda 1000 ml

Agar se necha nabobtnat a rozpusti se zahfatim k varu za stalého michani. Je-li tfeba, upravi se
hodnota pH tak, aby po sterilizaci byla asi 6,8. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pii 121 °C.

Piida Q (Columbia agar)

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 10,0 g
pepticky hydrolyzat masa 50¢g
pankreaticky hydrolyzat srdce 30g
kvasni¢ny vytazek 50g
kukufi¢ny Skrob 1,0g
chlorid sodny 50g

agar, podle schopnosti tvoftit gel 10,0az 150 g
voda 1000 ml

Agar se necha nabobtnat a rozpusti se zahtatim k varu za stalého michani. Je-li tfeba, upravi se
hodnota pH tak, aby po sterilizaci byla 7,3 £+ 0,2. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pii 121 °C.
Ochladi se na 45 °C az 50 °C; je-li tieba, ptida se gentamiciniumsulfat v mnoZzstvi odpovidajicim
20 mg baze gentamicinu a rozplni se do Petriho misek.

vvvvv

pankreaticky hydrolyzat kaseinu 50g
kvasni¢ny vytazek 25¢g
chlorid sodny 25¢g
laktosa 10,0 g
cysteiniumchlorid 03¢g
voda 1000 ml

Po rozpusténi se upravi pH na 7,1 £ 0,1 a rozplni se po 8 ml do zkumavek délky 160 mm a
priméru 16 mm a obsahujicich malou Durhamovu zkumavku. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pfi
121 °C a uchovava se pti 4 °C. Pfed pouzitim se ptida zahtiva 5 min ve vodni lazni a ochladi se.
Do kazdé zkumavky se ptida 0,5 ml roztoku disifi¢itanu sodného (12 g/1) a 0,5 ml roztoku citronanu
zelezito-amonného (10 g/l). Oba roztoky se pfipravi v Cas potieby a filtruji se pfes membranovy
filtr (0,45 ).

2.6.13Zkousky na specifické mikroorganismy

Enterobakterie a urcité jiné gramnegativni bakterie

Diikaz. Zkouseny piipravek se zpracuje postupem uvedenym v ¢asti 2.6.12, ale misto tltumivého
roztoku s chloridem sodnym a peptonem o pH 7,0 se pouzije zivna pida D. Zhomogenizuje se a
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inkubuje pti 35 °C az 37 °C po dobu postacujici k oziveni bakterii, ale nepostacujici k jejich
pomnozeni (obvykle 2 h, ale ne vice nez 5 h). Tekutina se protfepe, homogenizat a mnozstvi
odpovidajici 1 g nebo 1 ml zkousené latky se prenese do 100 ml pomnoZovaci pudy E a inkubuje
18 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C. Potom se vyockuje na misky s agarovou piidou F a inkubuje se
18 haz 24 h pti 35 °C az 37 °C. Pripravek vyhovuje, jestlize na Zadné misce nevyrostou kolonie
gramnegativnich bakterii.

Kvantitativni stanoveni. Do vhodnych mnozstvi zivné pudy E se ptidaji z homogenizatu a nebo
roztoku zkouseného ptipravku mnozstvi odpovidajici 1,0 g, 0,1 g a 0,01 g nebo 1,0 ml, 0,1 ml a
0,01 ml ptipravku. Inkubuje se 24 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C. Z kazdé kultury se pro dosazeni
selektivni izolace provede vyockovani na agarovou pudu F. Inkubuje se 18 h az 24 h pti 35 °C az
37 °C. Rast dobie vyvinutych, cervenych nebo nacervenalych kolonii gramnegativnich bakterii se
hodnoti jako pozitivni vysledek. Zaznamena se nejmensi mnozstvi zkouseného piipravku, které
dava pozitivni vysledek, a nejveétsi mnozstvi zkouseného pripravku, které dava negativni vysledek.

Z tabulky 2.6.13-1 se stanovi pravdépodobny pocet bakterii.

Tab. 2.6.13-1
Vysledky pro mnozstvi pripravku Pravdépodobny pocet bakterii
1 g nebo 0,1 g nebo 0,01 g nebo v 1 g pfipravku
1 ml 0,1 ml 0,01 ml
+ + + vice nez 10?
+ + - méné nez 10* a vice nez 10
+ - - méné nez 10 a vice nez 1
- - - méné nez |

Escherichia coli

Do 100 ml Zivné pldy G se piida objem kultury ptipraveny jako pro zkousku na enterobakterie
a jiné vybrané gramnegativni bakterie v zivné pudé D, v mnozstvi odpovidajicim 1 g nebo 1 ml
zkousené latky. Inkubuje se 18 h az 24 h pii 43 °C az 45 °C. Vyockuje se na agarovou pudu H a
inkubuje se 18 h az 24 h pti 43 °C az 45 °C. Narust ¢ervenych, obvykle nemukdéznich kolonii
gramnegativnich ty¢inek, obklopenych nékdy nacervenalou precipitacni zénou, indikuje moznou
pritomnost E. coli. Tento vysledek je mozné potvrdit tvorbou indolu pfi (44 + 0,5) °C nebo jinymi
biochemickymi reakcemi. Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize Zadné takovéto kolonie nejsou
pozorovany nebo kdyZ jsou potvrzujici biochemické zkousky negativni.
Salmonella

Mnozstvi odpovidajici 10 g nebo 10 ml zkousené latky se inkubuje 5 h az 24 h v pidé D pfti
35 °C az 37 °C, aby se zajistilo optimalni obohaceni. 10 ml obohacené kultury se pienese do
100 ml zivné pidy I a inkubuje se 18 h az 24 h pii 42 °C az 43 °C. Potom se vyoc¢kuje na nejméné
dvé rizné pevné pudy, vybrané z agarové pudy J, agarové pudy K a agarové ptidy L. Inkubuje se
24 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C. Pravdépodobna piitomnost salmonel je indikovana riistem kolonii
tohoto vzhledu:
- na pide¢ J: dobfe rozvinuté bezbarvé kolonie,
- na pud¢ K:dobfe rozvinuté cervené kolonie s ¢ernym stfedem nebo bez né€ho,
- na pude L: malé prisvitné bezbarvé nebo rizove az matné bilé kolonie, ¢asto obklopené rizovou

nebo ¢ervenou zoénou.
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K potvrzeni nalezu se samostatné naockuje nékolik podezielych kolonii na povrch a vpichem
do agarové ptuidy M. Piitomnost salmonel je pfedb&ézné potvrzena, jestlize uvniti pidy, ale nikoliv
na jejim povrchu, dojde ke zméné barvy z Cervené na Zlutou a obvykle téz ke tvorbé plynu. Tvori
se nebo téz netvori sirovodik. Potvrzeni se mize zpfesnit vhodnymi biochemickymi a
sérologickymi zkouskami. Pfipravek vyhovuje zkousce, jestliZze se nenajdou kolonie popsaného
typu nebo jestlize jsou potvrzujici biochemické a sérologické zkousky negativni.

Pseudomonas aeruginosa

Do 100 ml zivné ptdy A se da 10 ml upraveného zkouSeného vzorku (viz 2.6.12) nebo mnozstvi
odpovidajici 1 g nebo 1 ml ptipravku. Promicha se a inkubuje 24 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C.
Potom se vyockuje na agarovou ptidu N a inkubuje se 24 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C. Neni-li
zjistén rlst mikroorganismil, piipravek vyhovuje. Jestlize vyrostou gramnegativni ty¢inky, obvykle
se zelenavou fluorescenci, provede se oxidasova zkouska a sleduje se, zda dojde k rtistu v pidé A
pii 42 °C. Piipravek vyhovuje zkousce, jestlize se nezjisti kolonie popsaného typu a jestlize je
ovéetovaci biochemicka zkouska negativni.

Staphylococcus aureus

Ptipravi se obohacena kultura, jak je uvedeno u Fs. aeruginosa, a vyockuje se na vhodnou pidu,
napt. na agarovou ptidu O. Inkubuje se 24 h az 48 h pti 35 °C az 37 °C. Neni-li pozorovan zadny
riist, piipravek vyhovuje. Cerné kolonie grampozitivnich kokii, ¢asto obklopené jasnymi zénami,
mohou indikovat pfitomnost S. aureus. Ty mohou byt potvrzeny jako katalasa-pozitivni koky, a
dale napt. koagulasovou a deoxyribonukleasovou zkouskou. Pripravek vyhovuje zkousce, jestlize
se neobjevi popsané kultury nebo jestlize jsou ovéfovaci biochemické zkousky negativni.

Riistové a selektivni vlastnosti pud a validace zkousky na specifické mikroorganismy

Pokud je tfeba, postupuje se takto: dale uvedené kmeny se oddélen¢ kultivuji 18 h az 24 h ve
zkumavkach v uvedenych pidach pti 30 °C az 35 °C.

Staphylococcus aureus, napt.  ATCC 6538P puda A
(NCIB 8625, CIP 53.156, CCM 2022, CNCTC Mau 28/58)
nebo ATCC 6538 puda A
(NCIB 9518, CIP 4.83, CCM 4516, CNCTC Mau 29/58)
Fseudomonas aeruginosa, napt. ATCC 9027 puda A
(NCIB 8626, CIP 82.118, CCM 1961, CNCTC Ps 37/65)
Escherichia coli, napt. ATCC 8739 puda D
(NCIB 8545, CIP 53.126, CCM 4517)
Salmonella typhimurium® puda D

Cést roztoku kazdé kultury se ziedi tlumivym roztokem s chloridem sodnym a peptonem o pH
7,0 tak, aby suspenze obsahovala asi 1000 zivych zarodka v 1 ml. Smichaji se stejné dily od vsech
suspenzi a pouzije se 0,4 ml (pfiblizn¢ 100 mikroorganismi od kazdého kmene) jako inokulum ve
zkouskach na E. coli, Salmonelly, Ps. aeruginosa a S. aureus, a to za pritomnosti i nepiitomnosti
zkousencho pripravku, je-li to nutno.Pouzita metoda ma umoznit diikaz hledaného mikroorganismu.

6) Nedoporucuje se zadny uréity kmen. Milze se pouzit néjakd pro c¢lovéka nepatogenni salmonela, napft.
Salmonella abony (NCTC 6017, CIP 80.39, CCM 4518).
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Klostridie

Dale popsané zkousky jsou uréeny pro vymezené ucely. Prvni metoda je uréena pro ptipravky,
u nichZ je nezbytné vyloucit pfitomnost patogennich klostridii, a které je proto nutno zkouset na
jejich neptitomnost. Tyto ptipravky maji obecné nizky celkovy pocet zarodkd. Druha metoda je
semikvantitativnim stanovenim Clostridium perfringens a je urCena pro piipravky, kde mnozstvi
tohoto druhu je kritériem jejich kvality.

1. Zkouska na klostridie. ZkouSeny ptipravek se zpracuje tak, jak je uvedeno v ¢asti 2.6.12.
Ptipravi se dvé stejné davky odpovidajici 1 g nebo 1 ml zkouseného ptipravku. Jedna se zahtiva
na 80 °C po dobu 10 min a potom se rychle ochladi. Po protfepani se z ni naockuje 10 ml do zku-
mavky (38 mm x 200 mm) nebo do jiné vhodné nadoby obsahujici 100 ml Zivné pidy P. Druha
davka se nezahtiva a naockuje se stejnym zptisobem do druhé zkumavky. Obé zkumavky se inku-
buji za anaerobnich podminek 48 h pti 35 °C az 37 °C. Po inkubaci se ob¢ zkumavky vyockuji na
zivnou pudu Q, do niz byl pfidan gentamicin, a inkubuji se opét 48 h pii 35 °C az 37 °C. Piipravek
vyhovuje, jestliZze neni pozorovan rist mikroorganismi.

Je-1li pozorovan rist, pieockuje se kazda odlisna kolonie na zivnou ptidu Q bez gentamicinu a
inkubuje se za aerobnich a anaerobnich podminek. Dojde-li jenom k anaerobnimu riistu grampozi-
tivnich ty¢inek (s endosporami nebo bez nich) s negativni katalasovou reakci, indikuje to pfitom-
nost rodu Clostridium. Je-1i to nutné, porovna se rust kolonii na obou plotnach a pouzije se katala-
sova zkouska k vylouceni aerobnich a fakultativné anaerobnich druhti rodu Bacillus, které davaji
pozitivni katalasovou reakci. Tato zkouska miize byt provedena na rozliSeni stejnych kolonii na
agaroveé pude nebo nepiimo po pieneseni kolonie na podlozni sklicko ptidanim kapky peroxidu
vodiku ziedeného RS. Tvorba bublinek plynu indikuje pozitivni katalasovou reakei.

2. Stanoveni poctu Clostridium perfringens. ZkouSeny pripravek se zpracuje tak, jak je popsano
v Casti 2.6.12, a ptipravi se jesté stonasobné a tisicindsobné zfedéni v tlumivém roztoku chloridu
sodného s peptonem o pH 7,0.

Stanovi se nejpravdépodobnéjsi pocet mikrobii tak, jak je popsano pii stanoveni celkového poctu
zivych aerobnich mikrobti (2.6.12). Pienese se vzdy 1 ml zhomogenizovaného roztok do zkumavky
(16 mm x 160 mm) nebo jiné vhodné nadoby obsahujici 9 ml zivné piidy R a malou Durhamovu
zkumavku. Opatrné se promicha a inkubuje pti (45 = 0,5) °C po dobu 24 h az 48 h.

Zkumavky, které z€ernaji od sirniku Zelezitého a v nichZ je Durhamova zkumavka naplnéna
plynem nejméné v jedné deseting objemu, indikuji piitomnost CI. perfringens. Nejpravdépodobnéjsi
pocet CI. perfringens se odecte z tabulky 2.6.12-1.

Ke kontrole se pouZiji tyto kmeny:

pro 1. metodu Clostridium sporogenes, napt. ~ ATCC 19404 (NCTC 532, CIP 79.03, CCM 4409,
CNCTC C1 66/79);

pro 2. metodu Clostridium perfringens, napt.  ATCC 13124 (NCIB a NCTC 6125, CIP 103.409,
CCM 4435, CNCTC C1 68/83).
Je-li to nutné, pouzije se Cl. sporogenes ke kontrole selektivity a anaerobnich podminek.

2.6.14Bakterialni endotoxiny

Ve zkouSce na bakterialni endotoxiny (LAL-test) se pouziva lyzat z amébocytl ostrorepa,
Limulus polyphemus. Po ptidani roztoku s obsahem endotoxinti k roztoku lyzatu vznika ve smési
zakal, srazenina nebo gel. Rychlost reakce zavisi na koncentraci endotoxinu, hodnoté pH a teplot¢.
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K reakei je nutna pritomnost nékterych dvojmocnych iontt, pro-enzymatického srazeciho komplexu
a srazlivého proteinu, které jsou obsazeny v lyzatu.

V ¢lancich jsou uvedeny pozadavky na obsah bakterialnich endotoxinti jako limitni koncentrace
endotoxinu; ptipravek vyhovuje zkousSce, jestlize ma nejvyse limitni koncentraci endotoxinu. Splné-
ni tohoto pozadavku miize byt ale dolozeno jeding ditkazem, Ze koncentrace endotoxinu v pfipravku
je niz8i nez limitni koncentrace endotoxinu. Zkouska se provadi zpiisobem, ktery vyluc¢uje mikro-
bialni kontaminaci.

Pred provedenim zkousky na endotoxiny se u zkouSeného vzorku ovefi:

- zda pouzité zafizeni neadsorpuje endotoxiny;
- citlivost lyzatu (A);
- nepfitomnost interferujicich faktort.

Je-li tfeba, ocisti se laboratorni zafizeni od endotoxint.

Ve zkousSce se pouzivaji tato zkoumadla a referencni piipravek.

Referencni pripravek endotoxinu BRP. Je kalibrovan v mezinarodnich jednotkach porovnanim
s mezinarodnim standardem.

Lyzat z amébocytit limula. Lyzat se rozpusti podle navodu. U kazdé Sarze se ovéri deklarovana
citlivost (1), jak je pifedepsano v ¢asti Citlivost lyzatu.
kach zkousky ke vzniku pevného gelu, a vyjadiuje se poctem endotoxinovych jednotek v mililitru.

Voda pro LAL. Voda ma pozadovanou jakost, jestlize v podminkach predepsanych pro zkousku
na endotoxin ve zkouSeném piipravku déava negativni vysledek. Je mozno ji pfipravit trojndsobnou
destilaci vody na pfistroji vybaveném ucinnym zatizenim, které zabranuje hromadéni kapek, nebo
jinymi prostfedky davajicimi vodu pozadované jakosti.

Kyselina chlorovodikova pro LAL 0,1 mol/l RS a hydroxid sodny pro LAL 0,1 mol/l RS. Ptipra-
vuji se z kyseliny chlorovodikové R a hydroxidu sodného R a vody pro LAL. Ob¢ latky jsou vhodné
pro zkousku, jestlize po Gpravé pH na 6,5 az 7,5 davaji v podminkach zkousky negativni vysledek.
FPostup zkousky

Fokud neni stanoveno jinak, provadi se priprava roztokii pro zkousku a jejich Fedeéni vodou pro
LAL.

Je-li tieba, upravi se pH zkouSeného roztoku kyselinou chlorovodikovou pro LAL 0,1 mol/l KS,
hydroxidem sodnym pro LAL 0,1 mol/l RS nebo vhodnym tlumivym roztokem na hodnotu 6,5 - 7,5.
Odpovidajici objem lyzatu se nakape na vhodny povrch (napt. podlozni sklo nebo zkumavka)
predmétit vyhtatych na teplotu (37 = 1) °C. V dostatecné dlouhych intervalech umoziujicich
odecteni jednotlivych vysledkt se k jednotlivym lyzatim ptida stejny objem zkouseného roztoku
a ihned se opatrné smicha s lyzatem. Reakéni smés se za vylouceni vibraci a odpatfovani vody
inkubuje po konstantni dobu, ktera byla zjisténa experimentalné (obvykle 20 min az 60 min) a poté
se odectou vysledky. Jako pozitivni se hodnoti tvorba pevného gelu, ktery se nerozpadne pti
opatrném otoc¢eni nadoby. Vysledek je negativni, jestlize se takovy gel nevytvofi.

Citlivost lyzatu. Ptipravi se nejméné Ctyfti sériova dvojnasobna fedéni referencniho pripravku
endotoxinu BRP tak, aby v jednotlivych fedénich byla dosazena koncentrace 2 A, A, 0,51 a 0,25 A,
kde A je deklarovana citlivost pouZzitého lyzatu. Alespon v poslednim fedéni kazdé série musi byt
negativni vysledek. Zkousi se fedéni a negativni kontrolni roztok, kterym je voda pro LAL,
endotoxinu v kazdé¢ sérii fedéni, u které doslo k pozitivni reakci. Antilogaritmus tohoto priméru
vyjadiuje citlivost lyzatu. Pokud se jeji hodnota neliSi o vice nez o dvojnasobek od hodnoty
deklarované, je citlivost oveéfena a pouziva se ve vSech zkouskach provadénych s timto lyzatem.
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Interferujici faktory. Postupuje se stejné, jak je popsano v ¢asti Citlivost lyzatu, ale pfipravi se
tedéni referencniho pripravku endotoxinu ERP v neoSetfenych vzorcich zkouseného ptipravku
neobsahujicich uz zjistitelny endotoxin. Tyto vzorky se pouziji v nejvy$sim ucinném fedéni
(MVD), které se vypocita ze vzorce:

MVD = limitmi koncentrace endotoxinu

citlivost lyzatu

Ob¢ hodnoty jsou vyjadieny v mezinarodnich jednotkach endotoxinu na mililitr.

Jestlize je limitni koncentrace endotoxinu v jednotlivém lékopisném clanku uvedena v mezi-
narodnich jednotkach endotoxinu v mililitru pfipravku nebo v mezinarodni jednotce piipravku,
vynasobi se limit endotoxinu koncentraci ptipravku v zkouseném roztoku (v miligramech na ml
nebo v mezinarodnich jednotkach zkouseného ptfipravku na mililitr), aby se ziskala limitni
koncentrace endotoxinu v mezinarodnich jednotkach endotoxinu v mililitru zkouseného piipravku.
Vyse popsany postup nasobeni se pouzije u roztokll pripravenych rozpusténim podle navodu
uvedeného na §titku.

Jestlize se citlivost lyzatu stanovena v piitomnosti zkouseného piipravku nelisi vice nez dvojna-
sobné od citlivosti stanovené bez pfitomnosti zkouseného pripravku, pak ptipravek neobsahuje fak-
tory, které interferuji v experimentalnich podminkach, a mize se zkouset bez dalsich uprav. Jinak
se u ptipravk, které zpiisobuji inhibici nebo aktivaci, musi interferujici faktory odstranit vhodnym
zpusobem, jako je fedéni, filtrace, neutralizace, dialyza nebo pridani latek schopnych uvolnit adsor-
pované endotoxiny. Pouziti citlivéjSiho lyzatu umoziuje vyssi fedéni zkouSeného ptipravku a
usnadniuje tak odstranéni interference.

Ultrafiltraci je mozno pouzit tehdy, jestlize interferujici faktory prochazeji filtrem s nominalnim
separa¢nim limitem odpovidajicim relativni molekulové hmotnosti 10 000 az 20 000. Je mozno
pouzit asymetrické membranové filtry z triacetatcelulosy, které se vSak musi prezkouSet na
pritomnost slozek zptisobujicich falesné pozitivni vysledky. Latky zachycené na filtru, které
obsahuji endotoxin, se oplachnou vodou pro LAL nebo vhodnym tlumivym roztokem. ZkouSeny
objem a kone¢ny objem pro zpétné uvolnéni endotoxinu jsou presné stanoveny pro kazdy zkouseny
pripravek.

Pro ovéfeni, ze zvoleny zptisob G¢inné odstratiuje interferenci a pfitom neodstraiiuje endotoxiny,
se zkouska na interferujici vlivy opakuje s pripravkem, ke kterému se piida referencni pripravek
endotoxinu BRF, a pouZije se jeden ze zpusobll na odstranéni interferujicich faktord.

Stanoveni endotoxinu ve zkouSeném vzorku. Pracuje se ve dvojicich, jak je popsano v Casti
Postup zkousky, pfi pouziti maximalniho u¢inného fedéni zkouseného pripravku, ktery byl jesté po-
droben nékterému ze zptisobt odstranéni interferujicich faktor(. Zaroven se zkousi negativni kon-
trola slozend z vody pro LAL a dvé pozitivni kontroly, které obsahuji referencni pripravek endotoxi-
nu BRP v koncentraci odpovidajici dvojnasobku uvedené citlivosti lyzatu a z toho jedna obsahuje
zkouseny piipravek (podrobeny, je-li tfeba, postupu k odstranéni interferujicich faktorti po pridani
referen¢niho endotoxinu) v koncentraci pouzité ve zkousce. Zkousku 1ze hodnotit pouze v ptipade,
jestlize negativni a ob¢ pozitivni kontroly davaji odpovidajici vysledek.

Zkouseny piipravek vyhovuje, jestlize obé zkouSené smési davaji negativni vysledek. ZkouSeny
ptipravek nevyhovuje zkousce, jestlize obé zkouSené smési davaji pozitivni vysledek. Jestlize je
pozitivni vysledek pouze v jedné zkousené smési a ve druhé negativni, zkouska se opakuje: zkouse-
ny pripravek vyhovuje, jestlize v obou zkousenych smésich je zjistén negativni vysledek.

Nasledujici ¢ast je uvedena pro informaci a jako navod; netvori zavaznou soucast lékopisu.



Castka 1 Sbirka zakont ¢. 1 / 1998 Strana 165

Biologické zkousky 165

Zkouska na bakterialni endotoxin: smérnice

1. Uvod

Endotoxiny pochazejici z gramnegativnich bakterii jsou nejcastéjsi pticinou toxickych reakci
prisuzovanych kontaminaci farmaceutickych ptipravki pyrogennimi latkami: pyrogenni u¢innost
endotoxini je mnohem vysS§i nez uCinnost jinych pyrogennich latek. Endotoxiny jsou
lipopolysacharidy. Ac¢koli mnozstvi pyrogennich latek s odliSnou strukturou je malé, obecné plati,
Ze nepiitomnost bakteridlnich endotoxinti v pfipravku je znamkou absence pyrogennich slozek za
predpokladu, ze 1ze vyloucit pfitomnost neendotoxinovych pyrogennich latek.

Piitomnost endotoxinu v pfipravku muize byt zakryta faktory interferujicimi s reakci mezi
amébocytarnim lyzatem a endotoxiny. Proto analytik, chce-li nahradit zkousku na pyrogenni latky
na kralicich, ktera je pozadovana lékopisnym clankem, zkouSkou na endotoxin, prokaze, ze
ptipravek Ize zkouset validovanym zptsobem, ktery mize obsahovat postup na odstranéni interfe-
rujicich faktora.

Jak je uvedeno ve zkousce na bakterialni endotoxiny, je tfeba mit dostatecné informace o nasle-
dujicich aspektech diive, nez bude zkouska se vzorkem uznana za validovanou:

1.1 Prokaze se vhodnost materialti ke zkousce. Ma se prokazat neptitomnost endotoxinu ve vod ¢
pro LAL a v ostatnich zkoumadlech a ma se ovéfit citlivost lyzatu deklarovana vyrobcem.

1.2 Protoze zkouseny piipravek miize ve zkousce interferovat, prezkousi se citlivost lyzatu v ne-
pritomnosti i v pritomnosti zkouseného ptipravku. Mezi obéma hodnotami citlivosti se nezjisti
signifikantni rozdil.

Zkouska na bakterialni endotoxin uvadi téz zpisob odstranéni interferujicich faktort; v ptipadé
interference se provede dalsi zkouska, aby se ovétilo, zda pouzitd metoda skutecné neutralizovala
nebo odstranila interferenci.

Jestlize zkouSeny vzorek nevyhovuje zkouSce, je mozno zkousku opakovat. Ztejmé nevyhovéni
piipravku pozadavkim zkousky muize byt zptisobeno chybou v jeho piipraveé nebo fedéni nebo
jinou nahodnou laboratorni kontaminaci.

V této Casti jsou vysvétleny diivody pro pozadavky obsazené ve zkousce na bakterialni endoto-
xiny a potom je pojednano o odecitani a interpretaci vysledka.

Nahrazeni 1€ékopisné zkousky na pyrogenni latky provadéné na kralicich LAL-testem v podstaté
predstavuje pouziti alternativni metody analyzy, a vyZaduje proto validaci. Nékteré pokyny k jejimu
provedeni jsou uvedeny v této Casti.

Pouziti kvantitativni metody pro stanoveni koncentrace endotoxinu misto limitni zkousky rovnéz
vyzaduje validaci, coz bude diskutovano dale.

Ackoli ve zkouSce na bakteridlni endotoxiny je urcen jako zdroj lyzatu druh Limulus polyphe-
mus, je mozno aktivni lyzat téz ziskat z blizce piibuznych druhd, jako je rod Tachypleus. Vyraz
"amébocytarni lyzat" se v textu pouziva pro oznaceni validovaného amébocytarniho lyzatu bez
ohledu na jeho biologicky ptivod.

2. Metoda

Ackoliv pridani endotoxinu k roztoku amébocytarniho lyzatu mize vést ke vzniku zakalu,
srazeniny nebo gelu, 1ékopisna zkouska pouziva ke zjisténi limitu pouze gelovou metodu. Dtivod
je z¢asti historicky, z€asti je dan jednoduchosti rozhodnuti, zda zkouseny ptipravek vyhovuje nebo
nevyhovuje na zakladé vzniku nebo nepfitomnosti gelu. Kvantitativni metody zaloZené na stupni
zakalu nebo koncentraci barviva uvolnéného z chromogenniho peptidu se pro zkousku kvality mo-
hou upravit po validaci, coz bude diskutovano dale.
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Endotoxiny se mohou adsorpovat na povrch zkumavek nebo pipet z uréitych plastii nebo typt
skla. Uvolnéni latek z plastickych material miiZze vyvolat interferenci. Proto se maji pouzivané
materialy kontrolovat; slozeni nasledujicich Sarzi zkumavek nebo pipet se mohou mirné lisit, a pro-
to se doporucuje, aby laboratorni pracovnik opakoval takové zkouSeni u kazdé nové Sarze
materialt.

Zatimco vysledky zkousky na pyrogenni latky na kralicich jsou zavislé na davce pyrogenu,
vysledky zkouSky na bakterialni endotoxiny zavisi na koncentraci endotoxinu ve smési. Rozhodnuti
pouzit zkousku na bakteridlni endotoxin jako limitni zkousku je dano tim, ze za prvé musi byt defi-
novana prahové koncentrace endotoxinu pro zkousSeny piipravek a za druhé analytik provadéjici
zkousku ma védet, kdy je koncentrace endotoxinu v pfipravku pod nebo nad hranici této prahové
hodnoty, a nikoliv zda koncentrace endotoxinu v produktu bude v jednotkach endotoxinu na objem,
hmotnost nebo davku.

Pti stanovovani prahové koncentrace endotoxinu u zkouseného piipravku je nutno brat zietel
na lidskou davku ptipravku, s cilem mit jistotu, ze pokud je koncentrace endotoxinu v ptipravku
pod prahovou hodnotou, pak vysledna maximalni davka podana odpovidajicim zptisobem za hodinu
neobsahuje dostatecné mnozstvi endotoxinu k rozvoji toxické reakce.

Jestlize je koncentrace endotoxinu v piipravku presn¢ rovna prahové hodnoté, dojde ke vzniku
gelu jako v ptipadé, kdy je koncentrace endotoxinu mnohem vyssi a piipravek nevyhovi zkousce,
protoze nelze rozlisit mezi koncentraci presné se rovnajici prahové koncentraci a mezi koncentraci
vyssi. Pouze v piipadé€, kdy nedojde ke vzniku gelu, mize analytik rozhodnout, Ze koncentrace
endotoxinu neptesahla koncentraci prahovou.

U pevnych pripravkil je tieba prahovou koncentraci endotoxinu na jednotku hmotnosti nebo
mezinarodni jednotku piipravku prevést na koncentraci endotoxinu v mililitru zkouseného roztoku,
nebot’ zkousku lze provadét pouze u roztoki. Pripravky, které existuji pouze v tekutém stavu, jako
jsou infuzni roztoky, budou probrany pozd¢;ji.

Stanoveni prahové koncentrace endotoxinu v mezinarodnich jednotkach endotoxinu v jednotce
ptipravku (jednotka hmotnosti nebo mezinarodni jednotka) vyzaduje definovat:

M - maximalni davka ptipravku pro dospé€lé vyjadrend v jednotkach hmotnosti nebo mezindrod-
nich jednotkéach na kilogram t€lesné hmotnosti za hodinu. Pfi stanovovani maximalni ddvky
pro dospélé ma byt pouzita hmotnost 70 kg pro dospélou osobu. Détska davka na kilogram
hmotnosti za hodinu ma byt pouzita jen v ptipadé, je-li vySsi nez odpovidajici davka pro
dospélé;

K - maximalni ddvka endotoxinu v mezinarodnich jednotkach endotoxinu na kilogram télesné
hmotnosti za hodinu, kterou miize pacient dostat pfedepsanym zplisobem bez nevhodnych
ucinkd (tabulka 2.6.14-1).

Predpokladejme ke zkouSeni roztok obsahujici ¢ mg (nebo mezinarodnich jednotek) ptipravku
v mililitru. Potom objem M/c ml je objem obsahujici maximalni davku M. Jestlize tento objem
obsahuje K mezinarodnich jednotek endotoxinu, bude vysledek zkousky pozitivni.

Proto limitni koncentrace endotoxinu (ELC) v mezinarodnich jednotkach endotoxinu na mililitr,
jez je shodna s prahovou koncentraci endotoxinu v miligramu nebo v mezinarodni jednotce
pripravku v pevném stavu, je rovna:

gLc - K-¢

K - nejvyssi prijatelna davka endotoxinu v mezinarodnich jednotkach na kilogram hmotnosti za
hodinu,

¢ - koncentrace roztoku v miligramech nebo mezinarodnich jednotkach ptipravku na mililitr,

M - maximalni davka ptipravku v miligramech nebo mezinarodnich jednotkéch na kilogram hmot-
nosti za hodinu.
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U pripravki, které jsou jiz v tekuté forme, se vyjadii maximalni davka pro dospélého na
kilogram hmotnosti za hodinu v mililitrech. VySe uvedené vyjadieni maximalni limitni koncentrace
endotoxinu plati téz pro pripravky, u nichz je uvedena maximalni davka v mililitrech na kilogram
hmotnosti za hodinu nahrazenim M a ¢ hodnotou jedna.

Prahova koncentrace endotoxinu byla v minulosti definovana jako maximalni limitni
koncentrace endotoxinu (MAEC). Avsak prakticky piipravek obsahujici mnozstvi endotoxinu, které
se rovna piesn¢ MAEC, by nevyhovél zkousce stejné jako ptipravek obsahujici endotoxinu vice.
Jediny zptisob, jak se presvédcit, ze MAEC v piipravku nebyla ptfekrocena, je prokdzat, ze
termin limitni koncentrace endotoxinu (ELC) jako koncentraci endotoxinu, ktera nesmi byt
dosazena.

Limitni koncentrace endotoxinu zavisi na druhu ptipravku a jeho pouziti a je uvedena v jed-
notlivych ¢lancich, do nichz je tfeba nahlédnout. Hodnoty K jsou uvedeny v tabulce 2.6.14-1.

Tab. 2.6.14-1
Zamys$leny zptisob podani K v mezinarodnich jednotkach endotoxinu na kilogram
télesné hmotnosti za hodinu
intravenozni 5,0
intravendzni pro radiofarmaka 2,5
intratékalni 0,2

Hodnota ELC ve vyluhu jednordzovych pomiicek nebo zdravotnickych prostfedkd urcenych
k implantaci zavisi nejen na hodnoté K a M, ale t€Z na piipravé vyluhu. Pro patfi¢nou informaci je
tfeba prohlédnout specificky ¢lanek.

Které fedéni pripravku se ma pouzit ve zkousce, aby byla naprosta jistota, Ze negativni vysledek
zkousky znamena, Ze koncentrace endotoxinu v pripravku je niz§i nez ELC a Ze pozitivni vysledek
znamena, ze lyzat detekoval alesponn ELC? Toto fedéni zavisi na ELC a na citlivosti lyzatu:
oznacuje se jako maximalni platné fedéni (MVD) a tato hodnota se miize vypocitat ze vzorce.

ELC _ K.c

MVD = ,
i M.

v némz znaci:
A - uvedenou citlivost lyzatu v mezinarodnich jednotach endotoxinu na mililitr.

Jestlize hodnota maximalniho platného fedéni neni celym ¢islem, pak je mozno pro rutinni tcel
zvolit odpovidajici celé ¢islo nizsi, nez je MVD (¢imZ je minéna hodnota fedéni roztoku ptipravku
niz$i, nez je udana hodnota MVD). V tomto ptipadé negativni vysledek zkousky ukazuje, ze
koncentrace endotoxinu v piipravku se nachazi pod hladinou limitni hodnoty. Je-li vsSak
koncentrace endotoxinu v ptipravku v takovéto zkousce nizsi nez ELC, ale dostate¢né vysoka k
tomu, aby pii reakci s lyzatem doSlo k tvorbé gelu, mize byt zkouska hodnocena za téchto
podminek jako pozitivni. Tudiz, je-li zkouska s timto "vhodnym" fedicim faktorem pozitivni, je
nutno piipravek fedit na MVD a zkousku opakovat. V jakémkoli pfipadé pochybnosti nebo sporu
musi byt pouzito MVD.

To zduraznuje dilezitost potvrzeni citlivosti lyzatu.

Piiklad

Zkousi se roztok sodné soli fenytoinu obsahujici 50 mg/ml (zamysleny pro intraven6zni podani).

Stanovi se MVD za pouziti nasledujicich proménnych:

M - maximalni lidska davka = 15 mg na kilogram hmotnosti za hodinu,
¢ - 50 mg/ml,
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K - mnozstvi endotoxinu na kilogram za hodinu v mezinarodnich jednotkach,
A - 0,4 mj. endotoxinu na mililitr.
Resent:

ELC _5.50 1
15 04

MVD = = 41,67

Pro rutinni zkouseni tohoto pfipravku je vhodné fedit 1 ml roztoku ke zkousce na 20 ml (MVD/2
zaokrouhleno na nejbliz§i mensi celé ¢islo). Je-1i vSak zkouska pozitivni, bude analytik muset fedit
1 ml na 41,67 ml a opakovat zkousku. Redéni na 41,67 ml je rovnéZ nutné, jestlize se zkousenim
ma vyrtesit sporny vysledek.

3. Referen¢ni material

Referencni pripravek endotoxinu BRF je urCen pro pouziti jako porovnavaci ptipravek. Byl
prezkousen proti mezinarodnimu standardu endotoxinu a jeho uc¢innost je vyjadiena v mezinarod-
nich jednotkach endotoxinu v mililitru. Mezinarodni jednotka endotoxinu je definovana jako
specifickd G¢innost obsazend v definovaném mnozstvi mezinarodniho standardu.

Pro rutinni ucely je mozno pouzit jiny pfipravek endotoxinu, jestlize byl pfezkousen proti
mezinarodnimu standardu endotoxinu nebo endotoxinu BRP, a jeho ucinnost je vyjadiena v mezi-
narodnich jednotkach endotoxinu.

Jedna ampule referen¢niho pripravku obvykle obsahuje vétsi mnozstvi, neZ je mnoZstvi pottebné
pro jednu zkousku, a analytik potiebuje védeét, jak dlouho lze obsah oteviené ampule pouZzivat. Po-
kles u¢innosti nebyl pozorovan v ampulich, které byly otevieny v laminarnim boxu, uzavieny vhod-
nym materidlem a dva tydny skladovany pii +4 °C. Analytik samoziejme musi urcit i€¢innost tako-
véto ampule pfi rutinnim laboratornim rezimu, je-li odkazan na prodlouZené pouzivani oteviené
ampule.

4. Voda pro LAL

Zkouseni na neptitomnost endotoxinu v této latce zkouskou na pyrogenni latky na kraliku bylo
vylouceno z praktickych a teoretickych divodi:
- krélik neni dostatecné citlivy, aby mohl detekovat endotoxin ve vodé pro LAL, urcené ke
zkouseni piipravkd s velice nizkou limitni koncentraci endotoxinu;
- relativné nizka presnost teplotni odpovédi u kralika vede k opakovani na mnoha kralicich;
- terminy "pyrogenni latky" a "endotoxiny" oznacuji skupiny latek, které nejsou zcela totozné.
Text zkousky na bakterialni endotoxin ukazuje, Ze i jind metoda, neZ je trojnasobna destilace,
se muze pouzit k ptipravé vody LAL. Reverzni osméza byla pouZita s dobrym vysledkem; nékteti
analytici mohou davat pfednost vod¢ destilované vice nez trikrat. V kazdém piipad€ pouzitd metoda
musi zarucit, Ze vysledny produkt je prost zjistitelného endotoxinu.

5. Hodnota pH smési

Ve zkousce na bakterialni endotoxin dochazi ke vzniku gelu nejvhodnéji pii pH 6,0 az 7,5. Pti
ptidani lyzatu ke vzorku miZze vSak dojit k poklesu pH. Proto, aby byla jistota, Ze pH smési neni
niz8i nez 6,0, ma se analytik pfesveédcit o tom, ze hodnota pH zkouSeného vzorku neni nizs$i nez
6,5.
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6. Validace lyzatu pro pouziti v limitni gelové metodé

Pti pripravé roztoku lyzatu je dilezité se ridit navodem vyrobce.

Pozitivni fedici faktory se pfevedou na logaritmy. Divodem toho graficky znazornéné rozlozeni
Cetnosti té€chto logaritmickych hodnot dava obvykle normalni distribuéni kfivku mnohem vyrovna-
néjsi, nez je distribuéni rozlozeni fedicich faktord jako takovych; v podstaté jde o tak podobné hod-
noty, ze je piijatelné pouZzit normalni frekvenéni distribuci jako matematicky model a stanovit inter-
val spolehlivosti Studentovym #-testem.

7. Piedbézna zkouska na interferujici faktory

Nekteré pripravky nelze pfimo zkouset na pfitomnost endotoxinu, protoze je nelze smichat se
zkoumadly, nelze u nich upravit hodnotu pH v rozmezi 6,5 az 7,5 nebo inhibuji nebo aktivuji
tvorbu gelu. Proto je nutno provést predbéznou zkousku na zjisténi pfitomnosti interferujicich
faktorQ: jsou-li nalezeny, pak analytik prokaze, ze postup pouzity k jejich odstranéni byl dostatecné
ucinny.

Predmétem predbézného zkouseni je nulova hypotéza, Ze citlivost lyzatu v pfitomnosti zkousSe-
ného piipravku se signifikantn€ nelisi od citlivosti lyzatu bez pfitomnosti vzorku. Jednoduché krité-
rium je pouZito v obecné metodé: nulovou hypotézu Ize ptijmout, jestlize citlivost lyzatu v pritom-
nosti zkouseného vzorku je nejméné polovina a nejvyse dvojnasobek citlivosti lyzatu samotného.

Klasickym zptsobem se stanovi primérné hodnoty logaritma fedicich faktord lyzatu pro citli-
vost s piipravkem a bez ného a vypocita se rozdil mezi obéma primérnymi hodnotami Studento-
vym t-testem.

8. Odstranéni interferujicich faktori

Postup k odstranéni interference nesmi ani zvySovat ani snizovat mnoZzstvi endotoxinu ve
zkouseném piipravku (napt. nesmi dojit ke snizeni vlivem adsorpce). Spravny zplsob jak toto ové-
fit je, Ze se do zkousky zatradi vzorek ptipravku, ke kterému se pfida znamé mnozstvi endotoxinu,
a poté se méfi zpétné koncentrace endotoxinu.

Ukazalo se, ze v mnoha ptipadech je dostate¢né Gcinna ultrafiltrace ptipravku na asymetrickych
membranovych celuloso-triacetatovych filtrech. Filtry maji byt patfiéné validovany, protoZe v né-
kterych piipadech mohou derivaty celulosy (B-D-glykany) zptisobovat fale$né pozitivni vysledky.
uzivatelé pfi jejich pouziti ziskali faleSné pozitivni vysledky.

9. Poslani kontrol

Ucelem kontroly vody pro LAL a referenéniho piipravku endotoxinu ve dvojnasobné koncentra-
ci, nez je vyznacend citlivost lyzatu, je ovéfit aktualni citlivost lyzatu v podminkach zkousky. Uce-
lem negativni kontroly je ovéfit neptitomnost métitelné koncentrace endotoxinu ve vodé pro LAL.

Druha pozitivni kontrola, ktera obsahuje zkouseny ptipravek v koncentraci pouzité ve zkousce,
je zafazena proto, aby byla prokdzana neptitomnost interferujicich faktorti v priibéhu a v podmin-
kach provadéné zkousky.

10. Hodnoceni a interpretace vysledkii

Jak je uvedeno v ivodnim odstavci textu, zkouska s lyzdtem z amébocyti se pouziva jako limit-
ni test a stanoveni limitu zavisi na popsanych faktorech. Nepatrné mnozstvi endotoxinu ve vod¢
pro LAL nebo v n¢kterém jiném zkoumadle nebo materialu, jemuz je vystaven lyzat pti zkousce,
nemusi byt zjisténo, pokud nedoséhne limitu citlivosti lyzatu. Mize v8ak zvySovat mnozstvi endo-
toxinu v roztoku se zkousenym piipravkem prave na hranici hodnoty citlivosti lyzatu a zptisobovat
pozitivni reakci.
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Riziko tohoto ptipadu Ize snizit prezkousenim vody pro LAL a ostatnich zkoumadel a materiald
s co nejcitlivéjsim lyzatem, ktery je dostupny, nebo s takovym, ktery je mnohem citlivéjsi, nez je
lyzat pouzity pro zkousSeny ptipravek. Ani takto nelze zcela vyloucit riziko faleSn€ pozitivniho
vysledku. Tento postup by mél byt zarazen, aby byla zajisténa bezpecna interpretace vysledkt opro-
ti pripadu falesné negativniho testu, ktery miize vést k propusténi nevyhovujiciho piipravku ohrozu-
jiciho zdravi pacienta.

11. Nahrada zkousky na pyrogenni latky na kralicich predepsané v 1ékopisném clanku

O pouziti zkousky s lyzatem z amébocytii 1ze uvazovat i u I1ékopisného ptipravku, pro ktery je
predepsana zkouska na pyrogenni latky na kréalicich. Obecné stanovisko k pouziti alternativni meto-
dy namisto lékopisné je uvedeno v Obecnych zasadach (7.2).

"Popsané zkousky na Cistotu a stanoveni jsou oficialni metody, na nichz je zaloZena standardnost
lékopisu. Se souhlasem pfislusné autority 1ze pfi kontrole pouzit alternativni analytické metody za
predpokladu, Ze uzitymi metodami se dosahne shodného vysledku jako s ustanovenimi v ¢lanku,
jestliZze by byla pouzita oficialni metoda. V pripadé pochybnosti nebo sporného vysledku je 1¢kopis-
na metoda jako jedina rozhodujici".

Jako smérnice jsou doporuceny nasledujici postupy:

11.1 Postupy, materialy a zkoumadla pouZivané ve zkousSce s lyzatem z amébocytti maji byt valido-
vany, jak je popsano ve zkousce na bakterialni endotoxiny.

11.2 Ptitomnost interferujicich faktort (a je-li to tieba, postupy k jejich odstranéni) se provéii na
vzorkach nejméné ze tfi vyrobnich Sarzi.

11.3 Jestlize jsou dostupné vzorky z vyrobni Sarze, které ve zkousce na pyrogenni latky na kralicich
byly pozitivni, mély by se také ptezkouset na bakteriadlni endotoxiny. Nejsou-li tyto vzorky
dostupné, pak je rozhodujici zkouska na pyrogenni latky a zkousSka na bakterialni endotoxiny
je zbytecna.

12. Validace zkouSky pro nové pripravky

Postup uvedeny v ¢asti 11.1 a 11.2 se pouzije u vSech novych piipravki pro parenteralni podani,
které se maji zkouset na pfitomnost bakterialnich endotoxinti podle pozadavki l1€kopisu.

13. Nové pripravky ovliviiujici télni teplotu

Jestlize se u nového ptipravku béhem jeho vyvoje ukédze, Ze by mohl ovliviiovat télni teplotu,
je mozno pouzit zkousku na bakterialni endotoxiny k diikazu jejich neptitomnosti. V tomto piipade
se postupuje, jak je uvedeno v ¢asti 11.1 a 11.2. Avsak jsou-li patrny znamky kontaminace pfiprav-

ku neendotoxinovymi pyrogennimi latkami, je nutno ziskat podklady z mnohem rozsahlejsiho
zkouSeni.

14. Kvantitativni stanoveni endotoxinu

Stavajici text zkousky na bakterialni endotoxiny se zabyva podminkami pro limitni zkousku

s tvorbou gelu jako krajnim bodem. Kvantitativni stanoveni endotoxinu zalozené na vzniku zakalu

nebo na §tépeni chromogenniho peptidu komplexem endotoxin-lyzat jsou jiz dnes dostupna i pro

rutinni zkouseni. Rozeznavaji se ¢tyfi metody na kvantitativni stanoveni:

1. Zdkalova metoda stanoveni v kone¢ném bodé: zakal ve vzorku se méti po dosazeni vrcholu;

2. Kineticka zakalova metoda: méti se rychlost vyvoje zakalu;

3. Chromogenni peptidova metoda stanoveni v konecném bodé: komplex endotoxin-lyzat §tépi
chromogenni peptid a koncentrace uvolnéného barviva se méfi jako indikator koncentrace endo-
toxinu;

4. Kineticka chromogenni peptidova metoda: méfi se rychlost vzniku zbarveni po rozstépeni chro-
mogenniho peptidu a to je indikatorem koncentrace endotoxinu.
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Ob¢ metody stanoveni v kone¢ném bod¢ se obvykle provadéji s koncentraci lyzatu, ktera je ve
srovnani s koncentraci endotoxinu vyssi. Jako vysledek 1ze povazovat odpovéd’, ktera vyjadiuje
koncentraci endotoxinu jako linedrni funkci s tim, Ze tato koncentrace neptfesdhne horni limit.
Odpovidajicim matematickym modelem je model poméru sklont.

V obou kinetickych metodach je mozno logaritmus reakéniho ¢asu povazovat za linearni funkei
logaritmu koncentrace endotoxinu. Proto je v tomto ptipadé odpovidajicim matematickym modelem
model rovnobéZnosti.

Nyni je limitni gelovy test na bakterialni endotoxin oficialni metodou Iékopisu. Pracovnik, ktery
hodla pouzit n¢kterou ze Ctyt vyse uvedenych kvantitativnich metod, prokaze, ze tato alternativni
metoda splni pozadavky uvedené v tivodu vSeobecné ¢asti (viz ¢ast 11, "Nahrada zkousky na pyro-
genni latky na kralicich predepsané v 1ékopisném ¢lanku).

Nejprve je nutno prokazat, Ze metoda spliiuje pozadavky pro linedrni regresi:

- dostate¢ny sklon,
- nevyznamné odchylky od linearniho pribéhu.

Pro metodu stanoveni v kone¢ném bod¢ je jesté pozadavek, aby se rozdily mezi naméfenymi
hodnotami blizily nule.

Dodatek Statistické analyzy vysledki biologickych zkousek (5.3) obsahuje informace o statistic-
kych postupech, jez se maji pouzit na tyto zkousky.

Je nepravdépodobné, Ze by piesnost kterékoli z kvantitativnich metod byla nizsi, nez je limit pro
gelovou zkousku. Predesla smérnice FDA "Draft guideline on the validation of the Limulus
amoebocyte lysate test" urcuje horni limit 0,3654 v dekadickém logaritmu pro standardni odchylku
pro limitni koncentraci v gelovém testu. Pokud rezidualni chyba kvantitativni metody tento limit
nepiekroci, je nepravdépodobné, Ze presnost bude nedostatecna.

Muze nastat p&t druhti situaci, ve kterych ma analytik prokdzat platnost kvantitativni metody:
1. vzrist teploty zptisobeny novym ptipravkem pfti jeho vyvoji;

2. prikaz, ze pouzita zkoumadla a materialy neobsahuji endotoxin;

3. prikaz, zZe zkouseny pripravek neinterferuje se zkouskou na bakterialni endotoxiny nebo, jestlize
interferuje, Ze kroky pouzité k odstranéni interference jsou dostatecné;

4. validace citlivosti metody;

5. rutinni zkouSeni Sarzi piipravku po predchozich typech zkousky bylo ukonéeno jako uspokojivé.

V prvnim ptipadé¢ je postup popsany v ¢asti 12 "Validace zkousky pro nové pripravky"
a 13 "Nové ptipravky ovlivilyjici t€lni teplotu" pfijatelny. Avsak, jestlize byl limit pro novy
ptipravek validovan v gelovém limitnim testu, pak je nepravdépodobné, Ze kvantitativni me todou
by bylo dosazeno jiného zavéru.

V situacich 2 a 3 je nutno pamatovat na to, Ze ob& metody pouzivajici chromogenni peptid vyza-
duji zkoumadla, kterd se nepouzivaji v gelové limitni zkouSce, a tudiz vyhovuje-li limitni gelova
zkouska pozadavkiim, nelze to vztahnout na chromogenni peptidovou metodu bez dalsiho prezkou-
Seni. Navrhuje se provést zkousku na interferenci nejméné na tfech vyrobnich sarzich zkouseného
ptipravku.

V situaci 4 se doporucuje, aby analytik ovéfil citlivost metody s metodou, kterou hodla pouzit,
a to obzvlast v ptipade, pouzije-li lyzat, ktery nebyl presné vyvinut pro stejny typ kvantitativni
zkousky.

Vsituaci 5 se jedna o podobny piipad uvedeny v casti 12"Validace zkousky pro nové piipravky".
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2.6.15AKktivator prekalikreinu

Fodstata zkousky. Aktivator prekalikreinu aktivuje $tépeni prekalikreinu na kalikrein. Stépi té2
chromofor ze syntetického polypeptidického substratu a rychlost Stépeni je méfitelna
spektrofotometricky. Koncentrace zkouseného piipravku se vypocitd porovnanim s referenénim
ptipravkem kalibrovanym v mezinarodnich jednotkach.

Mezinarodni jednotka je ucinnost obsazena v ur€itém mnoZzstvi mezinarodniho standardu, ktery
pozustava z lyofilizovaného aktivatoru prekalikreinu. Hodnotu G¢innosti mezinarodniho standardu
v mezindrodnich jednotkach vyhlaSuje Svétova zdravotnické organizace.

Friprava substratu prekalikreinu. Krev nebo plazma pro pripravu prekalikreinu miize prijit do
styku pouze s plastem nebo sklem, jehoz povrch je silikonovany, ¢imz se zabrani aktivaci srdzeni.

Devét objemovych dilt lidské krve se smicha s 1 objemovym dilem antikoagulacniho roztoku
(ACD, CPD nebo roztoku citronanu sodného R, 38 g/1), do kterého se piida 1 mg hexadimethri-
niumdibromidu R na 1 ml. Po odstfedéni smési pti 3600 g, po dobu 5 min se oddéli plazma a znovu
se 20 min odstfed’uje pii 6000 g,, aby sedimentovaly desticky. Po odd¢leni se plazma chuda na des-
ticky 20 h dialyzuje proti desetinasobnému objemu tlumivého roztoku A. Dialyzovana plazma se
nanese na chromatografickou kolonu obsahvjici agarosu-DEAE pro vyménnou iontovou chromato-
grafii R. Agarosa se nejprve uvede do rovnovahy s tlumivym roztokem A. Objem nabobtnalého
gelu je dvakrat vétsi nez objem plazmy. Eluce z kolony tlumivym roztokem A probiha rychlosti
20 ml/cm*h. Eluat se shromazd’uje do frakci a zaznamendva se jejich absorbance pii 280 nm
(2.2.25). Spojuji se a zachycuji frakce, které obsahuji bilkovinu zobrazenou na zaznamu jako prvni
pik. Jejich objem je asi 1,2krat vétsi nez objem plazmy chudé na desticky.

Spojeny objem substratu se zkous$i na nepfitomnost aktivity kalikreinu tak, ze se 1 objemovy dil
smicha s 20 objemovymi dily predehtatého roztoku chromogenniho substratu, jenz se pouzije pii
stanoveni, a smés se inkubuje 2 min pti 37 °C. Substrat je vhodny, jestlize vzriist absorbance za
minutu je mens$i nez 0,001. Ke spojenému objemu substratu se piida chlorid sodny R (7 g/1) a fil-
truje se membranovym filtrem (o velikosti porti 0,45 wm). Filtrat se rozd¢€li na Casti, které se daji
zmrznout, a uchovavaji pti -25 °C. Substrat se mize téz lyofilizovat.

Postup od zacatku chromatografie po zmrazeni v rozdélenych ¢astech se provede v priibéhu jed-
noho pracovniho dne.

Fostup zkousky. Stanoveni je vyhodné provadét na automatickém enzymovém analyzatoru pii
37 °C a nastavit objemy, koncentrace substratii a inkubaéni doby tak, aby rychlost reakce probihala
linearné alespoti do 35 m.j./ml. Porovnavaci roztoky, zkousené roztoky a substrat prekalikreinu se,
je-1i to nutné, mohou fedit tlumivym roztokem B.

Ztedéné porovnavaci roztoky nebo zkousené roztoky se 10 min inkubuji se substratem prekali-
kreinu. Je nutné, aby objem nezfedéného vzorku nebyl vyssi nez 1/10 celkového objemu inkubaéni
smési. Tim se vylouci chyby zplisobené zménami iontové sily a pH inkubacni smési. Smés nebo
jeji cast se inkubuje s nejméné stejnym objemem roztoku vhodného syntetického chromogenniho
substratu, o kterém je znamo, Ze je specificky pro kalikrein (napt. N-benzoyl-L-prolyl-L-fenylalanyl-
-L-arginyl-(4-nitrofenyl)amoniumacetat R nebo D-prolyl-L-fenylalanyl-L-arginin-4-nitroanilid
dihyd-rochloridu R), rozpusténého v tlumivém roztoku B. Zapisuje se rychlost zmény absorbance
za minutu po dobu 2 min az 10 min pfi vinové délce specifické pro pouzity substrat. Pro kazdou
smés zkouseného nebo referencniho pfipravku se ptipravi kontrolni tekutina, ktera misto substratu
prekalikreinu obsahuje tlumivy roztok B.

Zjisténé zmeény absorbance za minutu se koriguji odectenim odpovidajici zmény absorbance za
minutu u kontrolni tekutiny. Pro referencni ptipravek se vynese kalibracni kiivka, ktera zobrazuje
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zavislost korigovanych vysledkd zmény absorbance za minutu na koncentracich. Tato kiivka se
pouZije pro stanoveni u¢innosti prekalikreinového aktivatoru ve zkouseném vzorku.

Tlumivy roztok A

trometamol R 6,055 g
chlorid sodny R 1,17 g
hexadimethriniumdibromid R~ 50 mg
azid sodny R 0,100 g

Chemikalie se rozpusti ve vodé R, pH roztoku se upravi kyselinou chlorovodikovou 2 mol/l RS
na 8,0 a ziedi se vodou R na 1000 ml.

Tlumivy roztok B
trometamol R 6,055 ¢g
chlorid sodny R 8,77 g

Chemikalie se rozpusti ve vodeé R, pH roztoku se upravi kyselinou chlorovodikovou 2 mol/l RS
na 8,0 a ziedi se vodou K na 1000 ml.

2.6.16Diikaz cizich antigenii v humannich virovych vakcinach

Pokud tyto zkousky vyzaduji nejprve neutralizaci viru, pouZiji se specifické protilatky, které
nejsou humanniho ani opic¢iho pivodu: jestlize byl virus pomnozen na tkani ptac¢iho pivodu,
nemohou to byt ani protilatky ptaciho ptivodu. K piipravé antiséra se uziva imuniza¢ni antigen pii-
praveny na bunééné kultute z odlisného druhu, nez je kultura uzivana pro ptipravu vakciny, a prosté
cizich agens. Jestlize je pfedepsano pouziti SPF vajec, tato vejce odpovidaji pozadavkiim predepsa-
nym ve stati Chovy kurat prostych specifikovanych patogend, ktera jsou uréena pro vyrobu a kon-
trolu jakosti ockovacich latek (5.2.2).

Virové inokulum

Vzorky inokula se odeberou pii sklizni, a jestlize se ihned nezkouseji, uchovavaji se pii teploté
nizsi nez -40 °C.

Dospelé mysi. Kazdé z nejméné deseti dospélych mysi o hmotnosti 15 g az 20 g se vstiikne
intracerebralné 0,03 ml a intraperitonealné 0,5 ml inokulaé¢niho viru. Mys$i se pozoruji nejméné
21 dni. U v8ech mysi uhynulych po prvnich 24 h, nebo které maji piiznaky nemoci, se provede
pitva, aby se odhalily znamky infekéniho onemocnéni. Postupuje se jednak makroskopickym pozo-
rovanim, jednak preo¢kovanim vhodné tkanové suspenze intracerebralné a intraperitonealné nejmeé-
né dalSim péti dosp€lym mysim, které se pozoruji 21 dni. Inokula¢ni virus vyhovuje, jestlize zadna
mys nevykazuje znamky infekce, jez by se mohly pficist inokulaénimu viru. Zkousku Ize hodnotit,
jestlize dobu pozorovani piezije nejméné 80 % pivodné inokulovanych mysi.

Sajici mysi. Kazdé z nejméné dvaceti mysi mladSich nez 24 h se vstiikne intracerebralné 0,01 ml
a intraperitonealn¢ 0,1 ml inokula¢niho viru. Mysi se pozoruji denné nejméné 14 dni. U vSech mysi
uhynulych po prvnich 24 h, nebo které maji ptiznaky nemoci, se provede pitva, aby se odhalily
znamky infekéniho onemocnéni. Postupuje se jednak makroskopickym pozorovanim, jednak
preoCkovanim vhodné tkanové suspenze intracerebralné a intraperitonealné nejméné dalsim péti
sajicim mySim, které se denné pozoruji 14 dni. Inokulacni virus vyhovuje, jestlize zadna sajici
mys nevykazuje znamky infekce, jez by se mohly pficist inokulaénimu viru. Zkousku lze hodnotit,
jestlize dobu pozorovani prezije nejméné 80 % pivodné inokulovanych sajicich mysi.
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Moréata. Nejméné péti morcatiim o hmotnosti 350 g az 450 g se vstiikne intraperitonealné po
5 ml inokula¢niho viru. Zvitata se sleduji nejméné 42 dni, aby se odhalily vS§echny ptfiznaky nemo-
ci. U vSech zvitat, ktera po prvnich 24 h uhynou nebo ktera maji ptiznaky nemoci, se provede pitva
s makroskopickym vySetfenim; tkané se vySetii mikroskopicky a kultivaéné na ptitomnost infekce.
Zvitata, ktera ptezila dobu pozorovani, se usmrti a vysetfi se stejnym zptisobem. Inokula¢ni virus
vyhovuje, jestlize zddné morce nevykazuje znamky infekce, jez by se mohly pficist inokulaénimu
viru. Zkousku lze hodnotit, jestlize dobu pozorovani prezije nejméné 80 % pivodné inokulovanych
morcat.

Inokulaéni virus a virus sklizeny

Vzorky se odeberou pfi sklizni, a jestlize se ihned nezkouseji, uchovaji se pfi teploté nizsi nez
-40 °C.

EBakteridlni a houbova sterilita. 10 ml vzorku vyhovuje zkousce na sterilitu (2.6.1).

Mykoplazmata (2.6.7). 10 ml vzorku vyhovuje zkousce na mykoplazmata; pokud nebyl pti
vyrob¢ pouzit substrat ptac¢iho ptivodu, provede se pouze zkouska na neaviarni mykoplazmata a
ureaplazmata.

Mykobakterie (2.6.2). 5 ml vzorku se zkousi na ptitomnost Mycobacterium spp. kultivacnimi
metodami uznanymi za citlivé pro detekci téchto organismu.

Zkousky na jina cizi agens na tkanovych kulturdach. Mnozstvi vzorku, jestlize neni pfedepsano
jinak, které odpovida 500 lidskych davek nebo 50 ml vakciny, podle toho, co je vice, se zkousi na
pritomnost cizich agens naockovanim do kultur bun¢k kontinudlni linie opici ledviny a lidskych
bunék. Jestlize virus rostl na lidskych diploidnich buiikéch, neutralizovany sklizeny virus se také
zkousi na oddélené kultute diploidnich bunék. Jestlize byl vakcinacni virus pomnozovan v bunéc-
ném systému jiném nez lidském nebo opicim, naockuji se také buiiky tohoto druhu z oddélené kul-
tury. Tyto buiiky se kultivuji pii (36 £ 1) °C a prohlizeji se 14 dni. Inokula¢ni virus nebo sklizeny
virus vyhovuji, jestlize zadna z bunécnych kultur nevykazuje znamky piitomnosti jakéhokoli ciziho
agens, jez nelze pricist ndhodné kontaminaci. Zkousku lze hodnotit, jestlize pfeziva nejméné 80 %
bunéénych kultur.

Ftaci viry (pouze pro viry pomnozZené na tkani ptaciho pivodu). Neutralizuje se mnozstvi vzorku
odpovidajici bud’ 100 lidskym davkam, nebo 10 ml, podle toho, co je vice. Na jedno kufeci embryo
se pouzije 0,5 ml, inokuluje se skupina oplozenych SPF vajec, 9 az 11 dni starych, alantoidni cestou
a druha skupina, 5 az 7 dni starych, do Zloutkového vaku. Inkubuje se 7 dni. Inokula¢ni virus nebo
sklizeny virus vyhovuji, jestlize alantoidni tekutiny ani tekutiny Zloutkového vaku nevykazuji
pfitomnost hemaglutinacniho agens a jestlize vSechna embrya a chorioalantoidni membrany,
makroskopicky vySetfené, jsou normalni. Zkousku lze hodnotit, jestlize nejméné 80 % embryi
prezije 7 dni.

Kultura produkénich bunék: kontrolni buiiky

Aby se ovétila neptitomnost viril zpasobujicich cytopatickou degeneraci, posuzuji se kontrolni
buriky mikroskopicky bud’ po celou dobu inkubace, nebo 14 dni od naokovani vyrobnich nadob,
podle toho, ktera doba je delsi. Zkousku Ize hodnotit, jestlize pozorovaci obdobi ptezije nejméne
80 % kontrolnich kultur.

Po 14 dnech nebo v ¢ase posledni sklizné€, podle toho, které obdobi je delsi, se provedou nize
popsan¢ zkousky.

Zkouska na hemadsorbujici viry. Nejméné 25 % kontrolnich kultur se zkousi na pfitomnost
hemadsorbujicich virti pfidanim morcecich ¢ervenych krvinek.Jestlize jsou morceci krvinky sklado-
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vany, uchovavaji se nejdéle 7 dni pti (5 = 3) °C . Polovina kultur se odecita po 30 min inkubace
pti (5 = 3) °C, druhd polovina po 30 min inkubace pii 20 °C az 25 °C. Nezjisti se pfitomnost
hemadsorbujicich agens.

Zkouska na jind cizi agens v tkanovych kulturach. Smés supernatantnich tekutin z kontrolnich
bunék se zkousi na pritomnost cizich agens nao¢kovanim do kultur bunék opici ledviny a lidskych
bunék. Jestlize byl vakcinacni virus pomnozovan v bunééném systému jiném nez lidském nebo
opic¢im, naockuji se také buriky tohoto druhu, ale z odd€lené kultury. V kazdém bunécném systému
se zkousi nejméné 5 ml. Naockované kultury se inkubuji pfi (36 + 1) °C a pozoruji se 14 dni. Ne-
zjisti se ptitomnost ciziho agens.

Viry ptaci leukczy (pouze pro viry pomnozené na tkdani ptaciho piivodu). Zkouska na viry ptaci
leukdzy se provede s 5 ml supernatantni tekutiny z kontrolnich bunék.

Kontrolni vejce

Hemaglutinacni agens. 0,25 ml alantoidni tekutiny z kazdého vejce se zkousi na ptitomnost
hemaglutina¢niho agens ptimym smisenim s kufecimi ¢ervenymi krvinkami a po pasézi na SPF
vejcich se postupuje takto: 5 ml vzorku ze smési amniovych tekutin z kontrolnich vajec se naockuje
po 0,5 ml do alantoidnich dutin a do amniovych dutin SPF vajec. Kontrolni vejce vyhovuji, jestlize
v nasledujicich dvou zkouskach nejsou nalezeny znamky ptitomnosti hemaglutinac¢nich agens.

Viry ptaci leukozy. PouZije se 10 ml smésné amniové tekutiny z kontrolnich vajec. Provede se
rozhojnéni péti pasdZzemi na bunécnych kulturach z kufecich embryi, které prokazateln¢ neobsahuji
viry ptaci leukdzy; zkouska na pfitomnost ptaci leukdzy se provede pouzitim bunek z paté pasaze.
Kontrolni vejce vyhovuji, jestlize se zkouSkou neprokazou zadné znamky piitomnosti viru ptaci
leukdzy.

Ostatni cizoroda agens. 5 ml smésné amniotické tekutiny z kontrolnich vajec se naockuje do
lidskych a opicich bunécnych kultur. Bunécné kultury se sleduji 14 dni. Kontrolni vejce vyhovuji,
jestlize neni nalezena piitomnost cizich agens. Zkousku Ize hodnotit, jestlize dobu pozorovani pie-
zije nejméné 80 % naockovanych kultur.

2.6.17Zkouska antikomplementarni uc¢innosti imunoglobulinu

Fodstata zkousky. Pro méfeni antikomplementarni G¢innosti (ACA) imunoglobulinu se inkubuje
definované mnozstvi zkouSeného materialu (10 mg imunoglobulinu) s definovanym mnoZstvim
morceciho komplementu, které je 20 CH s, a stanovi se zbyvajici komplement. Antikomplementarni
ucinnost je vyjadiena jako procenta spotieby komplementu vzhledem ke kontrole komplementu,
ktera je 100 %.

Hemolyticka jednotka ti¢innosti komplementu (CH ) je mnozstvi komplementu, které za danych
podminek reakce zplsobi lyzu 2,5 . 10* z celkovych 5 . 10® optimalné senzibilizovanych erytrocyti.

Zasobni roztok horciku a vapniku. 1,103 g chloridu vapenatého R a 5,083 g chloridu horecnatého R
se rozpusti ve vodé R a ziedi se ji na 25 ml.

Zasobni tlumivy roztok barbitalovy. 207,5 g chloridu sodného R a 25,48 g barbitalu sodné soli R
se rozpusti ve 4000 ml vody R a upravi se hodnota pH kyselinou chlorovodikovou 1 mol/l RS na 7,3.
Prida se 12,5 ml zasobniho roztoku hotc¢iku a vapniku a zfedi se vodou R na 5000 ml. Zfiltruje se
membranovym filtrem (pdry velikosti 0,22 xm) a uchovava se ve sklenénych nadobach pti 4 °C.
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Roztok Zelatiny. 12,5 g Zelatiny R se rozpusti v asi 800 ml vody R a zahteje se na vodni 1azni k varu.
Ochladi se na 20 °C a zfedi vodou R na 10 1. Filtruje se membranovym fitrem (péry velikosti
0,22 pm). Uchovava se pii 4 °C. Pouziva se jen ¢iry roztok.
Citronanovy roztok. 8,0 g citronanu sodného R, 4,2 g chloridu sodného R a 20,5 g glukosy R se roz-
pusti v 750 ml vody R. Roztokem kyseliny citronové R (100 g/1) se upravi hodnota pH na 6,1 a zfedi
se vodou R na 1000 ml.
Tlumivy roztok Zelatino-barbitalovy. Smichaji se 4 objemové dily roztoku Zelatiny a 1 objemovy
dil zasobniho tlumivého roztoku barbitalového. Je-li to nutné, upravi se hydroxidem sodnym
1 mol/l RS nebo kyselinou chlorovodikovou 1 mol/l RS pH na hodnotu 7,3. Uchovava se pti 4 °C.
Denné se ptipravuje ¢erstvy roztok.
Stabilizovana berant krev. Odebere se 1 objemovy dil berani krve do 1 objemového dilu citronano-
vého roztoku a promicha se. Uchovava se pti 4 °C nejméné 7 dni a nejvyse 28 dni. (Stabilizovana
berani krev a berani erytrocyty jsou dostupné od fady vyrobcti).
Hemolyzin. Antisérum proti beranim erytrocytiim piipravené na kralicich. (Takova antiséra jsou
dostupna od tady vyrobcti.)
Morceci komplement. Pripravi se smes sér z krve alespon deseti morcat. Ze srazené krve se sérum
oddéli odstted’ovanim pfi asi 4 °C. Sérum se uchovava v malych objemech pfi teploté nizsi nez -
70 °C.
Metoda

Friprava standardizované 5% suspenze beranich erytrocytii. Erytrocyty se odstfed’ovanim
oddéli z ptiméfeného objemu stabilizované berani krve; buiiky se nejméné tfikrat promyji tlumivym
roztokem zelatino-barbitalovym a pfipravi se 5% suspenze (V/V) v tomto roztoku. Méfeni
koncentrace bun¢k v suspenzi se provadi takto: 0,2 ml se prevede do 2,8 ml vody R a lyzovany
roztok se odstied’'uje 5 min pfi 1000 g . Koncentrace bun¢k vyhovuje, jestlize absorbance (2.2.25)
vrchni vrstvy méfena pii 541 nm je 0,62 + 0,01. Uprava koncentrace bunék se provadi pfidanim
tlumivého roztoku Zelatino-barbitalového podle vzorce:

V.. A4
Ve = — ,
0,62

v némz znaci:

V- konecny pfipravovany objem,
V; - pocatecni objem,

A - absorbanci ptivodni suspenze pii 541 nm.

Upravena suspenze obsahuje asi 1 x 10° bun&k v 1 ml.

Titrace hemolyzinu. Schéma ptipravy fedéni hemolyzinu je uvedeno v tabulce 2.6.17-1.

Do kazdé zkumavky, pocinaje fedénim 1 : 75, se da 1 ml 5% suspenze beranich erytrocyti a
promicha se. Inkubuje se 30 min pti 37 °C. Z kazdé zkumavky takto inkubované smési se odeberou
0,2 ml do nové zkumavky, piida se 1,10 ml tlumivého roztoku zelatino-barbitalového a 0,2 ml
fedéného morceciho komplementu (napf. 1 : 150). Provadi se dvojmo.

Jako nehemolyzované bunécna kontrola se pfipravi tfi zkumavky s 1,4 ml tlumivého roztoku
zelatino-barbitalového a 0,1 ml 5% suspenze beranich erytrocyta.

Jako plné hemolyzovana bunécné kontrola se pfipravi tii zkumavky s 1,4 ml vody R a 0,1 ml
5% suspenze beranich erytrocyta.
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Tab. 2.6.17-1
Pozadované Pfipraveno za pouZiti
herr;(?lezlinu tlumivy roztok hemolyzin
y zelatino-barbitalovy
objem fedéni objem
(ml) 1: (ml)
7,5 0,65 nefedéno 0,1
10 0,90 nefedéno 0,1
75 1,80 7,5 0,2
100 1,80 10 0,2
150 1,00 75 1,0
200 1,00 100 1,0
300 1,00 150 1,0
400 1,00 200 1,0
600 1,00 300 1,0
800 1,00 400 1,0
1200 1,00 600 1,0
1600 1,00 800 1,0
2400 1,00 1200 1,0
3200 1,00 1600 1,0
4800° 1,00 2400 1,0

* Odstrani se 1 ml smési.

Vsechny zkumavky se inkubuji 60 min pii 37 °C a odstfed’uji se 5 min pti 1000 g, Zméfi se
absorbance (2.2.25) vrchnich vrstev pii 541 nm a vypocita se stupeit hemolyzy v kazdé zkumavce
v procentech ze vzorce:

ATA i,
A - A
v némz znaci:
A, - absorbanci zkumavek s fedénym hemolyzinem,
A, - primér absorbanci tii zkumavek s plnou hemolyzou,
A, - pramér absorbanci tfi zkumavek bez hemolyzy.

Sestroji se linearni graf: na ordinatu se nanese procentudlni stupefi hemolyzy, na abscisu odpovi-
dajici pfevracena hodnota fedéni hemolyzinu. Z grafu se ur¢i optimalni fedéni hemolyzinu. Vybere
se to fedéni, kde jiz dalsi vzestup obsahu hemolyzinu nezptisobuje patrné zmény ve stupni hemoly -
zy. Toto fedéni je 1 minimalni hemolyticka jednotka (1 MHU) v 1,0 ml. Optiméalni hemolytické
fedéni hemolyzinu pro piipravu senzibilizovanych beranich erytrocytii obsahuje 2 MHU v mililitru.

Titrace hemolyzinu neni hodnotitelna, jestlize maximum hemolyzy neni mezi 50 % a 70 %.
Neni-li maximum v tomto rozmezi, je nutno titraci opakovat s vice nebo méng fedénym roztokem
komplementu.

Friprava optimdlné senzibilizovanych beranich erytrocytii (hemolyticky systém). Pripravi se
vhodny objem fedéného hemolyzinu, ktery obsahuje 2 MHU v mililitru a stejny objem standardizo-
vané 5% suspenze beranich erytrocytl. Ke standardizované bunécné suspenzi se prida fedény
hemolyzin a smicha se.Inkubuje se 15min pti 37 °C,uchovava se pti 2°C az 8°C a pouzije se do 6 h.



Strana 178 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

178  Zkusebni metody

Titrace komplementu. Ptipravi se vhodné fedéni komplementu (napft. 1 : 250) tlumivym rozto-
kem Zelatino-barbitalovym a provede se dvojmo titrace podle tabulky 2.6.17-2.

Tab. 2.6.17-2
Cislo zkumavky Objem fedéného komplementu Objem tlumivého roztoku
v ml (napt. 1 : 250) zelatino-barbitalového v ml
1 0,1 1,2
2 0,2 1,1
3 0,3 1,0
4 0,4 0,9
5 0,5 0,8
6 0,6 0,7
7 0,7 0,6
8 0,8 0,5
9 0,9 0,4
10 1,0 0,3
11 1,1 0,2
12 1,2 0,1
3 zkumavky s 0% hemolyzy - 1,3
3 zkumavky se 100% hemolyzou - 1,3 ml vody

Do kazdé zkumavky se prida 0,2 ml senzibilizovanych beranich erytrocytt, dobfe se promicha
a inkubuje se 60 min pii 37 °C. Zkumavky se potom ochladi v ledové 1azni a odstfed’uji se 5 min
pii 1000 g. Zméfi se absorbance vrchni vrstvy pii 541 nm a vypocitd se stupent hemolyzy (Y) ze
vzorce:
A, -4,

4, - 4, ’
v némz znaci:
A, - absorbanci zkumavek 1 az 12,
A, - pramér absorbanci zkumavek se 100% hemolyzou,
A, - pramér absorbanci bunéénych kontrol s 0% hemolyzou.
Na logaritmicky papir se vynese Y/(1 - Y) jako abscisa proti obsahu fedéného komplementu
v mililitru jako ordinata. Body se co nejlépe prolozi kiivka a urci se ordinata pro 50% hemolytickou
davku komplementu, kde Y/(1 - Y) = 1,0. Vypocita se ucinnost v hemolytickych jednotkach

(CH,y/ml) ze vzorce:
G

GC.5’
v némz znaci:
C4 - prevracenou hodnotu fedéni komplementu,
C, - objem fedéného komplementu, kde doslo k 50% hemolyze, v mililitrech,
5 - prepocitaci faktor v souvislosti s po¢tem erytrocytu.
Zkousku lze hodnotit pouze v ptipadé, jestlize kiivka mezi 15 % a 85 % hemolyzy je ptimkou,
jejiz sklon je 0,15 az 0,40, ptednostné 0,18 az 0,30.
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ZkousSka antikomplementdarni uicinnosti. Pripravi se fedéni komplementu o 100 CH 5/ml fedénim
vytitrovaného morceciho komplementu tlumivym roztokem zelatino-barbitalovym. Je-li to nutné,
upravi se pH zkouseného imunoglobulinu na 7. Pro imunoglobulin o obsahu 50 mg/ml se ptipravi
smés k inkubaci takto:

Tab. 2.6.17-3
Zkou$eny imunoglobulin | Kontrola komplementu
(dvojmo)
imunoglobulin (50 mg/ml) 0,2 ml -
tlumivy roztok Zelatino-barbitalovy 0,6 ml 0,8 ml
komplement 0,2 ml 0,2 ml

Soucasné se zkousenym piipravkem se provede zkouska s lidskym imunoglobulinem BRF, jak
je doporuceno v plivodnim letdku referencniho piipravku pro negativni a pozitivni kontrolu anti-
komplementarni ucinnosti. Jestlize koncentrace zkouSeného imunoglobulinu kolisa kolem
50 mg/ml, prida se vétsi nebo mensi objem vzorku a tlumivého roztoku Zelatino-barbitalového,
napt. 0,47 ml tlumivého roztoku zelatino-barbitalového je ptidano k 0,33 ml imunoglobulinu o
obsahu 30 mg/ml -do objemu 0,8 ml. Zkumavky se uzaviou a inkubuji se 60 min pti 37 °C. 0,2 ml
z kazdé inkubované smési se prida k 9,8 ml tlumivého roztoku Zelatino-barbitalového, aby se zfedil
komplement. Provede se titrace komplementu v kazdé zkumavce tak, jak je popsano vyse, aby se
urcila zbytkova ucinnost komplementu (viz tabulka 2.6.17-2). Antikomplementarni Uc¢innost
zkouSeného piipravku ve vztahu ke kontrole komplementu, ktera je uvazovana jako 100%, se
vypocita ze vzorce:

v némz znaci:
a - pruamér uéinnosti kontrolnitho komplementu (CH 5/ml),
b - ucinnost komplementu (CHyml) zkouSeného ptipravku.
Zkousku lze hodnotit pouze v ptipad¢, jestlize jsou splnény nasledujici podminky:
- antikomplementarni ¢innost nalezena pro negativni a pozitivni kontrolu je v limitech stanove-
nych v privodnim letadku referen¢niho piipravku,
- ucinnost u kontroly komplementu (a) je v rozmezi 80 CH,az 120 CH,, v mililitru.

2.6.18Zkouska neurovirulence zZivych virovych vakein

Fodstata zkousky. Neurovirulence se zjistuje naockovanim zkouSeného ptipravku opicim a
jejich sledovanim.

Fostup zkousky. Pro kazdou zkousku se pouZzije nejméné deset opic séronegativnich na zkouSeny
virus. Kazdé opici se vstiikne nejvyse 0,5 ml zkouSeného piipravku do talamické oblasti kazdé
hemisféry, pokud neni uvedeno jinak.

Celkové mnozstvi viru podaného kazdé opici neni nizs$i nez mnozstvi obsazené v jedné doporu-
¢ené lidské davce vakciny. Jako kontrola proti zavle¢eni divokého neurovirulentniho viru je chova-
na skupina nejméné 4 kontrolnich opic v druhé ¢asti klece nebo v bezprostfednim sousedstvi naoc -
kovanych zvitat. O¢kované opice se pozoruji 17 dni az 21 dni, sleduji se pfiznaky ochrnuti nebo
jiné znamky neurologického poskozeni; kontrolni opice jsou sledovany stejné dlouhou dobu a navic
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jesté 10 dni. Zvirata, ktera uhynou do 48 h po injekei, se vytadi jako tthyn z nespecifickych pfi¢in
a mohou byt nahrazena.

Zkouska neni platna, jestlize vice nez 20 % inokulovanych zvitat uhyne z nespecifickych pficin
nebo jestlize ve vzorcich séra odebranych od kontrolnich opic v dobé ockovani zkousenych zvitat
a také 10 dni po usmrceni zkousenych zvifat je prokazana infekce divokym virem typu zkouseného
viru nebo viru spalni¢ek. Na zaveér pozorovani se provede pitva a histopatologické vysetieni
odpovidajicich oblasti mozku, jeZz by prokazalo poskozeni centralniho nervového systému.
ZkouSeny piipravek vyhovuje zkousSce, jestlize zvitata nevykazuji zadné neocekavané klinické
ptiznaky nebo histopatologické diikazy poskozeni centralniho nervového systému, které by bylo
mozno piisuzovat inokulovanému viru.

2.6.19Zkouska neurovirulence vakciny proti obrné (per os)

Opice pouzité v této zkouSce vyhovuji pozadavkiim uvedenym v ¢lanku Vaccinum poliomyeliti-
dis perorale a vazi nejmén¢ 1,5 kg. Patogenita se stanovi u opic rodu Macaca nebo Cercopithecus
v porovnani s referen¢nim virem pfipravenym pro zkousku neurovirulence inokulaci do bederni
oblasti centralniho nervového systému po predchozim podani vhodného sedativa, napf.
ketaminiumchloridu. Vzorky séra odebrané pied injekci prokazatelné neobsahuji neutralizacni
protilatky v fedéni 1 : 4 pii zkouSeni proti nejvyse 1000 CCID 4, kazdého ze tii typi polioviru.

Focet opic. Vakcina a vhodny homotypicky referencni virus se zkousi soucasné v téze skupiné
opic. Stejnému poctu zvitat se vstiikne zkouSena vakcina a referen¢ni pripravek. Zvitata se rozdéli
nahodné do oSetfovacich skupin a kleci a jejich totoZnost se koduje pii ockovani. Zarazeni
jednotlivych zvitat se pied oSetfovatelem a pitvajicim taji. Pocet naockovanych opic je takovy, aby
pfi vyhodnoceni zkousené vakciny a referencniho ptipravku bylo nejméné jedendact pozitivnich opic
u typt 1 a 2 a nejméné osmnact pozitivnich opic u typu 3 (pozitivni opice jsou takové, které v cen-
tralnim nervovém systému maji specifické poliovirové 1éze neuronu). S tymz homotypickym refe-
renénim piipravkem miize byt zkousena vice nez jedna Sarze vakciny. Je-li to mozné, pouziji se opi-
ce z téZe karanténni skupiny. V opacném piipadé se pouZiji opice ze dvou skupin a stejna mnozstvi
z kazdé skupiny se pouziji pro podani vakciny a referenc¢niho pripravku. Jestlize se zkouska provadi
ve dvou pracovnich dnech, naockuje se stejné mnozstvi opic z kazdé skupiny v tyz den vakcinou
a homotypickym referen¢nim piipravkem.

Obsah viru. Obsahy viru ve vakciné a homotypickém referenénim ptipravku se upravi tak, aby
byly titry pokud mozno stejné a v rozmezi od 10°* do 10%° CCID /0,1 ml.

Fozorovani. Viechny opice se pozoruji 17 az 22 dni, aby se zjistily priznaky poliomyelitidy
nebo jiné virové infekce. Opice, které preziji prvnich 24 h, ale uhynou pted jedenactym dnem po
ockovani, se pitvaji, aby se urcilo, zda byla poliomyelitida pfi¢inou smrti. Zvifata, ktera uhynula
z jinych pficin, nez je poliomyelitida, se vylouci z hodnoceni. Umirajici nebo téZce paralyzovana
zvitata se usmrti a pitvaji. VSechna zvirata, ktera pteziji do konce pozorovaciho obdobi, se téz
pitvaji. Zkouska neni platna, jestlize vice nez 20 % zvitat vykazuje béhem pozorovaciho obdobi
interkurentni infekci.

Focet vySetiovanych rezii. Z kazdé opice se histologicky vysetii nejméné bederni micha, kréni
micha a nizsi 1 vyssi ¢ast prodlouzené michy, stiedni mozek, talamus a motoricka oblast kiiry moz-
kové. Zkoumaji se fezy ten¢i nez 15 pm a barvené gallocyaninem.
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Nejnizsi pocet vySetfovanych fezil je nasledujici:
a) 12 fezl reprezentujicich celou bederni ztlusténinu,
b) 10 fezi reprezentujicich celou kréni ztlusténinu,
¢) 2 tezy z prodlouzené michy,
d) 1 fez z mostu a mozecku,
e) 1 fez ze stiedniho mozku,
f) 1 tez z levé a pravé ¢asti thalamu,
g) 1 tez z levé a pravé ¢asti motorické oblasti mozkové kiry.
Urceni aktivity viru. Pro hodnoceni virové aktivity v fezech ze hibetni michy a mozkového
kmene se pouziva hodnotici systém pro stupeii posSkozeni, ktery rozliSuje bunécnou infiltraci a

soucet hodnot C N soucet hodnot B

soucet hodnot L N
pocet Fezii

pocet Fezii pocet Fezi

destrukci neuronti nasledovné:

1. pouze bunécna infiltrace (tyto opice se nepovazuji za pozitivni),
2. bunécna infiltrace s minimalnim poskozenim neuronu,

3. bunécna infiltrace s rozsahlym poskozenim neuronu,

4. masivni poSkozeni neuronu s bunécnou infiltraci nebo bez ni.

Vysledky se zaznamenavaji do standardniho formuléfe. ”Opice s neuronalnimi lézemi v fezech,
které ale nevykazuji stopy po vpichu, jsou pocitany jako pozitivni. Opice vykazujici stopy po
vpichu v fezech, ale nikoli neuronalni 1éze nejsou po¢itany jako pozitivni. Rezy, které vykazuji
traumatické poskozeni, ale nemaji zadné specifické virové 1éze, se nezahrnuji do poctu.

Zavaznost nalezu je zaloZena na odecteni vysledkl z bedernich (L), krénich (C) a mozkovych
(B) histologickych fezi.

Ohodnoceni 1ézi (LS) pro kazdou pozitivni opici se vypo¢ita takto:

LS = { } : 3.

Pro kazdou skupinu pozitivnich opic se vypocita primérny pocet 1ézi.

Hodnoceni. Srovnani virové aktivity ve vakciné a referen¢nim ptipravku je zaloZzeno na aktivité
v bedernim ztlusténi michy a stupni §ifeni aktivity z této oblasti do kréniho ztlusténi a mozku.
Vhodnost nebo nevhodnost je zalozena na celkovém poméru u vSech zvitat ve zkousce. Jednotliva
zvitata vykazujici neobvykle vysokou aktivitu jak v bederni oblasti, tak i v dtisledku §ifeni z této
oblasti jsou také zavzata do kone¢ného hodnoceni. Monovalentni varka vyhovuje ve zkousce, jestli-
ze je pozadovany pocet zvitat pozitivni a zadné z histopatologickych a klinickych vySetfeni nevyka-
zuje vyznamny rozdil v patogenité mezi vakcina¢nim virem a referencnim piipravkem. Podminky
vhodnosti jsou uvedeny nize.

Fozadavky. S kazdou referencni vakcinou (typ 1, 2 a 3) se provede vhodny pocet neurovirulenc-
nich kvalifika¢nich zkousek (napf. ¢tyfi zkousky) a ziskana data o jeji aktivité slouzi jako zaklad
pro pozadavky na zkousenou vakcinu. Celkovy priimérny pocet 1ézi (M) pro opakované zkousky
kazdého referen¢niho viru se hodnoti spole¢né se shromazdénymi vysledky v testu (s?) jako odhad
smerodatné odchylky (s).

Pozadavky na platnost vysledkll ve zkousce referenéniho ptipravku jsou stanoveny na zakladé
kumulativnich dat z kvalifika¢nich zkousek. Nejsou stanoveny vSeobecné platné podminky; pro
pomoc zkous$ejicim laboratofim jsou doporuceny nasledujici empirické metody pro ziskani
pfijatelnych limiti primérného poctu 1ézi pro referencni pripravek (X,.p).

N Vhodny formulaf uvadéji Pozadavky na peroralni vakcinu proti poliomyelitidé (Requirements for Biological
Substances No. 7, World Health Organisation) vydané Svétovou zdravotnickou organizaci.
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Tab. 2.6.19-1
Spodni limit Horni limit
Typy la2 M-s M+s
Typ 3 M-s/2 M+s

JestliZe je primérny pocet 1ézi ve vakcing stanoven X . aC ,C , a“ ; jsou konstafy stanovené
postupem uvedenym nize, pak vakcina nevyhovuje, jestlize:

. _‘thest - ‘X;ef > C’1 .
Vakcina se mtize zkouSet znovu, jestlize:
C’1 <‘thest - ‘X;ef < CZ .

Pti opakovaném zkouSeni vakciny se piepocitdva prumérny pocet 1€zi ve zkousené vakcing a
v referennim piipravku. Pripravek nevyhovuje, jestlize:

)((test 1+ test 2) ‘Xr(refl + ref 2) >
2 >

Konstanty C,, ¢, a C; se vypocitaji ze vzorci:

2

c =23, |22,
\ M
2

c, =26, |2,
\ M
2

c, =16, |2,
\ N

v nichz znaci:
N, - pocet pozitivnich opic ve zkousSce vakciny,
N, - pocet pozitivnich opic ve dvou zkouskach,
2,3 - normalni odchylku na 1% hlading,
2,6 - normalni odchylku na 0,5% hlading,
1,6 - normadlni odchylku na 5% hladiné.

Zkousku neurovirulence, v které primérny pocet lézi pro referencni ptipravek (X,.) neni shodny
s udaji z predeslych pokusti, nelze pouzit pro uréeni vhodnosti vakciny. Jestlize je zkouska vakciny
platna, primérny pocet 1ézi pro zkousenou vakcinu (X,.,) 1ze pocitat a srovnavat s homotypickou
referencni vakcinou.

€S

2.6.20Hemaglutininy anti-A a anti-B (nepfima metoda)

Ptipravi se dvé stejné fady postupné€ fedéného zkouSeného ptipravku roztokem chloridu sodné-
ho R (9 g/1). Ke kazdému fedéni prvni fady se prida stejny objem 5% (V/V) suspenze erytrocytii
krevni skupiny A, pfedem trikrat promytych v roztoku chloridu sodného R (9 g/1). Ke kazdému fe-
déni druhé fady se ptida stejny objem 5% (V/V) suspenze erytrocytli skupiny B pfedem trikrat pro-
mytych v roztoku chloridu sodného R (9 g/1). Tyto suspenze se inkubuji 30 min pii 37 °C a pak
se erytrocyty tiikrat promyji v roztoku chloridu sodného R (9 g/1). Erytrocyty se ponechaji 30 min
v kontaktu s polyvalentnim sérem proti lidskym globulintim. Bez dal$iho odstfedéni se mikrosko-
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2.7 Metody stanoveni Géinnosti

2.7.1Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na selektivni, reverzibilni a nekovalentni vazbé antigenii
s protilatkami. Tyto metody se pouzivaji k diikazu nebo ke stanoveni antigenti nebo protilatek.
Vznik komplexu antigen-protilatka lze dokazat a mnozstvi vytvoreného komplexu Ize stanovit riiz-
nymi metodami. Ustanoveni tohoto obecného ¢lanku se vztahuji na imunochemické metody pouzi-
vajici podle potteby bud’ znacend nebo neznacend zkoumadla.

Vysledky imunochemickych metod zavisi na experimentalnich podminkach a povaze a kvalité
pouzitych zkoumadel. Proto je nezbytné standardizovat slozky imunochemickych stanoveni a
pouzit k tomu, pokud to je mozné, mezindrodni referencni piipravky pro n€ urcené.

Zkoumadla potfebna pro mnoho imunochemickych metod jsou dostupna jako komercni zkusebni
soupravy, to jsou sady obsahujici zkoumadla (zvlasté antigen nebo protilatku) a latky uréené ke
stanoveni specifikované substance in vitro, v€etn¢€ navodu na jejich spravné pouziti. Soupravy se
pouzivaji podle navodu vyrobce. Je dilezité ovérit, zda soupravy jsou vhodné pro analyzu zkousené
latky, se zvlastnim zfetelem na jejich selektivitu a citlivost. Pfehled o soupravach pro imunochemic-
ka stanoveni piipravila Svétova zdravotnicka organizace (Technical Report Series 658; 1981).

Metody pouzivajici znaceny antigen nebo znacenou protilatku

Metody pouzivajici znacené latky mohou vyuzivat vhodna znaceni, jako jsou enzymy, fluorofo-
ry, luminofory a radioizotopy. Je-li ke znaceni pouZit radioizotop, metoda se nazyva "radioimuno-
analyza". Doporuceni pro méfeni radioaktivity uvedena v ¢lanku Radiofarmaca lze pouzit pii
imunologickych stanovenich spojenych s radioizotopy. Veskera prace s radioaktivnim materialem
se provadi ve shod¢ s narodnim zakonodarstvim a mezinarodné pfijatymi pravidly o ochrané pred
radioaktivnim zafenim.

Metody pouzivajici neznaceny antigen nebo neznacenou protilatku

Imunoprecipitaéni metody

Imunoprecipita¢ni metody zahrnuji flokulaci a precipitacni reakce. Je-li roztok antigenu smichan
za vhodnych podminek s odpovidajici protilatkou, reagujici slozky vytvoii flokula¢ni nebo
precipitacni agregaty. Pomér reagujicich slozek, pii némz je doba flokulace nejkratsi nebo precipita-
ce nejvyrazngjsi, se nazyva optimalni pomér a je obvykle tvoten ekvivalentnimi mnozstvimi antige-
nu a protilatky. Imunoprecipitace miize byt stanovena vizudln¢ nebo metodami rozptylu svétla (ne-
felometrické nebo turbidimetrické stanoveni). Pouzitim castic (napf. latex) pokrytych antigenem
nebo protilatkou se miize dosahnout zvySeni citlivosti.

Ve flokula¢nich metodach se obvykle pouziva postupné fedéni jedné z reagujicich slozek,
zatimco v imunodifuznich metodach (ID) se fedéni dosahuje difuzi do prostfedi gelu: ziskaji se
koncentra¢ni gradienty jedné nebo obou reagujicich slozek a v prostredi gelu se tak vytvoii zony,
kde pomér slozek podporuje precipitaci. Zatimco flokulaéni metody se provadéji ve zkumavkach,
v metodach imunodifuze se pouzivaji rizné pomticky, jako jsou zkumavky, desticky, sklicka nebo
komiirky.

Je-li imunoprecipitacni systém slozen z jednoho antigenu, ktery se vaze na odpovidajici protilat-
ku, oznacuje se jako systém jednoduchy. Zahrnuje-li piibuzné, ale sérologicky neidentické reagujici
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slozky, je to systém komplexni, a obsahuje-1i nékolik sérologicky neptibuznych slozek, je to systém
slozeny.

V jednoduchych difuznich metoddach se koncentracni gradient ustavi pouze pro jednu z reagu-
jicich slozek, ktera difunduje z vnéjSiho zdroje do prostfedi gelu obsahujiciho odpovidajici druhou
slozku v relativné nizké koncentraci.

Jednoducha radialni imunodifuze (SRID) je jednoducha kvantitativni imunodifuzni technika.
Kdyz je dosazeno rovnovahy mezi vnéjsi a vnitini reagujici slozkou, vytvareji se kruhové precipi-
tacni plochy kolem bodu s vnéjsi slozkou. Plochy jsou piimo umérné koncentraci antigenu v gelu
a nepfimo umérné koncentraci protilatky v gelu.

V metoddch dvaojité difuze se koncentracni gradienty ustavuji pro obé reagujici slozky. Antigen
1 protilatka difunduji z oddélenych mist do ptivodné imunologicky neutralniho gelu.

Komparativni metody dvojité imunodifuze se pouzivaji pro kvalitativni porovnavani raznych
antigend reakci s vhodnou protilatkou a naopak. Srovnavani je zaloZeno na pfitomnosti nebo
nepiitomnosti vzajemného pisobeni mezi precipitatnimi liniemi. Mohou byt rozliSeny reakce
totoZnosti, rozdilnosti nebo ¢astecné totoznosti mezi antigeny nebo protilatkami.

Imunoelektroforetické metody

Imunocelektroforéza (IE) je kvalitativni technika spojujici dvé metody: gelovou elektroforézu
s naslednou imunodifuzi.

Dvojrozmeérnd imuncelektroforéza je modifikace imunoelektroforetické metody. Je vhodna pro
kvalitativni i kvantitativni analyzy. Prvni ¢ast postupu je normalni gelova elektroforéza, po které
jsou z gelu vyfiznuty podéiné pasky obsahujici rozdélené ur¢ované frakce a jsou pieneseny na jinou
desku. Elektroforéza ve druhém sméru se provadi v thlu 90° k predchazejici elektroforéze v gelu,
ktery obsahuje pomérn€ nizkou koncentraci protilatek odpovidajicich antigenim. Pro danou
koncentraci protilatky a tloustku gelu je linearni vztah mezi plochou pfislusnych precipitaénich
pikli a mnozstvim odpovidajiciho antigenu.

Elektroimunoanalyza, Casto oznaCovana jako raketkova imunoelektroforéza, je rychla kvantita-
tivni metoda pro stanoveni antigen s nabojem odliSnym od naboje protilatek nebo naopak.
Elektroforéza stanovovaného antigenu se provadi v gelu, ktery obsahuje pomémé nizkou
koncentraci odpovidajici protilatky. Zkouseny material a roztoky standardniho antigenu pouzité pro
kalibraci jsou naneseny do odliSnych jamek v gelu. V pribéhu elektroforézy se vytvareji pohyblivé
precipitaéni zony ve tvaru pikd (raketek), které za¢inaji u jamek. Celo precipitatu se zastavi, neni-li
jiz antigen v prebytku. Pro danou koncentraci protilatky plati linearni vztah mezi vyskou piku
(raketky) precipitatu a mnoZzstvim pouzitého antigenu.

Frotismerna imunoelektroforéza je rychla kvantitativni metoda, ktera umoziiuje, aby se v elek-
trickém poli ustavil koncentra¢ni gradient vnéjsiho antigenu a vnéjsi protilatky v zavislosti na odlis-
nych nabojich. Nafedéné roztoky standardii pro kalibraci a fedéni zkousené latky se nanesou do fa-
dy jamek v gelu a stalé mnozstvi odpovidajici reagujici slozky je naneseno do protilehlé fady ja-
mek. Titr zkousené latky miize byt urcen jako nejvyssi fedéni, pii kterém se tvoii precipitacni linie.

Existuje mnoho modifikaci dvourozmérné a raketkové imunoelektroforézy.

Jiné techniky spojuji déleni antigend podle velikosti molekuly a sérologickych vlastnosti.

Zviditelnéni a charakterizace imunoprecipita¢nich linii

Muze se provadeét selektivnim nebo neselektivnim barvenim, fluorescenci, zna¢enim enzymy
nebo izotopy nebo jinou vhodnou technikou. Metody selektivniho barveni se obvykle pouzivaji pro
charakterizaci nebilkovinnych latek v precipitatech.
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V prisvitnych gelech, jako jsou gely agaru nebo agarosy, jsou precipitacni linie v gelu jasné
viditelné, pokud je vhodna koncentrace reagujicich slozek.

Validace metod

Validacni pozadavky
Kvantitativni imunochemicka metoda je platna, jestlize:

1. protilatka nebo antigen nerozlisuje signifikantné mezi zkouskou a standardem. V ptipad¢ znace-
nych reagujicich slozek odpovidajici slozka nerozliSuje signifikantné mezi znacenou a neznace-
nou latkou;

2. metoda neni ovlivnéna zkousenou matrici, to je zadnou slozkou zkousené¢ho vzorku nebo jeho
pomocnymi latkami, které se mohou u vzorkd lisit. V tom mohou byt zahrnuty vysoké koncen-
trace jinych bilkovin, soli a konzervacnich latek nebo kontaminujici proteclytické aktivity;

3. limit kvantitativniho vyjadteni je nizsi nez ptijata kritéria uvedena v jednotlivém c¢lanku;

4. ptesnost metody je takova, ze odchylky vysledkll vyhovuji pozadavkiim uvedenym v jednotli-
vych €lancich;

5. pfi postupu v provedeni zkouSky nevznikaji systematické chyby.

Validacni metody

Ke splnéni téchto pozadavka validacni plan obsahuje nasledujici prvky:

stanoveni se provede nejméng¢ trikrat,

2. stanoveni se provede nejméné se tfemi riznymi fedénimi standardu a tfemi fedénimi vzorku,
které maji predpokladanou podobnou ucinnost jako fedéni standardu,

3. plan stanoveni méa ndhodné uspotadani,

4. je-li zkousSena latka ptedloZzena ve forme séra nebo smichana s dal§imi latkami, je standard rov-

néz piipraven stejnym zptisobem,

zkouska zahrmuje méfeni nespecifické vazby znacené reagujici slozky,

6. pro vytésiiovaci imunologické stanoveni:

a) je ur¢ena maximalni vazba (nulové vytésnéni),
b) fedéni zasahuji uplnou reakéni fadu od hodnot blizkych nespecifické vazbé az po maximalni
vazbu, prednostné jak pro standard, tak pro zkousené piipravky.

—_—

e

Statistické vypocty

K vyhodnoceni vysledki mohou byt analyzovany reakéni kiivky pro vzorek a standard metoda-
mi popsanymi ve stati Statistické hodnoceni vysledkti biologickych zkousek (3.3).

Signifikantni nerovnobé&znost ukazuje, Ze protilatka nebo antigen rozliSuji mezi vzorkem a stan-
dardem a vysledky nejsou platné.

Ve vytésiiovacich imunologickych stanovenich nesmi byt hodnoty nespecifické vazby a maxi-
malniho vytésnéni pfi vysokych koncentracich vzorku nebo standardu signifikantné rozdilné. Roz-
dily mohou ukazovat na vliv matrice, ktera zptsobi bud’ inhibici vazby nebo degradaci znaceni.

we

2.7.2Mikrobiologické stanoveni ucinnosti antibiotik

Uginnost antibiotika se stanovi porovnanim inhibice ristu citlivych mikroorganismi vyvolané
znamymi koncentracemi zkouSencého antibiotika a referen¢ni latky.

Referencni latky pouzité ke stanoveni jsou ty, jejichZ uc¢innost byla pfesné stanovena v poméru
k odpovidajicimu mezinarodnimu standardu nebo mezinarodnimu referenénimu ptipravku.
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Plan stanovend je takovy, aby dovolil ovéfit validitu matematického modelu, na némz je zaloze-
no porovnani u¢innosti. Je-li vybran model rovnobéznych pfimek, dve logaritmické ptimky davky
a odpovédi (nebo transformované odpovédi) zkouseného piipravku a referencniho ptipravku jsou
rovnobézné a jsou linedrni v intervalu davek pouzitych k vypoctu. Tyto podminky se validuji pro
danou hladinu pravdépodobnosti, obvykle P = 0,05. Jiné matematické modely, jako model napf.
regresniho poméru, mohou byt téZ pouzity, je-li prokazana validita zkousky.

Pokud neni v ¢lanku uvedeno jinak, je interval spolehlivosti (F = 0,95) stanoveni nejméné 95 %
anejvyse 105 % stanovené ucinnosti. Stanoveni se provadi metodou A nebo metodou B.

A. Difuzni metoda

Zivna puda vhodna pro stanoveni (viz niZe) se rozehieje a pii vhodné teploté, napt. 48 °C az
50 °C pro vegetativni formy, se naockuje suspenzi mikroorganismu citlivych na zkousené
antibiotikum v takovém mnozstvi, které vytvati zfeteln¢ ohrani¢ené inhibicni zény o priméru
priméfeném koncentraci zkouseného antibiotika. Naockovana ptida se ihned vylije do Petriho misek
nebo velkych pravothlych misek (ploten) v takovém mnozstvi, aby se vytvofila jednolita vrstva
silna 2 mm az 5 mm. Zivna pada miZe byt téZ vylita ve dvou vrstvach, z nichZ jenom vrchni je
naockovana. Takto pfipravené misky se uchovavaji tak, aby pred pouzitim nedoslo k viditelnému
rustu mikroorganismil nebo k jejich usmrceni a aby povrch ptid byl v ¢ase pouziti suchy.

Pro ptipravu roztoku stejnych koncentraci zkouseného piipravku a referencni latky se pouziji
rozpoustédla a tlumivé roztoky uvedené v tabulce 2.7.2-1. Roztoky se nanesou bud’ na povrch pidy,
napf. do sterilnich cylindiiki z porcelanu, z nerezavéjici oceli, ptipadné z jinych vhodnych
materialt, nebo do otvorti vyfiznutych v zivné pide. Objem roztokli v kazdém cylindiiku nebo
otvoru musi byt stejny. Lze téZ pouzit sterilni disky z absorbujiciho papiru vhodné kvality, které
se pred polozenim na plidu napusti roztoky referen¢ni latky nebo zkouSeného antibiotika.

K ovéfeni platnosti stanoveni se pouziji nejméné tfi rozdilné davky referen¢ni latky a tii
odpovidajici davky zkouSeného antibiotika. Doporucuje se pouzivat geometrickou fadu davek. Pii
béznych zkouskach ucinnosti, u nichz je prokazan linearni pribéh systému na ptfiméteném poctu
tfidavkovych stanoveni a u nichz s tim souhlasi opravnéna autorita, nebo mize postacovat i dvou-
davkové stanoveni; ve vSech spornych piipadech se vSak pouzije metoda tfidavkova referencni
latky a rovnéz tfi davky zkouSeného antibiotika o pfedpokladané stejné ucinnosti jako davky refe-
rencni latky.

Do kazdé Petriho misky nebo pravotihlé misky se nanesou roztoky podle statisticky vhodného
planu. V piipad¢ malych misek, které nepojmou vice nez Sest roztokd, se doporucuje ménit umiste -
ni roztoku zkouseného antibiotika a referencni latky, aby se zabranilo interakcim koncentrovang;-
Sich roztokd.

Inkubuje se pii vhodné teploté asi 18 h. Doba predinkubacni difuze, obvykle 1 h az 4 h, pfi
pokojové teploté nebo 4 °C, mlize byt vhodna k potlaceni ti¢inku ¢asovych rozdilti mezi aplikaci
roztokl a tak zlepsit regresi.

Zméfi se pruméry kruhovych inhibi¢nich zén s pfesnosti nejméné 0,1 mm nebo jejich plochy
s odpovidajici ptesnosti. Pomoci vhodnych statistickych metod se vypocita u¢innost zkousenéh o
antibiotika.

V kazdé zkousce se pouzije pro kazdou davku tolik inhibi¢nich zén, aby byla zajisténa pozado-
vana presnost. Stanoveni uc¢innosti miize byt opakovano a vysledky mohou byt statisticky slouceny,
aby se dosahlo pozadované presnosti stanoveni a ovérilo se, Ze ucinnost antibiotika neni mensi nez
pozadované minimum.
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Tab. 2.7.2-1 Difuzni metoda

Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpousteédlo
k ptiprave za-
kladniho rozto-
ku

Tlumivy roztok
(PH)

Mikroorganismus

Puda
a konecéné
pH (= 0,1)

Inkubag-
ni
teplota
ve °C

Bacitracinum
zincicum

EBacitracinum
zincicum CRL

kyselina
chlorovo-
dikova

0,01 mol/l VS

pH 7,0
(0,05 mol/l)

Micrococcus flavus
NCTC 7743

CIP 53.160

ATCC 10240
CCM 732

CNCTC M 8/58

A-pH7,0

35az39

Bleomycini
sulfas

Bleomycini
sulfas CRL

voda R

pH 6,8
(0,1 mol/l)

Mycobacterium
smegmatis

ATCC 607

CCM 4622
CNCTC My 23/64

G-pH7,0

35az37

Colistini sulfas

Colisti-
methatum
natricum

Colistini sulfas
CRL

Colistimetha-
tum natricum
CRL

voda R

pH 6.0
(0,05 mol/1)

EBordetella
bronchiseptica
NCTC 8344

CIP 53.157
ATCC 4617
CCM 4416
CNCTC Brb 5/63
Escherichia coli
NCIB 8879

CIP 54.127
ATCC 10536
CCM 3988
CNCTC Ec 326/71

B-pH73

B-pH73

35az39

35az39

Dihydro-
streptomycini
sulfas

Dihydro-
Streptomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/1)

Bacillus subtilis
NCTC 8236
CIP 1.83

CCM 2217
CNCTC Bs 17/65
Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pH79

A-pH79

30 az 37

30 az 37

Erythromycini
estolas
Erythromycini
ethylsuccinas
Erythromycini
stearas

Erythro-
mycinum CRL

methanol R
viz ¢lanky

methanol R

pH 8.0
(0,05 mol/1)

Bacillus pumilus
NCTC 8241

CIP 76.18

CCM 2218
CNCTC Bac 2/65
Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pH79

A-pHT79

30 az 37

30 az 37
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Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpousteédlo
k ptiprave za-
kladniho rozto-
ku

Tlumivy roztok

(pH)

Mikroorganismus

Puda
a konecéné
pH (& 0,1)

Inkubag-
ni
teplota
ve °C

Framycetini
sulfas

Framycetini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/l)

Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58
Bacillus pumilus
NCTC 8241

CIP 76.18

CCM 2218
CNCTC Bac 2/65

E-pH79

E-pH79

30 az 37

30 az 37

Gentamicini
sulfas

Gentamicini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/1)

Bacillus pumilus
NCTC 8241

CIP 76.18

CCM 2218
CNCTC Bac 2/65
Staphylococcus
epidermidis
NCIB 8853

CIP 68.21

ATCC 12228
CCM 4418
CNCTC M 12/63

A-pH7,9

A-pHT79

35az39

35az39

Kanamycini
monosulfas

Kanamycini
sulfas acidus

Kanamycini
monosulfas
CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/l)

Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58
Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau 28/58

A-pHT79

A-pH79

30 az 37

35az39

Neomycini
sulfas

Neomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8.0
(0,05 mol/1)

Bacillus pumilus
NCTC 8241

CIP 76.18

CCM 2218
CNCTC Bac 2/65
Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

E-pH79

E-pH7,9

30 az 37

30 az 37
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Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpousteédlo
k ptiprave za-
kladniho rozto-
ku

Tlumivy roztok
(PH)

Mikroorganismus

Puda
a konecéné
pH (& 0,1)

Inkubag-
ni
teplota
ve °C

Nystatinum

Nystatinum
CRL

dimethylform-
amid R

pH 6,0

(0,05 ml/)
obsahujici
5% (V/V)
dimethylform-
amidu R

Saccharomyces
cerevisiae
NCYC 87

CIP 1432.83
ATCC 9763
CCM 8191
CNCTC 51/65

F-pH 6,0

30az 32

Polymyxini B
sulfas

Folymyxini B
sulfas CRL

voda R

pH 6,0
(0,05 mol/l)

EBordetella bron-
chiseptica
NCTC 8344

CIP 53.157
ATCC 4617
CCM 4416
CNCTC Brb 5/63

B-pH73

35az39

Rifamycinum
natricum

Rifamycinum
natricum CRL

methanol R

pH 7,0
(0,05 mol/1)

Micrococcus flavus
NCTC 8340

CIP 53.45

ATCC 9341

CCM 552

CNCTC Sar 5/58

A-pH6,6

35az39

Spiramycinum

Spiramycinum
CRL

methanol R

pH 8,0
(0,05 mol/1)

Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pH7,9

30 az32

Streptomycini
sulfas

Streptomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/1)

Bacillus subtilis
NCTC 8236
CIP 1.83

CCM 2217
CNCTC Bs 17/65
Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pH79

A-pH79

30 az 37

30 az 37

Tobramycinum

Tobramycinum
CRL

voda R

pH 8,0
(0,05 mol/1)

Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pH79

30 az 37

Vancomycini
hydro-
chloridum

Vancomycini
hydro-
chloridum CRL

voda R

pH 8,0

Bacillus subtilis
NCTC 10400
CIP 52.62
ATCC 6633
CCM 1999
CNCTC Bs 8/58

A-pHS,0

37 az 39
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B. Turbidimetricka metoda

Vhodna zivna pida se inokuluje suspenzi vybraného mikroorganismu, ktery je citlivy na
zkousSené antibiotikum tak, aby v podminkach zkousky bylo dosazeno vhodného potlaceni ristu
mikrobialni kultury. PouZije se znamé mnoZstvi suspenze vybrané tak, aby byl asi po ¢tyrhodinové
inkubaci dobfe méfitelny zakal.

Inokulovana ptida se musi pouzit ihned po naockovani.

Pouzije se rozpoustédlo a tlumivy roztok uvedeny v tabulce 2.7.2-2 pro piipravu roztoku
referencni latky a roztokd zkouSeného antibiotika ve znamych koncentracich, u nichz se
predpoklada stejna ti€innost. K ovéfeni platnosti stanoveni se pouziji nejméné tii davky referencni
latky a tii odpovidajici davky zkouSené latky. Doporucuje se pouzit geometrickou fadu davek. K
dosazeni linearity je nékdy nutné vybrat z vétSiho poctu tfi davek za pouziti odpovidajicich davek
referenni latky a zkouSené latky.

Pouziji se stejné zkumavky. Do kazdé z nich se prevede stejny objem roztokt a stejny objem
naockované zivné pidy (napt. 1 ml roztoku a 9 ml Zivné pady).

Zaroven se piipravi dvé kontrolni zkumavky bez antibiotika a s nao¢kovanou Zivnou piidou a
do jedné se ihned ptida 0,5 ml formaldehydu R. Tyto zkumavky slouzi ke standardizaci optického
pristroje pouzitého k méteni ristu.

Zkumavky se umisti bud’ ndhodné, nebo podle latinského ¢tverce, nebo ndhodného bloku do
vodni lazn€ nebo jiného vhodného piistroje dovolujiciho uvést rychle vSechny zkumavky na
uvedenou inkubacni teplotu. Uchovavaji se pfi této teploté 3 h az 4 h a zabezpeci se stejna teplota
a stejnd doba inkubace.

Po inkubaci se zastavi ve v§ech zkumavkach rtst mikroorganismi piidanim 0,5 ml formaldehy-
du R nebo zahtatim a zmé&fi se zakal s presnosti na tfi mista za pouziti vhodného optického piistroje.
Alternativné lze pouZit jiny postup, ktery dovoluje méfit zakal kazdé zkumavky po stejné dobé
inkubace.

Vypocita se a¢innost za pomoci vhodnych statistickych metod.

Linearita vztahu davka-odpovéd’, transformovana nebo netransformovana, je Casto ziskdna
pouze ve velmi omezeném intervalu; je to ten interval, ktery se ma pouzit pro vypocet ti¢innosti a
obsahuje nejméné tii nasledné davky dovolujici ovéfit linearitu. Pti béznych zkouskach, pokud byla
linearita systému prokdzana na pfiméfeném poctu tfidavkovych stanoveni, postaci, pokud
opravnéna autorita s tim souhlasi, pouzit k titraci jen dvé davky. Ve vSech spornych ptipadech se
vsak pouzije tfidavkova metoda.

V kazdé zkousce se pouzije pro kazdou davku tolik zkumavek, aby byla zajisténa pozadovana
presnost. Stanoveni t¢innosti miiZze byt opakovano a vysledky mohou byt statisticky slouceny, aby
se dosahlo pozadované presnosti stanoveni a ovétilo se, ze i€innost zkouseného antibiotika neni
mensi nez pozadované minimum.
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Tab. 2.7.2-2 Turbidimetricka metoda

Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpousteédlo
k ptiprave za-
kladniho roz-
toku

Tlumivy
roztok

(pH)

Mikroorganis-
mus

Puda a ko-
necné pH (+
0,1)

Inkubaéni
teplota
ve °C

Colistini sulfas

Colistimethatum
natricum

Colistini sulfas
CRL

Colistimetha-
tum natvicum
CRL

voda R

pH 7,0

Escherichia
coli

NCIB 8666
CIP 2.83
ATCC 9637
CCM 2024

C-pH7,0

35az37

Dihydro-
streptomycini
sulfas

Dihydro-
streptomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0

Klebsiella
pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
CCM 4415
CNCTC Klp
85/69

C-pH7,0

35az37

Erythromycini
estolas

Erythromycini
ethylsuccinas

Erythromycini
stearas

Erythromycinu
m CRL

methanol R viz
¢lanky

pH 8,0

Klebsiella
pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
CCM 4415
CNCTC Klp
85/69
Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

D-pH7,0

C-pH7,0

35az37

35az37

Framycetini sulfas

Framycetini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37

Gentamicini sulfas

Gentamicini

sulfas CRL

voda R

pH 7,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37
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Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpoustedlo
k ptiprave za-
kladniho roz-
toku

Tlumivy
roztok

(pH)

Mikroorganis-
mus

Ptda a ko-
neéné pH (+
0,1)

Inkubaéni
teplota
ve °C

Gramicidin

Gramicidin
CRL

methanol R

pH 7,0

Streptococcus
faecalis
ATCC 10541
CCM 4533
CNCTC Str
6/58
Staphylococcus
aureus
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37

Kanamycini
monosulfas

Kanamycini
sulfas acidus

Kanamycini
monosulfas
CRL

voda R

pH 8,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37

Neomyecini sulfas

Neomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37

Rifamycinum
natricum

Rifamycinum
natricum CRL

methanol R

pH 7,0

Escherichia
coli

NICB 8879
CIP 54.127
ATCC 10536
CCM 3988
CNCTC Ec 32-
6/71

C-pH7,0

35az37

Spiramycinum

Spiramycinum
CRL

methanol R

pH 7,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

35az37

D K zamezeni ztrat zplsobenych adsorpci v prib&hu fedéni se mlZe pouZit piisada detergentu, napi.

polysorbatu 80 v koncentraci 0,1 g/1.
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Antibiotikum

Referenéni
latka

Rozpoustedlo
k ptiprave za-
kladniho roz-
toku

Tlumivy
roztok

(pH)

Mikroorganis-
mus

Ptda a ko-
neéné pH (+
0,1)

Inkubaéni
teplota
ve °C

Streptomycini
sulfas

Streptomycini
sulfas CRL

voda R

pH 8,0

Klebsiella
pneumoniae
NCTC 7427
CIP 53.153
ATCC 10031
CCM 4415
CNCTC Klp
85/69

C-pH7,0

35az37

Tobramycinum

Tobramycinum
CRL

voda R

pH 7,0

Staphylococcus
aureus

NCTC 7447
CIP 53.156
ATCC 6538 P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

NCTC 6571
CIP 53.154
ATCC 9144
CCM 2107
CNCTC Mau
76/69

C-pH7,0

35az37

Vancomycini
hydrochloridum

Vancomycini
hydrochloridu
m CRL

voda R

pH 8,0

Staphylococcus
aureus

CIP 53.156
ATCC 6538P
CCM 2022
CNCTC Mau
28/58

C-pH7,0

37 az 39

Nasledujici ¢ast se uvadi jako informace a rady; netvori éast, jez by byla v rozporu s obecnou

metodou.

Doporuéeni pro mikrobiologické stanoveni u¢innosti antibiotik

Nasledujici text uvadi doporuc¢ené mikroorganismy a podminky zkousky. Jiné mikroorganismy

se mohou pouzit, pokud maji stejnou citlivost na zkousené antibiotikum a jsou pouzity ve vhodné
zivné pudé a vhodnych podminkach teploty a pH. Vybér koncentraci roztokli musi zarucit, Ze
v podminkach zkousky existuje linearni vztah mezi logaritmem davky a odpovédi.

Priprava inokula

Bacillus cereus vac. mycoides, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus. Suspenze spor pouzitého
mikroorganismu se ptipravi takto:

Mikroorganismy se kultivuji 7 dni pti 35 °C az 37 °C na vhodné pevné ptde, do které byl pfi-
dan siran manganaty R (1 mg/l). Nartst, ktery obsahuje zejména spory, se splachne sterilni vo-
dou R. Suspenze se 30 min zahtiva na 70 °C a potom se zfedi na pfiméfenou koncentraci spor,
obvykle 10 . 10%az 100 . 10°v ml. Suspenze spor se mohou uchovavat po dlouhou dobu pfi teploté
neptevysujici 4 °C.
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Alternativné€ se mohou suspenze spor ptipravit kultivaci mikroorganismil v pide C pii 26 °C
po dobu 4 az 6 dni. Potom se asepticky prida dostatek siranu manganatého R do koncentrace 1 mg/1
a inkubuje se dalsich 48 h. V suspenzi se mikroskopicky zjisti, zda prob¢hla ptimerena tvorba spor
(asi 80 %) a suspenze se odstredi. Sediment se resuspenduje ve sterilni vodé K tak, aby se dosdhla
koncentrace spor v ml 10 . 10° az 100 . 16 a potom se zahtiva 30 min na 70 °C. Suspenze se
uchovava pfi teploté nepievysujici 4 °C.

Bordetella bronchiseptica. Testovaci mikroorganismus se kultivuje na ptidé B 16 h az 18 h pti
35 °C az 37 °C. Nartst se smyje sterilni vodou R a zfedi na vhodny zakal.

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Micrococcus flavus, Staphylo-
coccus epidermidis. Pripravi se stejné, jak je popsano v odstavci Bordetella bronchiseptica, ale
pouzije se puida A a natedi se na takovy zakal, ktery pii turbidimetrickém stanoveni poskytuje uspo-
kojujici vztah davky k odpovédi nebo pfi difuznim stanoveni vytvaii zieteln¢ ohrani¢ené inhibic¢ni
z6ny postacujiciho primeéru.

Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis. Testovaci mikroorganismus se kultivuje 24 h na
pude F pti 30 °C az 37 °C. Nartst se smyje sterilnim roztokem chloridu sodného R (9 g/l) a ziedi
se jim na vhodny zékal.

Tlumivé roztoky

Tlumivé roztoky o pH v rozmezi 5,8 az 8,0 se ptipravi smichanim 50,0 ml dihydrogenfosforec-
nanu draselného 0,2 mol/l RS s mnoZzstvim hydroxidu sodného 0,2 mol/l VS uvedenym v nasledujici
tabulce a doplnénim Cerstve pripravenou vodou destilovanou R na 200,0 ml.

Tab. 2.7.2-3
pH Mnozstvi hydroxidu sodného 0,2 mol/l VS v ml
5.8 3,72
6,0 5,70
6,2 8,60
6,4 12,60
6,6 17,80
6,8 23,65
7,0 29,63
7,2 35,00
7.4 39,50
7,6 42,80
7,8 45,20
8,0 46,80

Tyto tlumivé roztoky se pouziji pro vsechny mikrobiologické zkousky uvedené v tabulce 2.7.2-1
s vyjimkou bleomyciniumsulfatu, pro ktery se tlumivy roztok o pH 6,8 ptipravi takto: rozpusti se
6,4 g dihydrogenfosforecnanu draselného R a 18,9 g hydrogenfosforecnanu sodného R ve vodé R
a ziedi se na 1000,0 ml.
Zivné piady

Mohou se pouzit nasledujici ptidy nebo pidy jim rovnocenné.
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Fiida A

pepton

pankreaticky hydrolyzat kaseinu
hovézi vytazek

kvasni¢ny vytazek

glukosa monohydrat

agar

voda

Fiida B

pankreaticky hydrolyzat kaseinu
papainovy hydrolyzat soji
chlorid sodny
hydrogenfosfore¢nan draselny
glukosa monohydrat

agar

polysorbat 80

voda

15g

10g
do 1000 ml

Polysorbat 80 se ptida k horkému roztoku ostatnich slozek po jejich rozvareni a bezprosttedné

pred upravenim objemu.

Fiida C

pepton

hovézi vytazek

kvasni¢ny vytazek

chlorid sodny

glukosa monohydrat
hydrogenfosfore¢nan draselny
dihydrogenfosfore¢nan draselny
voda

Fiida D

vytazek ze srdce

kvasni¢ny vytazek

pepton z kaseinu

glukosa monohydrat

chlorid sodny
hydrogenfosfore¢nan draselny
dihydrogenfosfore¢nan draselny
dusicnan draselny

voda

Fiida E
pepton
masovy vytazek

6g
15¢
3g
35¢g
lg
3,68¢
1,32 ¢
do 1000 ml

1,5¢g
1,5¢
50g
lg
35¢g
3,68 ¢g
1,32 ¢
2g
do 1000 ml

5g
3g

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat 26,9 g

agar
voda

Hydrogenfosfore¢nan sodny se prida jako sterilni roztok po sterilizaci pidy.

10g
do 1000 ml
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Fiida F

pepton 94¢g
kvasni¢ny vytazek 47 g
hovézi vytazek 24¢g
chlorid sodny 30,0 g
glukosa monohydrat 10,0 g
agar 235¢g
voda do 1000 ml
Fida G

glycerol 10g
pepton 10g
masovy vytazek 10g
chlorid sodny 3g
agar 15¢
voda do 1000 ml

pH 7 £ 1 po sterilizaci

we

2.7.3Stanoveni ucinnosti kortikotropinu

Podstata zkousky. Uginnost kortikotropinu je piimo imé&rna poklesu obsahu kyseliny askorbové
v nadledvinach potkana po hypofyzektomii. Stanoveni se provadi v porovnani s u¢inkem mezina-
rodniho standardu kortikotropinu nebo refere¢niho piipravku, kalibrovaného v mezinarodnich jed-
notkach.

Mezinarodni jednotka je uc¢innost obsazend v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu,
kterym je ¢istény a lyofilizovany praseci kortikotropin smichany s laktosou.

Hodnotu uéinnosti mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova
zdravotnickd organizace.

Pro stanoveni se pouziji laboratorni potkani o hmotnosti 100 g az 200 g, pfi ¢emz rozdil mezi
nich podminek nejméné 7 dni pted pokusem. Den pied vlastni zkouskou se zvitata zvaZzi a provede
se hypofyzektomie.” Po operaci se potkani umisti do mistnosti se stalou teplotou mezi 24 °C az
27 °C a krom¢ standardni diety a vody se jim umozni volny pfistup k roztoku, obsahujicimu gluko-
su R (50 g/1) a chlorid sodny R (1,8 g/1). Neni-li pfedepsano jinak, referen¢ni piipravek i zkouseny
pripravek se rozpusti v kyseliné chlorovodikové 0,01 mol/l RS na koncentraci odpovidajici 5 m.j.
kortikotropinu v 1 ml. K dal§imu fedéni pro odstupniované davky se pouZzije roztok Zelatiny R
(150 g/1). Roztoky se pouziji nejpozdéji do 4 h po pripravé. Za 18 h az 36 h po hypofyzektomii
se potkani znovu zvazi a rozdé€li do Sesti skupin po osmi az deseti zvitatech. Trem skupinam se
podava referencni piipravek a tfem skupinam zkousSeny piipravek ve trech odstupiiovanych dav-
askorbové v nadledvinach a po nejvyssi nebylo jesté dosazeno nejveétsi snizeni. Davky se prepoctou
na télesnou hmotnost jednotlivého potkana a vsttiknou se podkozné v objemu 0,5 ml/kg. Obvykle
jsou vhodné davky v poradi: 1,0 m.j., 0,5 m.j. a 0,25 m.j. kortikotropinu na 100 g télesné
hmotnosti.

2 Misto hypofyzektomie je mozno u potkani pouzit blokddu funkce hypofyzy podanim vhodné latky napf.
dexamethasonu (viz ¢lanek Corticotropinum).
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Ptesné za tfi hodiny po podani kortikotropinu se kazdému potkanovi v celkové anestezii vyjmou
ob¢ nadledviny, rychle se o€isti od cizi tkan€ a co nejrychleji se zvazi, aby se predeslo ztrat¢ hmot-
nosti.

Vlozi se do homogenizac¢ni zkumavky obsahujici 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku kyseliny
metafosforecné R (25 g/1). Potkani se usmrti a provede se kontrola uplnosti hypofyzektomie.

Nadledviny se zhomogenizuji a obsah zkumavky se zfedi stejnym roztokem kyseliny metafosfo-
recné R (25 g/l) na 10 ml. Za 30 min stani pfi pokojové teploté¢ se homogenat odstfed’uje a 7 ml Ciré
supernatantni tekutiny se pfida k ¢erstvé ptipravené smesi tohoto sloZeni: 7 ml roztoku octanu sod-
ného R (45,3 g/l) upraveného ptidanim kyseliny octové Rna pH 7, 3 ml vody R, 2 ml dichlorfenolin-
dofenolatu sodného KS.

Za 30 s po smichani se méti kolorimetricky absorpce. PouZzije se filtr s nejvetsi transmisi pii
470 nm a transmise s rozsahem od 450 nm do 520 nm. Obsah kyseliny askorbové se odecte ze
standardni kalibra¢ni kiivky, ktera se sestroji z vysledkli méteni vhodnych objemti Cerstve ptiprave-
ného roztoku kyseliny askorbové R pridanych do roztoku kyseliny metafosforecné R (25 g/1). Obsah
kyseliny askorbové se vyjadfi v miligramech na 100 g tkané nadledvin kazdého potkana. Vypoctou
se pramérné hodnoty pro potkany ve vSech tfech davkovych skupindch referencniho ptipravku a
zkousSeného pripravku a vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou (5.3).

2.7.4Stanoveni ucinnosti krevniho koagulac¢niho faktoru VIII

Fodstata zkousky. Pti stanoveni u€innosti krevniho koagula¢niho faktoru VIII se vyuziva jeho
biologického ucinku jako kofaktoru aktivace faktoru X aktivovanym faktorem IX (faktor IXa) v pfi-
tomnosti iontdi vapniku a fosfolipidt. Uginnost piipravku faktoru VIII se stanovi porovnanim
mnozstvi potfebného k dosazeni urcité rychlosti tvorby faktoru Xa ve zkousené smési obsahujici
latky, jez se ucastni aktivace faktoru X, s mnozstvim mezindrodniho standardu nebo referencniho
pripravku kalibrovaného v m.j., jeZ je zapotiebi k dosazeni stejné rychlosti tvorby faktoru Xa.

Mezinarodni jednotka faktoru VIII je i€innost obsazena v deklarovaném mnozstvi mezinarodni-
ho standardu, kterym je lyofilizovany koncetrat krevniho koagulacniho faktoru VIII. Hodnotu t¢in-
nosti mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova zdravotnicka organi-
zace.

Lidsky koagulacni faktor VIII BRF se kalibruje porovnanim s mezinarodnim standardem a jeho
ucinnost se vyjadiuje v mezinarodnich jednotkach.

Chromogenni zpisob stanoveni se sklada ze dvou naslednych krokti: z aktivace faktoru X, ktera
probiha v reakéni smési slozené z purifikovanych koagulacnich faktord a zavisi na obsahu piitom-
ného faktoru VIII, a z enzymatického §té€peni chromogenniho substratu faktoru Xa, které je prova-
zeno vznikem chromoforu, jehoz mnozstvi se da stanovit kvantitativné spektrofotometricky. Za
vhodnych podminek stanoveni je zavislost rychlosti tvorby faktoru Xa na koncentraci faktoru VIII
linearni. Stanoveni se da shrnout do nasledujiciho schématu:

Krok 1 faktor X (aktivovany) faktor VIII
faktor [Xa, fosfolipid, Ca ™"

faktor Xa

Krok 2 chromogenni substrat Jaktor Xa, peptid + chromofor

Oba kroky zahrnuji zkoumadla, ktera se daji zajistit z riznych komercnich zdroji. Ackoliv
slozeni jednotlivych zkoumadel miize mit nékteré odlisnosti, jejich zékladni rysy jsou popsany v na
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sledujici specifikaci. Odchylky od tohoto popisu jsou ptipustné, pokud se prokaze, Ze vysledky zis-
kané za pouziti mezinarodniho standardu lidského koagula¢niho faktoru VIII se vyznamné nelisi.

Pti pouziti komercnich testovacich souprav se zachovava navod vyrobce; je dilezité prokazat,
7e pouzita testovaci souprava je pro stanoveni vhodna.

Zkoumadla

Nazvem koagulacni zkoumadla (dale zkoumadla) se oznacuje skupina ptecisténych bilkovin
lidského nebo hovéziho pivodu. Zahrnuje faktor X, faktor IXa a aktivator faktoru VIII, obvykle
trombin. Tyto bilkoviny jsou ¢aste¢né precisteéné, nejlépe alespoti na 50 % a neobsahuji necistoty,
které by mohly zasahovat do aktivace faktoru VIII nebo faktoru X. Faktor X je pfitomen v mnoz-
stvich, jejichz kone¢na koncentrace béhem prvého kroku stanoveni je 10 nmol/l az 350 nmol/l,
obvykle 15 nmol/l az 30 nmol/l. Faktor IXa vznika aktivaci pte¢isténého faktoru IX na faktor IXaf3
pomoci faktoru XIa a naslednym piecisténim faktoru IXaP z reakéni smési. Jeho konecna
koncentrace béhem tvorby faktoru Xa je méné nez 30 % koncentrace faktoru X, obvykle 1 nmol/l
az 100 nmol/l, nejlépe 1 nmol/l az 10 nmol/l. Trombin mize byt pfitomen ve formé svého
prekurzoru protrombinu za predpokladu, ze jeho aktivace ve zkoumadle je dostate¢né rychla, aby
se pii stanoveni zajistila téméf okamzita a uplna aktivace faktoru VIII. Fosfolipidy mohou byt
ptirodniho ptivodu, napft. extrakt z hovéziho mozku nebo michy nebo extrakt ze sdjovych bobii,
nebo se mohou pfipravit synteticky a musi obsahovat v dostatecné mite, obvykle 15 % az 35 %,
fosfatidylserin. Kone¢na koncentrace fosfolipidu béhem tvorby faktoru Xa je 1 nmol/l az 50 nmol/l,
nejlépe 10 nmol/l az 35 nmol/l. Zkoumadlo obsahuje ionty vapniku v kone¢né koncentraci 5 nmol/l
az 15 mmol/l. Ke konecné tvorbé faktoru Xa dochazi v roztoku, ktery obsahuje nejméné 1 mg/ml
lidského nebo hovéziho albuminu, jehoz pH je vhodné upraveno na hodnotu 7,3 az 8,0. Slozky
kone¢ného zkoumadla se obvykle rozd€luji alespoii do dvou oddélenych zkoumadel, z nichz zadné
nema vlastni schopnost tvorby faktoru Xa. Po rekonstituci mohou byt spojeny za piedpokladu, Ze
v neptitomnosti faktoru VIII nemize vzniknout vyznamné mnozstvi faktoru Xa. V konecné
inkubacni smési musi byt faktor VIII jedinou slozkou, ktera urcuje rychlost.

V druhém kroku se vytvoreny faktor Xa stanovi pomoci chromogenniho substratu specifického
pro faktor Xa. Tim je obvykle derivat kratkého peptidu ze tfi az péti aminokyselin s pfipojenou
skupinou chromoforu. Pfi odStépeni této skupiny z peptidického substratu se jeji chromoformni
vlastnosti posunou do vinové délky, ktera umoziuje jeji spektrofotometrické stanoveni. Substrat
je obvykle rozpustény ve vodé a pouziva se v konecné koncentraci 0,2 mmol/l az 2 mmol/l. Substrat
miize dale zahrnovat vhodné inhibitory pro zastaveni dalsi tvorby faktoru Xa a pro potlaceni
aktivity trombinu a tim se zlepSuje selektivita stanoveni faktoru Xa.

Postup stanoveni

Pomoci odpovidajiciho mnozstvim vody R se rekonstituuje cely obsah ampule s referenénim
ptipravkem i obsah ampule se zkouSenym piipravkem; piipravky se pouziji ihned po rozpusténi.
Rekonstituované pripravky se jesté dostatecné prediedi na roztoky s obsahem mezi 0,5 m.j./ml az
2,0 m.j./ml.

Predredéni se provadi plazmou pacienta s tézkou formou hemofilie A nebo uméle ptipravenym
zkoumadlem poskytujicim vysledky, které se vyznamné neli§i od vysledk stanoveni s
hemofilickou plazmou a se stejnym referen¢nim a zkousenym piipravkem. Predfedéné roztoky musi
byt stabilni po dobu potifebnou na stanoveni, nejméné 30 min pti 20 °C a pouziji se do 15 min.

Ptipravi se dalsi fedéni referencniho a zkouseného ptipravku. K tomu se pouzije izotonicky
tlumivy roztok bez chelatotvornych slozek, ktery obsahuje 1 % lidského nebo hovéziho albuminu
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a napf. trometamol nebo imidazol a jehoZ pH se upravi na 7,3 az 8,0. Pfipravi se alespori tfi samo-
statna, nezavisla fedéni obou ptipravkd, nejlépe kazdé samostatné fedéni dvojmo. Pripravuji se
fedéni tak, aby kone¢na koncentrace faktoru VIII byla béhem kroku, kdy dochézi k tvorbé faktoru
Xa, niz8i nez 0,03 m.j./ml, pfednostné nizs§i nez 0,01 m.j./ml.

Ptipravi se kontrolni roztok, ktery obsahuje vSechny slozky kromé faktoru VIII.

Vsechna fedéni se pfipravuji ve zkumavkach z plastu a ihned se pouZziji.

Krok 1. Pfedehtata fedéni referencniho ptipravku faktoru VIII i zkouseného ptipravku se smi-
chaji s odpovidajicim objemem predehtatého koagulacniho zkoumadla nebo se smési jeho odd¢le-
nych slozek. Takto pfipravené smési se inkubuji ve zkumavkach z plastli nebo v jamkach mikrotit-
racnich desticek pti 37 °C. Koncentrace jednotlivych komponent béhem tvorby faktoru Xa se musi
fidit specifikaci uvedenou vyse v odstavci Zkoumadla. Ponecha se dostate¢né dlouha doba na akti-
vaci faktoru X, nejlépe takova, aby doslo k ukon¢eni reakce pfed dosazenim maximalni hodnoty
koncentrace faktoru Xa, aby se dosahlo dostate¢né linearni zavislosti odpovédi na davce. Aktivaéni
Cas se také vybira tak, aby se dosahlo linearniho prub&hu kiivky tvorby faktoru Xa v zavislosti na
Case. Vyhovujici aktivacni ¢as je obvykle mezi 2 min az 5 min, ale jsou mozné odchylky, pokud
se dosahne lepsi linearity zavislosti odpovédi na davce.

Krok 2. Aktivace se ukonc¢i pridanim predehiatého zkoumadla, které obsahuje chromogenni
substrat. Kvantitativné se stanovi rychlost Sté€peni substratu, ktera musi linedrné zaviset na
koncentraci vzniklého faktoru Xa. Stanoveni se provadi méfenim zmény absorbance
spektrofotometrem pii vhodné vinové délce. Bud’ se sleduje absorbance kontinualné, coz umoziuje
vypocet pocatecni rychlosti $t€peni substratu, nebo se ukon¢i hydrolyticka reakce po odpovidajicim
casovém intervalu tim, Ze se snizi pH pfidanim vhodného zkoumadla, jako je kyselina octova (50 %
Vv C,H,0,) nebo citronanovy roztok (1 mol/l) o pH 3. Doba hydrolyzy se nastavi tak, aby se
doséhlo linearni tvorby chromoforu v zévislosti na ¢ase. Vhodna doba hydrolyzy je obvykle mezi
3 min a 15 min. Jsou ale mozné odchylky, pokud se tim dosahne lepsi linearni zavislosti odpovédi
na davce.

Ovéri se validita stanoveni a ic¢innost zkouseného piipravku se vypocte obvyklymi statistickymi
metodami pro stanoveni pomeéru sklonti (napt. Statisticka analyza vysledkd biologickych zkousek

(5.3)).

2.7.5Stanoveni ucinnosti heparinu

Antikoagula¢ni uc¢innost heparinu se stanovi in vitro porovnanim jeho schopnosti zpomalovat
za danych podminek srazeni rekalcifikované citronanové ovéi plazmy se stejnou schopnosti
referenéniho ptipravku heparinu, kalibrovaného v mezinarodnich jednotkach.

Mezinarodni jednotka je uc¢innost obsazend v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu,
kterym je lyofilizovana sodna sil heparinu, pfipravena z veptové stievni mukozy. Hodnotu
ucinnosti mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Sv€tova zdravotnicka
organizace.

Uctinnost sodné soli heparinu BERF se kalibruje v mezinarodnich jednotkéch v porovnani s mezi-
narodnim standardem za pomoci nékterého dale uvedeného postupu stanoveni.

Provede se stanoveni jednou z nasledujicich metod pro urceni pocatku srazeni s pouzitim zku-
mavek a dal$iho, pro zvolenou metodu vhodného zatizeni:

a) prima vizualni detekce, nejlépe pii nepfimém osvétleni proti matnému ¢ernému pozadi,

b) spektrofotometricky zaznam zmény optické hustoty pti vinové délce asi 600 nm,

¢) vizualni detekce zmény tekutosti pfi rué¢nim preklapeni zkumavek,

d) automaticky zaznam zmény tekutosti pti michani; dba se, aby se pfi zacatecni fazi srazeni co
nejvice predeslo naruSeni roztoku.
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Fostup stanoveni. Objemy uvedené v dalsim textu slouzi jako priklady a mohou byt prizpiisobeny
zvolenému zarizent za predpokladu, Ze jejich poméry ziistanou zachovany.

Sodna siil heparinu BRF se rozpusti v roztoku chloridu sodného R (9 g/l) tak, aby vysledny
roztok obsahoval v mililitru pfesné znamy pocet mezinarodnich jednotek. Obdobné se pfipravi
roztok zkouseného ptipravku o stejné predpokladané ucinnosti. Pomoci roztoku chloridu sodného R
(9 g/1) se z obou roztoku pripravi geometrické fady fedéni tak, aby Cas srazeni zaznamenany pro
pii nejvyssi koncentraci bylo dosaZzeno vyhovujiciho prib¢hu zavislosti log davka-odezva, podle
stanoveni v predbézné zkousce.

Do ledové vodni lazné se vlozi dvanact zkumavek po dvojicich oznacenych T, T, a T, pro dvoji
méteni tii fedeéni zkouseného piipravku a S|, S, a § pro dvoji méfeni tii fedeéni referencniho
ptipravku. Do kazdé zkumavky se odméfi 1,0 ml rozmrazené plazmy substratu RI a 1,0 ml vhodné
zifedéného zkouSeného piipravku nebo 1,0 ml vhodné zfedéného referencniho ptipravku. Po kazdém
pridavku se obsah zkumavek opatrn¢€ promicha tak, aby se netvotily bubliny. Zkumavky v potadi
S,, S,, S5, Ty, T, a T se prenesou do vodni 1azné o teploté 37 °C na dobu 15 min. Poté se do kazdé
zkumavky odméti 1 ml zkoumadla cefalinového R, ke kterému byl pfidan vhodny aktivator jako
je kaolin, v takovém mnozstvi, aby srazeni ve slepé zkousce nastalo v Case krat§im nez 60 s. Pti
aktivaci kaolinem se bezprostfedné pred pouzitim pfipravi smes stejnych objeml zkoumadla
cefalinového R a suspenze kaolinu lehkého R (4 g/1) v roztoku chloridu sodného R (9 g/). Piesné
za 2 min se do kazdé zkumavky ptida 1 ml roztoku chloridu vapenatého R (3,7 g/1) a zvolenou
metodou (a, b, ¢ nebo d) se stanovi ¢as srazeni v sekundach mezi timto poslednim ptidavkem a
zacatkem srazeni. Cas sraZeni ve slepé zkousce se obdobné stanovi tak, ze namisto roztoku heparinu
se do zkumavky odméii 1 ml roztoku chloridu sodného R (9 g/l). Slepé zkousky se zaradi na
zacatek a na konec postupu méfeni. Hodnoty stanovené pro dvojici slepych zkouSek se nemaji
vyznamn¢ lisit. Stfedni hodnoty ¢asti sraZzeni zaznamenanych pro jednotlivé dvojice se prevedou
do logaritmického tvaru. Postup se zopakuje za pouziti Cerstvych roztokt, pti dodrzeni potadi pro
inkubaci T, T,, T, S,, S, a S;. Vysledky se vypocitaji za pouziti obvyklych statistickych metod.

Provedou se vzdy nejméné tfi nezavisla stanoveni. Pro kazdé stanoveni se pfipravi Cerstvé
roztoky referen¢niho ptipravku, zkouseného piipravku a jiné, Cerstvé rozmrazené plazmy.

Ucinnost zkouseného piipravku se stanovi z vysledkil viech méfeni za pouZiti obvyklych statis-
tickych metod. Jestlize rozptyl mezi jednotlivymi stanovenimi je vyznamny na P = 0,01, mtize se
stanovit vysledna ucinnost vypoc¢tem prostého priméru z jednotlivych stanoveni.

2.7.6Stanoveni ucinnosti adsorbované vakciny proti zaskrtu

Fodstata zkousky. Uginnost adsorbované vakceiny proti zaskrtu se stanovi porovnanim davky
potebné k ochran¢é morcat pred uc¢inkem difterického toxinu s davkou referen¢niho ptipravku,
vyjadfenou v mezinarodnich jednotkach, kterd poskytuje stejnou ochranu. Toxin se vsttikuje bud’
intradermaln¢ a sleduje se vznik specifického erytému, nebo subkutanné a sleduje se thyn zvirat.

Mezinarodni jednotka je uc¢innost obsazena v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu.
Tento standard pozlstava z urcitého mnozstvi difterického toxoidu adsorbovaného na hydroxid hli-
nity. Hodnotu u¢innosti mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova
zdravotnicka organizace.
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Metoda sledovani erytému po intradermalnim podani

Vybér a rozdélent pokusnych zvirat. Ke zkousce se pouziji zdrava bila morc¢ata z jednoho chovu
a takové velikosti, kterd umozni ptedepsany pocet injek¢nich podani. Rozdil v hmotnosti mezi nej-
téz8im a nejleh¢im zvifetem nepiesahuje 100 g. Zvirata se rozdéli do nejméné Sesti stejné velkych
skupin. Pocet zvitat ve skupiné postacuje k tomu, aby byly splnény dale ptedepsané pozadavky na
platnost zkousky. Pokud neni prokazana stabilita toxinu nebo tento toxin neni dostatecné standardi-
zovan, pribere se pét morcat jako neimunizovana kontrola. Mor¢ata jsou stejného pohlavi nebo se
samci a samice rovnomérné rozdéli do skupin.

Vyber toxinu. Diftericky toxin, ktery se pouzije ke zkousSce, obsahuje 67 az 133 L1/100 v 1 Lf
a 25 000 az 50 000 nejmensich davek reagujicich v kiizi mor¢at v 1 Lf. Pokud je prokazana stabilita
tohoto toxinu, neni tfeba ovéfovat jeho uc¢innost pti kazdém stanoveni.

Friprava roztoku toxinu. Toxin se bezprostifedné pfed pouZzitim zfedi vhodnym rozpoustédlem
tak, aby 0,2 ml obsahovalo asi 0,0512 Lf. Z n¢ho se pfipravi fada péti Ctyinasobnych fedéni
obsahujicich asi 0,0128, 0,0032, 0,0008, 0,0002 a 0,00005 Lf v 0,2 ml.

Stanoveni ucinnosti zkouSené vakciny. ZkouSeny piipravek a referen¢ni pfipravek se zredi
roztokem chloridu sodného R (9 g/l) tak, aby jednotliva fedéni byla odstupniovana nejvyse
2,5nasobné a aby stfedni fedéni pii subkutdnnim podani (v davce 1,0 ml na morce) dovolila po
podani toxinu vznik intradermalni reakce asi u tfi fedéni toxinu. Pro kazdé fedéni se vybere jedna
skupina morcat a vSem morcatiim ve skuping se subkutanné vstiikne po 1,0 ml ptislusného fedéni.
Po 28 dnech se vS§em morcatiim oholi oba boky a kazdému zvifeti se intradermalné vstiikne 0,2 ml
kazdého z Sesti fedéni toxinu na Sest riznych mist tak, aby vzajemné puisobeni sousedicich mist
bylo co nejmensi.

Stanoveni ucinnosti toxinu. Je-1i tieba, vstitknou se neimunizovanym kontrolnim zvifatim
roztoky obsahujici 80, 40, 20, 10 a 5 miliontin Lf toxinu.

Odecitani a hodnoceni vysledkii. 48 h po podani toxinu se vySetfi vSechna mista podani a
u kazdého zvitete se formou poméru zaznamena pocet mist se specifickym difterickym erytémem
a pocet mist bez této reakce. Hodnoty téchto poméri pro vSechna zvitata, jimz bylo podano stejné
fedéni ockovaci latky, se spoji a zaznamenaji do tabulky. Tyto tdaje se vhodnou transformaci, jako
napt. (hodnota poméru)? nebo arcsin ((hodnota pomé&ru/6¥ ), pouziji na ziskani odhadu relativni
ucinnosti kazdé zkousSené vakciny pomoci kvantitativniho hodnoceni rovnobéznych ptimek.

Fozadavky na platnost zkousky. Zkouska je platna, jsou-li splnény tyto pozadavky:
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je-li tfeba, fedéni toxinu obsahujici 40 miliontin Lf ddvky vyvola pozitivni erytémovou reakci
nejméné u 80 % kontrolnich morcat a fedéni obsahujici 20 miliontin Lf ddvky nevyvola u nejmé-
né 80 % kontrolnich zvifat zddnou reakci (nejsou-li splnéna tato kritéria, vybere se jiny toxin),
interval spolehlivosti stanoveni (P = 0,95) je v rozmezi 50 % az 200 % stanovené u¢innosti,
statistické hodnoceni neukazuje odchylku od linearity a rovnobéznosti.

Zkouska se mtize opakovat, ale jestlize se provede vice stanoveni, vysledky vSech platnych
stanoveni se slouci.

Metoda sledovani thynu

Vybeér a rozdéleni pokusnych zvirat. Ke zkousce se pouziji zdrava morcata o hmotnosti 250 g
az 350 g pochazejici z jednoho chovu. Morcata se rozdéli do nejméné Sesti stejné velkych skupin.
Pocet zvitat ve skupiné€ postacuje k tomu, aby byly splnény dale pfedepsané pozadavky na platnost
zkousky. Pokud neni prokédzana stabilita toxinu nebo neni-li tento toxin dostatecné standardizovan,
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priberou se dalsi ¢tyfi skupiny po péti morcatech jako neimunizovana kontrola. Morcata jsou
stejného pohlavi nebo se samci a samice rovnomérné rozdé€li do skupin.

Vybér toxinu. Vybere se takovy diftericky toxin, ktery v 1 ml obsahuje nejméné 100 LD,
Pokud je prokazana stabilita tohoto toxinu, neni tieba ovéfovat jeho stfedni smrtnou davku pti
kazdém stanoveni.

Friprava roztoku toxinu. Bezprostiedné€ pied pouZitim se toxin ziedi vhodnym rozpoustédlem
tak, aby se ziskal roztok toxinu obsahujici v 1 ml asi 100 LD, Je-li tfeba, zfedi se dale Cast roztoku
toxinu stejnym rozpoustédlem v pomeérech 1 : 32,1 : 100 a 1 : 320.

Stanoveni ucinnosti vakciny. Zkouseny piipravek a referencni ptipravek se ziedi roztokem
chloridu sodného R (9 g/l) tak, aby jednotliva fedéni byla odstupfiovana nejvyse 2,5nasobné a aby
stfedni fedéni po subkutannim podani (v davce 1,0 ml na morce) ochranila piiblizné 50 % zvitat
pted letalnim ucinkem predepsané davky difterického toxinu podaného subkutanné. Pro kazdé
fedéni se vybere jedna skupina morcat a vSem morc¢atim ve skupiné se subkutanné vstiikne po
1,0 ml prislusného fedéni. Po 28 dnech se vSem zviratim subkutanng vstfikne 1,0 ml roztoku toxinu
(100 LDsy).

Stanoveni ucinnosti toxinu. Je-li tfeba, pfipravi se na podani roztoku toxinu a jeho tii fedéni Ctyti
skupiny po péti morcatech. Kazdému zviteti ve skuping se subkutanné vstiikne 1,0 ml pfislusného
fedeéni toxinu.

Odecitani a hodnoceni vysledkiu. Za 4 dny od podani toxinu se odecte pocet piezivajicich
moréat. Uginnost zkousené vakciny se vyhodnoti porovnanim s i¢innosti referenéniho ptipravku
na zaklad¢€ poméru poctu piezivajicich zvirat v kazdé skupin¢ imunizovanych morcat, za pouziti
obvyklych statistickych metod.

Fozadavky na platmost zkousky. Zkouska je platna, jsou-li splnény tyto pozadavky:

- 50% ochranna davka zkousencho a referen¢niho ptipravku je mezi nejvyssi a nejnizsi davkou
podanou morc¢atiim,

- v ptipad¢, Ze ¢tyfem skupinam po péti morcatech byl vstiiknut roztok toxinu a jeho tii fedéni, ma
pocet uhynulych zvitat ukazat, Ze pouzitd davka toxinu byla ptiblizné 100 LD 4,

- interval spolehlivosti stanoveni (P = 0,95) je v rozmezi 50 % az 200 % stanovené ucinnosti,

- statistické hodnoceni neukazuje odchylku od linearity a rovnobéznosti.

Zkouska se mize opakovat, ale jestlize se provede vice stanoveni, vysledky vSech platnych
stanoveni se slouci.

2.7.7Stanoveni u¢innosti vakciny proti davivému kasli

Podstata zkousky. Uginnost vakeiny proti davivému kasli se stanovi porovnanim davky potiebné
na ochranu mysi pred u¢inkem intracerebralné podané letalni davky bakterie Bordetella pertussis
s davkou referencniho ptipravku vyjadienou v mezinarodnich jednotkach, ktera poskytuje stejnou
ochranu.

Mezinarodni jednotka je ucinnost obsazend v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu,
ktery pozistava z ur¢itého mnozstvi susené ockovaci latky proti davivému kasli. Hodnotu ucinnosti
mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova zdravotnicka organizace.

Vybér a rozdeleni pokusnych zvirat. Ke zkousce se pouziji zdravé mysi, nejvyse 5 tydnti staré,
nepiesahuje 5 g. Vytvoti se Sest skupin po nejméné Sestnacti mySich a ¢tyfi skupiny po deseti
mysSich. Mysi jsou stejného pohlavi nebo se samci a samice rovnomérné rozdéli do skupin.
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Vybeér infekcniho kmene a priprava jeho suspenze k infekci. Vybere se vhodny kmen
B. pertussis, ktery je schopen zpuasobit thyn mysi v pribéhu 14 dni po intracerebralni infekci.
Kmen neni vhodny, jestlize za 48 h po aplikaci uhyne vic nez 20 % mysi. Pfipravi se subkultura
kmene a ziskané bakterie B. pertussis se suspenduji v roztoku obsahujicim kaseinovy hydrolyzat
(10 g/1) a chlorid sodny R (6 g/l) s hodnotou pH v rozmezi 7,0 az 7,2 nebo v jiném vhodném
roztoku. Zméti se zékal suspenze a ve stejném roztoku se pfipravi fada fedéni. Na kazdé fedéni se
pouzije skupina deseti mysi, kterym se intracerebralng vstiikne po 0,02 ml nebo 0,03 ml ptislusného
fedéni. Po 14 dnech se v kazdé skupiné spocitaji prezivajici mysi a z vysledkl se vypocita
o¢ekavany zakal suspenze, kterd bude obsahovat 100 LDy, v kazdé¢ infekéni davce.

Pro zkouSeni oCkovaci latky se piipravi Cerstva subkultura téhoz kmene B. pertussis a z ni
suspenze bakterii se zakalem odpovidajicim pfiblizné¢ 100 LD ., v kazdé infekéni davcee. Z této sus-
penze se pripravi tii fedéni.

Stanoveni ucinnosti. Ptipravi se tii odstupniovana fedéni zkousené vakciny a tfi podobna fedéni
referencniho pfipravku tak, aby se mohlo o¢ekavat, ze stfedni fedéni uchrani asi 50 % mysi pred
letalnim ucinkem infekéni davky B. pertussis. Doporucené davky jsou 1/8, 1/40 a 1/200 lidské
davky zkousené vakciny a 0,5, 0,1 a 0,02 mezindrodni jednotky referenc¢niho ptipravku, pficemz
jsou tato mnozstvi obsazena v objemu neptfesahujicim 0,5 ml. Kazdym z téchto Sesti fedéni se
imunizuje jedna skupina my$i obsahujici Sestnact zvitat; kazdé mysi se vstiikne intraperitonealné
jedna davka ptislusného fedéni. Za 14 az 17 dni se vSechny mysi infikuji intracerebralné jednou
davkou infekéni suspenze. Stejnou davkou infekéni suspenze a z ni pripravenymi tfemi fedénimi
se téz intracerebraln¢ infikuji Ctyti skupiny po deseti mysich. Z hodnoceni se vylou¢i v§echny mysi
uhynulé v pritbéhu 48 h po infikovani. Po 14 dnech se v kazdé skupiné spocitaji prezivajici mysi.
Na zaklad€ poctl prezivajicich zvifat v jednotlivych skupinach (po nejméné Sestnacti zvifatech) se
vyhodnoti u€innost zkousené vakciny v porovnani s ucinnosti referen¢niho ptipravku.

Fozadavky na platnost zkousky. Zkouska je platna, jsou-li spln€ny tyto pozadavky:

- 50% ochranna davka zkouSeného a referenc¢niho piipravku je mezi nejvyssi a nejnizsi ddvkou
podanou mysim,

- pocet mysi uhynulych ve ¢tyfech skupinach po deseti zvitatech po podani infek¢ni suspenze a
jejich fedéni udava, Ze infekéni davka byla ptiblizné 100 LD

- statistické hodnoceni neukazuje odchylku od linearity nebo rovnobéznosti.

Zkouska se mize opakovat, ale jestlize se provede vice stanoveni, vysledky vSech platnych
stanoveni se slouci.

2.7.8Stanoveni ucinnosti adsorbované vakciny proti tetanu

Fodstata zkousky. Uéinnost adsorbované vakeiny proti tetanu se stanovi porovnanim davky
pottebné k ochrané morcat nebo mysi pred ucinkem subkutanni injekce paralyzujici davky
tetanického toxinu s davkou referenéniho pfipravku vyjadienou v mezinarodnich jednotkach, ktera
poskytuje stejnou ochranu. V zemich, kde neni povinnd metoda s paralyzou, je mozno pouzit
metodu sttedni smrtné davky (LD,,). Pro ni je pocet zvifat a postup totozny s popsanou metodou
paralyzy, avSak zkouska se misto podle ptiznakd tetanické paralyzy hodnoti podle tthynu zvifat.

Mezinarodni jednotka je uc¢innost obsazend v deklarovaném mnozstvi mezinarodniho standardu,
ktery pozlstava z urcitého mnozstvi tetanického toxoidu adsorbovaného na hydroxid hlinity.
Hodnotu u¢innosti mezinarodniho standardu v mezinarodnich jednotkach vyhlasuje Svétova
zdravotnické organizace.
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Zkous$ka na morcatech

Vybeér a rozdéleni pokusnych zvirat. Ke zkousce se pouziji zdrava morcata z jednoho chovu,
jejichz hmotnost je v rozmezi 250 g az 350 g. Zvitata se rozd¢€li do nejméné Sesti stejn¢ velkych
skupin. Pocet zvifat ve skupiné postacuje k tomu, aby byly splnény dale pfedepsané pozadavky na
platnost zkousky. Pokud neni prokazana stabilita toxinu nebo tento toxin neni dostatecné standardi-
zovan, ptiberou se dalsi ¢tyfi skupiny po peti morcatech jako neimunizovana kontrola. Morcata jsou
stejného pohlavi nebo se samci a samice rovnomérné rozdéli do skupin.

Vybeér toxinu. Zvoli se tetanicky toxin obsahujici v 1 ml nejméné padesétinasobek 50% paralyzu-
jici davky. Pokud je prokazéna stabilita tohoto toxinu, neni tfeba ovétovat paralyzujici davku pti
kazdém stanoveni.

Friprava roztoku toxinu. Toxin se bezprostfedné pied pouzitim zfedi vhodnym rozpoustédlem
tak, aby 1 ml obsahoval asi padesatindsobek 50% paralyzujici davky. Je-li tfeba, ztedi se dale cast
roztoku toxinu stejnym rozpoustédlem v pomérech 1 : 16,1 :50a 1 : 160.

Stanovent ucinnosti zkouSené vakciny. Zkousena vakcina a referencni pripravek se ziedi rozto-
kem chioridu sodného R (9 g/1) tak, aby jednotliva fedéni byla odstupiiovana nejvyse 2,5nasobné
a aby stfedni fedéni pfi subkutannim podani (v davce 1,0 ml na morce) ochranila ptiblizn¢ 50 %
zvitat pred paralyzujicim Gc¢inkem ptedepsané davky tetanického toxinu podaného subkutanné. Pro
kazdé redéni se vybere jedna skupina morc¢at a vSem morcatlim ve skupin€ se subkutanné vstiikne
po 1,0 ml ptislusného fedéni. Po 28 dnech se kazdému zviteti subkutanné vstiikne 1,0 ml roztoku
toxinu (padesatinasobek 50% paralyzujici davky).

Stanoventi ucinnosti toxinu. Je-li tieba, vstitkne se neimunizovanym kontrolnim zvitatim (Ctyfi
skupiny po péti morcatech) subkutanné po 1,0 ml roztoku toxinu nebo jeho ptislusného fedéni tak,
7e kazdé skupiné se poda jedna koncentrace.

Odecitani a hodnoceni vysledkii. Zvitata se kontroluji dvakrat denné, pticemz se vyradi vSechna
zvitata se zfetelnymi pfiznaky tetanické paralyzy a Setrné se utrati. P&t dni po podani roztoku toxinu
se spotitaji zvifata bez piiznaki paralyzy. Uinnost zkousené vakciny se vyhodnoti za pouZiti
obvyklych statistickych metod porovnanim s u¢innosti referencniho ptipravku na zakladé poméru
poctu imunizovanych morcat bez ptiznaki paralyzy v kazdé skupiné po podani roztoku toxinu.

Fozadavky na platmost zkousky. Zkouska je platna, jsou-li splnény tyto pozadavky:

podanou zvitatim,

- v ptipade¢, Ze byl ¢tyfem skupinam po péti morcatech vstiiknut roztok toxinu a jeho tii fedéni, ma
pocet paralyzovanych zvitat ukazat, ze pouzitd davka toxinu byla pfiblizné padesatinasobkem
50% paralyzujici davky,

- interval spolehlivosti stanoveni (P = 0,95) je mezi 50 % az 200 % stanovené u¢innosti,

- statistické hodnoceni neukazuje odchylku od linearity a rovnobé&znosti.

Zkouska se muze opakovat, ale jestlize se provede vice stanoveni, vysledky vSech platnych
stanoveni se slouci.

ZkouSka na mySich

Vybér a rozdeéleni pokusnych zvirat. Ke zkouSce se pouziji zdravé mysi z jednoho chovu,
hmotnosti 14 g az 20 g. Mysi se rozdéli do nejméné Sesti stejné velkych skupin. Pocet zvitat ve
skupin€ postacuje k tomu, aby byly splnény dale predepsané pozadavky na platnost zkousky. Pokud
neni prokazana stabilita toxinu nebo tento toxin neni dostatecn¢ standardizovan, pfiberou se dalsi
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Ctyti skupiny po Sesti mysich jako neimunizovana kontrola. Mysi jsou stejného pohlavi nebo se

samci a samice rovnomérné rozdéli do skupin.

Vyber toxinu. Zvoli se tetanicky toxin obsahujici v 1 ml nejméné stondsobek 50% paralyzujici
davky. Pokud je prokéazana stabilita tohoto toxinu, neni tfeba ovétovat paralytickou davku pti
kazdém stanoveni.

Friprava roztoku toxinu. Toxin se bezprostfedné pfed pouzitim zfedi vhodnym rozpoustédlem
tak, aby v 0,5 ml byl obsazen asi padesatinasobek 50% paralyzujici davky. Je-li to tieba, zfedi se
dale ¢ast roztoku toxinu stejnym rozpoustédlem v pomérech 1 : 16, 1:50a 1 : 160.

Stanoveni ucinnosti zkousSené vakciny. ZkouSena vakcina a referencni pfipravek se natedi
roztokem chloridu sodného R (9 g/l) tak, aby jednotliva fedéni byla odstupniovana nejvyse 2,5na-
sobné a aby stfedni fedéni po subkutannim podani (v davce 0,5 ml na mys) ochréanila ptiblizné¢ 50 %
zvitat pted paralyzujicim G¢inkem pfedepsané davky tetanického toxinu podaného subkutanné. Pro
kazdé fedéni se vybere jedna skupina my$i a vS§em mysim ve skuping se subkutanné vstiikne po
0,5 ml pfislusného fedéni. Po 28 dnech se kazdému zviteti subkutanné vstiikne 0,5 ml roztoku
toxinu (padesatinasobek 50% paralyzujici davky).

Stanoveni ucinosti toxinu. Je-1i tfeba, vstiikne se neimunizovanym kontrolnim zvitatim (Ctyti
skupiny po Sesti mySich) subkutanné po 0,5 ml roztoku toxinu nebo jeho ptislusného fedéni tak,
ze kazdé skupiné se poda jedna koncentrace.

Odecitani a hodnoceni vysledkii. Zvitata se kontroluji dvakrat denné, pticemz se vytadi vSechna
zvitata se zfetelnymi piiznaky tetanické paralyzy a Setrné se utrati. Ctyii dny po podani roztoku to-
xinu se spoéitaji zvitata bez piiznaki paralyzy. Uéinnost zkousené vakeiny se vyhodnoti za pouziti
obvyklych statistickych metod porovnanim s u¢innosti referen¢niho ptipravku na zakladé poméru
poctu imunizovanych zvitat bez priznakii paralyzy v kazdé skuping.

Fozadavky na platnost zkousky. Zkouska je platna, jsou-li splnény tyto pozadavky:

- 50% ochranna davka zkousencho a referenc¢niho ptipravku je mezi nejvyssi a nejnizsi davkou
pripravkii podanych zvitatim,

- v pripad¢, ze byl ¢tyfem skupindm po Sesti mySich vstiiknut roztok toxinu a jeho tfi fedéni, ma
pocet paralyzovanych zvitat ukazat, ze pouzita davka toxinu byla piiblizné padesatinasobkem
50% paralyzujici davky,

- interval spolehlivosti stanoveni (P = 0,95) je v rozmezi 50 % az 200 % stanovené ucinnosti,

- statistické hodnoceni neukazuje odchylku od linearity a rovnobéznosti.

Zkouska se miiZze opakovat, ale jestlize se provede vice stanoveni, vysledky vsech platnych
stanoveni se slouci.

2.7.9Zkouska na Fc funkci imunoglobulinu

Fodstata zkousky. Srovnani pribéhu hemolyzy senzibilizovanych lidskych ¢ervenych krvinek
v ptitomnosti zkouseného ptipravku s pribéhem hemolyzy v pfitomnosti porovnavaciho lid ského
imunoglobulinu.

Piiprava zkoumadel

Stabilizovana lidska krev. Lidska krev skupiny 0 se odebere do antikoagula¢niho roztoku ACD.
Stabilizovana krev se uchovava pii 4 °C nejdéle 3 tydny.

Tlumivy roztok fosforecnanovy s chloridem sodnym o pH 7,2. 1,022 g hydrofosforecnanu sodné-
ho bezvodého R, 0,336 g dihydrofosforecnanu sodného bezvodeého R a 8,766 g chloridu sodného R
se rozpusti v 800 ml vody R a ztedi se ji na 1000 ml.
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Zasobni roztok horciku a vapniku. 1,103 g chloridu vapenatého R a 5,083 g chloridu horecnateé-
ho R se rozpusti ve vode R a ziedi se ji na 25 ml.

Zasobni tlumivy roztok barbitalovy. 207,5 g chloridu sodného R a 25,48 g barbitalu sodné soli R
se rozpusti v 4000 ml vody R a pH se upravi kyselinou chlorovodikovou 1 mol/l RS na 7,3. Prida
se 12,5 ml zasobniho roztoku hot¢iku a vapniku a ziedi se vodou R na 5000 ml. Roztok se filtruje
membranovym filtrem (0,22 u«m) a uchovava pii 4 °C ve sklenénych obalech.

Tlumivy roztok barbitalu s albuminem. 0,150 g albuminu hovéziho R se rozpusti v 20 ml zasob-
niho tlumivého roztoku barbitalového a ziedi se vodou R na 100 ml.

Roztok taninu. 10 mg taninu R se rozpusti ve 100 ml tlumivého roztoku fosfore¢nanového
s chloridem sodnym o pH 7,2. Pfipravuje se bezprostfedné pred pouzitim.

Morcect komplement. Z krve nejméné deseti morcat se piipravi smésné sérum. Oddéli se od sra-
zené krve odstiedénim pfi asi 4 °C. Sérum se uchovava v malych mnozstvich pfi teploté nizsi nez
-70 °C. Sérum se natedi tltumivym roztokem barbitalovym s albuminem na 125 az 200 CH 5,v 1 ml
bezprosttedné pred zapocetim hemolyzy ucinkem komplementu a po dobu zkousky se uchovava
v lazni s ledem.

Antigen zardeének. Voli se antigen zardének, ktery je vhodny na stanoveni titru v hemaglutinaéné
inhibi¢nim testu (titru HIT). Titr je vétsi nez 256 HA jednotek.

Friprava taninovanych lidskych cervenych krvinek. Z, dostate¢ného objemu stabilizované lidskeé
krve se odstfedénim oddé¢li lidské cervené krvinky. Nejméné tfikrat se promyji tltumivym roztokem
fosfore¢nanovym s chloridem sodnym o pH 7,2. Ptipravi se 2% (V/V) suspenze v témze roztoku,
jimz se natedi i 0,1 ml roztoku taninu na 7,5 ml (kone¢na koncentrace 1,3 mg/l). Smicha se 1 obje-
movy dil Cerstvé nafedéného roztoku taninu s 1 objemovym dilem suspenze ¢ervenych krvinek a
smés se inkubuje 10 min pii 37 °C. Krvinky se odd¢€li odstfedénim (10 min pii 400 g az 800 g),
supernatant se odstrani a cervené krvinky se jednou promyji tltumivym roztokem fosfore¢nanovym
s chloridem sodnym o pH 7,2. V tomtéZ roztoku se taninované krvinky resuspenduji na koncentraci
1% (V/V).

Taninované lidské cervené krvinky s antigenem. Pottebny objem (V) taninovanych krvinek se
smicha s antigenem zardének v poméru 0,2 ml antigenu na 1 ml suspenze krvinek. Po inkubaci
30 min pii 37 °C se krvinky oddéli odstiedénim (10 min pii 400 g az 800 g). Supernatant se odd¢li
a ponecha se jen objem 200 ul. Supernatant se nahradi stejnym objemem tlumivého roztoku
barbitalového s albuminem. Krvinky se resuspenduji, oddéli se popsanym zptisobem a promyvaci
postup se opakuje. Zbyly objem 200 ul se doplni na tfi ¢tvrtiny objemu V. Pro tento objem se
zavede oznaceni pocatec¢ni objem (V). Z ného se odebere 100 ul a zbyly objem se oznaci (V,).
K odebranému vzorku 100 ul se ptida 900 1 tlumivého roztoku barbitalového s albuminem a
stanovi se pocatecni absorbance (A) pfi 541 nm. Pti nafedéni objemu (V,) tlumivym roztokem
barbitalovym s albuminem na A-nasobnou hodnotu podle vzorce V;= V, x A se ziska konecny
nastaveny objem senzibilizovanych cervenych krvinek (V) a nastavi se na hodnotu 1,0 + 0,1 pfi
desetinasobném fedéni.

Vlastni zkouska

Vazba protilatky na taninované lidské cervené krvinky s antigenem. Nasledujici roztoky se
pripravuji postupné a dvojmo. Pro kazdy roztok se pouziva samostatna semimikrokyveta (napf. na
jedno pouziti) nebo zkumavka:

1. Zkousené roztoky. ZkouSeny piipravek se, pokud je to tieba, upravi hydroxidem sodnym

1 mol/l RS na pH 7 a natedi se tlumivym roztokem barbitalovym s albuminem tak, aby obsaho-

val 30 mg az 40 mg imunoglobulinu a objem se upravi na 900 .
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2. Porovnavaci roztoky. Ptipravi se stejnym zptisobem jako zkousSené roztoky za pouziti lidského
imunoglobulinu BRP.
3. Kontrola komplementu. Pouziva se 900 ul tlumivého roztoku barbitalového s albuminem.

Do kazdé kyvety nebo zkumavky se ptida 100 u1 suspenze senzibilizovanych lidskych cerve-
nych krvinek. Obsah se dobfe promicha.

Provede se inkubace 15 min pfi obycejné teplote, prida se 1000 1 tlumivého roztoku barbitalo-
vého s albuminem a buriky se oddéli odstiedénim kyvet nebo zkumavek 10 min pti 1000 g. Odstra-
ni se 1900 w1 supernatantu a nahradi se 1900 w1 tltumivého roztoku barbitalového s albuminem. Ce-
ly promyvaci proces se opakuje. Supernatant se opét odstrani a nakonec se ponechéa objem 200 ul.
Zkousené vzorky se mohou skladovat 24 h v dobfe uzavienych kyvetach nebo zkumavkach pii
4 °C.

Hemolyza vyvolana komplementem. Pred zahdjenim hemolyzy se ptida ke zkouSenému vzorku
600 1 tlumivého roztoku barbitalového s albuminem, ktery se nejprve predehieje na 37 °C. Buiky
se pecliveé resuspenduji opakovanym pipetovanim (nejméné petkrat) a kyveta se umisti do nosice
spektrofotometru vybaveného termostatem. Po 2 min se pfida 200 xl morceciho komplementu
nastaveného na 125 az 200 CH,y/ml. Obsah se diikladné promicha dvojnasobnym pipetovanim. Po
druhém pipetovani se okamzité zacne zaznamenavat absorbance pii 541 nm v zavislosti na ¢ase.
Tlumivy roztok barbitalovy s albuminem se pouziva jako srovnavaci tekutina. Méfeni se zastavi,
kdyz ¢asova zavislost absorbance jasné piekroc¢i inflexni bod.

Hodnoceni

Stanovi se strmost (S) kfivky hemolyzy v inflexnim bod¢ takto: Rozd¢li se nejstrméjsi ¢ast na
vhodné Casové intervaly A¢ (napiiklad A7z = 1 min) a vypoéte se S jako zména absorbance A4
jednoho ¢asového intervalu (na piiklad A4 za 1 min). Nejvétsi strmost je hledana strmost v inflex-
nim bod¢€ (S,,,). Stanovi se jeSt€ absorbance na poCatku méteni (4,) extrapolaci kiivky, ktera je
v prvnich n¢kolika minutach téméf linearni a rovnobézna s Casovou osou. Strmost (S,, ) se koriguje
pomoci vzorce:

Xp.

5 = Dew
4

N

Vypocita se aritmeticky primér korigovanych hodnot strmosti (S) pro kazdy ptipravek. Pro
funkci Fc se vypocita index (/) podle vzorce:

100 (S" - S))
S, - S,

b

Fe

v némz znaci:

S - aritmeticky primeér korigované strmosti zkouseného pripravku,

S - aritmeticky primér korigované strmosti referen¢niho ptipravku,

S¢ - aritmeticky primér korigované strmosti zjistény v pokusech s kontrolou komplementu.

Vypocteny index Fc funkce zkouseného piipravku nema byt mensi nez hodnota uvedena v pii-
balovém letaku referencniho ptipravku.
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2.8 Farmakognostické metody

Vzorkovani drog N
Pred odbérem vzorki se provede senzoricka kontrola obsahu jednotlivych baleni, zamétena

zejména na:

- nespravné oznacent,

- nestejnorodost,

- trvale zatuchly pach, pfipadné cizi pach, nebo naopak absence pachu charakteristického pro
danou drogu,
- napadeni plisnémi, prozrazujici se zménami pachu, barvy,
- napadeni sktdci,
- zvlast hrubé mechanické znecisténi.
Pti zjisténi uvedenych zavad se odbér vzorkli neprovadi.

Odbér vzorku

Fostup. Z baleni do 1 kg se odebere z celkového, dobte promichaného mnozstvi jeden vzorek
dostatecny pro zkouSeni. Z baleni od 1 kg do 5 kg se odeberou tfi vzorky stejného objemu z horni,
stiedni a spodni ¢asti baleni, kazdy v dostate¢ném mnozstvi pro provedeni zkousek. Z baleni vétsich
nez 5 kg se odeberou tii vzorky, kazdy o hmotnosti nejméné 250 g, z horni, stfedni a spodni ¢asti
baleni. Vzorky se peclivé promichaji a ze smési se odebere mnozstvi dostatecné k provedeni
zkousek.

Cetnost vzorkii. Je-li poGet baleni (1) téi nebo méné, odeberou se vzorky z kazdého baleni, jak

je uvedeno vyse (viz Fostup). Je-li pocet baleni vétsi nez tfi, odeberou se vzorky, jak je uvedeno
vyse (viz Postup) z /n + 1 baleni, je-li tieba, se zaokrouhlenim na nejblizsi celé &islo.

Uprava vzorku

Hruby vzorek ziskany po promichéani vzorki z jednotlivych baleni se rozprostie ve stejnomeémé
vrstvé do tvaru ¢tverce. Ten se uhlopfi¢né rozdéli na Ctyfi stejné ¢asti, z nichz dvé protilehlé se
vcetng vSech piimési promichaji a znovu se rozprostrou do ¢tverce. Postup se opakuje az do ziskani
kone¢ného vzorku v mnozstvi dostacujicim k provedeni vSech predepsanych zkousek.

Vzorky se zkouseji bezprosttedné po odbéru. Neni-li to mozné, uchovavaji se tak, aby zistaly
zachovany vsechny znaky a vlastnosti drogy, ve vzduchotésnych obalech, za ochrany pred svétlem.

Stupeti rozdrobnéni N

Ke stanoveni stupné rozdrobnéni se pouZzivaji, neni-li uvedeno jinak, sita (2./.4) 8000, 2800,
2000 a 250. Pozadovany stupeti rozdrobnéni zévisi na charakteru drogy a tcelu jejiho pouziti a
udava se Cislem sita (v zavorkach za nazvem drogy v textu jednotlivych ¢lanki), kterym ma projit,
neni-li uvedeno jinak, nejméné 50 % drogy. U fezanych drog prachovy podil prochazejici sitem 250
ma byt nejvyse 5 %.

U préaskovanych drog ma piedepsanym sitem projit nejméné 80 % drogy, zbyly podil mize
prochazet sitem nejvyse o jeden stupen hrubsim.

Neni-li uvedeno jinak, jsou drogy urc¢ené k pouziti bud’ samostatné, nebo k piipravé ¢ajovych
smési upravovany takto:
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Tab. N-1
Stupeni rozdrobnéni, sito Droga
fezané, 8000 kiry, kvéty, listy, oplodi
drobné fezané, 2800 naté
velmi drobné fezané, 2000 koteny, plody, semena

Vyjimkou jsou nize uvedené drogy, které se upravuji takto:

Tab. N-2

Droga Sito | Podil prochazejici sitem je nejméné

Althaeae radix, Aurantii pericarpium dulce, Belladonnae [ 8000 |50 %
radix, Levistici radix, Lichenislandicus, Liquiritiae radix,
Marrubii herba, Ononidis radix, Petroselini radix, Salviae
herba

Strychni semen 2800 |50 %

Centaurii herba, Cinchonae cortex, Hyperici herba, Thymi | 2000 |50 %
herba, Uvae ursi folium

Absinthii herba, Millefolii herba 2800 [40 %
Rhei radix 2000 {40 %

Drogy uréené k vyrob¢ nalevovych sacki se upravuji na velikost ¢astic prochazejicich sity 250
az 2000.

Pokud jsou fezané drogy urceny pro 1ékové formy pripravované extrakei, jejich jemnéjsi podily,
pokud neni uvedeno jinak, se neodstranuji. K tomuto tGcelu je mozno pouZit i jemngjsi podily
ziskané pti uprave drog urCenych pro piipravu ¢ajovych smesi.

Fostup. Nejméné 50 g drogy (u kofenil a kir nejméné 100 g) se proséva kontrolnimi sity.
Postupuje se od nejjemnéjsiho sita k situ nejhrubsimu a proséva se kruhovym pohybem tak dlouho,
az je propad jednotlivych castic jen ojedincly. Prosévani je tfeba provadét opatrné tak, aby
nedochazelo k mechanickému poskozeni drogy.

Je mozno pouzit i mechanického prosévaciho pristroje s kruhovym pohybem pii vzestupném
uspofadani sit. Neni-li uvedeno jinak, proséva se 2 min pfi frekvenci 200 otacek/min. Podily
propadlé jednotlivymi sity se zvazi a jejich hmotnost se vyjadii v procentech.

2.8.1Popel nerozpustny v kyseliné chlorovodikové

Je to podil ziskany po extrakci siranového popela nebo celkového popela kyselinou chlorovodi-
kovou R, ptepoc€itany na 100 g drogy.

Do kelimku obsahujiciho zbytek po stanoveni siranového popela nebo celkového popela se prida
15 ml vody R a 10 ml kyseliny chlovovodikové R, kelimek se ptikryje hodinovym sklem a mirné se
zahtiva 10 min. Po ochlazeni se zfiltruje bezpopelnym filtrem, zbytek se promyje teplou vodou R
az do neutralni reakce filtratu. Filtra¢ni papir se v kelimku vysusi, spali a po vychladnuti v exsika-
toru zvazi. Rozdil mezi dvémi po sobé nasledujicimi vazenimi je nejvyse 1 mg.
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2.8.2Cizi primési

Rostlinné drogy jsou prosté plisni, hmyzu a ostatnich Zivoc¢isnych kontaminantt.

Podil cizi ptimési je nejvyse 2 % (m/m), neni-1i uvedeno jinak.

Cizi ptimés je latka popsand v jednom nebo obou odstavcich uvedenych nize:
1. jiné casti matecné rostliny - tzn. ty Casti mate¢né rostliny, které nejsou uvedeny v popisu,
2. cizi primeési - latky rostlinného nebo mineralniho ptivodu, ne v§ak ¢asti matecné rostliny.

Stanoveni cizi primési

Odvazi se 100 g az 500 g zkousené latky nebo nejmensi mnozstvi uvedené v jednotlivych mono-
grafiich. Vzorek se rozprostfe do tenké vrstvy. Cizi pfimési se identifikuji prostym okem nebo s
pouzitim lupy (6x). Cizi pfimési se odd¢€li, zvazi a jejich mnoZzstvi se vyjadii v procentech.

2.8.3Stomata (priduchy) a stomatalni index

Stomata (priduchy)

Obvyklé typy priducht, viz obrazek 2.8.3-1, se rozliSuji podle tvaru a uspotradani vedlejSich
bunék:

O
1 2
1
3 4
D
3 4
Obr. 2.8.3-1

1. typ anomocyticky: pruduch je obklopen proménlivym poétem bunék, které se tvarem a velikosti
nelisi od bun¢k pokozky,

2. typ anizocyticky: priduch je obklopen obvykle tfemi vedlej$imi buiikami, z nichz jedna je vy-
razn€ mensi nez druhé dve,
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3. typ diacyticky: priduch je obklopen dvéma vedlej$imi buiikami, svéraci Stérbina praduchu lezi
kolmo na spole¢nou sténu obou bunék,

4. typ paracyticky: priduch je na kazdé strané obklopen jednou nebo vice vedlejsimi buiikami, je-
jich podélna osa je rovnobé&zna se svéraci Stérbinou.

Stomatalni index

Stomatalni index se vypocita podle vzorce:
100 . S

b

E +S

v némz znadi:
S - pocet priiduchii na dané plose listu,
E - pocet pokozkovych bunék, véetné chlupti, na téze listové plose.
Stanoveni se provadi pro kazdy vzorek listu nejméné desetkrat a vypocita se primérna hodnota.

2.8.4Cislo bobtnavosti

Je vyjadieno objemem v mililitrech, ktery zaujme 1 gram drogy spolu s ulpivajicim slizem po
nabobtnani ve vod¢ po 4 h.

1,0 g drogy, celé nebo rozdrobnéné podle pozadavkl uvedenych v jednotlivych ¢lancich, se
prevede do odmérného valce na 25 ml se zabrousenou zatkou o vysce 125 = 5 mm a déleném po
0,5 ml. Neni-li predepsano jinak, navlhéi se droga 1,0 ml lihu 96% R, prida se 25 ml vody R a valec
se uzavie. Behem prvni hodiny se intenzivné protfepava vzdy po 10 minutach, pak se necha stat
3 h. Po 90 min od za&4tku zkousky je jiz vétiina kapaliny vézana na drogu. Céstice drogy ulpivajici
na hlading se odstrani mimym vertikalnim krouzivym pohybem vélce. Odecte se objem, ktery zauji-
ma droga spolu s ulpivajicim slizem. Provadi se tfi paralelni stanoveni.

Cislo bobtnavosti je vyjadfeno primérem ze ti paralelnich stanoveni.

2.8.5Voda v silicich

10 kapek silice se smicha s 1 ml sirouhliku R; roztok je Ciry.

2.8.6Cizi estery v silicich

1 ml silice se smicha se 3 ml erstvé pripravencho roztoku Aydroxidu draselného R v lihu 96% R
(100 g/1) a zahtiva se 2 min na vodni lazni; do 30 min ani po ochlazeni nevznikaji krystaly.

2.8.7Mastné oleje a zpryskyricnatélé silice v silicich

Kapka silice se kdpne na filtrani papir; nechd se 24 h volné na vzduchu; na filtracnim papiru
nezustane prisvitna nebo mastna stopa.
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2.8.8Pach a chut’ silic

Tii kapky silice se smichaji s 5 ml lihu 90% (V/V) R a smés se rozetie s 10 g sacharosy R. Pach
i chut’ jsou stejné jako u matec¢né rostliny nebo jejich ¢asti, z nichz se silice ziskava.

2.8.9Zbytek po odpareni silic

Je to procento hmotnosti silice, které zbyva po odpafreni na vodni 1azni za podminek nize
uvedenych.
Fristroj, viz obrazek 2.8.9-1 se sklada z:
- vodni lazné s vikem s otvory o priméru 70 mm,
- odparovaci misky z tepeln¢ odolného inertniho skla,
- exsikatoru.

1 86

1

43

Obr. 2.8.9-1

Rozmeéry v milimetrech

Fracovni postup. Odpatovaci miska se zahtiva 1 h na vodni 1azni a po vychladnuti v exsikatoru
se zvazi. Do vysuSené odparovaci misky se pievede 5,00 g silice, neni-li jinak pfedepsano, a za
ochrany pred proudicim vzduchem se zahtiva predepsany ¢as na vrouci vodni 1azni; po vychladnuti
v exsikatoru se zvazi.

Béhem provadéné zkousky se hladina vody ve vodni 1azni udrzuje asi 50 mm pod urovni vika
vodni 1azné.

2.8.10Rozpustnost silic v lihu 96%

Do odmérného valce se zabrousenou zatkou na 25 ml az 30 ml se pfevede 1,0 ml silice; provadi
se v termostatu pii (20 £ 0,2) °C. Z byrety o objemu nejmén¢ 20 ml se piidava do valce lih prede-
psané koncentrace po 0,1 ml az do uplného rozpusténi silice a pak za intenzivniho protfepavani po
0,5 ml az do 20 ml. Objem spottebovaného lihu se zaznamena v okamziku, kdy vznikne Ciry roz-
tok. Vznikne-li zakaleny nebo opalizujici roztok pfi spotiebé nizs$i nez 20 ml lihu, zaznamend se
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spotieba v okamziku, kdy vznikne zakal nebo opalescence, a je-li to mozné, kdyz zakal nebo opa-
lescence vymizi.

Nevznikne-li ¢iry roztok po ptidani lihu pfedepsané koncentrace do 20 ml, provede se stanoveni
s nasledujici vyssi koncentraci lihu.

Silice je hodnocena jako "rozpustnd v n nebo vice objemovych dilech lihu predepsané koncen-
trace t", jestlize Ciry roztok v n objemovych dilech po ptidani lihu az do 20 ml ziistane beze zmény
v porovnani s nefedénou silici.

Silice je hodnocena jako "rozpustna v n objemovych dilech lihu predepsané koncentrace t, dal-
Sim redenim se roztok kali", jestlize Ciry roztok v n objemovych dilech se kali po ptidani #, objemo-
vého dilu (n, je mén¢ nez 20) a zlstava zakalen i po dal$im ptidani lihu téze koncentrace az do
20 ml.

Silice je hodnocena jako "rozpustnda v n objemovych dilech lihu predepsané koncentrace t se
zdkalem vznikajicim mezi objemy n,a n,", jestlize ¢iry roztok v n objemovych dilech se kali po pfi-
dani n, objemového dilu (7, je méné nez 20) a zlstava zakalen i po dal§im pfidani », objemovych
dili lihu téze koncentrace (7, je méné nez 20). Po dal$im ptidani lihu do 20 ml vznikne ¢iry roztok.

Silice je hodnocena jako "rozpustnd, roztok opalizuje™; jestlize lihovy roztok silice je namodraly
tak, jako Cerstvé pfipraveny porovnavaci roztok.

Forovnavaci roztok. 0,5 ml dusicnanu stribrného RS2 se smicha s 0,05 ml kyseliny dusicné R a zie-
di se roztokem chloridu sodného R (12 mg/l) na 50 ml; necha se stat 5 min v temnu.

2.8.11Stanoveni cineolu v silicich

3,00 g silice pfedem vysuSené siranem sodnym bezvodym R se odvazi do suché zkumavky a
ptida se 2,10 g kresolu R taveného. Zkumavka se upevni do ptistroje na stanoveni teploty tuhnuti
(2.2.18), béhem chlazeni se nepfetrzité micha. V pribéhu krystalizace dochazi k pomalému
vzestupu teploty. Zaznamena se nejvyssi dosazena teplota (7).

Smés se znovu roztavi na vodni lazni pfi teploté neptevysujici teplotu 7, o vice nez 5 °C a
zkumavka se umisti do pfistroje nastaveného na teplotu o 5 °C nizsi nez ¢,. Micha se nepfretrzité¢ od
okamziku, kdy zacina probihat krystalizace, nebo je-li teplota smési nizsi o 3 °C nez ¢,. Zaznamena
se nejvyssi teplota, pfi niz smés krystalizuje (7).

Opakuje se tak dlouho, az rozdil mezi dvéma hodnotami ¢, je nejvyse 0,2 °C. Dojde-li k pre-
chlazeni, vyvola se krystalizace ptidanim malého krystalku smési slozené ze 3,00 g cineolu R a
2,10 g kresolu R taveného. Jestlize je ¢, nizsi nez 27,4 °C, opakuje se stanoveni s 5,10 g smési.

Obsah cineolu odpovidajici nejvyssi nalezené teploté (7,) je uveden v tabulce 2.8.11-1.

Jestlize bylo pouzito 5,10 g smési, vypocita se obsah cineolu v procentech m/m ze vzorce:

2(4-50),
v némz znaci:
A - hodnotu nalezenou v tabulce.
Je-li tfeba, vypocita se obsah cineolu odpovidajici nejvyssi nalezené teploté (7,) interpolaci.
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Tab. 2.8.11-1

t, Cineol t, Cineol
°C obsah v procentech m/m °C obsah v procentech m/m
24 45,5 40 67,0
25 47,0 41 68,5
26 48,5 42 70,0
27 49,5 43 72,5
28 50,5 44 74,0
29 52,0 45 76,0
30 53,5 46 78,0
31 54,5 47 80,0
32 56,0 48 82,0
33 57,0 49 84,0
34 58,5 50 86,0
35 60,0 51 88,5
36 61,0 52 91,0
37 62,5 53 93,5
38 63,5 54 96,0
39 65,0 55 99,0

2.8.12Stanoveni silic v rostlinnych drogach

Stanoveni obsahu silic v rostlinnych drogach se provadi destilaci s vodni parou na zvlaStnim
pristroji za podminek uvedenych nize. Destilat se jima v kalibrované trubici, silice je zachycovana
v xylenu; vodna faze se automaticky vraci zpét do destila¢ni barky.

Fristroj. Ptistroj se sklada z nésledujicich casti:

a) vhodné destilacni bariky s kulatym dnem a kratkym hrdlem, na $ir§im konci o vnitinim priméru

29 mm,

b) kondenzacni Casti (viz obrazek 2.8.12-1), ktera ptiléha k destilacni barice zdbrusem tak, Ze spolu
tvoii jednolity celek; pouzité sklo ma nizky koeficient roztaznosti; zatka K je odvétravaci, trubi-

ce K ma otvor o pruméru 1 mm, shodny s odvétravacim otvorem zatky; §irsi konec trubice K

o vnitinim praméru 10 mm je z matového skla; hruskovité rozsifena ¢ast J o objemu 3 ml;

trubice JL je d€lena po 0,01 ml; kulovita ¢ast L o objemu asi 2 ml; trojcestny kohout M; tsti

trubice B je o 20 mm vyse neZ horni znacka déleni na trubici,
c¢) vhodného tepelného zdroje umoziujiciho pfesné nastaveni teploty,
d) stojanu s kruhem pokrytym izolacnim materialem.

Fostup. Pouzije se dikladné vyciStény pfistroj. Stanoveni se provadi podle charakteru zkousené
drogy. Do destilacni baiiky se pfevede predepsané mnozstvi destilacni kapaliny, ptida se nékolik
kouskii porézniho porcelanu a ptipoji se kondenza¢ni ¢ast. Nalevkou N se vlije do pfistroje voda R
tak, aby jeji hladina dosahla bodu B. Vyjme se zatka K a pipetou, jejiz konec se dotyka spodni ¢asti
trubice K, se pfida predepsané mnozstvi xylenu R. Zatka K’ se uzavie; otvor v zatce odpovida
polohou otvoru v trubici K. Kapalina v barice se zahieje k varu, a neni-li jinak pfedepsano, destiluje
se rychlosti 2 ml/min az 3 ml/min.
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Urci se destilacni rychlost; béhem 150
destilace se snizi pomoci trojcestného
kohoutu hladina kapaliny tak, aby
odpovidala polohou spodni znacce (a)
(viz obrazek 2.8.12-2). Kohout se
uzavie a zméti se Cas potfebny k tomu,
aby hladina dosahla horni znacky (b).
Kohout se otevie a pokracuje se v des-
tilaci, destilacni rychlost se upravi
vhodnym zahfivanim. Destiluje se
30 min. Pak se zahtivani prerusi a po
nejméné¢ 10 min se odecte objem
xylenu v délené trubici.

Do banky se prevede predepsané
mnozstvi drogy a pokraCuje se Vv
destilaci vyse uvedenym zpiisobem po
pfedepsanou dobu a predepsanou C
rychlosti. Pak se zahtivani ukon¢i a po
10 min se odeCte objem kapaliny v
délené trubici, od néhoz se odeéte diive
zaznamenany objem xylenu. Rozdil
vyjadiuje obsah silice ve zkouSené
droze. Vysledek se ptrepocita na obsah
mililitrii ve 100 g drogy.

Ma-li byt silice pouZita pro dalsi
analytické ucely, oddéli se jeji bezvoda
¢ast s xylenem nasledujicim zpiisobem.
Vyjme se zatka K™ a ptida se 0,1 ml
roztoku fluoresceinu, sodné soli R
(1 g/) a 0,5 ml vody R. Pomoci
trojcestného kohoutu se vypusti smés
xylenu a silice do kulovité ¢asti L a po
5 min stani se vypousti pomalu tak, az B
hladina klesne na uroveii kohoutu M. A ;

Kohout oto¢ime zprava doleva tak, aby ] M

vytekla voda ze spojovaci trubice EM. ' |

Pomoci nalevky N promyjeme trubici

acetonem R a malym mnoZstvim tolue- gy 3.8.12-1 Ptistroj na stanoveni silic v rostlinnych drogach
nu R. Kohout se otoCi zprava doleva a  Rozméry v milimetrech

smes xylenu a silice se vypusti do

vhodné bariky.

150

240
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znacka b
2 3mi J J
X
znacka a
|
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Obr. 2.8.12-2

N

Hmotnost zkousené drogy se obecné tidi, neni-li uvedeno jinak, pozadovanym obsahem silice
v ml/kg, pfepocteno na drogu vysusenou (2.2.32) pti 100 °C az 105 °C, viz tabulka N-1.

Tab. N-1

Pozadovany obsah silice v ml/kg

Hmotnost zkouSené drogy v gramech

<5,0
10,0
> 10,0

20,0
10,0
5.0

Neni-li uvedeno jinak, upravi se zkouSené droga bezprostiedné pfed stanovenim na vhodnou

velikost ¢astic, viz tabulka N-2.

Tab. N-2

Droga (obecn¢)

Velikost ¢astic, sito

kvéty

naté
oplodi, plody
koteny, kiry

2800
2000

1400

U drog upravenych na mensi velikost ¢astic se uprava pro stanoveni silic neprovadi.

2.8.13Zbytky pesticidu

Pro 1ékopisné ucely je pesticid jakakoli latka nebo smés latek uréenych k ochrané rostlin,
likvidaci nebo regulaci jakychkoli skudcti, nezadoucich druhti rostlin nebo zivocichi ptisobicich
Skody nebo jinak rusicich pii vyrobé€, zpracovani, skladovani, dopravé nebo prodeji rostlinnych
drog. Tato skupina zahrnuje latky pouzivané jako regulatory ristu, defolianty nebo desikanty apli-
kované na rostliny pted nebo po sklizni nebo jiné latky pouZivané k ochrané zbozi pted znehodno-
cenim béhem skladovani a dopravy.

Limity. Neni-li v ¢lanku uvedeno jinak, zkouSena droga pfinejmensim vyhovuje limitim
uvedenym v tabulce 2.8.13-1. Limity pro pesticidy, které nejsou uvedeny v tabulce a jejichz pfitom-
nost Ize z jakéhokoliv diivodu predpokladat, se shoduji s limity ur¢enymi smérnicemi Evropského
spolecenstvi 76/895 a 90/642, véetné doplikll a naslednych zmén.
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Tab. 2.8.13-1

Latka Limit
(mg/kg)

alachlor 0,02
aldrin a dieldrin (soucet) 0,05
azinfosmethyl 1,0
bromopropylat 3,0
chlordan (soucet cis-, trans- a oxychlordanu) 0,05
chlorfenvinfos 0,5
chlorpyrifos 0,2
chlorpyrifosmethyl 0,1
cypermetrin (a izomery) 1,0
DDT (soucet p,p “DDT, o,p “DDT, p,p “DDE a p,p “TDE) 1,0
deltametrin 0,5
diazinon 0,5
dichlorvos 1,0
dithiokarbamaty (jako CS,) 2,0
endosulfan (soucet izomerti a endosulfansulfatu) 3,0
endrin 0,05
ethion 2,0
fenitrothion 0,5
fenvalerat 1,5
fonofos 0,05
fozalon 0,1
heptachlor (souhrn heptachloru a heptachlorepoxidu) 0,05
hexachlorbenzen 0,1
hexachlorcyklohexan - izomery (kromé y-zomeru) 0,3
lindan ('y-hexachlorcyklohexan) 0,6
malathion 1,0
methidathion 0,2
parathion 0,5
parathionmethyl 0,2
permetrin 1,0
piperonylbutoxid 3,0
pirimifosmethyl 4,0
pyrethriny (soucet) 3,0
quintozen (soucet quintozenu, pentachloranilinu a methylpentachlorfenylsulfidu) 1,0

Limity pro pesticidy, které nejsou uvedeny v tabulce 2.8.13-1 ani ve smérnici ES, se vypocitaji

podle vzorce:
ADI . M

MDD . 100

b

v némz znaci:

ADI - povolenou denni davku, jak je uvddéna FAO-WHO, v miligramech na kilogram télesné

hmotnosti,
M - télesnou hmotnost v kilogramech (60 kg),
MDD - denni davku rostlinné drogy v kilogramech.
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Je-li droga urcena k pfiprave extrakti, tinktur nebo jinych 1ékovych forem a vyrobnim postupem
se méni obsah pesticidii v konec¢nych piipravcich, vypoditaji se limity podle vzorce:
ADI . M . E
MDD . 100

b

v némz znaci:

E - extrakéni faktor pro dany vyrobni postup, stanoveny experimentalné.

Ve vyjimecnych ptipadech mohou byt schvaleny i1 vys$si limity, zejména vyzaduje-li rostlina
zvlastni zplisob péstovani nebo jestlize jeji metabolismus nebo struktura zplisobuji vyssi obsah
pesticidii, nez je bézné.

Opravnéna autorita mize pripustit iplné nebo ¢asteéné vypusténi zkousky, jestlize je presné
znam cely postup oSetfovani kazdé Sarze (druh a mnozstvi pouzitych pesticidl, data kazdého
pouziti v prib&hu péstovani a po sklizni) a mize byt piresné kontrolovan.

Odber vzorkii. Odbér vzorka se provede podle ¢lanku N Vzorkovdni drog.

Vzorky se zkouseji bezprostfedné po odbéru, aby nedoslo k moznému rozkladu zbytki pestici-
du. Neni-li to mozné, uchovavaji se vzorky ve vzduchotésnych obalech, vhodnych pro uchovavani
potravin, pfi teploté nizsi nez 0 °C, chranény pted svétlem.

Zkoumadla. Vsechna zkoumadla a rozpoustédla jsou prosta jakychkoli zne€isténin, zejména
pesticidii, které mohou rusivé puisobit pii zkouseni. Casto je tfeba pouzivat rozpoustédla zvlastni
jakosti, nebo neni-li to mozné, rozpoustédla cerstvé predestilovana v celosklenénych pfistrojich.
Vzdy musi byt provadény slepé zkousky.

Fristroje. Ptistroje a zejména laboratorni sklo se vy¢isti tak, aby bylo zaruceno, ze neobsahuje
pesticidy; napf. namoci se nejméné na 16 h do roztoku detergentu prostého fosfatti, omyva se vel-
kym mnozstvim vody destilované R a pak se omyje acetonem a hexanem nebo heptanem.

Kvalitativni a kvantitativni zkousSeni zbytku pesticidii. Pouzité analytické postupy jsou
validovany dle platnych pfedpist. Zejména splituji nasledujici pozadavky:

- zvoleny postup, zvlaste Cistici kroky, je vhodny pro kombinaci zbytek pesticidu/zkousend latka
aneni citlivy k ruSivym vliviim soucasn¢ extrahovanych latek; detek¢ni a kvantitativni limity se
méfi pro kazdou zkousenou kombinaci pesticid-matrice,

- je nalezeno 70 % az 110 % kazdého pesticidu,

- opakovatelnost postupu neni mensi nez hodnoty uvedené v tabulce 2.8.13-2,

- reprodukovatelnost postupu neni mensi nez hodnoty uvedené v tabulce 2.8.13-2,

- koncentrace zkouSeného roztoku, porovnavaciho roztoku a nastaveni piistroje jsou takové, aby
odezva analytického detektoru byla linearni.

Tab. 2.8.13-2
Koncentrace pesticidu Opakovatelnost Reprodukovatelnost
(mg/kg) (rozptyl, + mg/kg) (rozptyl, £ mg/kg)
0,010 0,005 0,01
0,100 0,025 0,05
1,000 0,125 0,25

Nasledujici ¢ast je uvedena pro informaci a jako navod; netvori zavaznou cast obecnych metod.
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Zkouseni pesticidii - organochlorové, organofosfatové a pyrethroidni insekticidy

Nasledujici postupy mohou byt pouzity v navaznosti na Obecné metody uvedené vyse. V za-
vislosti na zkouSené latce je nezbytné upravit, nékdy podstatné, postup uvedeny nize. V kazdém
pripadé je tfeba pouzit navic jesté jednu kolonu s odlisnou polaritou nebo jesté jednu detekéni
metodu (napf. hmotnostni spektrometrie) nebo odliSny postup (napf. imunochemické metody)
potvrzujici ziskané vysledky.

Postup je validovan jen pro analyzu vzorkt rostlinnych drog obsahujicich méné nez 15 % vody.
Vzorky s vys$s§im obsahem vody se ususi tak, aby nebyl vyznamné ovlivnén obsah pesticidu.

1. Extrakce

10 g zkousené latky hrubé praskované se smichd se 100 ml acefonu R a necha se stat 20 min.
Ptida se 1 ml roztoku karbofenothionu R (1,8 pg/ml) v toluenu R. Homogenizuje se 3 min za pouZi-
ti vysokootackového pristroje. Zfiltruje se a filtr se promyje dvakrat 25 ml acetonu R. Filtrat a pro-
myvaci tekutiny se spoji a odpaii se za snizeného tlaku pfi teploté nejvyse 40 °C téméf do sucha.
Zbytek se rozpusti v n¢kolika mililitrech toluenu R a zahtiva se az do Gplného odstranéni acetonu.
Zbytek se rozpusti v 8 ml toluenu R. Zfiltruje se membranovym filtrem (45 wm), barnka i filtr se
promyji foluenem R a ztedi se jim na 10,0 ml (roztok A).

2. Cisténi
a) Organochlorové, organofosfatove a pyrethroidni insekticidy

Stanovi se metodou vylucovaci chromatografie (2.2.30).

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- nerezové ocelové kolony, délky 0,30 m a vnitiniho priméru 7,8 mm, naplnéné styrendivinylben-
zen-kopolymerem R (5 um),
- mobilni faze toluenu R pti pritokové rychlosti 1 ml/min.

Fropustnost kolony. Nasttikne se 100 u1 roztoku cervene methylové R (0,5 g/1) a modri oraceto-
vé R (0,5 g/1) v toluenu R a pokraCuje se v chromatografii. Kolonu lze pouzit, jestlize se barva
eluatu méni z oranzové na modrou pii eluénim objemu asi 10,3 ml. Je-li tfeba, kalibruje se kolona
za pouZiti roztoku analyzovaného pesticidu s niz$i molekularni hmotnosti (napft. dichlorvos) vhodné
koncentrace v toluenu R a pak roztoku analyzovaného pesticidu s vyssi molekularni hmotnosti
(napf. deltametrin) vhodné koncentrace v toluenu R. Zjisti se faze eluatu obsahujici oba insekticidy.

Cisténi zkouseného roztoku. Nastiikne se vhodny objem roztoku A (100 w1 az 500 1) a pokradu-
je se v chromatografii; frakce se jimaji vySe popsanym zptusobem (roztok B). Organofosfatové
insekticidy se eluuji obvykle mezi 8,8 ml a 10,9 ml, organochlorové a pyrethroidni insekticidy se
eluuji obvykle mezi 8,5 ml a 10,3 ml.

b) Organochlorové a pyrethroidni insekticidy

Na chromatograficky sloupec o délce 0,1 m a vnitinim priméru 5 mm se vlozi kousek odtucnéné
vaty a 0,5 g silikagelu zpracovaného nasledujicim zptisobem: silikagel pro chromatografii R se susi
nejméne 4 h v susarng pii 150 °C. Po vychladnuti se pfidava po kapkach voda R v mnozstvi odpo-
vidajicim 1,5 % hmotnosti pouzité¢ho silikagelu; dikladn¢ se protiepe, az se odstrani vzniklé
hrudky, a pak se protfepava 2 h na mechanické tfepacce. Kolona se nastavi pomoci 1,5 ml kexa-
nu R. Pfedplnéné kolony obsahujici asi 0, 50 g vhodného silikagelu mohou byt pouzity po piedcho-
zi validaci.

Roztok B se odpaii téméf do sucha v proudu helia pro chromatografii R nebo dusiku prostého
kysliku R a rozpusti se ve vhodném mnozstvi toluenu R (200 ul az 1 ml, v zavislosti na objemu
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nastfiknutém pfi ptiprave roztoku B). Roztok se pienese kvantitativné na kolonu a chromatografuje
se za pouziti 1,8 ml foluenu R jako mobilni faze, eluat se jima (roztok C).

3. Kvantitativni analyza
a) Organofosfatove insekticidy

Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za pouziti karbofenothionu R jako vnitiniho standar-
du. Je-li tieba, pouzije se druhy vnitini standard ke zjisténi mozné interference s pikem odpovidaji-

cim karbofenothionu R.

Zkouseny roztok. Roztok B se odpafi v proudu helia pro chromatografii R témér do sucha a ziedi

se toluenem Rna 100 ul.

Forovnavaci roztok. Pripravi se nejméné tii roztoky zkouseného insekticidu a karbofenothionu v #o-

luenu R obsahujici zkouSené insekticidy a karbofenothion v koncentracich vhodnych pro zaznam

kalibra¢ni kiivky.
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- kfemenné kapilarni kolony délky 30 m a vnitiniho priméru 0,32 mm se sténou pokrytou vazanou
fazi polydimethylsiloxanu R (tloustka vrstvy 0,25 um),

- vodiku pro chromatografii R jako nosného plynu, dalsi plyny, jako helium pro chromatografii R
nebo dusik pro chromatografii R, mohou byt pouzity po piedchozi vhodné validaci,

- fosforo-dusikového plamenoionizaéniho detektoru nebo hmotnostniho detektoru,

- programovangé teploty; teplota kolony se udrzuje po dobu 1 min na 80 °C, pak se zvySuje rychlos-
ti 30 °C/min az na 150 °C, pfi niz se udrzuje 3 min, pak se zvysuje rychlosti 4 °C/min az na
280 °C, pfi niZ se udrzuje 1 min,

- teploty nastfikového prostoru 250 °C a detektoru 275 °C.

Vsttikne se zvoleny objem kazdého roztoku. Pti dodrzeni predepsanych podminek odpovidaji
relativni reten¢ni ¢asy pfiblizné hodnotam uvedenym v tabulce 2.8.13-3. Obsah kazdého pesticidu
se vypocita z plochy pika a koncentraci roztokd.

Tab. 2.8.13-3
Latka Relativni retenéni Casy
dichlorvos 0,20
fonofos 0,50
diazinon 0,52
parathionmethyl 0,59
chlorpyrifosmethyl 0,60
pirimifosmethyl 0,66
malathion 0,67
parathion 0,69
chlorpyrifos 0,70
methidathion 0,78
ethion 0,96
karbofenothion 1,00
azinfosmethyl 1,17
fozalon 1,18
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b) Organochlovové a pyrethroidni insekticidy
Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za pouziti karbofenothionu R jako vnitiniho standar-
du. Je-li tieba, pouZije se druhy vnitini standard ke zjiSténi mozné interference s pikem odpovidaji-

cim karbofenothionu R.

Zkouseny roztok. Roztok C se odpati v proudu helia pro chromatografii R nebo dustku prostého

kysliku R t¢émé&f do sucha a ztedi se foluenem Rna 500 ul.

Forovnavaci roztok. Pripravi se nejméné tii roztoky zkouseného insekticidu a karbofenothionu v 7o-

luenu R obsahujici zkouSené insekticidy a karbofenothion v koncentracich vhodnych pro zaznam

kalibra¢ni kiivky.
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- kfemenné kapilarni kolony délky 30 m a vnitiniho priméru 0,32 mm se sténou pokrytou vazanou
tazi polydimethylsiloxanu R (tloustka vrstvy 0,25 ym),

- vodiku pro chromatografii R jako nosného plynu, dalsi plyny, jako helium pro chromatografii R
nebo dusik pro chromatografii R, mohou byt pouZity po piedchozi vhodné validaci,

- detektoru elektronového zachytu,

- zafizeni umoznujiciho nastfik piimo na kolonu,

- programované teploty; teplota kolony se udrzuje po dobu 1 min na 80 °C, pak se zvySuje
rychlosti 30 °C/min az na 150 °C, pfi niz se udrzuje 3 min, pak se zvysuje rychlosti 4 °C/min az
na 280 °C, pfi niz se udrzuje 1 min,

- teploty nastfikového prostoru 250 °C a detektoru 275 °C.

Vstiikne se zvoleny objem kazdého roztoku. Pti dodrZeni predepsanych podminek odpovidaji
relativni reten¢ni Casy pfiblizn¢ hodnotdm uvedenym v tabulce 2.8.13-4. Obsah kazdého pesticidu
se vypocita z plochy piki a koncentraci roztokd.
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Tab. 2.8.13-4

Latka

Relativni reten¢ni Casy

a-hexachlorcyklohexan
hexachlorbenzen
B-hexachlorcyklohexan
lindan
0-hexachlorcyklohexan
e-hexachlorcyklohexan
heptachlor

aldrin
cis-heptachlorepoxid
p.p-DDE

a-endosulfan

dieldrin

p.p-DDE

o,p-DDD

endrin

[-endosulfan

o,p-DDT
karbofenothion
p,p-DDT

cis-permetrin
trans-permetrin
cypermetrin

fenvalerat®

deltametrin®

0,44
0,45
0,49
0,49
0,54
0,56
0,61
0,68
0,76
0,81
0,82
0,87
0,87
0,89
0,91
0,92
0,95
1,00
1,02
1,29
1,31
1,40
1,47
1,49
1,54

" Latka vykazuje n&kolik pikd.
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2.9 Metody farmaceutické technologie

2.9.1Zkouska rozpadavosti tablet a tobolek

Fodstata zkousky. Zkouskou se zjist'uje, zda se tablety nebo tobolky za nize popsanych experi-
mentalnich podminek rozpadnou v predepsané kapaliné béhem piedepsané doby.
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Obr. 2.9.1-1 Pfistroj na zkousku rozpadavosti tablet a tobolek
Rozméry v milimetrech

Fristroj. Hlavni ¢asti pfistroje (obr. 2.9.1-1) na stanoveni rozpadavosti tablet a tobolek je pevny
zavesny kosik, v némz je ve vertikalni poloze symetricky umisténo Sest sklenénych trubic dlouhych
(77,5 £2,5) mm, o vnitinim priméru 21,5 mm a o tloust'ce stén asi 2 mm. Trubice jsou drZzeny ve
vertikalni poloze dvéma prithlednymi plastickymi deskami o priiméru 90 mm a tloust’ce 6 mm s Ses-
ti otvory. Otvory jsou pravidelné rozmistény od stfedu desky. Dolni otvor trubic je uzavien sitkou
z nerezového dratu o priméru 0,635 mm a o velikosti ok 2,00 mm. Kazda trubice je opatiena
vyjimatelnym valcovitym diskem o priméru (20,7 £0,15) mm a vysce (9,5 +0,15) mm vyrobenym
z prithledné umélé hmoty s relativni hustotou 1,18 az 1,20. Disky maji pét otvorti o priméru 2 mm,
z nichZ jeden je ve stfedu disku a ostatni Ctyfi jsou rovnomérné rozmistény v kruhu o poloméru
6 mm od stfedu disku. Na obvodu disku jsou pravideln€ rozmistény 4 zatrezy, hluboké 2,55 mm,
u horni zékladny disku Siroké 9,5 mm a u dolni zakladny Siroké 1,6 mm. Kosik je zavé-
Sen na kovové tycce, ktera se upeviiuje k mechanickému zatizeni. Ta zabezpecuje pohyb kosiku
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ve vertikalni poloze stalou frekvenci 28 az 32 zdvihu/min pti vySce zdvihu 50 mm az 60 mm. Kosik
se vklada do vhodné nadoby, vétsinou do kadinky na objem 1000 ml. Objem kapaliny je takovy,
ze pokud je zafizeni v horni uvrati, je draténa sitka alesponl 15 mm pod hladinou kapaliny, a je-li
zafizeni v dolni uvrati, je draténa sit'ka alespon 25 mm nad dnem kadinky a horni oteviené konce
trubic zlstavaji pod povrchem kapaliny. Tekutina je vytemperovana na teplotu 36 °C az 38 °C.
Provedeni zavésného kosiku miize byt rizné pti zachovani parametri sklenénych trubic a
draténé sitky.
Fostup zkousky. Do kazdé ze Sesti trubic se vlozi jedna tableta nebo tobolka, je-li ptedepsano,
pouzije se disk. Zavésny kosik se umisti do kadinky obsahujici predepsanou tekutinu.
Ptistroj se uvede do chodu na predepsanou dobu a poté se kontroluje stav tablet nebo tobolek.
Hodnoceni. Vzorek vyhovuje zkousce, jestlize se rozpadly vSechny tobolky nebo tablety.
Tableta nebo tobolka se poklada za rozpadlou, jestlize
a) na sit’ce nezlstal Zadny zbytek nebo
b) zistal zde mekky zbytek bez tvrdého nezvlhéeného jadra nebo
¢) na sit’ce nebo prilepené ke spodni ¢asti disku zlstaly ulomky obalu obalovanych tablet, pfip.
ulomky tobolek.

2.9.2Zkouska rozpadavosti rektalnich a vaginalnich pripravku

Fodstata zkousky. Zkouskou se zjistuje, zda rektalni pripravek (¢ipek, tobolka) nebo vaginalni
ptipravek (globule, tobolka, tableta) umistény v tekutém prostredi za nize popsanych podminek se
rozpadne nebo zmekne béhem predepsané doby.

Fristroj. Ptistroj (obr. 2.9.2-1) je tvofen trubici ze skla nebo vhodné plastické priihledné hmoty
vhodné tloustky, na niz se uvnitt pfipeviiuje ttemi uchytkami kovova ¢ast skladajici se ze dvou
dérovanych diskt z nerezavéjiciho kovu. Kazdy disk, jehoZ primér (50 mm) je prakticky shodny
s vnitinim priimérem trubice, ma 39 otvorti o priméru 4 mm. Disky jsou od sebe vzdaleny ptiblizné
30 mm. Ke zkousce se pouZziji tii pfistroje, z nichz kazdy obsahuje jednu jednotku zkousSené 1ékové
formy. Kazdy pfistroj je umistén v nddob¢ o minimalnim objemu 4 1 nebo vSechny tii pfistroje jsou
umistény v nadob¢ o minimalnim objemu 12 1. Nadoba je naplnéna vodou temperovanou na teplotu
36 °C az 37 °C, pokud neni pfedepsano jinak. Nadoba je vybavena pomalobéznym michadlem a
drzakem, ktery udrzuje trubice ve svislé poloze 90 mm pod hladinou vody a umoznuje jejich
prevraceni bez vynofeni z vody.

Fostup. Zkousi se tii jednotky sledované 1ékové formy. Kazda jednotka se umisti na spodni disk
kovové Casti, ktera se upevni do trubice. Piistroje se kazdych 10 min obrati a po uplynuti predepsa-
né doby se hodnoti rozpad jednotlivych jednotek zkousené Iékové formy. Rozpad zkousSené 1ékové
formy je vyhovujici, jestlize se v§echny tfi jednotky rozpadly nebo zmekly.

Hodnoceni. Rozpadu je dosazeno, jestlize:

a) pripravek se rozpustil,

b) slozky ptipravku se oddélily. Roztavené hydrofobni slozky se hromadi na hladiné kapaliny,
nerozpustné tuhé slozky klesaji ke dnu a rozpustné slozky se rozpousteji. Podle typu ptipravku
se mohou slozky rozdélit jednim nebo vice uvedenymi zptsoby,

¢) nastalo zméknuti ptripravku, které miize byt provazeno patrnou zménou tvaru bez uplného rozde-
leni slozek. U zkousené jednotky lékové formy nesmi zustat pevné jadro, které klade odpor tlaku
sklenéné tycinky,

d) doslo u Zelatinovych tobolek k uvolnéni jejich obsahu,
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e) na disku neztstal zadny zbytek tablety nebo byl tento zbytek tvofen pouze mékkou nebo péno-
vou hmotou bez pevného jadra kladouciho odpor tlaku sklenéné tycinky.

Zkouska rozpadavosti vaginalnich tablet

Pouzije se kovova ¢ast vySe popsaného pristroje, ktera se postavi na uchytky diskii do nadoby
vhodného priméru obsahujici vodu temperovanou na teplotu 36 °C az 37 °C. Hladina vody se
astavi t€sn¢ pod horni disk a pipetou se zvysi tak, aby se vytvorfila souvisla tenka vrstva pokryvajici
otvory horniho disku (obr. 2.9.2-2). Zkouska se provede se tfemi jednotkami zkousSenych
vagindlnich tablet jednotlivé. Kazda jednotka se umisti na horni disk a pfistroj se piekryje skleng-
nou deskou, aby byla dosazena vhodna vlhkost. Po uplynuti pfedepsané doby se hodnoti rozpad
zkousenych jednotek. Rozpad zkouSenych vaginalnich tablet vyhovuje, jestlize se vSechny tii
jednotky rozpadly nebo zmekly.
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Obr. 2.9.2-1 Pfistroj pro stanoveni rozpadavosti
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Rozméry v milimetrech
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Stanoveni doby uplné deformace hydrofobnich ¢ipki N

Fodstata zkousky. Hydrofobni Cipek zahtaty na stanovenou teplotu je deformovan zavazim
predepsané hmotnosti a tvaru. MEfi se Cas potebny k sestupu pouzitého zavazi po draze odpovida-
jici délce ¢ipku zmensené o 0,5 mm.

Fristroj. Ptistroj se sklada ze sklenéné trubice 200 mm dlouhé o vnitinim priméru 26 mm a na
dolnim konci uzaviené zatkou, v niz je otvor o priméru 3 mm. V trubici je umisténa 50 mm od
jejiho dolniho okraje kovova valcovita vlozka vysoka 20 mm o primeéru 25 mm s péti rovnobéz-
nymi priichody o priméru 2 mm. Jeden prochazi osou valcovité vlozky a ctyti dal§i soumérneé po-
bliz jejiho obvodu. Uprostied horni kruhové zakladny valcovité vlozKky je vyhloubeni 5 mm ve tva-
ru $picky ¢ipku. Trubice s teplomérem délenym po 0,1 °C se upevni ve sklenéné valcovité nadobé
dlouhé 225 mm o priméru 50 mm, ktera ma na spodnim konci pfivod a na hornim konci odvod vo-
dy vyhfivané na (37 £ 0,5) °C pomoci ultratermostatu. V trubici je kovova ty€inka asi 140 mm
dlouh4 o priiméru 7 mm na spodnim konci valcovité rozsitena na primeér 15 mm. Cela ty¢inka vazi
30,0 g. Uprostied rozsifeni je ve sméru podélné osy zapusténa jehla dlouha 3 mm. Valcovité rozsi-
feni ma 20 mm od svého dolniho okraje tii vy¢nélky, které sméfuji soumérné do stran. Podobné vy-
¢nélky jsou i na vlastni ty¢ince ve vzdalenosti 100 mm od dolniho okraje véalcovitého rozsifeni.
Vycnélky jsou tak dlouhé, ze udrzuji ty¢inku po jejim zasunuti do trubice ve svislé poloze, ale ne-
brani jejimu volnému pohybu v trubici.

Fostup zkousky. Nejprve se piistroj vyhieje na (37 £ 0,5) °C, pak se pti pokojové teploté na-
bodne zkouseny Cipek na jehlu tyCinky ve stfedu kruhové zakladny. Jehlu je mozno pfedem piime-
fen¢ nahtat, aby se ¢ipek neroztrhl. Potom se tyCinka s ¢ipkem opatrné vlozi do trubice tak, aby
jeho Spicka zapadla do vyhloubeni valcovité vlozky, a v témz okamziku se spusti stopky. Jakmile
klesne spodni plocha valcovitého rozsifeni ty¢inky 0,5 mm nad horni plochu valcovité vlozky, a
v okamziku, kdy se zafez na ty€ince kryje s hornim okrajem trubice, zastavi se stopky a zaznamena
se Cas. Odectena hodnota je dobou uplné deformace. Stanoveni se provede u péti Cipkd a ze zjiste-
nych hodnot se vypocita primérna doba uplné deformace.

Hodnoceni. Doba uplné deformace jednotlivych ¢ipki se nelisi od zjisténé praimérné doby uplné
deformace o vice nez £ 10 %. Doporucena doba tiplné deformace pro ¢ipky s hmotnosti do 2,5 g
je 15 min a pro ¢ipky o vétsi hmotnosti nez 2,5 g je 20 min, neni-li pfedepsano a schvaleno jinak,
zejména pro ¢ipky s vétsim rozdilem hmotnosti od 2,5 g.

2.9.3Zkouska disoluce pevnych lékovych forem

Fodstata zkousky
Zkouskou disoluce se stanovi mnozstvi uvolnéné 1€¢ivé latky z pevné 1ékové formy (napt. tablet,
tobolek a Cipkill) v predepsané kapaliné a v ptfedepsaném case.
Neni-li pfedepsana a schvalena urcita metoda, Ize pouzit pfistroje s michadly nebo pfistroje s ko-
$icky nebo pfistroje s pritokovou celou.
Pro kazdy 1€é¢ivy ptipravek, u n¢hoz je predepsana zkouska disoluce, jsou stanoveny nasledujici
podminky k provedeni zkousky:
- pristroj, ktery ma byt pouzit; pokud je ve vyjimeénych piipadech pouzit piistroj s pritokovou
celou, je nutno uvést typ pouzité cely (obr. 2.9.3-4 az 2.9.3-6),
- slozeni, objem a teplota disolu¢ni kapaliny,
- pocet otacek, pripadné pritokova rychlost disolucni kapaliny,
- Cas, zptisob a mnozstvi odebraného roztoku ke stanoveni obsahu u¢inné latky, ptipadné podminky
pro automatické vyhodnocovani,
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- metoda stanoveni obsahu ucinné latky,
- hodnoceni disoluce piipravku v predepsaném case.
Fristroje
Vsechny casti pristroje, které prichazeji do styku s ptipravkem nebo disolu¢ni kapalinou, jsou
chemicky inertni, a tedy neadsorbuji hodnocené latky, nereaguji ani neinterferuji se zkousenym
vzorkem. VSechny kovové ¢asti pfistroje, které ptichazeji do styku s ptipravkem nebo disolu¢ni
kapalinou, jsou vyrobeny z nerezové oceli nebo chranény vhodnym inertnim materialem, ktery za-
mezi reakci nebo interferenci s piipravkem nebo disoluéni kapalinou. Zadna &ast piistroje nebo jeho
ptislusenstvi nevykazuje vibrace nebo vykyvy, rotace hnaci htidele a pritok celou jsou plynulé.
Pristroj ke zkousce se vybira podle fyzikalné-chemickych charakteristik zkouSené Iékové formy.
Prednostné je vhodné pouzit pfistroj, ktery umoziuje pozorovani ptipravku a michani béhem
zkousky.
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Obr. 2.9.3-1 Pfistroj s michadlem
Rozmeéry v milimetrech
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Fristroj s michadly. Ptistroj (obr. 2.9.3-1) se sklada:

- z véalcovité nadoby s kulatym dnem z borosilikatového skla nebo jiného inertniho prihledného
materialu o objemu 1000 ml; nddoba ma viko k zamezeni odpatovani; ve viku je stfedovy otvor
pro hnaci hiidel, otvor pro teplomér a otvor pro odbér a pridavani disolu¢ni kapaliny,

- z michadla sestavajiciho z hnaci htidele a dvou lopatek na jejim spodnim konci; lopatky michadla
jsou umistény na htideli tak, Ze spodni okraj lopatek prochazi ptesn¢ spodnim koncem htidele;
hnaci hiidel musi byt vystfedéna, s maximalni povolenou vychylkou 2,0 mm od stfedové osy
nadoby, a jeji spodni konec s lopatkami musi byt umistén ve vzdalenosti (25 + 2) mm od dna
nadoby po dobu zkousky; horni konec htidele je pripojen k motorové jednotce s regulaci otacek;
michani musi byt plynulé bez znatelného chvéni,

- z vodni lazné zarucujici béhem celé
zkousky teplotu disolu¢ni tekutiny
(37+0,5) °C. i ﬁ

Fristroj s kosicky. Pfistroj (obr. |
2.9.3-2) se sklada: ' ]

- z valcovité nadoby popsané u pfistroje

s michadly,

z hnaci hridele, ktera je na spodnim kon-

ci zakonCena valcovitym kosSickem;

koSicek tvofi dvé ¢asti: horni pfiruba,
kterd je na konci hnaci htidele a je
opatiena jednim otvorem o pruméru

2,0 mm. Pomoci tfi pruznych per nebo

jinym vhodnym zptsobem se k horni

prirubé pripeviiuje tubus kosicku, do
kterého se umist'uje zkouseny ptipravek.

Upevnéni tubusu musi byt natolik

pevné, aby béhem rotace nedochazelo

k jeho wvychyleni od stfedové osy

nadoby; tubus kosicku je tvotfen sitkou

valcovitého tvaru zasazenou nahote i

dole do uzkych kovovych prstencii;

jestlize neni pfedepsédno jinak, je sitka

tvofena dratem o priméru 0,254 mm a

¢tverhrannymi  otvory o rozméru

0,381 mm; pro prace ve ziedénych ky-

selinach muze byt pouzito kosicki po-

zlacenych vrstvou 2,5 pm silnou; dno
kosicku je umisténo po dobu zkousky

(25 £ 2) mm ode dna nadoby; horni

konec htidele je pfipojen k motorové  Qpr, 2.9.3-2 Piistroj s kogickem

jednotce s regulaci otacek; rotace musi  Rozméry v milimetrech

byt plynula bez znatelného chvéni,

- z vodni 1azné€ zarucujici béhem celé zkousky teplotu disoluéni tekutiny (37 +0,5) °C.
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Fristroj s pritokovou celou. Ptistroj (obr. 2.9.3-3) se sklada:

- ze zasobni nadoby na disoluc¢ni tekutinu,

- z pumpy, ktera vytlaci disolu¢ni tekutinu nahoru ptes pritokovu celu,

- z prutokové cely (viz obr. 2.9.3-4 az 2.9.3-6) z prihledného materialu umisténé vertikalné s fil-
traénim zafizenim zamezujicim pritoku nerozpusténych ¢astic. Pritokova cela, viz obr. 2.9.3-6,
je urcena pro lipofilni Iékové formy, jako jsou nékteré Cipky a mekké Zelatinové tobolky. Cela
se sklada ze tii vzdjemné spojitelnych, pruhlednych ¢asti. Dolni ¢ast (1) obsahuje dvé sousedici
komirky napojené na pritokové zatizeni. Disoluéni kapalina protéka pres komirku A a jejim
vrchem pietékd do komirky B, kde stéka do otvoru o malé svétlosti, a odtud proudi opét vzhiiru
k filtracnimu zatizeni. Ve stfedni ¢asti cely (2) je dutina urend k hromadéni lipofilnich pomoc-
nych latek, které plavou na vlastni disolu¢ni kapaling. Kovova mtizka je hrubym filtrem. Horni
cast cely (3) obsahuje filtracni jednotku pro filtry papirové, ze sklenénych vldken nebo celulosy,

- z vodni lazn€, udrzujici béhem celé zkousky teplotu disolu¢ni kapaliny (37 £0,5) °C.
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nadrz pumpa termostaticky shéraci nadoba
pro disoluéni kontrolovana vzorku pro analyzu
tekutinu pratokova cela
a filtr

Obr. 2.9.3-3 Pfistroj s prutokovou celou

Disolucni kapalina. Jestlize disolucni kapalinou je tlumivy roztok, jeho pH se upravuje v rozme-
zi 0,05 jednotek od predepsané hodnoty. Pred zkouskou je tfeba z disolu¢ni kapaliny odstranit roz-
pusténé plyny, které by mohly byt pri¢inou bublinek uvoltiujicich se béhem zkousky a ovliviiyjicich
jeji prubéh a vysledky.

Fostup zkousky

Zpuisob michadlovy a kosickovy. Predepsané mnozstvi disolucni kapaliny se odméti do nadoby,
sestavi se pristroj, disolu¢ni kapalina se vytemperuje na (37 + 0,5) °C a odstrani se teplomér.

Pro zptisob michadlovy: Jednotka zkouSeného ptipravku se vlozi na dno nadoby pied spusténim
ptistroje; ptipravky, které plavou nebo se vznaseji v disolucni kapalin€ se pfidrzi vodorovné u dna
za pouziti vhodné pomucky, jako je spiralka z dratu nebo skla.

Pro zplisob kosickovy: Jednotka zkouseného ptipravku se vlozi do suchého kosicku, ktery se
upevni na hnaci hiidel. Je tfeba se peclivé vyhnout vzduchovym bublinkdm na povrchu zkouseného
pripravku. Otacky pristroje se nastavi na pfedepsany pocet (s presnosti =4 %) a pfistroj se ihned
uvede do chodu.
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Obr. 2.9.3-4 Pritokova cela .

Rozméry v milimetrech

2,5%0,25

drzék pro 12,0mm
pritokovou celu

Zpusob priatokovy. Cela, viz obr.
2.9.3-4 a 2.9.3-5. Do kuzZelového dna Obr. 2.9.3-5 Pritokova cela
cely se umisti jedna sklen¢énd kulicka o Rozméry v milimetrech
praméru (5 £0,5) mm k och-ran¢ vstupu
disolucni kapaliny do cely a pak dal
$1 sklenéné kulicky vhodného rozméru, nejlépe o priméru (1 +0,1) mm. Do cely nebo do vrstvy
kulicek se umisti jednotka zkouseného ptipravku a zatizi se drzakem. K cele se ptipoji viko cely,
v némz je umisténo filtraéni zafizeni. Za pouziti vhodného Cerpadla se disolu¢ni kapalina o teploté
(37£0,5) °C necha rovnomérné proudit pies dno cely pedepsanou rychlosti (5 %).
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Cela, viz obr. 2.9.3-6. Jednotka zkouseného ptipravku se umisti do komiirky A. Cela se zkom-
pletuje a uzavie horni ¢asti s filtrem. Na zacatku zkousky je tfeba odstranit vzduch z komtirky A
pres maly otvor vedouci k filtracnimu zafizeni. Disolucni kapalina se zahieje na vhodnou teplotu
vzhledem k teploté tani pfipravku. Za pouziti vhodného cerpadla vtéka ohtata disoluéni kapalina
dnem cely predepsanou rychlosti (5 %). Disolucni kapalina pak pretéka do komirky B, vzduch
unika kapilarou a komiirka B se plni kapalinou. Piipravek se rozpada v disolu¢nim médiu podle
svych fyzikalné-chemickych vlastnosti.

V predepsanych a schvalenych ptipadech u velkoobjemovych ¢ipkt 1ze k disoluéni zkousce
pouzit jejich reprezentativni llomky.

e

kovova mrizka

(2)

kapilara \ N

7
|
3| 8| 8 ém%(@‘ (1)
N
LI %NE B //// A
Sitko
s hrotem
&76//1

Obr. 2.9.3-6 Prutokova cela

Rozméry v milimetrech

Odber roztoku

Zpiisob michadlovy a kosickovy. V predepsaném case nebo v predepsanych casovych intervalech
nebo pribézné se odebere predepsané mnozstvi roztoku z nadoby ve stfedu mezi hladinou disolu¢ni
tekutiny a horni hranou lopatky michadla, resp. ko§icku, minimaln¢ 10 mm od stény nadoby.

Zpusob pritokovy. V pripadé pristroje s prutokovou celou se vzorky odebiraji pti vystupu z cely
nehledé€ na uzavieny nebo otevieny okruh.

Je-li pfedepsan odbér opakovany, odebrany objem roztoku v ptipadé, kdy je pouzita metoda
s michadly nebo kos$icky, se nahradi vzdy stejnym objemem disolué¢ni kapaliny, ptipadné se pocita
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s jejim ubytkem, s vyjimkou automatického vyhodnocovani, kdy je disolucni tekutina vracena zpét
do nadoby.

Odebrany roztok se zfiltruje pies inertni filtr o vhodné velikosti pdrt, ktery neadsorbuje
zkouseny vzorek z disolu¢ni kapaliny a neobsahuje latky, které se extrahuji disolu¢ni kapalinou a
interferuji pfi pouziti predepsaného zptisobu stanoveni. Obsah se stanovi zptisobem uvedenym
v piislusném clanku.

Hodnoceni

Mnozstvi uvolnéné ucinné latky v predepsaném Case se vyjadiuje v procentech deklarovaného

mnozstvi.

2.9.47Zkouska disoluce transdermalnich pripravku

Fodstata zkousky. Zkouskou se stanovuje rychlost disoluce 1é¢ivych latek z transdermalnich
naplasti.

1. Diskova metoda

Fristroj. Pouzije se disolucni pfistroj s michadlem popsany
ve zkousSce disoluce (2.9.3) pro pevné peroralni 1ékové formy
vybavenym navic diskem z nerezové oceli ve formée sitky s ot-
vory 125 um (obr. 2.9.4-1). Disk ptidrzuje zkouseny ptipravek N
u dna nadoby tak, aby mezi diskem a dnem nadoby byl mini- NJ U %33
malni mrtvy prostor. Disk udrzuje naplast rovnou, s povrchem
uvoliovani orientovanym nahoru a rovnobézné se spodni hra-
nou listu michadla. Pti zkousce je mezi listem michadla a po-
vrchem disku vzdalenost (25 = 2) mm (obr. 2.9.4-2). Teplota
je udrZzovana na (32 £0,5) °C. Nadoba je pii zkouSce zakryta,
aby bylo omezeno vyparovani.

Fostup. Predepsany objem disolucni kapaliny se umisti do
nadoby a vytemperuje na predepsanou teplotu. Transdermalni
naplast se pfipevni na disk tak, aby povrch naplasti, z néhoz
dochazi k uvoliiovani 1é¢ivé latky, byl co mozno nejvice rov-
ny. ZkouSeny ptipravek lze pfilepit na disk predepsanym le-
pidlem nebo prouzkem oboustranné lepici pasky. Lepidlo nebo
lepici paska jsou pfedem vyzkousSeny z hlediska indife-
rentnosti k analytické metod¢ a adsorpci 1é¢ivé latky (latek).
Naplast se pritiskne na adhezivni stranu disku tak, aby
povrchem, u n¢hoz dochazi k uvoliiovani, smétovala nahoru,
pricemz naplast nepfesahuje okraje disku. Za predpokladu homogenity ptipravku rovnomérné
nanesenc¢ho na zevni kryci podlozku lze pro zkousku disoluce pouzit oddélenou ¢ast naplasti vhod-
né a presn¢ zmeétené velikosti. Postup s délenim naplasti mize byt nezbytny k dosazeni ptimére-
nych sink podminek (tj. zamezeni procesu syceni roztoku 1é¢ivy). Postup vsak nelze pouzit u trans-
dermalnich ptipravki membranového typu. Disk s pfipevnénou naplasti se umisti na dno nadoby,
nacez se okamzité uvede do pohybu michadlo, napt. s rychlosti 100 otdc¢ek/min. V uréenych inter-
valech 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.

- B} . 4
sitka z nerezové oceli, ki»5

otvory 125 ym

Obr. 2.9.4-1 Disk

Rozméry v milimetrech
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Stanovi se obsah v odebranych vzorcich,
je-li nmutné s korekci na zménu objemu.
Zkouska se opakuje s dalSimi naplastmi.

2. Metoda s extrakéni celou

Fristroj —T disolu¢ni nadoba

Pouzije se disolu¢ni pfistroj s michadlem
popsany ve zkousce disoluce (2.9.3) pro
pevné peroralni I¢kové formy vybavené navic michadlo
extrakéni celou.

Extrakcni cela je vyrobena z chemicky

inertnich materialéi. Skladé se z nosice, vika N /

a v piipad¢ potieby také membrany umisténé %

na naplasti pro jeji oddéleni od média, které £25; 2
mize meénit a nepfiznivé ovliviiovat ,l, " Tz3 —l

fyzikalngé-chemické vlastnosti naplasti (viz A , N
obr. 2.9.4-3). disk s pripravkem

Nosié. Ve sttedové Casti nosice je kruhova
dutina urcena k umisténi naplasti. Hloubka Obr. 2.9.4-2 Umisténi michadla a disku
dutiny je 2,6 mm a jeji primér odpovidda Rozméry v milimetrech
rozméru zkouSené ndplasti. Pouzivaji se
praméry 27 mm, 38 mm, 45 mm, 52 mm, coZ odpovida objemtiim dutin 1,48 ml, 2,94 ml, 4,13 ml
a 5,52 ml.

Viko. Viko ma stfedovy otvor s primérem volenym podle velikosti zkousené naplasti. Naplast
se proto piesné vycentruje a tim se vymezi povrch uvoliiovani. Lze pouzit vika s otvory o priméru
20 mm, 32 mm, 40 mm a 50 mm, coz odpovidd plochdm 3,14 cm ? 8,03 cm? 12,56 cni a
19,63 cm?.

Viko je ptipevnéné k nosi¢i pomoci Sroubti a matic. Tésnéni mezi vikem a nosi¢em tvoii pryZovy
prstenec umistény na obvodu dutiny.

Extrakcni cela udrzuje naplast rovnou s povrchem uvoliiovani orientovanym nahoru a
rovnovnobéznym s dolni hranou listu michadla. Vzdalenost mezi listem michadla a povrchem
naplasti je (25+2) mm (obr. 2.9.4-4). Teplota je udrzovana na (32 +0,5) °C. Nadoba mize byt pii
zkousce zakryta, aby bylo omezeno vypatovani.

Fostup

Predepsany objem disolu¢ni kapaliny se umisti do nadoby a vytemperuje na predepsanou
teplotu. Néplast s povrchem uvolilovani smétfujicim nahoru se umisti pfesné do sttedu dutiny
extrakéni cely. Pokud je nezbytné, cela se utésni hydrofobnim materidlem (napt. vazelinou) nane-
senym na ploché povrchy a napast se jim fixuje. Extrak¢ni cela se uzavie a s vikem sméfujicim
nahoru se vlozi na dno nadoby. Thned se uvede do pohybu michadlo, napt. s po¢tem otacek
100/min. V ur¢enych ¢asovym intervalech se odebird vzorek roztoku z mista mezi hladinou disoluc-
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 dal$imi naplastmi.
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Obr. 2.9.4-3 Extrak¢ni cela

3. Metoda rotujiciho valce

Fristroj. Pouzije se disolu¢ni pfistroj s michadlem popsany ve zkousce pro disoluci (2.9.3) pev-
nych peroralnich 1ékovych forem. List michadla a htidel se nahradi valcem z nerezové oceli (obr.
2.9.4-5). Na zacatku kazdé zkousky se naplast umisti na valec. Vzdalenost mezi dnem nadoby a val-
cem Cini (25 +2) mm. Teplota je udrzovana na (32 +0,5) °C. Pro omezeni odpatrovani je nadoba
pii zkousce zakryta.



Castka 1 Sbirka zakont ¢. 1 / 1998 Strana 235

Metody farmaceutické technologie 235

michadlo

~——— disoluéni nadoba
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Obr. 2.9.4-4 Umisténi michadla a extrakéni cely
Rozméry v milimetrech

Fostup. Predepsany objem disolucni kapaliny se umisti do nddoby a vytemperuje na predepsa-
nou teplotu. Z naplasti se odstrani ochranna kryci vrstva a naplast se ptilepi adhezivni vrstvou na
vhodnou porézni inertni membranu, ktera na vSech stranach ptesahuje naplast nejméné o 1 cm. Na-
plast se umisti na Cisty povrch valce tak, aby okraje membrany byly ve styku s timto povrchem.

Lze pouzit dva zpisoby pfilepeni naplasti na valec:

- na okraje membrany se nanese vhodné lepidlo, je-li tfeba, nanese se i na zadni stranu naplasti,
- na vngjsi stranu valce se piilepi oboustranna lepici paska.

Mirnym tlakem se naplast zadni, neadhezivni stranou opatrné ptilepi na lepici pasku tak, aby
povrch, u néhoz dochazi k uvoliiovani ptipravku, byl ve styku s disolu¢ni tekutinou a delsi osa na-
plasti (neni-li kruhova) smétovala po obvodu valce.

Lepidlo nebo paska jsou predem vyzkouSeny z hlediska indiferentnosti k analytické metod¢ a
adsorpci 1é¢ivé latky (latek).

Vilec se ptipoji k pfistroji a ihned se uvede do rotacniho pohybu, napt. s poctem otacek 100/
min. V urcenych casovych intervalech se odebira vzorek roztoku z mista mezi hladinou disolu¢niho
média a horni ¢asti rotujiciho valce ve vzdalenosti vétsi nez 1 cm od stény nadoby.

Stanovi se obsah v odebranych vzorcich podle pokynii v piislusném ¢lanku, je-li nutné s korekci
na zménu objemu. Zkouska se opakuje s dalSimi naplastmi.

Hodnoceni. Pripravek vyhovuje, jestlize mnozstvi 1é¢ivé latky (1atek) uvolnéné z naplasti v urce-
ném case, vyjadiené jako mnozstvi na jednotku plochy povrchu néplasti za jednotku ¢asu, je v po-
zadovaném rozmezi.
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Ctyfi otvory o priméru 1,111
se sklonem 63,41 0,5°

k povrchu a se stfedy na kruhu
o priméru 2,540

tolerance: 0,0127

; nastavec
Uprava povvrchu.'v o pro vetsi
odmastit pred pripojenim pripravky

valce na hridel
material: nerezova ocel

Obr. 2.9.4-5 Rotac¢ni valec

Rozmeéry v centimetrech

2.9.5Hmotnostni stejnomérnost pevnych jednodavkovych lékovych forem

Fodstata zkousky. Pfi stanoveni hmotnostni stejnomérnosti v predepsaném poctu jednotek
pevnych jednodavkovych 1ékovych forem se zjist'uji hmotnosti jednotlivych jednotek zkousené
Iékové formy. Vypocitaji se odchylky jednotlivych hmotnosti od nalezené priimérné hmotnosti a
urci se, zda jsou tyto odchylky v povolenych mezich.

Fostup zkousky. 20 nahodné odebranych jednotek zkouseného ptipravku se jednotlivé zvazi a
stanovi se jejich primérma hmotnost. U tobolek a praskid pro parenteralni pouziti se postupuje
nasledovne.

Tobolky

Neporusena tobolka se zvazi a otevie se tak, aby nedoslo ke ztrat¢ ¢asti obalu. Obsah se beze
zbytku vyprazdni a obal mekkeé tobolky se omyje etherem nebo jinym vhodnym rozpoustédlem. Po
odpareni rozpoustédla se obal zvazi. Hmotnost obsahu se vypocita z rozdilu hmotnosti neporusené
tobolky a hmotnosti obalu tobolky.

Prasky pro parenteralni pouziti

Papirovy stitek z nadobky jednotky 1ékové formy se odstrani a povrch nadobky se peclive
omyje a osu$i. Nadobka se otevie a ihned se zvazi se vSemi oddélenymi ¢astmi. Nadobka se
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vyprazdni jemnym poklepanim, je-li tfeba, vyplachne se vodou R nebo lihem 96% K a susi se pfi
100 °C az 105 °C po dobu 1 h. Jestlize material nadobky nedovoluje zahtati na tuto teplotu, susi
se nadobka pfi nizsi teploté do konstantni hmotnosti a po vychladnuti v exsikatoru se zvazi.
Hmotnost obsahu nadobky se vypocita z rozdilu hmotnosti nadobky s obsahem a hmotnosti nadob-
ky bez obsahu.

HodnoceniZ 20 jednotlivé stanovenych hmotnosti jednotek pevné 1ékové formy se smi nejvyse
dvé hmotnosti lisit od povolené odchylky uvedené v tabulce 2.9.5-1. Zadna jednotlivé stanoven4
hmotnost se nesmi lisit o vice nez dvojnasobek této odchylky.

Tab. 2.9.5-1
Lékova forma Primérna hmotnost Odchylky jednotlivych hmotnosti
v %
tablety neobalené 80 mg nebo méné 10
a potahované vice nez 80 mg 7,5
a méné nez 250 mg
250 mg nebo vice 5
tobolky, zrnéné prasky neobalené méné nez 300 mg 10
(jednodavkové) a prasky ,
(iednodavkové) 300 mg nebo vice 7,5
prasky pro parenteralni pouziti vice nez 40 mg 10
(jednodavkové)’
Cipky a globule vS§echny hmotnosti 5

* Jestlize je priimérna hmotnost pifpravku nizsi nebo rovna 40 mg, neprovadi se zkouska hmotnostni stejno-
mérnosti, provede se zkouska obsahové stejnomeérnosti.

2.9.60bsahova stejnomérnost jednodavkovych lékovych forem

Fodstata zkousky. Ve zkousce na obsahovou stejnomérnost jednodavkovych 1ékovych forem
se jednotlivé stanovi obsah uc¢inné latky v predepsaném poctu jednotek zkouseného 1écivého
pripravku. Vypocitaji se odchylky jednotlivych obsahti od primérného obsahu ucinné latky a urci
se, zda jsou tyto odchylky v povolenych mezich.

Zkouska se neprovadi u polyvitaminovych ptipravkd, u pfipravki se stopovymi prvky nebo
v jinych, zdGvodnénych a povolenych ptipadech.

Fostup zkousky. Za pouziti vhodné analytické metody se stanovi jednotlivé obsah u¢inné latky
u 10 namatkovée vybranych jednotek zkouSeného ptipravku a vypocitaji se odchylky jednotlivych
obsahtl od primérného obsahu ucinné latky.

Zkouska A

Tablety, prasky pro parenterdlni pouZziti, suspenze pro injekce. Piipravek vyhovuje zkousce,
jestlize obsah uc¢inné latky v kazdé jednotlivé jednotce je v rozmezi 85 % az 115 % primerného
obsahu. Ptipravek nevyhovuje zkousce, jestlize vice nez jeden jednotlivy obsah ucinné latky je
mimo toto rozmezi nebo jestlize jeden jednotlivy obsah u¢inné latky je mimo rozmezi 75 % az
125 % primérného obsahu ucinné latky.
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Jestlize jeden jednotlivy obsah t¢inné latky je mimo rozmezi 85 % az 115 % a zadny neni mimo
rozmezi 75 % az 125 %, stanovi se jednotlivé obsah ucinné latky ve 20 jinych, ndhodné vybranych
jednotkach. Piipravek vyhovuje zkousce, jestlize jeden jednotlivy obsah t¢inné latky ze 30 jednotek
zkouSencho piipravku je mimo rozmezi 85 % az 115 % priamérného obsahu a neni mimo rozmezi
75 % az 125 % prumérného obsahu ucinné latky.

Zkouska B

Tobolky, zvnéné prasky, prasky pro jiné nez parenteralni pouziti, ¢ipky a globule. Ptipravek vy-
hovuje zkousce, jestlize nejvyse jeden jednotlivy obsah G¢inné latky je mimo rozmezi 85 % az
115 % primérmého obsahu a zadny neni mimo rozmezi 75 % az 125 % primérného obsahu u¢inné
latky. Piipravek nevyhovuje zkousce, jestlize vice nez tfi jednotlivé obsahy jsou mimo rozmezi
85 % az 115 % primérného obsahu nebo jestlize je jeden nebo vice jednotlivych obalti mimo roz-
mezi 75 % az 125 % primérného obsahu.

Jestlize nejvyse tfi jednotlivé obsahy ucinné latky jsou mimo rozmezi 85 % az 115 % a zadny
neni mimo rozmezi 75 % az 125 %, stanovi se jednotlivé obsah U¢inné latky u nahodné vybranych
dalsich 20 jednotek zkousencého ptipravku. Piipravek vyhovuje zkousce, jestlize nejvyse tfi
jednotlivé obsahy z 30 jednotek zkouSeného piipravku jsou mimo rozmezi 85 % az 115 %
primémého obsahu a zadny jednotlivy obsah u¢inné latky neni mimo rozmezi 75 % az 125 %
primérného obsahu ucinné latky.

Zkouska C

Transdermalni naplasti. Pripravek vyhovuje zkousce, jestlize primérny obsah deseti zkousenych
jednotek je v rozmezi 90 % az 110 % deklarovaného obsahu a jednotlivé obsahy vSech jednotek
jsou v rozmezi 75 % az 125 % primérného obsahu.

2.9.70dér neobalenych tablet

Fodstata zkousky. Odérem se rozumi poSkozeni neobalenych tablet mechanickym namahanim
za definovanych podminek, pfi kterém jsou vystaveny vzajemnému odirani, narazim a padim,
¢imz dochdzi k narusovani jejich povrchu, lamani a Stépeni tablet.

Fristroj. Pouziva se bubinek, viz obr. 2.9.7-1, o vnitfnim priméru ptiblizné 286 mm a hloubce
priblizné 39 mm, zhotoveny z prithledného plastu s hladkym vnitfnim povrchem. Bubinek a jedna
jeho strana jsou odnimatelné.

Tablety klouzaji a prevaluji se pii kazdé otacce bubinku po zakiivené prepdzce, kterd vede ze
sttedu bubinku k jeho vnéjsi obvodoveé sténé.

Bubinek je ve stfedu ptipevnén k vodorovné hrideli pohonu, ktery zabezpecuje otaceni bubinku
priblizné 25krat za minutu.

Tablety pak pii kazdé otacce bubinku klouzaji, prevaluji se po prepazce a padaji pfiblizné
z vysky 130 mm na obvodovou sténu bubinku nebo narazeji navzajem na sebe.

Fostup zkousky. Pro tablety do hmotnosti 0,65 g/ks vcetné se jako zkouSeny vzorek bere 20 tab-
let, pro tablety o hmotnosti vétsi nez 0,65 g/ks je zkouSeny vzorek 10 tablet.

Z tablet se na situ ¢. 1000 odstrani volny prach tfenim jemnym kartdckem nebo profouknutim
tlakovym vzduchem. Tablety se potom presné zvazi, umisti do bubinku a spusti se otaceni. Po
100 otackach bubinku se tablety vyjmou a odstrani se z nich volny prach stejnym zplsobem, jak
je popsano vysSe. Pokud neni Zadna tableta rozbita, rozlomena nebo jeji vetsi ¢ast odstipnuta, zvazi
se tablety s presnosti na miligramy.
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Obr. 2.9.7-1 Otocny bubinek

Rozméry v milimetrech

U tablet o priméru 13 mm a vétSim se mtize vyskytnout problém s reprodukovatelnosti vysledki
diky ¢astému nepravidelnému pohybu tablet. Nékteré tablety se mohou dotykat a navzajem se
chranit pied volnym padem v bubinku. V téchto ptipadech se vyhovujicich reprodukovatelnych
vysledkl dosahne naklonénim bubinku. Obvykle dostate¢né je takové nastaveni, pii kterém osa tvo-
ti thel 10° se zékladnou.

Hodnoceni. Odér tablet se vyjadiuje jako procentualni ubytek vychozi hmotnosti tablet. Zazna-
mena se pocet zkouSenych tablet.

Obvykle se zkouska provadi jednou. Pokud nejsou vysledky jednoznaéné nebo pokud je tibytek
hmotnosti tablet vétsi nez 1 %, opakuje se zkouska dvakrat a stanovuje se primér ze vSech tii
zkougek. Ubytek hmotnosti zkousenych tablet nejvyse do 1 % se pro vétsinu pripravki povazuje
za vyhovujici vysledek.

2.9.8Pevnost tablet

Fodstata zkousky. Zkouskou se zjist'uje odolnost tablet proti rozdrceni za definovanych podmi-
nek. Mé&ii se sila potiebnd k rozdrceni tablety.

Fristroj. Ptistroj se sklada ze dvou proti sob¢ postavenych Celisti, z nichZ se jedna pohybuje
smérem k druhé. Rovné a hladké povrchy celisti jsou kolmé na smér pohybu. Plocha Celisti musi
byt vétsi, nez je plocha kontaktu Celisti s tabletou. Piistroj je kalibrovan s piesnosti na 1 newton.

Fostup zkousky. Tableta se umisti mezi Celisti, a to v ptipad¢€ potieby s ohledem na tvar, ptlici
ryhu a znaceni. Zkouska se provede s 10 tabletami. Pti méfeni jsou jednotlivé tablety orientovany
vzdy identicky vzhledem k ptisobici sile. Je tfeba dbat, aby pted kazdym métenim byly z Celisti 1
7 prostoru mezi nimi odstranény vSechny zbytky rozdrcenych tablet.

Uvedeny postup se nepouziva, pokud je pouzito plné automatickeé zarizent.
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Vyjadreni vysledkii. Vysledek zkousky se vyjadiuje v primémé, minimalni a maximalni hodnoté
nameéfené sily vzdy v jednotkach newton.

Nutno zaznamenat typ pouzitého pfistroje a v ptipad€, Ze byly tablety néjakym zpisobem mezi
Celistmi pfistroje orientovany, i zplisob orientace tablet.

2.9.9Méreni konzistence penetrometricky

Fodstata zkousky. Pti zkousce se méfi
hloubka pruniku (penetrace) pre-
depsaného télesa do vyrobku za stano-
venych a validovanych podminek. Méteni
je provadeéno v nadobce urcitého tvaru a
velikosti.

Fristroj. Pristroj se sklada z penetro-
A metru, ktery je pfipevnén na stojanu, a pe-
netrac¢niho télesa. Vhodny pfistroj je vy-
obrazen na obr. 2.9.9-1.

Sklada se z:

- vertikalniho drzéku, ktery pfidrzuje a
vede penetracni téleso,

c - horizontalniho stolku,

- zatizeni, které zajisti vertikalni polohu
penetracniho télesa,

b - zatizeni, kterym lze zkontrolovat hori-
£ zontalni polohu stolku,
- zafizeni, které pridrZzuje a uvolni pene-
tracni téleso,
- stupnice ukazujici hloubku priniku,
F s rozliSenim na desetiny milimetru.
G Penetracni téleso je vyrobeno z vhod-

ného materialu, ma hladky povrch a je
charakterizovano svym tvarem, velikosti
H | ahmotnosti.

Vhodna penetracni télesa jsou na
obrazcich 2.9.9-2 a 2.9.9-3.

Obr. 2.9.9-1 Penetrometr

. stupnice znazorfiujici hloubku priniku, s pfesnosti na desetiny milimetru,

vertikalni drzék, ktery pfidrzuje a vede penetracni téleso,

. zatizeni, které pridrzuje a automaticky uvolni penetracni t€leso na konstantni dobu,

. zafizeni, které zajisti vertikalni polohu penetra¢niho t€lesa a horizontalni polohu stolku,
penetracni téleso (viz obr. 2.9.9-2 2 2.9.9-3,

nadobka,

. horizontalni stolek,

. vodovaha pro kontrolu horizontalni polohy stolku.

TQTMmUOW >
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Obr. 2.9.9-2
Rozmeéry v milimetrech

Mikrokuzel (m = 7,0 g), pfedepsana nadobka a drzak (1= 116 mm; m 16,8 g).

Fostup zkousky. ZkouSené vzorky se ptipravi jednim z nasledujicich postupti:

A. Peclivé se naplni tfi nadobky po okraj tak, aby se nevytvorily vzduchové bubliny. Je-li
zapotiebi, uhladi se povrch do roviny. Vzorky se uchovavaji 24 hod pfi teploté (25 £0,5) °C,
pokud neni ptedepsano jinak.

B. Tti vzorky se uchovavaji 24 hod pfi teploté (25 £0,5) °C. Poté se michaji vhodnym zplisobem
po dobu 5 min. Peclive se naplni tfi nadobky po okraj tak, aby se nevytvorily vzduchové bubli-
ny, a je-li zapotiebi, uhladi se povrch do roviny.

C. Roztavi se tfi vzorky a peclivé se naplni do tii nddobek tak, aby se nevytvorily vzduchové
bubliny. Vzorky se uchovavaji pfti teploté (25 £0,5) °C po dobu 24 h, pokud neni pfedepsano
jinak.

Stanoveni penetrace. ZkouSené vzorky se umisti na stolek penetrometru. Ovéii se, zda je povrch
vzorku kolmy ke svislé ose penetrac¢niho télesa. Poloha penetra¢niho télesa vytemperovaného na
teplotu (25+0,5) °C se upravi tak, aby se jeho hrot pravé dotykal povrchu vzorku. Penetra¢ni téleso
se uvolni pfesné na dobu 5 s. Pak se zachyti a odecte se hloubka priniku. Stejnym zptisobem se
zm¢éti oba zbyvajici vzorky.

Hodnoceni. Konzistence se vyjadiuje jako primér tii penetrometrickych méteni s piesnosti na
desetiny milimetru. Jestlize se néktery vysledek odchyluje od priméru o vice nez +3 %, je tfeba
zkousku opakovat a vyhodnotit vysledky Sesti méfeni jako jejich pramér s relativni smérodatnou
odchylkou.
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Obr. 2.9.9-3
Rozméry v milimetrech

Kuzel (m =102,5 g), predepsana nadobka (d = 102 mm nebo 75 mm, h > 62 mm) a drzak (1 = 162 mm;
m =475 g).

2.9.10Stanoveni obsahu ethanolu v tekutych pripravcich a lihova tabulka

Fodstata zkousky. Ethanol se z tekutého 1é¢ivého ptipravku obsahujiciho ethanol ve smési latek
oddestiluje a ze zjisténé hustoty destilatu se z lihové tabulky odecte obsah ethanolu v destilatu a
prepocita se na obsah ethanolu ve zkouseném 1é¢ivém ptipravku.

Pokud by pfi destilaci ptipravku mohly prechazet do destilatu i jiné latky nez ethanol a voda,
je nutno v prislusném ¢lanku upravit postup.

Obsah ethanolu ve zkousené kapalin€ se vyjadiuje jako pocet objemovych dili ethanolu ob-
sazenych ve 100 objemovych dilech zkousené tekutiny, pficemz objemy se méti pii (20+0,1) °C.
Takto vyjadieny obsah se oznacuje jako "objemovy obsah v procentech" (% V/V). Obsah Ize také
vyjadfit v gramech ethanolu na 100 g zkousené tekutiny. V tomto ptipadé se jedna o "hmotnostni
obsah v procentech" (% m/m).

Vztah mezi hustotou pii (20+£0,1) °C, relativni hustotou (korigovanou na vakuum) a obsahem
ethanolu ve smési voda a ethanol je dan tabulkami vydanymi International Organization for Legal
Metrology (1972), International Recommendation No. 22.
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Fristroj. Pristroj (viz obr. 2.9.10-1) se
sklada z bariky s kulatym dnem (A) spojené B
s destila¢nim nastavcem (B) s odlu¢ovacem
vody z pary a vertikalnim chladicem (C).
Chladic¢ je opatien v dolni ¢asti trubici (D),
ktera privadi destilat do dolni ¢asti
odmémé banky o objemu 100 ml nebo
250 ml. Odmérna barika je ponofena ve | J.---.
smesi vody s ledem (E) po celou dobu
destilace. Pod bankou (A) je umistén
kotou¢ s kruhovym otvorem o primeéru A 500 mi
6 cm; jeho funkci je omezit nebezpeci
pyrolytického rozkladu rozpusténych latek.

Fyknometricky postup. Do destila¢ni
bariky se pii (20£0,1) °C odmé#i 25,0 ml
zkouSené kapaliny, zfedi se 100 ml az
150 ml vody destilované R a prida se 1\
n¢kolik kouskl pemzy. Na barnku se nasadi 9
destila¢ni nastavec a chladi¢ a destiluje se T
do ziskadni nejméné 90 ml destilatu ve il
100ml odmérné barice. Barika s destilatem
se vytemperuje na (20+0,1) °C a ziedi se ) [
pii (20 + 0,1) °C vodou destilovanou R na L
100,0 ml. Stanovi se relativni hustota
roztoku pii (20 £ 0,1) °C za pouziti pykno-
metru.

Odpovidajici hodnoty uvedené v tabulce
2.9.10-1 ve 3. sloupci se vynasobi ¢tyfmi,

180 =

200

tim se ziska objemovy obsah ethanolu
v procentech ve zkouSeném pfipravku. Po  gpy, 2.9.10-1 Piistroj na stanoveni obsahu ethanolu

vypoctu obsahu ethanolu podle tabulky se Rozméry v milimetrech

zaokrouhli vysledek na jedno desetinné

misto.

Hustomeérny postup. Do destilaéni banky se pii (20 = 0,1) °C odméii 50,0 ml zkouseného
pripravku, pfida se 200 ml az 300 ml vody destilované R a destiluje se vySe uvedenym postupem
do ziskani nejméné 180 ml destilatu v odmerné baiice na 250 ml. Barika s destilatem se vytemperuje
na (20+0,1) °C a ziedi vodou destilovanou R pti (20+0,1) °C na 250,0 ml. Destilat se prelije do
valce, jehoz primér je alesponi o 6 mm SirSi nez dolni ¢ast hustoméru. Pokud objem destilatu
nestaci, vezme se dvojndsobny objem zkouSenc¢ho ptipravku a destilat se zfedi vodou destilo-
vanou R pti (20+0,1) °C na 500,0 ml.

Po odectu obsahu ethanolu z tabulky 2.9.10-1 se vysledek nasobi péti (korekce na zfedéni zkou-
Seného piipravku) a zaokrouhli se na jedno desetinné misto.
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Tab. 2.9.10-1 Vztah mezi hustotou, relativni hustotou a obsahem ethanolu

010 Relativni hustota destilatu Obsah ethanolu
(kg.m™) méfena na vzduchu d3) % V/V pii 20 °C

968,0 0,9697 25,09
968,5 0,9702 24,64
969,0 0,9707 24,19
969,5 0,9712 23,74
970,0 0,9717 23,29
970,5 0,9722 22,83
971,0 0,9727 22,37
971,5 0,9733 21,91
972,0 0,9738 21,45
972,5 0,9743 20,98
973,0 0,9748 20,52
973,5 0,9753 20,05
974,0 0,9758 19,59
974,5 0,9763 19,12
975,0 0,9768 18,66
975,5 0,9773 18,19
976,0 0,9778 17,73
976,5 0,9783 17,25
977,0 0,9788 16,80
971,5 0,9793 16,34
978,0 0,9798 15,88
978,5 0,9803 15,43
979,0 0,9808 14,97
979,5 0,9813 14,52
980,0 0,9818 14,07
980,5 0,9823 13,63
981,0 0,9828 13,18
981,5 0,9833 12,74
982,0 0,9838 12,31
982,5 0,9843 11,87
983,0 0,9848 11,44
983,5 0,9853 11,02
984,0 0,9858 10,60
984,5 0,9863 10,18
985,0 0,9868 9,76

985,5 0,9873 9,35

986,0 0,9878 8,94

986,5 0,9883 8,53

987,0 0,9888 8,13

987,5 0,9893 7,73

988,0 0,9898 7,34

988,5 0,9903 6,95

989,0 0,9908 6,56

989,5 0,9913 6,17

990,0 0,9918 5,79

990,5 0,9923 5,42

991,0 0,9928 5,04
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Tab. 2.9.10-1 Pokracovani

020 Relativni hustota destilatu Obsah ethanolu

(kg.m™) méfena na vzduchu d> % V/V pii 20 °C
991,5 0,9933 4,67
992,0 0,9938 4,30
992,5 0,9943 3,94
993,0 0,9948 3,58
993,5 0,9953 3,22
994,0 0,9958 2,86
994,5 0,9963 2,51
995,0 0,9968 2,16
995,5 0,9973 1,82
996,0 0,9978 1,47
996,5 0,9983 1,13
997,0 0,9988 0,80
997,5 0,9993 0,46
998,0 0,9998 0,13

Stanoveni ethanolu v tekutych pripravcich plynovou chromatografii N

Fodstata zkousky. Ethanol se stanovi plynovou chromatografii (2.2.28) ve zfedénych tekutych
1é¢ivych ptipravceich za pouziti /-propanclu R jako vnitiniho standardu.
Fostup.

ZkousSeny roztok (a). Piesné odvazené mnozstvi zkouseného ptipravku odpovidajici asi 0,500 g
ethanolu se ziedi vodou R na 50,0 ml.

Zkouseny roztok (b). K presné odvazenému mnozstvi zkouseného piipravku odpovidajicimu asi
0,5000 g ethanolu se ptida 0,5000 g /-propanclu R (vnitini standard) a ziedi se vodou R na 50,0
ml.

Forovnavaci roztok. K 0,5000 g ethanolu R se ptida 0,5000 g [-propanolu R a ztedi se vodu R na
50,0 ml.

Roztok vnitiniho standardu. 0,5000 g 1-propanolu R se ziedi vodou R na 50,0 ml.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- sklenéné kolony délky 1,2 m a vnitfniho priméru 3 mm naplnéné ethylvinylbenzen-divinyl-
benzenem kopolymerem R (125 pm az 150 yum),

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu s pritokovou rychlosti 40 ml/min,

- plamenoioniza¢niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 130 °C, teplota nastiikového prostoru a detektoru na 180 °C.

Nastfikuje se po 2 ¢l kazdého roztoku. Na chromatogramu zkouSeného roztoku (a) se ovéri, ze
se zde nevyskytuje zadny pik se stejnym reten¢nim Casem, jaky ma vnitini standard.

Zkousku Ize hodnotit pouze v ptipadg, Ze symetrie pikd odpovidajicich ethanolu a 1-propanolu
je vetsi nez 0,8 a mensi nez 1,3 a opakovatelnost nastfikli porovnavaciho roztoku ma relativni
smerodatnou odchylku mensi nez 3.

Metodou vnitiniho standardu se provede vypocet obsahu ethanolu. Neni-li uvedeno jinak,
zkouseny piipravek obsahuje 95 % az 105 % deklarovaného mnozstvi ethanolu.
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2.9.11Stanoveni methanolu a 2-propanolu v tekutych pfipravcich

Fodstata zkousky. Methanol a 2-propanol se stanovi plynovou chromatografii (2.2.28) po desti-
laci zkouseného tekutého 1é¢ivého ptipravku.

Fostup.

ZkouSeny roztok. K ur¢itému mnozstvi destilatu (2.9.10) se ptidaji 2,0 ml roztoku vnitiniho standar-
du a upravi se obsah ethanolu na 10,0 % (V/V) ztedénim vodou R na 50,0 ml nebo ptidanim ethano-
lu RI1 (90% V/V).

Forovndvact roztok. Pripravi se 50,0 ml roztoku obsahujiciho 2,0 ml roztoku vnitfniho standardu,
10,0 % (V/V) ethanolu R1, 0,05 % (V/V) 2-propanclu R a dostateéné methanolu bezvodého R, aby
vznikly roztok obsahoval 0,05 % (V/V) methanolu; pfi vypoctu se bere v uvahu obsah methanolu
v pouzitém ethanolu Rl.

Roztok vnitrniho standardu. Pripravi se roztok obsahujici 2,5 % (V/V) 1-propanclu R.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- sklenéné kolony délky 2 m a vnitiniho priméru 2 mm naplnéné ethylvinylbenzen-divinylbenzen
kopolymerem R (125 ym az 150 um),

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu s pritokovou rychlosti 30 ml/min,
- plamenoioniza¢niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 130 °C, teplota nastiikového prostoru na 200 °C a teplota detekto-
runa 220 °C.

Nasttikuje se po 1 ul kazdého roztoku.

Vypocita se obsah methanolu a 2-propanolu ve zkouseném 1é¢ivém piipravku.

Pti pouziti této metody mutize byt detegovano i méné nez 0,025 % (V/V) methanolu a 2-propano-
lu.

Stanoveni methanolu a 2-propanolu v tekutych pripravcich N
plynovou chromatografii

Fodstata zkousky. Methanol a 2-propanol se stanovi plynovou chromatografii (2.2.28) head-spa-
ce nastiikem plynné faze nad zkouSenym pfipravkem.

Fostup
ZkouSeny roztok (a). 2,5 ml zkouseného ptipravku se smicha s 2,5 ml vody R.
Forovnavaci roztok (a). Pripravi se 50,0 ml roztoku obsahujiciho 0,05 % (V/V) methanolu R (pocita
se 1 s methanolem obsazenym v pouzitém ethanclu RI), 0,05 % (V/V) 2-propanclu R a 0,005 %
(V/V) mravencanu ethylnatého R.
Forovnavaci roztok (b). 2,50 ml zkouseného piipravku se smicha s 2,50 ml porovnavaciho rozto-
ku (a).
Forovnavaci roztok (c). K 2,5 ml porovnavaciho roztoku (a) se ptida 2,5 ml ethanolu RI ztedéného
piiblizné na stejnou koncentraci, jako je ve zkouSeném ptipravku.

Do lahvicek pro opakovany odbér vhodného objemu (10 ml az 25 ml) se vzduchotésné uzavie
zvoleny objem zkouSeného roztoku (a), porovnavaciho roztoku (b) a porovnavaciho roztoku (c) a
lahvicky se zahtivaji 20 min pfi teploté 40 °C.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- sklenéné kolony délky 2,5 m a vnitiniho priméru 3 mm naplnéné ethyvinylbenzen-diviny!-
benzenem kopolymerem R (125 ym az 150 pm),

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu s pratokovou rychlosti 40 ml/mim,

- plamenoioniza¢niho detektoru.
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Teplota kolony se udrzuje na 140 °C, teplota nastiikového prostoru a detektoru na 180 °C.

Nasttikuje se po 0,50 ml plynné faze nad jednotlivymi roztoky. Zkousku lze hodnotit, jestlize
na chromatogramu porovnavaciho roztoku (c) je rozliSeni mezi pikem 2-propanolu a mravencanu
ethylnatého nejméné 1,3 a pomér signalu pikli odpovidajicich methanolu a 2-propanolu k Sumu je
nejméng 3.

Hodnoceni. Na chromatogramu zkouSeného roztoku (a) vyska piku odpovidajiciho methanolu
a vyska piku odpovidajiciho 2-propanolu neptevysuji jednotlivé polovinu plochy odpovidajicich
piki na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) (nejvyse 0,05 % (7/V) methanolu a nejvyse 0,05
% (V/V) 2-propanolu).

2.9.12Klasifikace velikosti ¢astic praski sitovanim

Fodstata zkousky. Stupen jemnosti prasku Ize vyjadiit vztazné k sitim vyhovujicim pozadavkim
na neanalyticka sita (2.1.4).

Fostup zkousky. Sestavi se sita a postupuje se vhodnym zplisobem do prakticky uplného
rozdéleni zkouseného vzorku podle velikosti ¢astic. Odd€lené frakce prasku se zvazi.

Vyjadreni vysledku. Stupen jemnosti prasku urceny sitovanim se vyjadiuje odbornym ndzvem,
ktery ma vztah k ¢iselnému oznaceni sita. Pokud neni mozno stupenl jemnosti prasku oznacit
odbornym nazvem, vyjadiuje se jako podil prasku v procentech (m/m) prochazejici pouzitym sitem
(sity).

K oznaceni praski se pouzivaji nasledujici odborné nazvy:

Hruby prasek. Nejméné 95 % prochazi sitem c¢islo 1400 a nejvyse 40 % prochazi sitem
Cislo 355.

Stredné jemny prasek. Nejméné 95 % prochazi sitem €. 355 a nejvyse 40 % prochazi sitem
¢. 180.

Jemny prasek. Nejméné 95 % prochazi sitem €. 180 a nejvyse 40 % prochdzi sitem ¢. 125.

Velmi jemny prdsek. Nejméné€ 95 % prochazi sitem €. 125 a nejvyse 40 % prochézi sitem €. 90.

Pokud je uvedeno jedno Cislo sita, prochazi sitem s timto ¢islem nejméné 97 % prasku, neni-li
predepsano jinak.

2.9.13Mikroskopické stanoveni limitni velikosti ¢astic

Fodstata zkousky. Za pomoci vhodného mikroskopu se stanovi pocet Castic vétSich, nez je
predepsany limit.

Fostup. Navazi se vhodné mnozstvi zkouseného prasku (napt. 10 mg az 100 mg) a disperguje
se v 10 ml vhodné kapaliny, ve které se prasek nerozpousti. V ptipadé potieby se prida vhodné sma-
&edlo. Cast homogenni suspenze se pienese do vhodné odeéitaci komirky a pod mikroskopem se
prohlédne plocha odpovidajici 10 ng zkouSeného prasku. Pocitaji se vSechny Castice, jejichz
nejvetsi rozmér je vetsi nez predepsany limit velikosti ¢astic. Velikostni limit a ptipustny pocet
Castic presahujici tento limit jsou uvedeny v piislusném ¢lanku.
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2.9.14Stanoveni mérné plochy povrchu pomoci priiniku vzduchu

Fodstata zkousky

Mérny povrch &astic suchych pragki v oblasti pod velikostmi l1ékopisnych sit vyjadieny v m 7g
se stanovi pomoci doby permeace predepsaného objemu vzduchu pies standardni vylisek o zna-
mych parametrech ze zkousen¢ho materialu. Ke zkousce se pouzije suchy, prosaty prasek. Ve vzta-
hu pro vypocet mérného povrchu se nebere v tvahu vliv molekularniho toku, ktery se miize proje-
vit pti hodnoceni praskt s casticemi mensimi nez nékolik mikrometra.

Fristroj

Ptistroj ke stanoveni ma dvé casti, permeacni celu a manometr.

Fermeacni cela (obr. 2.9.14-1) je sklenény nebo kovovy vélec z nekorodujiciho materidlu o vnit-
fnim praméru (12,6 £0,1) mm (A). Spodni konec cely je vzduchotésné€ spojen s manometrem, napt.
pomoci vhodného nastavce (obr. 2.9.14-2). Ve vzdalenosti (50 = 15) cm od horniho konce cely je
0,5 mm aZ 1 mm silna objimka, bud’ soucast cely nebo samostatna, ale vzduchotésné ptipojena.
Podpiréa kovovy kotou¢ z nekorodujiciho materialu (B) o sile (0,9 + 0,1) mm, perforovany tficeti
az Ctyficeti otvory o priméru 1 mm pravidelné rozloZzenymi po plose kotouce.

Do cely lze zasunout kovovy pist z nekorodujiciho materialu (C) tak, ze vile mezi pistem a
celou neni vétsi nez 0,1 mm. Plocha dolni ¢asti pistu s ostrymi okraji svira s hlavni osou cely pravy
uhel. Na jedné strané pistu je 3 mm dlouhy a 0,3 mm hluboky zafez umoziujici unik vzduchu.
Horni ¢ast pistu je rozsitena, takze kdyz je pist zcela zasunut do cely, doseda rozsiteni na jeji horni
okraj a vzdalenost mezi spodni plochou pistu a perforovanym kotouc¢em (B) je (15 £ 1) mm.

Primér krouzki z filtraéniho papiru (D) s rovnymi okraji se shoduje s primérem cely.

Sklenény manometr ve tvaru U-trubice (E) (obr. 2.9.14-2) se standardnimi sténami ma jmenovity
vnéjsi pramér trubice 9 mm, vnitini 7 mm. Na horni konec jednoho ramene manometru Ize pfipojit
permeacni celu (F). Na rameni manometru pfipojeném k permeacni cele je 125 mm az 145 mm od
postranni trubice vyleptany krouzek. Ve vzdalenostech 15 mm, 70 mm a 110 mm od této znacky
smérem k hornimu konci trubice jsou vyleptané dalsi krouzky (G). Rameno manometru ptipojené
k permeacni cele se evakuuje pomoci postranni trubice umisténé 250 mm az 305 mm od spodni ¢as-
ti manometru. Postranni trubici lze uzavtit kohoutkem, jehoz vzdalenost od manometrické trubice
neptesahuje 50 mm.

Manometr je upevnén ve vertikalni poloze a az ke spodni znacCce je naplnén dibutylftalatem R
obsahujicim lipofilni barvivo.
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Obr. 2.9.14-2 Manometr

Obr. 2.9.14-1 Permeacni cela 8 )
Rozméry v milimetrech

Rozmeéry v milimetrech

Fostup zkousky

Je-li predepsano, zkouseny prasek se vysusi a pak se proseje pres vhodné sito (napt. ¢. 125), aby
se rozrusily shluky castic. Hmotnost zkouseného prasku M se vypocte dle vztahu:

M=V.p. (-9, Q)

v némz znaci:
V - objem vylisku prasku,
p - hustotu zkousené latky v g/ml,
- porozitu vylisku prasku.

Do vzorce (1) se nejprve dosadi predpokladana hodnota porozity 0,5 a vypocte se hmotnost
zkouSeného prasku.
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Na perforovany kovovy kotou¢ (B) permeacni cely se polozi krouzek filtraéniho papiru a zkou-
Seny prasek o vypoctené hmotnosti se navazi s presnosti na 1 mg. Pak se prasek peclivé prenese do
vycisténé odvazené permeacni cely a opatrné se setiepe tak, aby jeho hladina byla vodorovna.
Povrch prasku se pak pokryje dal§im krouzkem filtra¢niho papiru. Prasek se potom pomalu stlacuje
pistem tak, aby nedoslo k rotaénimu pohybu, az je pist tiplné zasunut do permeacni cely. Nepodati-
li se pist zcela zasunout, snizi se mnozstvi pouzitého prasku. Jestlize naopak stlacovany prasek
neklade dostatecny odpor, mnoZzstvi prasku se zvysi. V takovém piipadé se znovu vypocte porozita,
viz vzorec (1). Pist se odstrani nejdfive po 10 s.

Permeacni cela se vzduchotésné ptipoji k trubici manometru a pomoci gumového balonku se
z manometru odstraiuje vzduch, dokud hladina zbarvené tekutiny nedosahne nejvyssi znacky. Pak
se kohoutek uzavie a horni ¢ast cely se utésni, naptiklad gumovou zatkou, a ovéfi se, zda je zatizeni
vzduchotésné. Zatka se potom odstrani a stopkami se zméti doba potfebna k tomu, aby tekutina
poklesla od druhé ke tteti znacce.

Po zméfeni doby pritoku se méry povrch (S), vyjadieny v m%g, vypoéte podle vzorce:

¢ _ K. V& i ’ @)
po.( -9 .yn

v némz znaci:
t - dobu pritoku v sekundach,
n - dynamickou viskozitu vzduchu v milipascalsekundach (mPa.s), viz tab. 2.9.14-1,
K - pfistrojovou konstantu stanovenou podle vzorce (4),
p - hustotu zkousené latky v g/ml,
£ - porozitu vylisku prasku.
Kalibrace pristroje

Objem vylisku prasku se stanovi metodou nahrady rtuti:

Do permeacni cely se vlozi dva krouzky filtraéniho papiru a jejich okraje se stlaci ty¢inkou
o pruméru malo mensim, nez je primér cely tak, aby krouzky dosedly celou plochou na perforova-
ny kovovy kotouc. Pak se cela naplni rtuti, ze stény cely se odstrani vzduchové bublinky a prebytek
rtuti se odstrani, aby povrch rtuti na konci cely byl rovny. Jestlize je cela z materialu, ktery tvori
se rtuti amalgam, potie se cela i kovovy kotouc nejdiive tenkou vrstvou tekutého parafinu. Potom
se rtut’ vylije do odvazené kadinky a stanovi se jeji hmotnost (M) a teplota.

Ptipravi se vylisek z referencniho prasku a cela se doplni rtuti tak, aby na konci cely vznikl
rovny povrch. Rtut’ se pak vylije do odvaZzené kadinky a stanovi se jeji hmotnost (Mp).

Objem vylisku prasku se vypocte podle vzorce:

yo M- My 3)
Pug

v némz znaci:
M, - My - rozdil mezi hmotnostmi rtuti v g,
Phe - hustotu rtuti pfi teploté stanoveni v g/ml.

Cely pokus se opakuje dvakrat, vzdy s novou davkou prasku, pticemz se vypoctené objemy ne-
smi od sebe lisit vice nez 0 0,01 ml. Pro dalsi vypocty se pouzije primér ze tfech popsanym zptiso-
bem provedenych stanoveni.

Fristrojova konstanta K se stanovi pomoci referen¢niho prasku o znamém mérném povrchu a
o znamé¢ hustoté nédsledovne¢:
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Potrebné mnozstvi referenéniho prasku k pokusu (vzorec 1) se vypocte pomoci zjisténé hustoty
a stanoveného objemu vylisku (vzorec 3).

Prasek se zhomogenizuje a rozvolni dvouminutovym tfepanim v prachovnici na 100 ml. Pak se
pripravi vylisek prasku a zméii se doba pritoku vzduchu, jak jiz bylo popsano diive. Pistrojova
konstanta (K) se vypocte podle vzorce:

:Ssp.,o.(l—e).\/77

/e i

K “4)

v némz znadi:

S, -2zjistény mérny povrch referencniho prasku,

£ - hustotu zkousené latky v g/ml,

& porozitu vylisku prasku,

t - dobu pritoku v sekundach,

n - dynamickou viskozita v milipascalsekundach, viz tab. 2.9.14-1.

Hustotu rtuti a viskozitu vzduchu za rtizné teploty uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 2.9.14-1
Teplota Hustota rtuti Viskozita vzduchu
(°0) (g/ml) n (mPas) 7
16 13,56 0,01800 0,1342
17 13,56 0,01805 0,1344
18 13,55 0,01810 0,1345
19 13,55 0,01815 0,1347
20 13,55 0,01819 0,1349
21 13,54 0,01824 0,1351
22 13,54 0,01829 0,1353
23 13,54 0,01834 0,1354
24 13,54 0,01839 0,1356

2.9.15Zdanlivy objem

Fodstata zkousky. Zkouskou se stanovi za definovanych podminek zdanlivé objemy pred a po
setfeseni, mira setfeseni a zdanlivé hustoty rozdrobnénych nebo jinym zplisobem upravenych
pevnych latek (napft. praskt, granuli).

Fristroj, viz obr. 2.9.15-1, se sklada:

- ze zatizeni schopného uskutecnit za 1 min (250 = 15) klepnuti z vysky (3 £ 0,2) mm. Opérka a
drzak odmérného valce maji hmotnost (450 +5) g,
- z odmérného valce na 250 ml kalibrovaného po 2 ml o hmotnosti (220 +40) g.

Fostup. Do suchého odmérného vélce se nasype bez stlaceni 100,0 g (mg) zkouSené latky.
Neni-li to mozné, zvoli se zkouseny vzorek o zdanlivém objemu od 50 ml do 250 ml a jeho hmot-
nost se uvede pii vyjadieni vysledkii. Odmérny valec se upevni do drzéku a odecte se zdanlivy
objem ¥V zaokrouhleny na cely mililitr. Provede se 10, 500 a 1250 sklepnuti a odectou se odpovi-
dajici zdanlivé objemy V,,, V5o a V},5, zaokrouhlené na cely mililitr. Je-li rozdil mezi V,, a ¥,s,
vEtsi nez 2 ml, provede se dalSich 1250 sklepnuti.
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Obr. 2.9.15-1
Vyjadreni vysledkii

a) Zddanlivé objemy
- zdanlivy objem pfed setfesenim (sypny objem): ¥, ml,
- zdanlivy objem po setfeseni (setfesny objem): V,s, ml nebo V5, ml.
b) Mira setreseni: rozdil V,, ml - Vs,, ml.
¢) Zdanlivé hustoty
- zdanliva hustota pfed setfesenim (sypna hustota): m/V, (g/ml),
- zdanliva hustota po setieseni (setfesna hustota): m/V ,s, nebo m/V,s,, (g/ml).

2.9.16Sypnost

Fodstata zkousky. Zkouskou se sleduje vlastnost rozdrobnénych nebo jinym zplisobem uprave-
nych tuhych latek (napft. praska a zrnénych praski) vertikalné téci (sypat)za predepsanych podmi-
nek.
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Fristroj. Podle sypnych vlastnosti zkouseného materialu se pouzije nasypka s vhodnym uhlem
a primérem hrdla, bez stonku nebo se stonkem. Nasypka je udrzovana pomoci vhodného zatizeni
ve svislé poloze a celd sestava musi byt chranéna pfed ottesy. Typické nasypky jsou na obr. 2.9.16-
1a209.16-2.
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Obr. 2.9.16-1 Nasypka s vyménnou dolni ¢asti (koncovka)
Koncovka vyrobena z nerezavéjici kyselinovzdorné oceli (V4A, CrNi).
Rozméry v milimetrech

Tab. 2.9.16-1
Koncovka Priimér (d) dolniho otvoru v mm
1 10+£0,01
2 15+0,01
3 25+0,01
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Fostup. Do suché nasypky, jejiz dolni otvor je vhodnym
zpusobem uzavien, se nasype bez stlacovani zkouseny vzorek . 125 -
zvazeny s piesnosti 0,5 %. Mnozstvi vzorku zavisi na
zdanlivém objemu a pouzitém pfistroji. Dolni otvor nasypky
se otevie a méii se doba sypani celého mnozstvi vzorku.
Provedou se tfi stanoveni.

Vyjadient vysledkii. Sypnost se vyjadiuje jako doba sypani 60°
100 g vzorku v sekundach a desetinach sekundy.

Vysledky zaviseji na podminkach uchovavani zkouseného
materialu.

Vysledky se mohou vyjadfit jako: ]
a) aritmeticky primér méfeni, jestlize se zddna namétrena

hodnota neodchyluje od primérné hodnoty o vice nez Py B

+10 %,

b) rozmezi hodnot, jestlize se jednotlivé hodnoty lisi od pra-
mérné hodnoty o vice nez £10 %,

¢) graf zavislosti hmotnosti na dobé& sypani, 1,25

d) nekonecny Cas, jestlize se nevysype cely vzorek.

125% 10

45°

2.9.17Zkouska na vyuZzitelny objem

Fodstata zkousky. Zkouskou se sleduje u injekénich ain- gy 2.9.16-2
fuznich pipravki vyuzitelny objem tekutin pro parenteralni Rozméry v milimetrech
podani v jednotlivych nadobach.

Injekéni pripravky

Jednodavkové injek¢ni piipravky se dodavaji v obalech pro jedno pouziti, naplnich nebo v pie-
dem naplnénych injekénich stiikackach.
Obaly pro jedno pouZziti

Objem injekeni tekutiny injekEniho piipravku v obalu pro jedno pouziti musi byt dostatecny pro
odebrani jmenovité davky. Nadbytek této tekutiny nesmi byt takovy, aby ptedstavoval riziko
v piipadg, Ze by byl podan cely obsah baleni.

Dodrzeni pozadavku na vyuZitelny objem se zajistuje tim, Ze objem injekéni tekutiny jednodav-
kovych obali je vétsi nez jmenovity objem, a to v mife ur¢ené vlastnostmi lé¢ivého piipravku.

Suspenzni a emulzni injekéni pripravky se musi pred odebranim injekéni tekutiny a pred stano-
venim hustoty dikladné protiepat.

Olejovité a viskdzni injekéni pripravky, je-li to potfebné, je mozno bezprostfedné pred ode-
branim injek¢ni tekutiny zahtat a diikladné protrepat. Pied vlastnim stanovenim objemu se injek¢ni
tekutina ochladi.

Obaly s jmenovitym objemem mensim nez 5 ml

Fostup zkousky. Ke zkousce se pouZije Sest jednotek injekéniho piipravku. Pét se pouzije pro
vlastni méteni a jedna se pouzije k proplachnuti pouzité injekeni stiikacky a jehly.

Injekeni stiikacka se zvoli takova, aby jeji objem nebyl vétsi nez dvojnasobek méfeného objemu
a nasadi se ptislu$nd jehla. Z jednotky ur¢ené k proplachnuti se do injekéni stfikacky nasaje malé
mnozstvi zkouSené injekeni tekutiny a ta se vytla¢i z injekeni stfikaCky drzené vertikalné jehlou
smétujici vzhlru, aby se odstranil vS§echen vzduch.
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Z jedné z péti jednotek, ur¢enych pro vlastni méfeni, se odebere injekéni stiikackou co mozna
nejvice injekeni tekutiny, vytla¢i se vSechen vzduch a tekutina se prenese do pfedem vysusené a
odvazené vhodné vazenky, aniz by se vyprazdnila injek¢ni jehla. Vazenka se zkouSenou injek¢ni
tekutinou se zvazi a stanovi se hmotnost této tekutiny. Postup se opakuje s dal§imi ctyfmi jednotka-
mi zkouSeného piipravku.

Stanovi se hustota injek¢ni tekutiny pfi teploté, pfi niz se provadi vlastni zkouska. Vyuzitelny
objem zkouSeného injekéniho piipravku se vypocita z podilu hmotnosti injekéni tekutiny jednotli-
vych obalti a hustoty.

Hodnoceni. Injekeni ptipravek vyhovuje zkouSce na vyuzitelny objem, jestlize objem stanoveny
jednotlivé v péti jednotkach neni mensi nez jmenovity objem.

Okbaly s jmencvitym objemem 5 ml a vice

Fostup zkousky. Ke zkousce se pouZije Sest jednotek injekéniho piipravku. Pét se pouzije pro
vlastni méfeni a jedna se pouzije k proplachnuti pouzité injekéni stiikacky a jehly.

Injekent stitkacka se zvoli takova, aby jeji objem nebyl vétsi nez dvojnasobek méfeného objemu
a nasadi se ptislusnd jehla. Z jednotky ur¢ené k proplachnuti se do injekéni stfikacky nasaje malé
mnozstvi zkouSené injekeni tekutiny a ta se vytlaci z injekeni stfikaCky drzené vertikalné jehlou
smétujici vzhlru, aby se odstranil vS§echen vzduch.

Z jedné z péti jednotek, ur€enych pro vlastni méfeni, se odebere injekéni stiikackou co mozna
nejvice injekeni tekutiny, vytlaci se vSechen vzduch a roztok se prenese do suchého odmérného
valce, jehoz objem je takovy, Ze métfeny objem injekéni tekutiny zapliuje nejméné 40 % jmenovité-
ho objemu vélce. Zméfti se objem zkousené injekEni tekutiny. Postup se opakuje s dal$imi ¢tyimi
jednotkami zkouseného injek¢niho ptipravku.

Hodnoceni. Injekéni pripravek vyhovuje zkouSce na vyuzitelny objem, jestlize objem stanoveny
jednotlivé v péti jednotkach neni mensi nez jmenovity objem.

Naplné a pfedem naplnéné injekcni stitikacky

Objem injekeni tekutiny obsazené v naplni nebo pedem naplnéné injekéni stiikacce ma byt ta-
kovy, aby umoznil odebrani jmenovité davky.

Suspenzni a emulzni injekéni pfipravky se musi pfed odebranim injekcni tekutiny a pred
stanovenim hustoty dikladné protiepat.

Olejovité a viskozni injekeni piipravky, je-li to potfebné, je mozno bezprostiedné pred odebra-
nim injek¢ni tekutiny zahtat a diikladné protfepat. Pred vlastnim stanovenim objemu se injekéni te-
kutina ochladi.

Fostup zkousky. Ke zkouSce se pouzije pét jednotek injekéniho ptipravku. V ptipadé potieby se
prvni zkousena jednotka opatii prisluSenstvim potfebnym pro jeji pouziti (jehla, valec, injekéni
stiikacka) a pomalym stlacovanim pistu se pfenese cely objem injekéni tekutiny bez vyprazdnéni
injekéni jehly do pfedem vysuSené a zvazené vazenky. Vazenka se zkouSenou injekéni tekutinou
se zvazi a stanovi se hmotnost této tekutiny. Postup se opakuje s dal§imi ¢tyfmi jednotkami.

Stanovi se hustota injek¢ni tekutiny pfi teploté, pfi niz se provadi vlastni zkouska. Vyuzitelny
objem zkouSeného injekéniho piipravku se vypocitd z podilu hmotnosti injekéni tekutiny
jednotlivych oballi a hustoty.

Hodnoceni. Injekeni ptipravek vyhovuje zkouSce na vyuzitelny objem, jestlize objem stanoveny
jednotlivé v péti jednotkach neni mensi nez jmenovity objem.

Infuzni pripravky

Fostup zkousky. Zkousi se jedna jednotka zkouseného infuzniho ptipravku. Infuzni tekutina se
pfemisti do suchého odmérného valce tak velikého, aby objem métené tekutiny zaplnil nejméné
40 % jmenovitého objemu valce. Zméti se objem infuzni tekutiny zkouseného infuzniho ptipravku.
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Hodnoceni. Infuzni ptipravek vyhovuje zkousce na vyuzitelny objem, jestlize stanoveny objem
neni mensi neZ jmenovity objem.

2.9.18Pripravky k inhalaci: aerodynamické stanoveni jemnych ¢astic

Fodstata zkousky. Zkouskou se stanovuje podil jemnych €astic v aerodisperzich vytvarenych
ptipravky k inhalaci.
Pokud neni uvedeno a schvaleno jinak, pouziji se ke zkouSce niZe uvedené pristroje a zkusebni

postupy.

v wr

Piistroj A (sklenény odlucovac castic)

Ptistroj je vyobrazen na obr. 2.9.18-1, viz i tab. 2.9.18-1.

B —
r
{ 107
45° c 40
E N5
| |40NY
63
15

©1,85% 0,125

Obr. 2.9.18-1 Piistroj A pro aerodynamické stanoveni jemnych
Castic
Rozméry v milimetrech
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Tab. 2.9.18-1

Oznaceni Predmét Popis Rozméry"
A nastavec pro aplikator tvarovany gumovy nastavec pro zasunuti apli-
kétoru s ventilem
B vstupni hrdlo upravena barika s kulatym dnem 50 ml
vstupni otvor se zabrusem 29/32
kdnickd vypust se zabrusem 24/29
C spojovaci hrdlo tvarovany sklenény nastavec
vstupni otvor se zabrusem 24/29
konicka vypust se zabrusem 24/29
spodni ¢ast vypusti ve tvaru trubicky
o vybrané svétlosti
vhitini prumer 14
tenkosténna sklenéna trubicka
vnéjsi prumer 17
D horni odlu¢ovaci komora upravena barika s kulatym dnem 100 ml
vstupni otvor se zabrusem 24/29
konicka vypust se zdbrusem 24/29
E spojovaci trubicka stiedné silna sklenéna trubicka
sklenény konicky zabrus 14/23
ohnuty a horni svisly dil
vnéjsi prumer 13
spodni svisly dil
vnéjsi prumer 8
F Sroubovy uzavér, postranni | plasticky Sroubovy uzaver 28/13
rameno s nastavcem silikonovy gumovy krouzek 28/11
podlozka z PTFE 28/11
sklenény zavit, velikost 28
postranni vypust k odsavacimu zafizeni
minimalni primeér otvoru 5
G soubor spodni trysky upraveny polypropylenovy drzak filtru spoje- |viz obr.
ny se spodni svislou ¢asti spojovaci trubice 2.9.18-1
pomoci spojky z PTFE
plastovy disk s otvory pro 4 trysky sestavené
v kruhu o priméru 5,3 mm okolo distan¢niho 10
vystupku
prumér vystupku 2
vySka vystupku 2
H spodni odluc¢ovaci komora | konicka barika 250 ml
vstupni otvor se zabrusem 24/29

* Rozméry v milimetrech, neni-li uvedeno jinak.
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Postup pro rozprasovace

Do horni odluc¢ovaci komory se odméii 7 ml, do dolni 30 ml vhodného rozpoustédla.

Vsechny soucasti piistroje se spoji a ovéti se, zda je fadné upevnény pristroj ve svislé poloze
a zda se rozpérny vystupek trysky dolni tryskové soustavy pravé dotyka dna spodni odlu¢ovaci
komory. K vypusti pfistroje se ptipoji vhodné odsavaci zatizeni opatiené filtrem o piiméfené veli-
kosti porti a pratok vzduchu pfistrojem se upravi tak, aby na piivodu protékalo hrdlem (60 + 5) litra
vzduchu/min. Nadrzka rozpraSovace se naplni tekutym piipravkem k inhalaci a pomoci nastavce
(adaptéru) se k pristroji pripoji k tomu uzpisobeny aplikator.

Pak se zapne odsavaci zatizeni a po 10 s i rozprasovac. Neni-li uvedeno jinak, rozprasovac se
po 60 s vypne, pocka se asi 5 s a pak se vypne i odsavaci zafizeni pfistroje. Potom se pfistroj
rozebere a po omyti vnitiniho povrchu horni odlu¢ovaci komory se promyvaci tekutina prevede do
odmérné banky. Pak se omyje vnitini povrch spodni odlucovaci komory a promyvaci tekutina se
prevede do jiné odmérmné baiiky. Nakonec se promyje filtr pied odsavacim zafizenim a jeho spojeni
s dolni odlucovaci komorou a takto ziskana tekutina se pfipoji k promyvaci tekutiné ziskané
promytim spodni odlu¢ovaci komory. V kazdé z obou ban¢k s promyvaci tekutinou se stanovi
obsah ucinné slozky. Vysledky ziskané z obou ¢asti pfistroje se samostatné vyjadii v procentech
vztazenych na celkové mnozstvi ucinné slozky.

Postup pro tlakové inhalatory

Nastavec (adaptér) pro pripojeni tlakového ventilu se posune ke konci hrdla, takze kdyz se apli-
kator ventilu zasune do hloubky asi 10 mm, ma souhlasnou polohu s horizontalni osou hrdla a ko-
nec ventilu s tlakovou nadobkou sméfuje nahoru a shodné s celym piistrojem lezi ve vertikalni rovi-
né.

Do horni odlucovaci komory se odméii 7 ml, do dolni 30 ml vhodného rozpoustédla.

Vsechny soucasti piistroje se spoji a ovéti se, zda je fadné upevnény pristroj ve svislé poloze
a zda se rozpérny vystupek trysky dolni tryskové soustavy pravé dotykéd dna spodni odlucovaci ko-
mory. K vypusti pfistroje se ptipoji vhodné odsavaci zafizeni a priitok vzduchu pfistrojem se upravi
tak, aby na ptivodu protékalo hrdlem (60 =+ 5) litrti vzduchu/min.

Davkovaci ventil se ptipravi k ¢inosti tak, Ze se tlakovym inhalatorem tfepe po dobu 5 s a jedna
davka se odstrikne stranou. Nejdiive po 5 s se inhalatorem znovu tfepe a opét se odstiikne jedna
davka. To se opakuje jeste trikrat.

Pak se tfepe asi 5 s, zapne se odsdvaci zafizeni a po zasunuti aplik4toru nasazeného na ventil do
nastavce (adaptéru) se hned vystiikne jedna davka. Sestaveny inhalator se potom oddéli od
nastavce, tfepe se jim po dobu nejméné 5 s, znovu se zakoncéeni aplikatoru spolu s ventilem vrati
do nastavce a opét se vysttikne jedna davka. Postup pii vystiikovani jednotlivych davek se zopakuje
jesté osmkrat, pficemz se pokazdé pied vystriknutim davky trepe inhalatorem. Po vystiiknuti desaté
davky se ¢eka nejméné 5 s a odsavaci zafizeni se vypne. Potom se pfistroj rozlozi.

Vnitini povrch piivodni trubice do horni odlu¢ovaci komory a jeji vnéjsi povrch zasahujici do
komory se omyji vhodnym rozpoustédlem a promyvaci tekutina se shromazdi v dolni odlucovaci
komote. V tomto roztoku se stanovi obsah i¢inné slozky. Vypocte se mnozstvi uc¢inné slozky shro-
mazdéné v dolni odlucovaci komoie po uvedeni ventilu v ¢innost a vysledky se vyjadii v procen-
tech vztazenych na davku uvedenou na Stitku.
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Postup pro inhalatory prasku

Do horni odlucovaci komory se odméii 7 ml, do dolni 30 ml vhodného rozpoustédla.

Vsechny soucasti piistroje se spoji a oveti se, zda je fadné upevnény pfistroj ve svislé poloze
a zda se rozpérny vystupek trysky dolni tryskové soustavy praveé dotyka dna spodni odlucovaci ko-
mory. Aniz by se na piistroj nasadil inhalator, pfipoji se k vypusti pfistroje vhodné odsavaci zaftize-
ni a pritok vzduchu pfistrojem se upravi tak, aby na ptivodu protékalo hrdlem (60 + 5) litri vzdu-
chu/min. Inhalator se pfipravi k pouziti a pomoci vhodného spojovaciho nastavce se k pfistroji
pripoji aplikator inhalatoru. Pak se na 5 s zapne odséavaci zatizeni. Po vypnuti odsavaciho zafizeni
se inhalator vyjme. Vystfiknuti se opakuje jesté devétkrat a potom se pristroj rozebere.

Vnitini povrch piivodni trubice do dolni odluCovaci komory a jeji vn€jsi povrch zasahujici do
komory se omyji vhodnym rozpoustédlem, promyvaci tekutina se shromazdi v dolni odlu¢ovaci
komote a v roztoku se stanovi obsah ucinné slozky. Vypocte se mnozstvi uc¢inné slozky shromazde-
né po vystiiknuti v dolni odlucovaci komote a vysledky se vyjadii v procentech vztazenych na dav-
ku uvedenou na stitku.

Pristroj B (kovovy odlucova¢ ¢astic)

Ptistroj je vyobrazen na obr. 2.9.18-2 a2 2.9.18-3.

219%0,7

148
127

Na¥

{
MMM | 5oy

J N
zalicovano
086 146
11,05
10,90 (stlaceno)
Obr. 2.9.18-2 Piistroj B pro aerodynamické stanoveni jemnych ¢astic
Rozméry v milimetrech
A - tlakova nadobka inhalatoru B - aplikator
C - spojovaci nastavec (adaptér) D - hrdlo
E - tryska F - odluc¢ovaci komora
G - kotouc¢ ze slinutého skla (BS porozita ¢. 1) H - upevnéni filtru z nerezavéjici oceli
J - sklenéna filtracni sestava K - odsavaci zatfizeni

L - hlinikové viko odlu¢ovaci komory M - krouzek gumového tésnéni
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Postup pro rozprasovace

Usazovani emitovanych kapicek se zkousi pomoci odlu¢ovaciho pfistroje spojeného s naplné-
nym rozprasovacem prostiednictvim vhodného spojovaciho nastavce (adaptéru). Vypust ptistroje
vedouci k odsavacimu zafizeni je opatiena vhodnym filtrem, napft. o velikosti port 0,25 yxm.

Pfi tomto postupu se pracuje se suchou odluc¢ovaci komorou. VSechny soucasti piistroje se spoj i
a oveti se, zda je spodni Cést pfistroje umisténa na rovné horizontalni, fadné upevnéné podlozce.
K vypusti pfistroje se piipoji vhodné odsavaci zatizeni a priitok vzduchu pfistrojem se upravi tak,
aby na ptivodu prochazelo hrdlem (60 + 5) litrt vzduchu/min.

Nédrzka rozprasovace se naplni tekutym ptipravkem k inhalaci. Pfipravi se aplikator a ptipoji
se ke spojovacimu nastavci zafizeni.

Zapne se odsavaci zatizeni pfistroje a po 10 s se uvede do chodu rozprasovac. Po 60 s, neni-li
uvedeno jinak, se vypne rozpraSovac a ptiblizn€ po dalSich 5 s i odsavaci zafizeni a piistroj se
rozebere. Pak se omyje vnitini povrch hrdla i horni a spodni ¢ast komory a promyvaci tekutiny se
pfevedou do odmérné bariky. Pak se vhodnym rozpoustédlem promyje filtr a filtracni zafizeni a
tekutina se opét prevede do vhodné odmérmné batiky. V obou roztocich se stanovi obsah ucinné
slozky. Vysledky se vyjadii samostatné pro ob¢ Casti piistroje v procentech vztazenych na celé
mnozstvi u¢inné latky.

Obr. 2.9.18-3 Piistroj B pro aerodymanické stanoveni jemnych castic
(pohled na vrchni desku shora)

Postup pro tlakové inhalatory

Spojovaci nastavec (adaptér) pro nasazeni ventilu se posune ke konci hrdla tak, Ze po nasazeni
aplikatoru ma zafizeni souhlasnou polohu s horizontalni osou hrdla a konec ventilu s tlakovou na-
dobkou sméfuje nahoru a shodné s celym pifistrojem lezi ve vertikalni roviné.

Pti tomto postupu se pracuje se suchou odlu¢ovaci komorou. VSechny soucasti pristroje se spoj i
a oveti se, zda je spodni Cast pristroje umisténa na rovné horizontalni, fadné upevnéné podlozce tak,
ze konec ventilu s tlakovou nadobkou je ve vertikdlni poloze. K vypusti pfistroje se piipoji
vhodné odsavaci zatizeni a pritok vzduchu piistrojem se upravi tak, aby na piivodu prochazelo

hrdlem (60 + 5) litrti vzduchu/min.
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Davkovaci ventil se pfipravi k ¢innosti tak, Ze se tlakovym inhalatorem tfepe po dobu 5 s a jed-
na davka se odstrani odsttiknutim. Nejdfive za 5 s se inhalatorem znovu tiepe a opét se jedna dav-
ka odstiikne. To se opakuje jeste trikrat.

Pak se tlakovym inhalatorem tfepe po dobu asi 5 s, zapne se odsavaci zafizeni a bezprostredn ¢
po zasunuti aplikatoru s ventilem do nastavce (adaptéru) se vystiikne jedna davka. Sestaveny
inhalator se pak vysune ze spojovaci Casti pristroje, op€t se jim tiepe asi 5 s a po opétném zasunuti
konce aplikatoru s ventilem do spojovaci ¢asti se vystiikne dalsi davka. Cely postup se opakuje
jesté osmkrat, vzdy po protiepani mezi jednotlivymi davkami. Po vystiiknuti desaté davky se pocka
asi 5 s a odsavaci zatizeni se vypne. Pfistroj se potom rozebere.

Filtr a filtra¢ni zafizeni se promyji vhodnym rozpoustédlem a stanovi se obsah u¢inné slozky
v promyvacim roztoku. Pak se vypocte mnozstvi ucinné slozky ziskané z filtracniho zafizeni po
uvedeni ventilu do ¢innosti a vysledky se vyjadii v procentech vztazenych na davku uvedenou
v oznaceni na obalu.

Postup pro inhalatory prasku i U

4

Do odlucovaci komory se odméii 25 ml i :I vstupni hrdig

vhodného rozpoustédla tak, aby pokrylo kotouc \ L
ze slinutého skla. \ /

Vsechny soucasti pristroje se spoji a ovefi se,
zda je spodni ¢ast odlucovace Castic umisténa na
rovné horizontalni, ¥4dn& upevnéné podlozce. L
Aniz by se zasunul inhalator, pfipoji se k vypusti B! L
pfistroje vhodné odsavaci zafizeni a prutok :
vzduchu piistrojem se upravi tak, aby na ptivodu |
prochézelo hrdlem (60 + 5) litrtt vzduchu/min. B i

Inhalator se pfipravi k pouziti a pomoci o N\ L
vhodného spojovaciho nastavce (adaptéru) se
k ptistroji pfipoji aplikator. Potom se na 5 s za-
pne odsavaci zafizeni. Po vypnuti odsavani se Z
inhalator vyjme. Vystiikne se dalSich devét da- : Z

vek a pfistroj se rozebere. }l N i patro 2
1 YT
/|t
!
4

patro 1

/
KOMm=gy

4

Filtra¢ni zafizeni se v&etné filtru promyje " |
vhodnym rozpoustédlem a v roztoku se stanovi \
obsah uc¢inné slozky. Poté se vypocte mnozstvi N . patro 3
ucinné slozky ziskané po vystiiknuti z filtracni- ! i
ho zafizeni a vysledky se vyjadii v procentech N
vztazenych na davku ucinné slozky uvedenou \
v oznaceni na obalu. gun NN vystup

p patro 4

Piistroj C (vicestupnovy kapalinovy i i
odlucovac) ]/

Ptistroj je vyobrazen na obr. 2.9.18-4, 2.9.18-
5a29.18-6. Obr. 2.9.18-4 Piistroj C pro aecrodynamické
Ptistroj se sklada ze sklenéného vstupni- stanoveni jemnych &éstic
ho hrdla (A), ze tfech odlucovacich pater (1,
2 a 3) a z filtra¢niho patra (4), které s nimi tvofi celek.
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Obr. 2.9.18-5 Detaily pfistroje C

K odluc¢ovacimu patru patii horni kovova piepazka (B), kterou prochazi vstupni kovova trubice (C)
s odlucovaci deskou (D), sklenény valec (E) opatieny kontrolnim okénkem (F), tvofici svislou sténu
patra, a vodorovna spodni kovova piepazka (G), kterou prostupuje trubice (H) spojujici patro s nej-
bliz§im niz§im patrem. Odlucovaci deska (D) je zajisténa kovovym ramem (J) upevnénym dvéma
draty k objimce (L) na piepadové trubce (C). Vodorovny povrch sbérné desky je kolmy k ose pie-
padové trubky. Sbérné desky maji soustiedné usporadani. Horni povrch odlu¢ovaci desky pon¢kud
prevysuje okraj kovového ramu. Vybrani podél obvodu vodorovné pricky slouzi ke spravnému
umisténi sklenéného valce. Sklenéné valce jsou v pifepazkach zajistény tésnénim (M) a dohromady
pazky tietiho patra ma soustfedny vystupek opatieny gumovym krouzkem, ktery utésiuje okraj fil-
tru zachyceny v drzaku filtru. Drzak filtru (R) je konstruovan jako miska se soustfednym vybranim,
v némz je zapusténa perforovana podpéra filtru (S). Soustava odlucovacich pater je sepnuta s drza-
kem filtru pomoci dvou tchytnych uzavéra (T). Drzak filtru je upraven pro filtry o priméru
7,6 mm. Podrobnosti a rozméry piistroje ukazuji tabulky 2.9.18-2 a 2.9.18-3.
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Obr. 2.9.18-6 Detaily filtracniho patra pfistroje C (4. patro)
Rozméry v milimetrech

Postup pro rozprasovace

Do kazdého ze tii hornich pater pfistroje se odméii 20 ml vhodného rozpoustédla. Na patro €.
4 se polozi vhodny filtr a pristroj se sestavi. Na konec vstupniho hrdla se upevni vhodny nastavec
(adaptér) do takové polohy, aby konec aplikatoru rozprasovace byl po zasunuti ve vodorovné
poloze shodné s osou hrdla a rozpraSovac byl v poloze odpovidajici jeho pouziti. Vypust piistroje
se spoji s vhodnym odsavacim zafizenim a pratok vzduchu pfistrojem se upravi tak, aby vstupem
do hrdla prochazelo (60 + 5) litrt vzduchu/min. Pak se pratok vzduchu vypne.

Nédrzka vhodného rozprasovace se naplni tekutym piipravkem k inhalaci a rozprasovac se
pripravi k ¢innosti. Aplikator rozprasovace se pripoji ke spojovacimu nastavci (adaptéru) piistroje.

Deset sekund po zapnuti odsavaciho zatizeni se zapne rozprasovac. Za 60 s, neni-li uvedeno
jinak, se rozpraSovac vypne a asi po 5 s se vypne prutok vzduchu pfistrojem.

Ctvrté patro pristroje se rozebere, opatrné se vyjme filtr, vlozi se do nadobky s rozpoustédlem
a ucinna slozka se rozpoustédlem vyextrahuje. Pak se z pfistroje vyjme vstupni hrdlo a spojovaci
¢ast pro aplikator, rovnéz se vlozi do nddobky s rozpoustédlem a U€inna slozka se opét vyextrahuje.
Vnitiek trubi¢ky vedouci na prvni patro se proplachne rozpoustédlem, které je na prvnim patie a
které se pak necha stéci na patro zpét. Uginna slozka se pak vyextrahuje i z vnitinich stén a sbér-
nych desek vSech tii hornich pater pfistroje vzdy do roztoku, ktery je na daném patre tak, Ze se pii-
stroj naklani a otaci, pfiCemz je tfeba dbat na to, aby tekutina nepietekla na jiné patro.

Za pouziti vhodné analytické metody se stanovi mnozstvi ucinné slozky obsazené v kazdém
z péti objemt roztoku. Pouzita metoda musi pfitom umoznit provedeni korekce na odpatené roz-
poustédlo.

Vypocte se mnozstvi uc¢inné slozky zachycené na kazdém ze Ctyft pater a ve vstupnim hrdle a
vysledky se vyjadii v procentech vztaZzenych na celé mnozstvi. Lze téz kombinovat vysledky ziska-
né z 3. a 4. patra a vysledky ze vstupniho hrdla s vysledky 1. a 2. patra.
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Tab. 2.9.18-2 Detaily pfistroje C

Oznaceni’ Predmét Popis Rozméry""
A vstupni hrdlo upravena barika s kulatym dnem 50 ml
vstupni otvor se zabrusem 29/32
kdnicka vypust se zabrusem 29/32
délka od vstupu k zakulaceni 95
B,G vodorovna kovova pre- kruhova kovova deska
pazka primeér 120
toustka viz tab. 2.9.18-3
C H tryska kovova trubice zaSroubovana do viz tab. 2.9.18-3
kovové prepazky, zajisténa tésnénim,
s leSténym vnitinim povrchem
D odlucovaci deska disk ze slinutého skla, porozita O
primér viz tab. 2.9.18-3
E sklenény valec sklenéna lesténa trubicka
vySka vietné tésnéni 46
vnéjsi priumeér 100
tloustka steny 3,5
kontrolni okénko (F), primér 18
J kovovy ram kruhovy ram profilu L se zafezem
vhitrai primér pro zachyceni
odluc. desky
vyska 4
tloustka horizontalni éasti 0,5
tioustka vertikalni casti 2
K drat ocelovy drat spojujici kovovy ram a
objimku (dva pro kazdy ram)
primeér 1
L objimka kovova objimka Sroubem pfipojena
k trysce
vhitini priimér vhodny k upevnéni
trysky
vyska 6
toustka 5
N svornik kovovy svornik se 6 pary matic
délka 157
primér 4
P krouzek O gumovy krouzek
priumeér 66,34
tloustka 2,62
R drzak filtru kovové pouzdro s podstavcem a viz obr. 2.9.18-6
vypusti
S podpéra filtru perforovana kovova desticka
priumér 65
prumer otvoru 3
vzddlenost mezi stredy otvorii 4

Vztahuje se na obr. 2.9.18-4 az 2.9.18-6.

Rozméry v milimetrech, pokud neni uvedeno jinak.
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Tab. 2.9.18-3 Rozméry" trysky s usazovaci deskou piistroje C

Druh Oznaceni?” 1. patro 2. patro 3. patro Filtraéni patro (4.)
vzdalenost 1 9,5 5,5 4,0 n¥
2 26 31 33 0
3 8 5 5 5
4 3 3 3 n
5 0 3 3 3
6" 90 25 25 25
pramér c 25 14 8 14
d 50 30 20 n
e 27,9 16,5 10,5 n
f 32 22 14 22
g 27,5 21 13 21
polomér” r 16 22 27 0
s 46 46 46 n
t n 50 50 50
uhel (konus) o 2,86° 26,5° 26,5° 26,5°
(1/10) (172) (172) (112)

Y Rozméry v milimetrech, pokud neni uvedeno jinak.
? Vztahuje se k obr. 2.9.18-5.

?  n: nevztahuje se na tuto polozku.

Y veetné tésnici viozky

% Vztahuje se na stied komory.

Postup pro tlakové inhalatory

Na kazdé ze tfech hornich pater pfistroje se odméii 20 ml vhodného rozpoustédla. Na ctvrté
patro se vlozi vhodny filtr a piistroj se sestavi. Na konec vstupniho hrdla se upevni vhodny spojova-
ci nastavec (adaptér) tak, aby aplikator ventilu byl po zasunuti ve vodorovné poloze shodné s osou
hrdla a aby cely inhalator byl v postaveni odpovidajicim predpokladanému pouziti. Vypust piistroje
se spoji s vhodnym odsavacim zatfizenim a pratok vzduchu pfistrojem se upravi tak, aby vstupem
do hrdla prochazelo (60 + 5) litrti vzduchu/min. Pak se pritok vzduchu vypne.

Davkovaci ventil se pfipravi k ¢innosti tfepanim inhalatorem do pobu 5 s a jednorazovym
odstiiknutim. Nejméné po 5 s se opét inhalatorem tfepe a opét se odstiikne jedna davka. To se pak
opakuje jeste tikrat.

Pti vlastni zkousce se tlakovym inhalatorem tfepe po dobu asi 5 s, zapne se k piistroji ptipojené
odsavaci zafizeni, konec aplikatoru ventilu se zasune do spojovaci ¢asti a hned nato se vystiikne
jedna davka. Sestaveny inhalator se pak vyjme ze spojovaciho néastavce pfistroje, opét se jim tiepe
5 s a po opétném zasunuti aplikatoru ventilu do spojovaciho nastavce se vystiikne dalsi davka. Cely
postup se opakuje jesté osmkrat, vzdy po protfepani mezi jednotlivymi davkami. Po vystiiknuti
desaté davky se pocka asi 5 s a odsavaci zafizeni se vypne.

Ctvrté patro piistroje se rozebere, opatrné se vyjme filtr, vloZi se do nadobky s rozpoustédlem
a ucinna slozka se rozpoustédlem vyextrahuje. Pak se z pfistroje vyjme vstupni hrdlo a spojovaci
nastavec pro aplikator, rovnéZ se vlozi do nadobky s rozpoustédlem a Gi€inna slozka se vyextrahuje.
Vnittek trubky vedouci na prvni patro se proplachne rozpoustédlem, které je na prvnim patie. To
se pak necha stéci na prvni patro zpé&t. Uginna slozka se potom vyextrahuje i z vnitinich stén a ze
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sbérnych desek vsech tii hornich pater pfistroje vzdy do roztoku, ktery je na ptislusném patfe, tak,
7e se pristroj naklani a otaci, pricemz je tieba dbat na to, aby tekutina nepietekla na jiné patro.

Za pouziti vhodné analytické metody se stanovi mnozstvi u€inné slozky obsazené v kazdém
z péti objemu rozpoustédla. Pouzitd metoda ma pritom umoznit provedeni korekce na odpatené roz-
poustédlo.

Vypocte se hmotnost usazené ucinné slozky, ktera se po vystriknuti ddvky zachytila na patie 4,
na patrech 3 + 4, na patrech 2 + 3 + 4, na patrech 1 +2+3 +4 anapatrech1 +2+3 +4 +ve
vstupnim hrdle + na spojovacim nastavci (celkova davka, ktera se dostala do pfistroje vystiiknuti-
m).

Lze téz provést analyzu pouze dvou objemt rozpoustédla, totiz ze tretiho a ¢tvrtého patra, a pak
stanovit mnozstvi uc¢inné slozky zachycené pti vystiiknuti na patrech 3 + 4 a vysledky vyjadrit
v procentech vztazenych na davku uvedenou v oznaceni na obalu.

Postup pro inhalatory prasku

Do kazdého ze tfi hornich pater piistroje se odméti 20 ml vhodného rozpoustédla. Na ¢tvrté pat-
ro se vlozi vhodny filtr a pfistroj se sestavi. Na konec vstupniho hrdla se upevni vhodny spojovaci
nastavec (adaptér) tak, aby aplikator inhalatoru byl po zasunuti ve vodorovné poloze shodné s osou
hrdla a aby cely inhalator byl v postaveni odpovidajicim predpokladanému pouziti. Pfed napojenim
inhalatoru se vypust piistroje spoji s vhodnym odsévacim zafizenim a prutok vzduchu pfistrojem
se upravi tak, aby vstupem do hrdla prochazelo (60 + 5) litrii vzduchu/min. Pak se prutok vzduchu
vypne.

Inhalator se ptipravi k pouziti a jeho aplikator se pfipoji k pfistroji pomoci vhodného spojovaci-
ho nastavce (adaptéru). Pak se na 5 s zapne odsavaci zatizeni. Odsavaci zatizeni se pak vypne a in-
halator se vyjme. To se potom opakuje pro dalSich devét davek.

Ctvrté patro piistroje se rozebere, opatrné se vyjme filtr, vlozi se do nadobky s rozpoustédlem
a ucinna slozka se rozpoustédlem vyextrahuje. Pak se z piistroje vyjme piistupni hrdlo a spojovaci
nastavec pro aplikator, rovnéz se vlozi do nadobky s rozpoustédlem a Gcinna slozka se vyextrahuje.
Vnittek trubky vedouci na prvni patro se proplachne rozpoustédlem, které je na prvnim patfe. To
se pak necha stéci zp&t na patro. U¢inna slozka se pak vyextrahuje i z vnitinich stén a sbérnych de-
sek vSech tfech hornich pater pfistroje vzdy do roztoku, ktery je na ptislusném patie tak, ze se
piistroj naklani a ot4ci, priCemz je tieba dbat na to, aby tekutina nepietekla na jiné patro.

Za pouziti vhodné analytické metody se stanovi mnoZzstvi G€inné slozky obsazené v kazdém
z péti objemech rozpoustédla. Pouzitd metoda ma umoznit provedeni korekce na odpatené rozpous-
tédlo. To mlze zahrnovat pouziti vnitiniho standardu nebo pouziti kvantitativniho pfenosu, po
némz nasleduje ziedéni na stanoveny objem.

Vypocte se hmotnost usazené ucinné slozky, ktera se po vystiiknuti davky zachytila na patie 4,
na patrech 3 + 4, na patrech 2 + 3 + 4, na patrech 1 +2+3 +4 anapatrech 1 +2+3 +4+ve
vstupnim hrdle + ve spojovacim nastavci (celkova davky, ktera se dostala do pristroje vystiiknuti-
m).

Lze téz provést analyzu pouze dvou objemu rozpoustédla, ze téetiho a ze ¢tvrtého patra, a mnoz-
stvi u¢inné slozky zachycené po vystiiknuti na patrech 3 + 4 vyjadfit v procentech vztazenych na
davku uvedenou v oznaceni na obalu.

Pristroj D (vicestupniovy kaskadovy odlucovac)

Vhodnou sestavu vicestuptiového kaskadového odlucovace, na ktery se vztahuje niZze uvedeny
text, ukazuje obr. 2.9.18-7. Mtize se vs§ak pouzit i jiného vhodného ptivodu.
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Obr. 2.9.18-7 Piistroj D pro aerodynamické stanoveni
jemnych ¢astic
Rozméry v milimetrech
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Tab. 2.9.18-4 Soucasti pfistroje D

Oznaceni Predmét Popis Rozméry"

A nastavec pro aplikator | upraveny gumovy nastavec pro
aplikator s ventilem

B hrdlo™ upravena kulata batika 50 ml
zabrousené sklenéné hrdlo 29/32

C nastavec plasticka trubicka

D vicestupiiovy kaskadovy | popis vyrobce

odlucovac

Rozméry v milimetrech, pokud neni uvedeno jinak.
Vhodny vstupni otvor je na obr. 2.9.18-7. Je v§ak mozné pouZit riznou Gpravu.

Postup pro tlakové inhalatory

Sestavi se vicestupnovy kaskadovy odlucovac a ovéii se, zda je cely systém vzduchotésny. Pak
se pripoji odsavaci zatizeni a pritok vzduchu pfistrojem se upravi tak, Ze se méfi pratok pii vstupu
do hrdla, jak je to pfedepsano pro dany pfistroj. Odsavaci zatizeni se vypne.

K zabrousené sklenéné objimce na konci hrdla piistroje se pfipoji tvarove prizplisobeny nastavec
tak, ze aplikator ventilu bude po zasunuti do nastavce ve stejné linii s horizontalni osou hrdla a jeho
otevieny konec pro piipojeni nddobky bude smétovat nahoru ve svislé roviné shodné s celym
pristrojem.

Davkovaci ventil se pripravi k ¢innosti tfepanim po dobu 5 s a odstiiknutim jedné davky. Pti-
blizné€ po 5 s se znovu tiepe a odstiikne. To se opakuje jeste trikrat.

Pak se inhalatorem tiepe asi 5 s, zapne se odsavaci zatizeni ptistroje, aplikator se zasune do tés-
niciho nastavce a hned se vystiikne jedna davka. Sestaveny inhalator se potom oddéli od nastavce,
protiepava se opét asi 5 s, znovu se ptipoji konec aplikdtoru k tésnicimu néstavci piistroje a opét
se vystiikne. Cely proces se opakuje jesté osmkrat, pfi¢emz se pokazdé mezi vystiiknutim davky
inhalatorem tiepe. Po desaté davce se pocka alespori 5 s a odsavaci zafizeni se vypne. Pfistroj se
pak rozebere.

Gumovy tésnici nastavec a vnitiek hrdla se promyji vhodnym rozpoustédlem a shromazdi se
promyvaci tekutina.

Usazenina na kazdém patfe se rovnéz oplachne vhodnym rozpoustédlem a obsah ucinné slozky
se stanovi pro kazdé patro a pro hrdlo.

Postup pro inhalatory prasku

Je-li to tfeba, pokryje se kazda deska vhodnou tekutinou, naptiklad silikonovym olejem. Vice-
stupiiovy kaskadovy odlucovac se ptipoji k vhodnému predifazenému separatoru a ovéii se, zda je
cely systém vzduchotésny. Aniz by byl pfipojen inhalator, spoji se pfistroj s odsavacim zafizenim
a pratok vzduchu pfistrojem se upravi tak, aby pii vstupu do hrdla odpovidal pozadavkiim klade-
nym na piistroj. Odsavaci zafizeni se potom vypne.

Inhalator se ptipravi k pouziti a jeho aplikator se napoji na pfistroj pomoci vhodného té€sniciho
nastavce. Pak se na 5 s zapne odsavaci zatizeni. To se potom vypne a inhalator se vyjme. Cely po-
stup se opakuje pro dalsich devét davek. Nato se pristroj rozebere.

Zbytky zachycené na jednotlivych odlucovacich patrech se vyplachnou vhodnym rozpoustédlem.
Obsah ucinné slozky se pak stanovi samostatné pro kazdé patro a pro hrdlo pfistroje.
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2.9.19Hodnoceni kontaminace ¢asticemi pod hranici viditelnosti

Fodstata zkousky. K hodnoceni ¢astic mensich, nez jsou ¢astice viditelné, se pouzije vhodny pfi-
stroj, ktery na principu blokovani svétla umoznuje automatické stanoveni velikosti ¢astic pfitom-
nych v roztoku a poctu ¢astic podle velikosti.

Ptistroj se kalibruje disperzemi sférickych castic CRL znamych velikosti mezi 5 um a 25 um.
Tyto standardni Castice se disperguji ve vodeé prosté cdstic R a je nutné dat pozor, aby nedoslo k je-
jich shlukovani.

Hodnocena kontaminace injekci a infuzi je tvofena nezamérné piitomnymi cizorodymi, pohyb-
livymi a nerozpusténymi ¢asticemi, jinymi nez plynové bubliny v roztocich.

Obecna opatrent. Zkouska se provadi za podminek omezujicich kontaminaci ¢asticemi, ptednos-
tné ve skiini s laminarnim proudénim vzduchu.

Cisté laboratorni sklo prosté astic Ize ziskat pe¢livym vymytim potiebného skla a filtra¢niho
zatizeni bez membranovych filtrd teplym roztokem detergentu a proplachnutim velkym mnozstvim
vody R, aby se odstranily vSechny stopy detergentu. Bezprostfedné pred vlastnim pouzitim se omyje
nadobi a prislusné ¢asti zafizeni shora dolt, nejdiive zvenku a pak zevnitt vodou prostou castic R.
Se zkouSenym piipravkem se manipuluje opatrné, aby se nevnesly vzduchové bubliny, zejména pii
premisténi ¢asti ptipravku do naddoby, v niz se uskuteciiuje méfeni.

K ovéreni vhodnosti prostiedi, v némz se zkouska uskuteciiuje, Cistoty nadob a kvality pouzité
vody prosté castic R se uskuteéni kontrolni zkouska. Pfi ni se hodnoti kontaminace ¢asticemi v péti
vzorcich po 5 ml vody prosté castic R nize popsanou metodou. Jestlize pocet ¢astic velikosti 10 pm
a vétSich presahuje 25 pro spojenych 25 ml, provozni podminky zkousky a dalsi opatfeni nejsou
dostatecné. Pripravné prace je nutné opakovat az do vyhovujicich vysledkl kontrolni zkousky.

Fostup zkousky. Obsah vzorku v obalu se promichd pétindsobnym prevracenim. Je-li tieba,
opatrné se sejme pojistny uzavér. Obal se zvn&jsku ocisti proudem vody prosté castic R. Odstrani
se uzaver, aniz by doslo ke kontaminaci hodnoceného obsahu. Plynové bubliny z piipravku se od-
strani dvouminutovym stanim.

Odeberou se ¢tyti davky, kazda o objemu nejméné 5 ml a spocita se pocet Castic o velikosti stej-
né nebo vétsi, jako je uvedeno v ptislusném ¢lanku.

Hodnoceni. Z hodnoceni se vytadi vysledek ziskany u prvni davky a vypocte se primérny pocet
Castic ve zkouSeném pfipravku.

2.9.20Hodnoceni kontaminace viditelnymi ¢asticemi

Fodstata zkousky. Zkouska umoziuje jednoduchou detekci viditelnych ¢astic za nize popsanych
podminek. Provadi se ve shodé s ustanovenimi SVP.

Hodnocena kontaminace injekci a infuzi je tvofena nezaméme piitomnymi cizorodymi, pohybli-
vymi a nerozpusténymi ¢asticemi, jinymi nez plynové bubliny v roztocich.

Zarizeni. Zatizenim, viz obr. 2.9.20-1, je pozorovaci jednotka, kterou tvoii nasledujici ¢asti:

- matna ¢erna deska o pfislusné velikosti upevnéna ve svislé poloze,

- neoslnujici bila deska o prislusné velikosti upevnéna ve svislé poloze vedle ¢erné desky,

- nastavitelny drzak osvétleni s vhodnym stinitkem, zdroj bilého svétla a vhodny difuzor (pozoro-
vaci svétleny zdroj se dvéma zativkami 13 W, vhodn4 délka zarivky je 525 mm). Intenzita osvét-
leni v misté¢ pozorovani je udrzovana v rozmezi 2000 luxt az 3750 luxt, vys$si hodnoty jsou
vhodnéjsi pro nadoby z barevného skla a plasti.
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Obr. 2.9.20-1 Zatizeni pro pozorovani viditelnych ¢astic

Fostup zkousky. Opatmé se rozviti obsah kazdé pozorované nadoby nebo se nadoba opatrné
obrati, aby se netvotily vzduchové bubliny, a obsah se pozoruje asi 5 s proti bilé desce. Cely po-
stup se opakuje pied cernou deskou.

2.9.21Mikroskopické hodnoceni kontaminace ¢asticemi

Fodstata zkousky. Zkouska vyuZivajici mikroskopické pozorovani predstavuje kvalitativni meto-
du slouzici k identifikaci ptitomnych Castic a ke stanoveni jejich charakteristik. Vysledky mohou
vést k ur€eni plivodu ¢astic a vyrobee pak mutize pfijmout opatieni k zamezeni kontaminace témito
Casticemi.

Casticova kontaminace injekei a infuzi je tvofena nezamérné ptitomnymi cizorodymi, pohybli-
vymi a nerozpusténymi ¢asticemi, jinymi nez plynové bubliny v roztocich.

Obecna opatieni. Jednotlivé prace se uskutecnuji ve skiini s laminarnim proudénim vzduchu.

Friprava materialii. Pouzité sklo a filtra¢ni zatizeni, krom& membranovych filtrti, se peclivé
omyje teplym roztokem detergentu a pak se peclivé oplachne dostate¢nym mnozstvim vody R k od-
stranéni vSech stop detergentu. Tésné pred vlastnim pouzitim se kazdé zatizeni od shora dolt, nej-
prve zvenku a pak zevniti oplachne vodou prostou castic R.

Fristroje. Pouzije se vakuové (podtlakové) filtracni zatizeni z nerezové oceli nebo ze skla a
membranovy, miizkovany filtr vhodné barvy a velikosti pora.

K pozorovani Ize pouzit binokularni mikroskop s vybavenim:

- achromaticky objektiv se zvétSenim 10krat,

- okulary se zvétSenim 10krat, z nichz alespon jeden je vybaven nitkovou siti nebo jinym vhodnym
zafizenim umoznujicim zmefeni ¢astic o velikosti 10 pm nebo vétsich,

- osvétlovaci systém k pozorovani v dopadajicim nebo odrazeném svétle,

- objektivni mikroméftitko ke kalibraci okularové nitkové sité.
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Fostup zkousky

Friprava membranového filtru a filtracniho zarizeni. Nalevka a spodni ¢ast drzaku filtru se
oplachne vodou prostou castic R. Membranovy filtr se uchopi predem omytymi chemickymi kleste-
mi a oplachne se z obou stran vodou prostou castic R. Filtr je pritom drzen ve svislé poloze a prou-
dem vody se prejizdi dozadu a doptedu a shora dolii, aby se odstranily vSechny castice. Oplachnuty
filtr se vlozi mfizkovanim nahoru a dobfe vystfedén¢ na spodni Cast drzaku filtru. Opatrné, bez
klouzani po miizkované stran¢ membranového filtru, se piipevni filtra¢ni nalevka ke spodni ¢asti
filtra¢niho zafizeni. Sestavena filtra¢ni jednotka se obrati nalevkou dolu a po dobu asi 15 s se opla-
chuje vnitfek nalevky a povrch filtru proudem vody prosté castic K. Filtraéni jednotka se nasadi na
filtracni bariku.

Filtrace vzorku. 25 ml homogenizovaného vzorku se vleje do filtra¢ni nalevky a necha asi 1 min
odstat. V batice se vytvoii podtlak a vzorek se ptefiltruje. Po opatrném zruSeni vakua se oplachnou
vnitini stény nalevky proudem vody prosté castic R. Je tieba dat pozor, aby proud vody nezasahoval
pfimo povrch filtru. Kdyz oplachova vody prestane vifit, prefiltruje se opét pomoci podtlaku.
Vakuum se jesté chvili ponecha k oschnuti filtru a pak se podtlak zrusi. Opatrné se odstrani nalevka,
filtr se uchopi chemickymi klestémi omytymi vodou prostou castic R a vlozi do Cisté Petriho misky.
Na dolni ¢ast misky se vlozi vicko tak, aby zlstala ¢aste¢né odkryta, a filtr, ve skfini s laminarnim
proudénim vzduchu tak, aby mohl oschnout a nepomackal se. Pak se miska polozi na stolek
mikroskopu a podle nize uvedeného navodu se sleduji astice nachazejici se na membranovém
filtru.

Friprava kontrolniho vzorku. Kontrolni vzorek se ptipravuje za stejnych podminek jako zkouse-
ny vzorek a ziska se po filtraci 25 ml vody prosté castic R ve filtracnim zafizeni.

Kalibrace mikroskopu. Nitkova sit’ se kalibruje pomoci objektivniho mikromeéftitka (se znamou
velikosti dilkd).

Stanoveni. Vzorek se vySetiuje vizualnim pozorovanim nebo pomoci elektronického zapisovace
(zdznamu). Cely povrch filtru se pozoruje pii stondsobném zvétSeni a osvétleni pod dopadajicim
nebo odrzenym svétlem. Céstice se poéitaji a zatazuji do piedem zvolenych velikostnich t¥id,
> 10 um. V kazdé tiid€ se odpocita pocet ¢astic v kontrolnim vzorku od poctu ¢astic v hodnoceném
vzorku. Obsahuje-li kontrolni vzorek vice nez pét ¢astic velikosti 25 pum nebo vétsSich, jsou
provozni podminky zkousky nevyhovujici a zkousku je nutné opakovat, veetné piipravnych praci.
Hodnoceni

Kde Ize, urci se typ nalezenych Castic a jejich charakteristiky. V ptipad¢€ poteby se zaznamenayji
pocty nalezenych ¢astic.
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3.1 Materialy pouZivané pro vyrobu obali

Na vyrobu obalt pro farmaucetické pouziti se pouzivaji materialy popsané dale. Materialy ne-
uvedené v I€kopise jsou v kazdém jednotlivém piipad¢ schvalovany opravnénou autoritou v ramci
prislusného fizeni (registracniho, schvalovaciho) ptipravku v daném obalu.

3.1.1 Materialy na bazi mékcéeného polyvinylchloridu pro obaly na lidskou krev
a krevni slozky a pro obaly na vodné roztoky k intravenézni infuzi

Materidly na bazi mékéeného polyvinylchloridu obsahuji kromé vysokomolekuldrniho
polymeru, ktery se ziskéa polymerizaci vinylchloridu, jesté rizné piisady.

Materialy na bazi mékcéeného polyvinylchloridu pro obaly (vaky) na krev a krevni slozky a pro
obaly (vaky) na vodné roztoky k intravendzni infuzi jsou definovany povahou a poméry slozek
pouzitych pii jejich vyrobé.

Obsahuji nejméné 55 % polyvinylchloridu a mohou obsahovat tyto ptisady:
nejvyse 40 % bis(2-ethylhexyl)ftalatu,
nejvySe 1 % oktanoatu zine¢natého (2-ethylhexanoatu zine¢natého),
nejvyse 1 % stearanu vapenatého nebo stearanu zine¢natého nebo 1 % jejich smési,
nejvyse 1 % N,N’-diacylethylendiamini (acylem je zejména palmitoyl a stearoyl),
nejvyse 10 % jednoho z nasledujicich epoxidovanych oleji nebo 10 % jejich smési:
- epoxidovany sdjovy olej s obsahem oxiranového kysliku 6 % az 8 % a ¢islem jodovym nejvy-
Se 6,
- epoxidovany Inény olej s obsahem oxiranového kysliku nejvyse 10 % a Cislem jodovym nejvy-
Se 7.
K polymeru se neptiddva zadny antioxidant.
Pro barveni polymeru se pouZije pouze piisada ultramarinové modfi. Zadné barvivo se nepfidava
do polyvinylchloridu na vyrobu obalil pro krev a krevni slozky.

Vlastnosti

Prasek, kulicky, granule nebo prisvitné folie rizné tloust’ky, bezbarvé az svétle Zluté.

Zkousky totoznosti

V pripadeé potieby se vzorky zkouSeného materidlu rozreZou na kousky, jejichz nejvetsi rozmeér
neprevysuje I cm.

Ke 2,0 g zkouSeného materialu se prida 200 ml etheru prostého peroxidickych latek R a vaii se
12 h pod zpétnym chladi¢em. Zbytek (B) a roztok (A4) se oddéli filtraci.

Roztok (4) se odpati do sucha za sniZzeného tlaku ve vodni lazni pti 30 °C. Zbytek po odpateni
se rozpusti v 10 ml foluenu R (roztok A,). Zbytek (B) se rozpusti zahtivanim na vodni l4zni pod
zpétnym chladicem v 60 ml dichlorethanu R a zfiltruje se. Filtrat se prida po kapkach a za silného
tiepani k 600 ml heptanu R zahtatého témér k varu. Horka smés se zfiltruje horkym filtrem, aby se
oddelil koagulat (B,) a organicky roztok. Organicky roztok se ochladi na pokojovou teplotu, oddé€li
se vznikla srazenina (B,) a zfiltruje se zvazenym filtrem ze slinutého skla (40).

A. Koagulat B, se rozpusti v 30 ml tetrahydrofuranu R Za stalého tfepani se pfida po malych
davkach 40 ml ethanolu R. Filtraci se oddé€li srazenina (5,) a susi se ve vakuu pfi teploté nejvy-
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$e 50 °C nad oxidem fosforecnym R nebo chloridem vapenatym bezvodym R. Nékolik miligramt
srazeniny B, se rozpusti v 1 ml tetrahydrofuranu R. Nékolik kapek ziskaného roztoku se nanese na
desticku chloridu sodného a odpafi se do sucha v susarné pii teploté 100 °C az 105 °C. Infra-
cervené absorpéni spektrum (2.2.24) vysusené latky odpovida spektru polyvinylchloridu CRL.

B. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silikagelu G R.

ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok A,.
Forovnavaci roztok. 0,8 g bis(2-ethylhexyl)ftalatu CRL se rozpusti v toluenu R a ziedi se jim na
10 ml.

Na vrstvu se nanese oddélené po 5 pl kazdého roztoku a vyviji se toluenem R po draze
15 cm. Vrstva se opatrn€ ususi a pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Skvrna na
chromatogramu zkouseného roztoku A , odpovida polohou a fluorescenci skvrné na chromatogra-
mu porovnavaciho roztoku.

C. Infracervené absorpcni spektrum (2.2.24) zbytku ziskaného ve zkouSce Bis(2-ethylhexyl)ftalat
odpovida spektru bis(2-ethylhexyl)ftalatu CRL.

Zkousky na ¢istotu

Roztok S1. 5,0 g se pfevede do spalovaci baiiky, ptida se 30 ml kyseliny sirové R a zahiiva se do
vzniku ¢erné sirupovité hmoty. Ochladi se a opatrng se ptida 10 ml peroxidu vodiku koncentrované-
ho R. Smés se mirng zahteje, necha se ochladit a ptida se 1 ml peroxidu vodiku koncentrovaného R,
opakuje se stfidavé odparovani a pridavani peroxidu vodiku do ziskani bezbarvé tekutiny. Objem
tekutiny se sniZi asi na 10 ml, ochladi se a ziedi vodou R na 50,0 ml.

Roztok S2. 25 g se prevede do banky z borokfemicitého skla, prida se 500 ml vody R a hrdlo banky
se prekryje hlinikovou folii nebo kadinkou z borokiemicitého skla. Zahtiva se 20 min v autoklavu
na (121 £ 2) °C. Po zchladnuti se roztok sleje.

Vzhled roztoku S2. Roztok je ¢iry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S2 se piida 0,15 ml indikdtoru smésného
BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotfebuje nejvyse 1,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S2 se prida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosazeni pocatku
barevného prechodu se spotiebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). 100 ml roztoku S2 se odpafi do sucha. Zbytek se rozpusti v 5 ml hexanu R.
Absorbance pti 250 nm az 310 nm je nejvyse 0,25.

Redukujici latky. Zkouska se provadi do 4 h od piipravy roztoku S2. Ke 20 ml roztoku S2 se ptida
1 ml kyseliny sirové ziedéné RS a 20,0 ml manganistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vati se pod
zpétnym chladi¢em 3 min a rychle se ochladi. Ptida se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje
thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa
zkouska s 20 ml vody na injekce R. Rozdil mezi spotiebami odmérného roztoku je nejvyse 2,0 ml.

Primarni aromatické aminy. Ke 2,5 ml roztoku A4 | ptipraveného pro zkousky totoZnosti se ptida
6 ml vody R a 4 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l VS. Dlkladné se protiepe, organicka vrstva
se oddéli a odstrani se. K vodné vrstve se prida 0,4 ml Cerstve pripraveného roztoku dusitanu sod-
ného R (10 g/1). Promicha se a necha 1 min stat. Piida se 0,8 ml roztoku amidosiranu amonného R
(25 g/1), necha se stat 1 min a ptida se 2 ml roztoku naftylethylendiamoniumdichloridu R (5 g/1).
Po 30 min neni zbarveni roztoku intenzivng&j$i nez zbarveni porovnavaciho roztoku pfipraveného
soucasn¢ a stejnym zpisobem za pouziti 1 ml roztoku naftylaminu R (0,01g/1) v kyseliné chlorovo-
dikové 0,1 mol/l RS, 5 ml vody R a 4 ml kyseliny chlorovodikové 0, mol/l RS misto vodné vrstvy (20

ug/g).
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Bis(2-ethylhexyl)ftalat. Hodnoti se chromatogram ze zkousky Epoxidované oleje v ultrafialovém
svétle pfi 254 nm a vyznaci se na vrstvé silikagelu misto odpovidajici bis(2-ethylhexyl)ftalatu.
Silikagel z vyznaceného mista se sejme a protiepe se 40 ml etheru R. Kvantitativné se zfiltruje a
odpati do sucha; zbytek po odpateni je nejvyse 40 mg.
N,N'-diacylethylendiaminy. SraZzenina B, ziskana pti zkouskach totoznosti se v odvazeném filtru
ze slinutého skla (40) promyje ethanoclem R, susi se do konstantni hmotnosti nad oxidem fosforec-
nym R a zvazi se; zbytek vazi nejvyse 20 mg.

Infracdervené absorpcni spektrum (2.2.24) zbytku odpovida spektru NN -diacylethylendiami-
nii CRL.

Epoxidované oleje. Provede se tenkovrstva chromatografie za pouziti vrstvy silikagelu G R o
tloustce 1 mm.

Na vrstvu se do pruhu (30 mm x 3 mm) nanese 0,5 ml roztoku A4 ,ziskaného pii zkouskach totoz-
nosti a vyviji se toluenem R po draze 15 cm. Vrstva se opatrné vysusi a vystavi se na 5 min param
jodu. Na chromatogramu se vyznaci pruh s hodnotou R; 0, ptipadné i druhy pruh s hodnotou R; 0,7,
které odpovidaji epoxidovanym olejim. Silikagel na vyzna¢eném misté odpovidajici pasu, ptipadné
pastim se sejme. Podobné se sejme silikagel v odpovidajicim misté jako kontrolni vzorek. Oba
vzorky se 15 min tfepou oddélené se 40 ml methanolu R. Oba zbytky se zfiltruji, vysusi a zvazi.
Rozdil hmotnosti je nejvyse 10 mg.

Zaznamenaji se infraCervena absorp¢ni spektra (2.2.24) obou zbytkl. Spektrum zbytku zkouse-
ného vzorku odpovida spektru epoxidovaného oleje CRL nebo epoxidovaného Inéného oleje CRL
nebo jejich smési. V ptipadé¢ potieby se berou v tivahu absorpcni maxima kontrolniho vzorku.

Vinylchlorid. Nejvyse 1 pg/g; stanovi se head space plynovou chromatografii (2.2.28) za pouziti
etheru K jako vnitiniho standardu.

Roztok vnitiniho standardu. 10 pl etheru R se ptida mikrostiikackou do 20,0 ml dimethylacetami-
du R tak, aby Spicka jehly byla ponotena do rozpoustédla. Tésné pfed pouzitim se roztok ziedi
dimethylacetamidem R 1 : 1000.

Zkouseny roztok. 1,000 g zkouseného materialu se prenese do lahvicky pro opakovany odbér na
50 ml a ptida se 10,0 ml roztoku vnitiniho standardu. Lahvicka se uzavie, uzavér se zajisti a
protiepe se, aniz by doslo ke smoceni zatky kapalinou. Lahvicka se temperuje 2 h ve vodni lazni
pii (60 + 1) °C.

Zakladni roztok vinylchloridu. Fripravuje se v digestori. 50,0 ml dimethylacetamidu R se ptenese
do lahvicky na 50 ml. Lahvicka se uzavie a zatka se zajisti. Lahvicka se zvazi s presnosti 0,1 mg.
Polyethylenova nebo polypropylenova injekéni stiikacka na 50 ml se naplni plynnym vinylchlori-
dem R. Plyn se necha ve stiikacce asi 3 min, stfikacka se vyprazdni a opét se naplni 50 ml plynného
vinylchloridu R. Na sttikacku se nasadi injekcni jehla a objem plynu ve stiikacce se zmensi z 50 ml
na 25 ml. Téchto 25 ml vinylchloridu se pomalu nastiikne do lahvicky za opatrného tfepani tak, aby
nedoslo ke smoceni jehly kapalinou. Lahvicka se opét zvazi. Prirtistek hmotnosti je asi 60 mg (1 pl
takto ptipraveného roztoku obsahuje asi 1,2 pg vinylchloridu).

Standardni roztok vinylchloridu. K 1 objemovému dilu zakladniho roztoku vinylchloridu se pridaji
3 objemové dily dimethylacetamidu R.

Forovnavaci roztoky. Do Sesti lahvicek pro opakovany odbér na 50 ml se pienese po 10,0 ml
roztoku vnitiniho standardu. Lahvicky se uzaviou a zatky se zajisti. Do péti lahvicek se jednotliveé
nastiikne 1 ul, 2 pl, 3 pl, 5 pla 10 pl standardniho roztoku vinylchloridu. Sest takto ptipravenych
roztokll obsahuje tedy 0 pg, asi 0,3 pg, asi 0,6 pug, asi 0,9 pg, asi 1,5 pg a asi 3 pg vinylchloridu.
Lahvicky se opatrné protiepou tak, aby nedoslo ke smoceni uzavéru roztokem, a temperuji se 2 h
ve vodni lazni pii (60 £ 1) °C.
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Chromatograficky postup se provadi obvykle za pouziti:

- nerezové ocelové kolony délky 3 m a vnitiniho priméru 3 mm naplnéné kFemelinou silanizova-
nou pro plynovou chromatografii R, impregnovanou 5 % dimethylstearamidu R a 5 % makrogo-
lu 400 R,

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu pfi pritokové rychlosti 30 ml/min,

- plamenoioniza¢niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 45 °C, teplota nasttikového prostoru na 100 °C a teplota detektoru
na 150 °C.

Provede se head space nasttik po 1 ml z kazdé lahvicky pro opakovany odbér. Vypocte se obsah
vinylchloridu.

Celkovy fosfor. 0,25 g se ziha v platinovém kelimku s 0,2 g uhlicitanu sodného bezvodého R a
50 mg dusicnanu draselného R. Po ochlazeni se zbytek rozvolni vodou R a prenese se do 50ml
odmérné bariky. Kelimek se vyplachne vodou R, ktera se piida do odmérné baiiky. K roztoku se
ptidava roztok kyseliny sirové R (60 %), dokud roztok Sumi. Kdyz roztok vySumi, pfida se 25 ml
zkoumadla molybdenan-vanadicného R a ziedi se vodou R na 50,0 ml. Zluté zbarveni zkougeného
roztoku neni intenzivnéj$i nez zbarveni porovnavaciho roztoku pfipraveného souc¢asn¢ smichanim
0,5 ml roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného R (0,219 g/1000,0 ml), 10 ml vody R a 25 ml
zkoumadla molybdenan-vanadicného R a ztedénim vodou R na 50,0 ml (100 pg/g).

Baryum. 2,0 g se zihaji v kiemenném kelimku. Zbytek se rozvolni 10 ml kyseliny chlorovodikové R
a na vodni lazni se odpafi do sucha. Tento zbytek se rozvolni dvéma davkami po 1 ml vody
destilované R. Zfiltruje se a ptidaji se 3 ml siranu vapenatého RS. Opalescence zkouseného roztoku
neni intenzivnéj$i nez opalescence porovnavaciho roztoku pfipraveného z 1,2 ml zakladniho
roztoku barya (50 ug Ba/ml), 0,8 ml vody destilované R a 3 ml siranu vapenatého RS (30 ng/g).

Kadmium. Nejvyse 0,6 pg Cd/g; stanovi se atomovou absorpéni spektrometrii (2.2.23, Metoda I).

Zkouseny roztok. 10 ml roztoku S1 se odpafti do sucha. Zbytek se rozvolni 5 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové R (10 ml/l), zfiltruje se a filtrat se ziedi stejnym roztokem kyseliny na 10,0 ml.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se ze zakladniho roztoku kadmia (1 mg Cd/ml) ztedénim roztokem
kyseliny chlorovodikové R (10 ml/l).

Zméii se absorbance pii 228,8 nm za pouziti kadmiové lampy s dutou katodou jako zdroje zafeni
a plamene vzduch-acetylen.

Vapnik. Nejvyse 700 pg Ca/g; stanovi se atomovou absorp¢ni spektrometrii (2.2.23, Metoda I).

ZkousSeny roztok. 2,0 g se zihaji v kiemenném kelimku. Zbytek se rozvolni 10 ml kyseliny chlorovo-
dikové R a na vodni lazni se odpati do sucha. Tento zbytek se rozvolni 5 ml vody R, zfiltruje se a
filtrat se zfedi vodou R na 25,0 ml.

Forovnavaci roztoky. Pripravi se ze zakladniho roztoku vapniku (400 ug Ca/ml) ziedénim vodou
R.

Zméfi se absorbance pii 422,7 nm za pouziti vapnikové lampy s dutou katodou jako zdroje zare-
ni a plamene vzduch-acetylen.

Tézké kovy (2.4.8). K 10 ml roztoku S1 se ptida 0,5 ml fenolftaleinu RS a hydroxidu sodného kon-
centrovaného RS, az roztok mimé zrtizovi, a ziedi se vodou R na 25 ml. 12 ml tohoto roztoku vyho-
vuje limitni zkouSce A na tézké kovy (50 png/g). Porovnavaci roztok se ptipravi ze zékladniho
roztoku olova (2 ug Pb/ml).

Cin. K 10 ml roztoku S1 se ptida 0,3 ml kyseliny thioglykolové R a 30 ml vody R. Po smichani se
pridaji 2 ml roztoku laurylsiranu sodného R (10 g/l) a 1 ml cCerstvé pfipraveného roztoku
dithiolu R (5 g/1) v ethanolu R a ziedi se vodou R na 50 ml. Po 15 min neni zbarveni roztoku
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intenzivnéj$i nez zbarveni porovnavaciho roztoku ptipraveného soucasné stejnym zplisobem za
pouziti 10 ml roztoku kyseliny sirové R (200 ml/l) a 6 ml zakladniho roztoku cinu (5 ug Sn/ml)
(30 pg/g).

Zinek. 1 ml roztoku S1 se zfedi vodou R na 100 ml. K 10 ml roztoku se ptida 5 ml tlumivého
roztoku acetatového o pH 4,4, 1 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS a 5,0 ml roztoku dithizonu R
(10 mg/1) v chloroformu R a protiepe se. Po 2 min neni fialové zbarveni spodni vrstvy zkouSeného
roztoku intenzivnéjsi nez zbarveni spodni vrstvy porovnavaciho roztoku ptipraveného soucasné
stejnym postupem za pouziti 2 ml zakladniho roztoku zinku (10 ug Zn/ml) a 8 ml vody R (2 mg/g).
Provede se slepa zkouska s 10 ml vody R. Zkousku nelze hodnotit, jestlize spodni vrstva ziskana
pfti slepé zkousce je zelena.

Zbytek po odparieni. 50 ml roztoku S2 se odpaii na vodni 14zni do sucha a zbytek se susi v susarné
pii 100 °C az 105 °C. Zbytek vazi nejvyse 7,5 mg (0,3 %).

Stanoveni obsahu polyvinylchloridu

S 50,0 mg se provede spalovani organickych latek v kysliku (2.5.710). Spalné produkty jsou
absorbovany do 20 ml Aydroxidu sodného 1 mol/l KS. K ziskanému roztoku se ptida 2,5 ml kyseliny
dusicné R, 10,0 ml dusicnanu stiibrného 0,1 mol/l VS, 5 ml siranu amonno-Zelezitého RS2 a 1 ml
dibutylftalatu R. Titruje se thiokyanatanem amonnym 0,05 mol/l VS do ¢ervenozlutého zbarveni
roztoku. Za stejnych podminek se provede slepa zkouska.

1 ml dusicnanu stribrného 0,1 mol/l VS odpovida 6,25 mg polyvinylchloridu.

3.1.2Materialy na bazi mékcéeného polyvinylchloridu pro hadi¢ky pouZzivané
v soupravach pro transfuzi krve a krevnich sloZek

Obsahuji nejméné 55 % polyvinylchloridu s bis(2-ethylhexyl)ftalatem jako zmékcovadlem.

Vlastnosti

Téméf bezbarvy nebo svétle Zluty material se slabym charakteristickym pachem. Pti spalovani
vznika husty ¢erny a Stiplavy dym.

Zkousky totoZnosti

A. K 0,5 g se ptida 30 ml tetrahydrofuranu R. Zahtiva se 10 min za michani na vodni lazni v diges-
tofi. Material se zcela rozpusti. Za michani se po kapkach pridava methanol R a vznikla zrnita
srazenina se odfiltruje a vysusi pii 60 °C. Zméii se infracervené absorp¢ni spektrum (2.2.24)
srazeniny. 50 mg srazeniny se rozpusti ve 2 ml tetrahydrofuranu R a naleje se na sklicko.
Sklicko se vysusi v susarné pii 80 °C, film se sejme a upevni v drzaku spektrometru. Infracer-
vené absorpcni spektrum srazeniny se shoduje se spektrem polyvinylchloridu CRL.

B. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silikagelu G R.

Zkouseny roztok. Ke 2 g zkouseného materialu se piida 200 ml etheru prostého peroxidickych
latek R a vafi se 12 h pod zpétnym chladi¢em. Filtrat se odpati do sucha za snizeného tlaku na
vodni lazni pti 30 °C. Zbytek se rozpusti v 10 ml toluenu R.

Forovnavaci roztok. 0,8g diethylhexylftalatu CRL se rozpusti v toluenu R a ziedi se jim na 10
ml.
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Na vrstvu se nanese oddélené po 5 pl kazdého roztoku a vyviji se toluenem R po draze
15 cm. Vrstva se opatrné ususi a pozoruje se v ultrafialovém svétle pfi 254 nm. Skvrna na
chromatogramu zkouSeného roztoku odpovida polohou a fluorescenci skvrné na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Vrstva se postfika roztokem fluoresceinu sodné soli R (0,5 g/l) a
pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 254 nm. Na startu chromatogramu zkouseného roztoku
je jedna skvrna.

Zkousky na Cistotu

Roztok S1. 5,0 g se ptevede do spalovaci baiiky, ptida se 30 ml kyseliny sirové R a zahtiva se do
vzniku Cerné sirupovité hmoty. Ochladi se a opatrné se prida 10 ml peroxidu vodiku koncentrované-
ho R. Smés se mimé zahteje, necha se ochladit a ptida se 1 ml peroxidu vodiku koncentrovaného R;
opakuje se stfidavé odparovani a pridavani peroxidu vodiku do ziskani bezbarvé tekutiny. Objem
tekutiny se sniZi asi na 10 ml, ochladi se a ziedi vodou R na 50,0 ml.

Roztok S2. 25 g se ptevede do bariky z borokfemicitého skla, piida se 500 ml vody R a hrdlo banky
se prekryje hlinikovou f6lii nebo kadinkou z borokiemicitého skla. Zahiiva se 20 min v autoklavu
na (121 £+ 2) °C. Po zchladnuti se roztok sleje.

Vzhled roztoku S2. Roztok je Ciry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II). Je prakticky bez pachu.

Vinylchlorid. NejvySe 1 pg/g; stanovi se head space plynovou chromatografii (2.2.28) za pouziti
etheru R jako vnitiniho standardu.

Roztok vnitrniho standardu. 10 pl etheru R se prida injek¢éni mikrostikackou do 20,0 ml dimethyi-
acetamidu R tak, aby S$picka jehly byla ponotfena do rozpoustédla. Tésné pied pouzitim se roztok
ziedi dimethylacetamidem R 1 : 1000.

Zkouseny roztok. 1,000 g zkousené¢ho materialu se prenese do lahvicky pro opakovany odbér na
50 ml a prida se 10,0 ml roztoku vnitfniho standardu. Lahvicka se uzavie, uzaver se zajisti a
protiepe se, aniz by doslo ke smoceni zatky kapalinou. Lahvicka se temperuje 2 h ve vodni lazni
pii (60 £+ 1) °C.

Zdkladni roztok vinylchloridu. Fripravuje se v digestori. 50,0 ml dimethylacetamidu R se pievede
do lahvicky na 50 ml. Lahvicka se uzavie a zatka se zajisti. Lahvicka se zvazi s presnosti 0,1 mg.
Polyethylenovéa nebo polypropylenova injekéni stiikacka na 50 ml se naplni plynnym vinylchlori-
dem R. Plyn se necha ve stiikacce asi 3 min, stfikacka se vyprazdni a opét se naplni 50 ml plynného
vinylchloridu R. Na sttikacku se nasadi injekcni jehla a objem plynu ve stfikacce se zmensi z 50 ml
na 25 ml. Téchto 25 ml vinylchloridu se pomalu nastiikne do lahvicky za opatrného tfepani tak, aby
nedoslo ke smoceni jehly kapalinou. Lahvicka se opét zvazi. Piirtistek hmotnosti je asi 60 mg (1 pl
takto pripraveného roztoku obsahuje asi 1,2 pg vinylchloridu).

Standardni roztok vinylchloridu. K 1 objemovému dilu zakladniho roztoku vinylchloridu se ptidaji
3 objemové dily dimethylacetamidu R.

Forovndvaci roztoky. Do Sesti lahvicek pro opakovany odbér na 50 ml se ptenese po 10,0 ml
roztoku vnitiniho standardu, lahvicky se uzaviou a zatky se zajisti. Do péti lahvicek se jednotlive
nastitkne 1 pl, 2 pl, 3 pl, 5 pla 10 pl standardniho roztoku vinylchloridu. Sest takto piipravenych
roztokl obsahuje tedy 0 pg, asi 0,3 ug, asi 0,6 pg, asi 0,9 pg, asi 1,5 pg a asi 3 ug vinylchloridu.
Lahvicky se opatrné protiepou tak, aby nedoslo ke smoceni uzavéru roztokem, a temperuji se 2 h
ve vodni lazni pti (60 £ 1) °C.
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Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- nerezové ocelové kolony délky 3 m a vnitiniho priméru 3 mm naplnéné kr'emelinou silanizova-
nou pro plynovou chromatografii R, impregnovanou 5 % dimethylstearamidu R a 5 % makro-
golu 400 R,

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu pfi pritokové rychlosti 30 ml/min,

- plamenoionizacniho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 45 °C, teplota nasttikového prostoru na 100 °C a teplota detektoru
na 150 °C.

Provede se head space nasttik po 1 ml z kazdé lahvicky pro opakovany odbér. Vypocte se obsah
vinylchloridu.

Baryum. 2,0 g se zZihaji v kiemenném kelimku. Zbytek se ptevede 10 ml kyseliny chlorovodikové R
a na vodni lazni odpafii do sucha. Tento zbytek se dvakrat pievede vzdy 1 ml destilované vody R.
Zfiltruje se a pridaji se 3 ml siranu vapenatého RS. Roztok neopalizuje intenzivngji neZ porovnava-
ci roztok pfipraveny za pouziti 1,2 ml zakladntho roztoku barya (50 ug Ba/ml), 0,8 ml vody destilo-
vané R a 3 ml siranu vapenatého RS (30 pg/g).

Kadmium. Nejvyse 0,6 ug Cd/g; stanovi se atomovou absorpcni spektrometrii (2.2.23, Metoda I).

Zkouseny roztok. 10 ml roztoku S1 se odpafi do sucha. Zbytek se ptevede 5 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové R (10 ml/l), zfiltruje se a filtrat se zedi stejnym roztokem kyseliny na 10,0 ml.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se ze zakladniho roztoku kadmia (1 mg Cd/ml) ztedénim roztokem
kyseliny chlorovodikové R (10 ml/l).

Zméfti se absorbance pti 228,8 nm za pouziti kadmiové lampy s dutou katodou jako zdroje zafeni
a plamene vzduch-acetylen.

Tézké kovy (2.4.8). K 10 ml roztoku S1 se piida 0,5 ml fenolftaleinu RS a hydroxidu sodného kon-
centrovaného RS, az roztok mirné zrtizovi. Ztedi se vodou R na 25 ml. 12 ml tohoto roztoku vyho-
vuje limitni zkouSce A na tézké kovy (50 pg/g). Porovnéavaci roztok se ptipravi za pouziti zakladni-
ho roztoku olova (2 ug Pb/ml).

Cin. K 10 ml roztoku S1 se ptida 0,3 ml kyseliny thioglykolové R a 30 ml vody R. Po smichani se
ptidaji 2 ml roztoku laurylsiranu sodného R (10 g/1) a 1 ml Cerstve pripraveného roztoku dithiolu
R (5 g/l) v ethanolu R a ziedi se vodou R na 50 ml. Po 15 min neni zbarveni roztoku intenzivné;si
nez zbarveni porovnavaciho roztoku pfipraven¢ho soucasné stejnym zptsobem za pouziti 10 ml
roztoku kyseliny sirové R (200 ml/1) a 6 ml zakladniho roztoku cinu (5 ug Sn/ml) (30 pg/g).

Stanoveni obsahu polyvinylchloridu

K 0,500 g se ptida 30 ml tetrahydrofuranu R a zahtiva se 10 min za michani na vodni lazni v
digestoti. Material se zcela rozpusti. Za michani se po kapkach ptida 60 ml methanolu R, vznika
zrnita srazenina polyvinylchloridu. Ponecha se stat nékolik minut a pokracuje se v pridavani metha-
nolu R, dokud se tvofi srazenina. Pouzitim tfi malych davek methanolu R se srazenina pievede na
filtr ze slinutého skla (40) a proplachne se. Filtr se sraZzeninou se vysusi do konstantni hmotnosti
pti 60 °C a zvazi se.
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3.1.3Polyolefiny

Ziskavaji se polymerizaci ethylenu nebo propylenu nebo kopolymerizaci téchto latek nejvyse
s 20 % vyssich homologii (C,az C,,) nebo karboxylovych kyselin nebo esterti. Ur¢ité materialy
mohou byt smési polyolefint.

Mohou obsahovat nejvyse tfi stabilizatory, jedno nebo nékolik maziv nebo separa¢nich ¢inidel
a také oxid titaniCity jako znepriihledriujici ¢inidlo, pokud je tfeba uchovavanou latku chranit pred
svétlem.

Vsechny tyto piisady se vybiraji z piipojeného seznamu, ktery urcuje pro kazdy vyrobek
nejvyssi povoleny obsah a piislusnou metodu kontroly. Seznam ptisad obsazenych v materialu musi
vyrobce uzivateli sdélit.

Tento text se vztahuje na vSechny polyolefiny uréené pro 1ékaiské a farmaceutické ucely
s vyjimkou materialti, jejichZ pouziti je jiz popsano v textech lékopisu.

Vlastnosti

Prasek, kulicky, granule nebo folie rizné tloustky. Jsou prakticky nerozpustné ve vodé,
v ethanolu, v hexanu a v methanolu, za horka jsou dobfe rozpustné v aromatickych uhlovodicich.
M¢knou pti teplotach 90 °C az 150 °C. Hoii modrym plamenem s pachem po parafinu.

Zkousky totoZnosti

A. K 0,25 g se prida 10 ml toluenu R a vati se asi 15 min pod zpétnym chladicem. Nekolik kapek
ziskaného roztoku se nanese na desti¢ku chloridu sodného a rozpoustédlo se odpaii v susarné
pii 80 °C. Zméfi se infracervené absorpcni spektrum (2.2.24). Spektrum zkousen¢ho materialu
vykazuje maxima zvIas$t€ pti 2920 cm ™, 2850 cm ™, 1475 cm™, 1465 cm™, 1380 cm™, 1170 cm ™,
737 cm™a 722 cm’'; ziskané spektrum se shoduje se spektrem materialu zvoleného podle typu
zkousSeného vzorku. Jestlize je zkouseny material ve formé f6lii, lze pfimo zméfit spektrum
odfiznutého kousku o vhodné velikosti.

B. Doplikové zkousky, viz Zkousky na Cistotu, odpovidajici ptitomnym ptisadam jsou zaroven
zkouskami totoznosti.

C. Asi 20 mg se smicha v platinovém kelimku s 1 g hydrogensiranu draselného R a zahtiva se,
dokud uplné neroztaje. Po ochlazeni se ptida 20 ml kyseliny sirové zredené RS a mirné se
zahteje. Vysledny roztok se zfiltruje a k filtratu se ptida 1 ml kyseliny fosforecné R a 1 ml
peroxidu vodiku koncentrovaného R. Jestlize je latka zneprihlednéna oxidem titani¢itym, vznika
oranzovozluté zbarveni.

ZkousKky na cistotu

V pripadé potieby se vzorky zkouseného materialu narezou na kousky, jejichz nejvétsi rozmeér
neprevysuje 1 cm.
Roztok S1. 25 g se pfevede do bariky z borokfemiCitého skla se zabrousenym hrdlem, piida se
500 ml vody R a vafi se 5 h pod zpétnym chladicem. Necha se vychladnout a sleje se. Cast roztoku
se ponecha pro zkousku Vzhled roztoku S1 a zbytek se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16).
Roztok S1 se pouzije do 4 h po pripravé.
Roztok S2. 2,0 g se pfevedou do kuzelové banky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem.
Prida se 80 ml methanolu R a vaii se 1 h 30 min pod zpétnym chladi¢em za stalého michani.
Necha se ochladit na 60 °C a za stalého michani se pfida 120 ml methanolu R. Roztok se zfiltruje



Castka 1 Sbirka zakont ¢. 1 / 1998 Strana 283

Materialy pouzivané pro vyrobu obali 283

filtrem ze slinutého skla (16). Barika a filtr se vyplachnou 25 ml smési objemovych dil toluenu R
a methanolu R (40 + 60), vyplachy se pridaji k filtratu a zfedi se stejnym rozpoustédlem na 250 ml.
Ptipravi se kontrolni roztok.

Roztok S3. 100 g se prevede do kuZelové barnky z borokiemicitého skla se zabrousenym hrdlem.
Prida se 250 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l RS a vati se 1 h pod zpétnym chladicem za stalé-
ho michani. Necha se vychladnout a roztok se sleje.

Zakladni zkousky
Vzhled roztoku S1. Roztok S1 je ciry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,15 ml indikdatoru smésné-
ho BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotiebuje nejvyse 1,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S1 se ptfida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosazeni pocatku ba-
revného prechodu se spotiebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chlorovodikove 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S1 pti 220 nm az 340 nm je nejvyse 0,2 .

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S1 se ptida 1 ml kyseliny sirové ziedeéné RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vati se pod zpétnym chladicem 3 min a rychle se ochladi. Ptida
se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml
Skrobu RS jako indikéatoru. Provede se slepa zkouska. Rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku
je nejvyse 2,0 ml.

Extrahovatelné tézké kovy (2.4.8). 12 ml roztoku S3 vyhovuje limitni zkouSce A na tézké kovy
(2 ng/g). Porovnavaci roztok se ptipravi za pouziti zakladniho roztoku olova (1 ug Pb/ml).

Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 1,0 %; stanovi se s 5,00 g. Tento limit neplati pro materidl zne-
prihlednény oxidem titanicitym.

Dopliikové zkousky

VSechny tyto zkousSky nebo jejich Cdst se provadéji pouze tehdy, jestlize je to opodstatneno uve-
denym slozZenim nebo pouZitim materialu.
Fenolické antioxidanty. Provede se kapalinova chromatografie (2.2.29).
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:
- nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitiniho primeru 4,6 mm naplnéné silikagelem oktade-
cylsilanizovanym pro chromatografii R (5 pm),
- mobilni faze, kterou jsou jednotlivé nasledujici smési:
- mobilni faze 1 pti pritoku 2 ml/min, ktera je smési objemovych dilii vody R a acetonitrilu R (30
+70),
- mobilni faze 2 pii pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dili vody R, tetrahydrofura-
nu R a acetonitrilu R (10 + 30 + 60),
- mobilni faze 3 pti pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dilit vody R, 2-propanclu R
a methanolu R (5 + 45 + 50),
- spektrofotometrického detektoru, 280 nm.
Chromatograficky systém musi zajistit:
- rozliSeni nejméné 8 mezi piky odpovidajicimi butylhydroxytoluenu R a stabilizatoru polymerit R1
s mobilni fazi 1,
- rozliSeni nejmén¢ 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizatoru polymerii R2 a stabilizatoru polyme-
rit R3 s mobilni fazi 2,
- rozliSeni nejmén¢ 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizatoru polymerii R4 a stabilizatoru polyme-
rit R9 s mobilni fazi 3.
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ZkouSeny roztok S21. 50 ml roztoku S2 se odpafi ve vakuu pii 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5 ml smési stejnych objemovych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. Pripravi se kontrolni
roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho roztoku S2.
Zkouseny roztok S22. 50 ml roztoku S2 se odpaii ve vakuu pii 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5 ml dichlormethanu R. Ptipravi se kontrolni roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho roztoku
S2.

Z nasledujicich porovnavacich roztoku se pripravi pouze ty roztoky, které jsou potiebné pro
analyzu fenolickych antioxidantii uvedenych ve slozeni zkousené latky.

Forovnavaci roztok (a). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R a 60,0 mg stabilizatoru polymerit RI se
rozpusti v 10 ml smési stejnych objemovych dilti acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml tohoto
roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50 ml.

Forovnavaci roztok (b). 60,0 mg stabilizdatoru polymerii R3 a 60,0 mg stabilizatoru polymerit R2
se rozpusti v 10 ml smési stejnych objemovych dila acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml
tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50 ml.

Forovndvaci roztok (c). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R4 a 60,0 mg stabilizatoru polymeri R9
se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 2 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na
50 ml.

Forovnavaci roztok (d). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R se rozpusti v 10 ml smési stejnych objemo-
vych dilt acetonitrilu R a tetrahydrofuranu K. 2 ml tohoto roztoku se ztedi stejnym rozpoustédlem
na 50 ml.

Forovnavaci roztok (e). 60,0 mg stabilizatoru polymeru R1 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpoustéd-
lem na 50 ml.

Forovnavaci roztok (f). 60,0 mg stabilizatoru polymerii RS se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustéd-
lem na 50 ml.

Forovnavaci roztok (g). 60,0 mg stabilizatoru polymerit R3 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dil acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpoustéd-
lem na 50 ml.

Forovnadvaci roztok (h). 60,0 mg stabilizdatoru polymerit R2 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dil acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpoustéd-
lem na 50 ml.

Forovnavact roztok (i). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R4 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50 ml.

Forovnavaci roztok (j). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R9 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50 ml.

Jestlize zkousena latka obsahuje butylhydroxytoluen R nebo stabilizator polymerit R1, pouZzije
se mobilni faze 1 a nastiikne se 20 pl roztoku S21, 20 pl odpovidajiciho kontrolniho roztoku, 20 pl
porovnavaciho roztoku (a) a bud’ 20 pl roztoku (d), nebo (e), nebo 20 pl roztokd (d) a (e).

Jestlize zkousSena latka obsahuje jeden nebo vice nasledujicich antioxidantu:
stabilizator polymerit R2,
stabilizator polymerii K3,
stabilizator polymerii R4,
stabilizator polymerit RS,
stabilizator polymerit R9,
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pouzije se mobilni faze 2 a nastiikne se 20 pl roztoku S21, 20 pl odpovidajiciho kontrolniho rozto-
ku, 20 pl porovnavaciho roztoku (b) a 20 pl kazdého porovnavaciho roztoku antioxidantu v tomto
seznamu, ktery je uveden ve slozeni zkousené latky.

Jestlize zkousSena latka obsahuje stabilizator polymeri R4 nebo stabilizator polymerii R9 nebo
oba tyto stabilizatory, pouZije se mobilni faze 3 a nastiikne se 20 pl roztoku S22, 20 ul odpovidaji-
ciho kontrolniho roztoku, 20 ul porovnavaciho roztoku (¢) a bud’ 20 ul porovnavaciho roztoku (i),
nebo (j), nebo 20 pl roztoki (i) a (j).

Ve vsech pripadech se chromatogram zaznamenava po dobu 30 min; chromatogramy odpovida-
jici roztoklim S21 a S22 maji pouze piky antioxidant uvedenych ve sloZeni a mensi piky, které se
také objevuji na chromatogramech odpovidajicich kontrolnim roztokiim. Plochy piki roztokt S2 1
a S22 jsou mensi neZ odpovidajici plochy pikii na chromatogramech porovnavacich roztok (d) az
-

Nefenolické antioxidanty. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silika-
gelu GF,5,R.

ZkousSeny roztok S§23. 100 ml roztoku S2 se odpati ve vakuu pii 45 °C do sucha. Odparek se rozpus-
ti ve 2 ml dichlormethanu okyseleném R.

Forovnavaci roztok (k). 60 mg stabilizatoru polymerii R6 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Forovnavaci roztok (1). 60 mg dioktadecyldisulfidu R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 2 ml
roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym Rna 10 ml.

Forovnavaci roztok (m). 60 mg stabilizatoru polymerii R7 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Forovndvaci roztok (n). 60 mg stabilizatoru polymerii R8 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym Rna 10 ml.

Forovnavaci roztok (o). 60 mg stabilizatoru polymerit R7 a 60 mg stabilizatoru polymerit RS se
rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 2 ml roztoku se ziedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Na vrstvu se nanese oddélené 20 pl zkouseného roztoku S23, 20 ul porovnavaciho roztoku (o)
a po 20 ul porovnavacich roztokti odpovidajicich v§em fenolickym a nefenolickym antioxidanttiim
zminénym v typovém slozeni zkouseného materialu. Vyviji se hexanem R po draze 18 cm. Necha
se ususit a vyviji se podruhé dichlormethanem R po draze 17 cm. Vrstva se necha ususit a pozoruje
se v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Postiika se jodem v lihu RS a po 10 min az 15 min se pozoruje
v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Zadna skvrna na chromatogramu zkouseného roztoku S23 neni
intenzivnéj$i nez skvrny na odpovidajicich polohach na chromatogramech porovnavacich roztoku.
Zkousku lze hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavaciho roztoku (o) jsou dv¢ zieteln¢ od
sebe oddélené skvrny.

Amidy a stearany. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti dvou desek s vrstvou
silikagelu GF 5, R.

ZkousSeny roztok. Roztok S23.

Forovnavaci roztok (p). 20 mg kyseliny stearové R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (q). 40 mg oleamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (r). 40 mg erukamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.

Na dvé vrstvy se nanese po 10 ul roztoku S23. Na prvni vrstvu se nanese 10 pl porovnavaciho
roztoku (p) a na druhou vrstvu se nanese po 10 pl porovnavacich roztoku (q) a (1).

Prvni vrstva se vyviji smési objemovych dili ethanolu R a trimethylpentanu R (25 + 75) po
draze 10 cm. Vrstva se ususi na vzduchu, postiika se roztokem dichlorfenclindofenclatu sodného R
(2 g/l) v ethanolu R a zahtiva se v susarné neékolik minut pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi.
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Skvrny odpovidajici kyseling€ stearové na chromatogramu zkouseného roztoku S23 maji shodnou
polohu (R; asi 0,5), ale nejsou intenzivnéjsi nez skvrna se stejnou polohou na chromatogramu
porovnavaciho roztoku (p).

Druha vrstva se vyviji hexanem R po draze 13 cm. Vrstva se ususi na vzduchu a znovu se vyviji
smési objemovych dilti methanolu R a dichlormethanu R (5 + 95) po draze 10 cm. Vrstva se necha
ususit a postiika se roztokem kyseliny fosfomolybdenové R (40 g/l) v ethanolu R. Zahtiva se v
susarné pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi. Skvrny na chromatogramu zkouseného roztoku S23
odpovidajici erukamidu nebo oleamidu maji shodnou polohu (R asi 0,2) s odpovidajicimi skvrnami
na chromatogramech porovnavacich roztoki (q) a (r), ale nejsou intenzivnéjsi.

Latky rozpustné v hexanu. 1,00 g se pfevede do 250ml kuzelové banky z borokiemicitého skla
se zabrousenym hrdlem. Pfida se 100 ml sexanu R a vafi se za stalého michani 4 h pod zpétnym
chladi¢em. Ochladi se v ledové vod¢ a rychle se zfiltruje pies filtr ze slinutého skla (16) (doba
filtrace musi byt kratsi nez 5 min, v pripadeé potreby miize byt filtrace urychlena pretlakem), teplota
filtrovaného roztoku se udrzuje blizko 0 °C. 20 ml filtratu v pfedvazené sklenéné misce se odpafi
na vodni lazni. Odparek se susi 1 h v susarné€ pii 100 °C az 105 °C. Hmotnost zbytku je v rozmezi
10 % od hmotnosti zbytku typového vzorku a je nejvyse 5 %.

Extrahovatelny hlinik. Nejvyse 1 pg Al/g; stanovi se atomovou absorp¢ni spektrometrii (2.2.23,
Metoda I).

Zkouseny roztok. 100 ml roztoku S3 se na vodni 1azni odpaii do sucha. Odparek se rozpusti ve 2 ml
kyseliny chlorovodikové R a tento roztok se ziedi kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS na 10 ml.
Forovnavaci roztoky. Ptipravi se za pouziti zékladniho roztoku hliniku (200 ug Al/ml) ztedénim
kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.

Zméfi se absorbance pfi 309,3 nm za pouziti hlinikové lampy s dutou katodou jako zdroje zateni
a plamene oxid dusny-acetylen.

Extrahovatelny titan. NejvySe 1 pg Ti/g; stanovi se atomovou absorpéni spektrometrii (2.2.23,
Metoda I).

Zkouseny roztok. 100 ml roztoku S3 se na vodni 1azni odpati do sucha. Zbytek se rozpusti ve 2 ml
kyseliny chlorovodikové R a tento roztok se ziedi kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS na 10 ml.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se ze zakladniho roztoku titanu (100 ug Ti/ml) ztedénim kyselinou
chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.

Zméfi se absorbance pii 364,3 nm za pouziti titanové lampy s dutou katodou jako zdroje zareni
a plamene oxid dusny-acetylen.
Extrahovatelny zinek. Nejvyse 1 ug Zn/g; stanovi se atomovou absorpéni spektrometrii (2.2.23,
Metoda I).

ZkouSeny roztok. Roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se ze zakladniho roztoku zinku (10 ug Zn/ml) ziedénim kyselinou
chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.

Zméfi se absorbance pii 213,9 nm za pouziti zinkové lampy s dutou katodou jako zdroje zéfeni
a plamene vzduch-acetylen.
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Prisady

- Butylhydroxytoluen R, nejvyse 0,125 %,

- dicktadecyldisulfid R, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R1, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R2, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R3, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R4, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R5, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeri R6, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R7, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R8, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R9, nejvyse 0,3 %.
Celkovy obsah shora uvedenych antioxidacnich pfisad je nejvyse 0,3 %.

- Hydrotalcit, nejvyse 0,5 %,

- alkanamidy, nejvyse 0,5 %,

- alkenamidy, nejvyse 0,5 %,

- kfemicitan sodno-hlinity, nejvyse 0,5 %,

- oxid kfemicity, nejvyse 0,5 %,

- benzoan sodny, nejvyse 0,5 %,

- estery nebo soli mastnych kyselin, nejvyse 0,5 %,

- fosfore¢nan sodny, nejvyse 0,5 %,

- parafinovy olej, nejvyse 0,5 %,

- oxid zinec¢naty, nejvyse 0,5 %,

- mastek, nejvyse 0,5 %,

- stearan vapenaty nebo stearan zinec¢naty nebo jejich smés, nejvyse 0,5 %,

- oxid titanicity, nejvyse 4 %.

3.1.4Polyethylen bez piisad pro obaly parenteralnich a o¢nich pripravki

Ziskava se polymeraci ethylenu za vysokého tlaku a pfitomnosti kysliku nebo inicidtort vzniku
volnych radikalt jako katalyzatoru.

Vlastnosti

Kulicky, granule nebo prasvitné folie rizné tloustky. Je prakticky nerozpustny ve vodé, dobie
rozpustny za horka v aromatickych uhlovodicich, prakticky nerozpustny v ethanolu, v hexanu a
v methanolu. M¢kne pfi teplotach nad 65 °C.

Relativni hustota (2.2.5) materialu je 0,910 az 0,937.

Zkousky totozZnosti

A. K 0,25 g se prida 10 ml zoluenu R a vafi se asi 15 min pod zpétnym chladi¢em. Nekolik kapek
roztoku se nanese na desticku chloridu sodného a rozpoustédlo se odpaii v susarné pii 80 °C.
Zméii se infracervené absorpcni spektrum (2.2.24). Spektrum vykazuje absorpcni maxima pfi
2920 cm™ az 2850 cm™, 1465 cm™, 730 cm™, 720 cm'; ziskané spektrum se shoduje se spektrem
materialu zvoleného podle typu vzorku. Jestlize je zkouseny material ve formé folie, 1ze pfimo
zméfit spektrum odfiznutého kousku o vhodné velikosti.

B. Zkouska Prisady, viz Zkousky na Cistotu, je zaroven zkouskou totoZznosti.
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Zkousky na Cistotu

V pripade potreby se materidl nareze na kousky, jejichz nejvétsi rozmér neprevysuje 1 cm.
Roztok S1. 25 g se pfevede do bariky z borokiemicitého skla se zabrouSenym hrdlem, ptida se
500 ml vody R a vaii se 5 h pod zpétnym chladi¢em. Necha se ochladit, sleje se a ¢ast roztoku se
ponecha pro zkousku vzhledu. Zbytek se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16). Roztok SI se
pouzije nejdéle do 4 h od pripravy.
Roztok S2. 2 g se ptrevedou do bariky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem. Piida se
80 ml toluenu R a vafi se 1 h 30 min pod zpétnym chladicem za stdlého michani. Ochladi se na
60 °C a za stalého michani se ptida 120 ml methanclu R. Roztok se zfiltruje filtrem ze slinutého
skla (16). Baiika a filtr se promyji 25 ml smési 40 ml foluenu R a 60 ml methanolu R, promyvaci
tekutina se prida k filtratu a zfedi se stejnou smési rozpoustédel na 250 ml. Pipravi se kontrolni
roztok.

Roztok S3. 100 g se ptevede do barky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem. Ptid4 se
250 ml kyseliny chlovovodikové 0,1 mol/l RS a vaii se 1 h pod zpétnym chladi¢em za stalého micha-
ni. Roztok se necha ochladit a sleje se.

Vzhled roztoku S1. Roztok je Ciry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,15 ml indikdatoru smésného
BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotfebuje nejvyse 1,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosaZzeni pocatku
barevného prechodu se spotiebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chlorovodikoveé 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S1 pii 220 nm az 350 nm je nejvyse 0,2.

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S1 se ptida 1 ml kyseliny sirové ziredené RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vaii se pod zpétnym chladi¢em 3 min a rychle se ochladi. Prida
se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml
Skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa zkouska. Rozdil mezi spotfebami titraéniho roztoku
je nejvyse 0,5 ml.

Latky rozpustné v hexanu. 1,00 g se prevede do 250ml barky z borokiemicitého skla se zabrouse-
nym hrdlem. Ptida se 100 ml hexanu R a vati se 4 h pod zpétnym chladicem za stalého michani.
Ochladi se v ledové vodé¢ a rychle se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16), teplota roztoku se
udrzuje na 0 °C. (Doba filtrace nema prekrocit 5 min; pokud je treba, zrychli se filtrace pretlakem.)
20 ml filtratu v predvazené sklenéné misce se odpati na vodni 1azni do sucha. Zbytek se susi 1 h
pti 100 °C az 105 °C. Hmotnost zbytku se nelisi o vice neZ 10 % od typového vzorku a nepievysu-
je 5 %.

Prisady. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silikagelu G R.

Zkouseny roztok. 50 ml roztoku S2 se odpafi za vakua pii 45 °C do sucha. Odparek se ziedi 25 ml
dichlormethanu R. Ptipravi se kontrolni roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho roztoku S2.
Forovnavaci roztok. 20 mg dioktadecyldisulfidu R a 20 mg stabilizatoru polymerii RI se rozpusti
v dichlormethanu R a ztedi dichlormethanem Rna 10 ml.

Na vrstvu se oddélené nanese po 10 ul obou roztokii a vyviji se hexanem R po draze 13 cm.
Necha se ususit na vzduchu a vyviji se podruhé smési objemovych dilti methanolu R a dichlor-
methanu R (5 + 95) po draze 10 cm. Ususi se na vzduchu a postiika se roztokem kyseliny fosfom-
olybdenové R (40 g/) v lihu 96% R a zahtiva se pii 120 °C do objeveni skvrny na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkou$eného roztoku nejsou zadné skvrny, kromée
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skvrny, ktera miiZe byt na Cele rozpoustédla z prvniho vyvijeni a ktera odpovida oligomertim. Ne-
prihlizi se ke skvrnam odpovidajicim skvimam na chromatogramu kontrolniho roztoku. Na chroma-
togramu porovnavaciho roztoku jsou dvé zieteln¢ oddelené skvrny.

Extrahovatelné tézké kovy (2.4.8). 12 ml roztoku S3 vyhovuje limitni zkousce A na tézké kovy
(2,5 pg/g). Porovnavaci roztok se pfipravi za pouziti zékladniho roztoku clova (1 ug FPb/ml).

Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 0,2 %; stanovi se s 5,0 g zkouSeného materialu.

3.1.5Polyethylen s prisadami pro obaly parenteralnich a o¢nich pripravki

Ziskava se polymerizaci ethylenu za tlaku v pfitomnosti katalyzatoru nebo kopolymerizaci ethy-
lenu s nejvyse 20 % vyssich alkenovych homologi (C, az Cy).

Vlastnosti

Prasek, kulicky, granule nebo prisvitné folie rizné tloustky. Je prakticky nerozpustny ve vodg,
v ethanolu, v hexanu a v methanolu, dobfe rozpustny v horkych aromatickych uhlovodicich. M¢kne
pti teplotach mezi 70 °C az 140 °C.

Relativni hustota materialu (2.2.5) je 0,890 az 0,965.

Zkousky totoZnosti

A. K 0,25 g se prida 10 ml to/uenu R a vafi se asi 15 min pod zpétnym chladicem. N¢kolik kapek
roztoku se nanese na desti¢ku chloridu sodného a rozpoustédlo se odpafi v susarné pii 80 °C.
Zméti se infraervené absorpéni spektrum (2.2.24). Spektrum vykazuje absorpéni maxima pii
2920 cm™ az 2850 cm™, 1465 cm™, 1375 cm™, 1170 cm™ 730 cm ™, 720 cm ™ ziskané spektrum
je shodné se spektrem materialu zvoleného podle typu vzorku. Jestlize je zkouSeny material ve
formé folie, lze ptimo zméfit spektrum odtiznutého kousku o vhodné velikosti.

B. Doplikové zkousky odpovidajici pfitomnym piisadam, viz Zkousky na Cistotu, jsou zaroven
zkouSkami totoznosti.

Zkousky na ¢istotu

V pFipadeé potreby se material nareze na kousky, jejichz nejvetsi rozmér neprevysuje 1 cm.
Roztok S1. 25 g se prevede do bariky z borokfemicitého skla se zabrouSenym hrdlem, ptida se
500 ml vody R a vaii se 5 h pod zpétnym chladicem. Nechéa se ochladit, sleje se a Cast roztoku se
ponecha pro zkousku vzhledu. Zbytek se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16). Roztok S1 se pouZi-
Jje nejdéle do 4 h od pripravy.
Roztok S2. 2,0 g se prevedou do kuzelové banky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem.
Ptida se 80 ml toluenu R a vati se 1 h 30 min pod zpétnym chladi¢em za stalého michani. Ochladi
se na 60 °C a za stalého michani se ptida 120 ml methanolu R. Roztok se zfiltruje filtrem ze slinuté-
ho skla (16). Barika a filtr se promyji 25 ml smési 40 ml toluenu R a 60 ml methanclu R, promyvaci
tekutina se prida k filtratu a zfedi se stejnou smési rozpoustédel na 250,0 ml. Pripravi se kontrolni
roztok.

Roztok S3. 100 g se prevede do kuzelové baiiky z borokiemicitého skla se zabrousenym hrdlem.
Ptida se 250 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l RS a vaii se 1 h pod zpétnym chladi¢em za
stalého michani. Roztok se necha ochladit a sleje se.
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Vzhled roztoku. Roztok S1 je ¢iry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,15 ml indikdtoru smésného
MBF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotiebuje nejvyse 1,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S1 se prida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosazeni poc¢atku ba-
revného prechodu se spotiebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chlorovodikoveé 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S1 pti 220 nm az 350 nm je nejvyse 0,2.

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S1 se ptida 1 ml kyseliny sirové ziedeéné RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vaii se pod zpétnym chladicem 3 min a rychle se ochladi. Piida
se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml
Skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa zkouska. Rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku
pfi titraci a slepé zkousSce je nejvyse 0,5 ml.

Latky rozpustné v hexanu. 1,00 g se prevede do 250ml kuzelové batiky z borokiemicitého skla
se zabrouSenym hrdlem. Ptid4 se 100 ml sexanu R a vaii se 4 h pod zpétnym chladicem za stalého
michani. Ochladi se v ledové vod¢ a rychle se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16), teplota roztoku
se udrzuje na 0 °C. (Doba filtrace nema prekrocit 5 min; pokud je treba, zrychli se filtrace
pretlakem.) 20 ml filtratu v pfedvazené sklenéné misce se odpafi na vodni lazni do sucha. Zbytek
se susi 1 h pti 100 °C az 105 °C. Hmotnost zbytku se nelisi o vice nez 10 % od typového vzorku
aje nejvyse 5 %.

Extrahovatelny hlinik. Nejvyse 1 pg Al/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonové
plazmé (2.2.22, Metoda ).

Zkouseny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Ptipravi se za pouziti zékladniho roztoku hliniku (200 ug Al/ml) ztedénim
kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.
MEfi se emisni intenzita pii 396,15 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pii 396,25 nm.
Ovéfi se nepiitomnost hliniku v pouzité kyselin¢ chlorovodikové.

Extrahovatelny chrom. Nejvyse 0,05 pg Cr/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argono-
vé plazmé (2.2.22, Metoda I).

ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pipravi se za pouziti zakladniho roztoku chromu (100 ug Cr/ml) ztedénim
smési objemu kyseliny chlorovodikové R a vody R (2 + 8).
MEfi se emisni intenzita pii 205,55 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pti 205,50 nm.
Ov¢éti se nepfitomnost chromu v pouzité kyselin€ chlorovodikové.
Extrahovatelné tézké kovy (2.4.8). 12 ml roztoku S3 vyhovuje limitni zkousce A na tézké kovy
(2,5 pg/g). Porovnavaci roztok se ptipravi za pouziti zakladniho roztoku olova (1 ug Pb/ml).
Extrahovatelny titan. Nejvyse 0,05 pg Ti/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonové
plazmé (2.2.22, Metoda ).

ZkousSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku titanu (100 ug Ti/ml) ziedénim
kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.
METi se emisni intenzita pii 336,12 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pti 336,16 nm.
Ovefi se nepritomnost titanu v pouzité kyseliné€ chlorovodikové.

Extrahovatelny vanad. Nejvyse 10 pg V/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonové
plazmé (2.2.22, Metoda ).
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Zkouseny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku vanadu (1 mg V/ml) ziedénim smési
objemovych dilt kyseliny chlorovodikové R a vody K (2 + 8).
METi se emisni intenzita pii 292,40 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pti 292,35 nm.
Ovéfi se nepritomnost vanadu v pouzité kyseliné chlorovodikové.

Extrahovatelny zinek. Nejvyse 1 pg Zn/g; stanovi se atomovou absorp¢ni spektrometrii (2.2.23,
Metoda I).

Zkouseny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnadvaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku zinku (10 ug Zn/ml) ztedénim
kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.

Zm¢éti se absorbance pii 213,9 nm za pouziti zinkové lampy s dutou katodou jako zdroje zafeni
a plamene vzduch-acetylen.

Extrahovatelné zirkonium. Nejvyse 100 pg Zr/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v ar-
gonove plazme (2.2.22, Metoda I).

Zkouseny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku zirkonia (1 ug Zr/ml) ziedénim
smesi objemovych dilt kyseliny chlorovodikové R a vody R (2 + 8).

METi se emisni intenzita pii 343,82 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pii 343,92 nm.
Oveti se neptitomnost zirkonia v pouzité kyselin¢ chlorovodikové.

Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 1,0 %; stanovi se s 5,0 g zkousené latky. Tento limit se nevztahu-
je na zkouSeny material, u néhoz byl pouzit oxid titanicity k zneprithlednéni materialu.

Dopliikové zkousky

VSechny tyto zkouSky nebo jejich cast se provadeji pouze tehdy, jestlize je to opodstatnéno
uvedenym slozenim zkouseného materialu.
Fenolické antioxidanty. Provede se kapalinova chromatografie (2.2.29).
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:
- nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitiniho priméru 4,6 mm naplnéné silikagelem oktade-
cylsilanizovanym pro chromatografii R (5 um),
- mobilni faze, kterou jsou jednotlivé nasledujici smési:
- mobilni faze 1 pti pritoku 2 ml/min, kterd je smési objemovych dilt vody R a acetonitrilu R (30
+70),
- mobilni faze 2 pii pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dilti vody R, tetrahydrofura-
nu R a acetonitrilu R (10 + 30 + 60),
- mobilni faze 3 pii pratoku 1,5 ml/min, ktera je smesi objemovych dila vody R, 2-propanclu R
a methanolu R (5 + 45 + 50),
- spektrofotometrického detektoru, 280 nm.
Chromatograficky systém musi zajistit:
- rozliSeni nejméné 8 mezi piky odpovidajicimi butylhydroxytoluenu R a stabilizatoru polymerii R1
s mobilni fazi 1,
- rozliSeni nejméné 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizatoru polymerii R2 a stabilizatoru polyme-
rit R3 s mobilni fazi 2,
- rozliSeni nejmén¢ 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizatoru polymerit R4 a stabilizatoru polyme-
ri R9 s mobilni fazi 3.
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ZkousSeny roztok S21. 50,0 ml roztoku S2 se odpafi ve vakuu pti 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5,0 ml smési stejnych objemovych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. Pripravi se kontrolni
roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho roztoku S2.

Zkouseny roztok S22. 50,0 ml roztoku S2 se odpaii ve vakuu pii 45 °C do sucha. Odparek se roz-
pusti v 5,0 ml dichlormethanu R. Ptipravi se kontrolni roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho
roztoku S2.

Z nasledujicich porovnavacich roztoki se pripravi pouze ty roztoky, které jsou potiebné pro
analyzu fenolickych antioxidantii uvedenych ve slozeni zkousené latky.

Forovnavaci roztok (a). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R a 60,0 mg stabilizatoru polymerit RI se
rozpusti v 10 ml smési stejnych objemovych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto
roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovndvaci roztok (b). 60,0 mg stabilizdatoru polymerii R3 a 60,0 mg stabilizatoru polymeri R2
se rozpusti v 10 ml smési stejnych objemovych dili acefonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml
tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovndvaci roztok (c). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R4 a 60,0 mg stabilizatoru polymeri R9
se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 2,0 ml tohoto roztoku se ztedi stejnym rozpoustédlem na
50,0 ml.

Forovnavaci roztok (d). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R se rozpusti v 10 ml smési stejnych objemo-
vych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustéd-
lem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (e). 60,0 mg stabilizatoru polymeru R1 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu K. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpous-
tédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (f). 60,0 mg stabilizatoru polymerii RS se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu K. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpous-
tédlem na 50,0 ml.

Forovnadvaci roztok (g). 60,0 mg stabilizdatoru polymerii R3 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu K. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpous-
tédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (h). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R2 se rozpusti v 10 ml smési stejnych obje-
movych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym
rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovnavact roztok (i). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R4 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2,0 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (j). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R9 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Jestlize zkouSena latka obsahuje butylhydroxytoluen R nebo stabilizator polymerit R1, pouzije
se mobilni faze 1 a nastiikne se 20 pl roztoku S21, 20 pl odpovidajiciho kontrolniho roztoku, 20 pl
porovnavaciho roztoku (a) a bud’ 20 pl roztoku (d), nebo (e), nebo 20 pl roztokd (d) a (e).

Jestlize zkousSena latka obsahuje jeden nebo vice nasledujicich antioxidanti:
stabilizator polymerii R2,
stabilizator polymerit R3,
stabilizator polymerii R4,
stabilizator polymerii RS,
stabilizator polymerit RY,
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pouzije se mobilni faze 2 a nastiikne se 20 pl roztoku S21, 20 pl odpovidajiciho kontrolniho rozto-
ku, 20 pl porovnavaciho roztoku (b) a 20 pl kazdého porovnavaciho roztoku antioxidantu v tomto
seznamu, ktery je uveden ve slozeni zkousené latky.

Jestlize zkousSena latka obsahuje stabilizator polymeri R4 nebo stabilizator polymerii R9 nebo
oba tyto stabilizatory, pouZije se mobilni faze 3 a nastiikne se 20 pl roztoku S22, 20 ul odpovidaji-
ciho kontrolniho roztoku, 20 ul porovnavaciho roztoku (¢) a bud’ 20 ul porovnavaciho roztoku (i),
nebo (j), nebo 20 pl roztoki (i) a (j).

Ve vsech pripadech se chromatogram zaznamenava po dobu 30 min; chromatogramy odpovida-
jici roztoklim S21 a S22 maji pouze piky antioxidant uvedenych ve sloZeni a mensi piky, které se
také objevuji na chromatogramech odpovidajicich kontrolnim roztokiim. Plochy piki roztokt S2 1
a S22 jsou mensi neZ odpovidajici plochy pikii na chromatogramech porovnavacich roztok (d) az
-

Nefenolické antioxidanty. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silika-
gelu GF,5,R.

ZkousSeny roztok §23. 100 ml roztoku S2 se odpaii ve vakuu pii 45 °C do sucha. Odparek se rozpus-
ti ve 2 ml dichlormethanu okyseleném R.

Forovnavaci roztok (k). 60 mg stabilizatoru polymerii R6 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Forovnavaci roztok (1). 60 mg dioktadecyldisulfidu R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 2 ml
roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym Rna 10 ml.

Forovnavaci roztok (m). 60 mg stabilizatoru polymerii R7 se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Forovndvaci roztok (n). 60 mg stabilizatoru polymerii RS se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
2 ml roztoku se ztedi dichlormethanem ckyselenym Rna 10 ml.

Forovnavaci roztok (o). 60 mg stabilizatoru polymeriit R7 a 60 mg stabilizatoru polymerii RS se roz-
pusti v 10 ml dichlormethanu R. 2 ml roztoku se ziedi dichlormethanem okyselenym R na 10 ml.

Na vrstvu se nanese oddélené 20 pl zkouseného roztoku S23, 20 ul porovnavaciho roztoku (o)
a po 20 ul porovnavacich roztokti odpovidajicich v§em fenolickym a nefenolickym antioxidantiim
zminénym v typovém slozeni zkouseného materialu. Vyviji se hexanem R po draze 18 cm. Necha
se uschnout a vyviji se podruhé dichlormethanem R po draze 17 cm. Vrstva se necha ususit a pozo-
ruje se v ultrafialovém svétle pti 254 nm. Postiika se jodem v lihu RS a po 10 min az 15 min se
pozoruje v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Zadna skvrna na chromatogramu zkougeného rozto-
ku S23 neni intenzivnéjsi nez skvrny na odpovidajicich polohdch na chromatogramech porovnava-
cich roztokl. Zkousku Ize hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavaciho roztoku (o) jsou dve
zieteln€ od sebe oddélené skvrny.

Amidy a stearany. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti dvou desek s vrstvou
silikagelu GF 5, R.

ZkousSeny roztok. Roztok S23.

Forovndvaci roztok (p). 20 mg kyseliny stearové R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (q). 40 mg oleamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (r). 40 mg erukamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.

Na dve¢ vrstvy se nanese po 10 pl roztoku S23. Na prvni vrstvu se nanese 10 pl porovnavaciho
roztoku (p) a na druhou vrstvu se nanese po 10 pl porovnavacich roztokt (q) a (r).

Prvni vrstva se vyviji smési objemovych dili ethanolu R a trimethylpentanu R (25 + 75) po dra-
ze 10 cm. Vrstva se ususi na vzduchu, postiika se roztokem dichlorfenolindofenclatu sodného R
(2 g/l) v ethanolu R a zahtiva se v susarné n¢kolik minut pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi.
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Skvrny odpovidajici kyseling€ stearové na chromatogramu zkouseného roztoku S23 maji shodnou
polohu (R; asi 0,5), ale nejsou intenzivnéjsi nez skvrna se stejnou polohou na chromatogramu po-
rovnavaciho roztoku (p).

Druha vrstva se vyviji hexanem R po draze 13 cm. Vrstva se ususi na vzduchu a znovu se vyviji
smési objemovych dilti methanolu R a dichlormethanu R (5 + 95) po draze 10 cm. Vrstva se necha
ususit a posttika se roztokem kyseliny fosfomolybdenové R (40 g/l) v ethanolu R. Zahtiva se v
susarné pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi. Skvrny na chromatogramu zkouseného roztoku S23
odpovidajici erukamidu nebo oleamidu maji shodnou polohu (R jasi 0,2) s odpovidajicimi skvrnami
na chromatogramech porovnavacich roztoki (q) a (r), ale nejsou intenzivné;jsi.

Prisady

- Butylhydroxytoluen R, nejvyse 0,125 %,

- dioktadecyldisulfid R, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R1, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R2, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R3, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R4, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R5, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru R6, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeri R7, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeru RS, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymeri R9, nejvyse 0,3 %.
Celkovy obsah shora uvedenych antioxidacnich pfisad je nejvyse 0,3 %.

- Hydrotalcit, nejvyse 0,5 %,

- alkanamidy, nejvyse 0,5 %,

- alkenamidy, nejvyse 0,5 %,

- kfemicitan sodno-hlinity, nejvyse 0,5 %,

- oxid kfemicity, nejvyse 0,5 %,

- benzoan sodny, nejvyse 0,5 %,

- estery nebo soli mastnych kyselin, nejvyse 0,5 %,

- fosfore¢nan sodny, nejvyse 0,5 %,

- parafinovy olej, nejvyse 0,5 %,

- oxid zine¢naty, nejvyse 0,5 %,

- mastek, nejvyse 0,5 %,

- stearan vapenaty nebo stearan zine¢naty nebo jejich smés, nejvyse 0,5 %,

- oxid titani€ity, nejvyse 4 %.

3.1.6Polypropylen pro obaly a uzavéry parenteralnich a o¢nich pripravki

Je to homopolymer propylenu nebo kopolymer propylenu s nejvyse 20 % ethylenu nebo smés
polypropylenu s nejvyse 20 % polyethylenu. MliZze obsahovat piisady.

Vlastnosti

Prasek, kulicky, granule nebo prasvitné folie rizné tloustky. Je prakticky nerozpustny ve vode,
v ethanolu, v hexanu a v methanolu, dobfe rozpustny v horkych uhlovodicich. Mékne pfi teplotach
nad 120 °C.
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Zkousky totoZnosti

A. K 0,25 g se prida 10 ml zoluenu R a vafi se asi 15 min pod zpétnym chladi¢em. N¢kolik kapek
horkého roztoku se nanese na desticku chloridu sodného a rozpoustédlo se odpaii v susarné pti
80 °C. Zméfi se infracervené absorpcni spektrum (2.2.24). Spektrum vykazuje absorpéni maxi-
ma pii 1375 cm™, 1170 em™ 995 cm™, 970 cm ™ ziskané spektrum se shoduje se spektrem mate-
rialu zvoleného podle typu vzorku. Jestlize je zkouSeny material ve formé folie, 1ze pfimo zméfit
spektrum odfiznutého kousku o vhodné velikosti.

B. Doplikové zkousky odpovidajici pfitomnym piisadam, viz Zkousky na Cistotu, jsou zaroven
zkousSkami totoznosti.

Zkousky na Cistotu

V pripadé potieby se material nareze na kousky, jejichz nejvétsi rozmér neprevysuje 1 cm.
Roztok S1. 25 g se ptevede do banky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem, pfida se
500 ml vody R a vati se 5 h pod zpétnym chladi¢em. Necha se ochladit, sleje se a ¢ast roztoku se
ponechd pro zkousku vzhledu. Zbytek se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16). Roztok SI se
pouzije nejdéle do 4 h od pripravy.
Roztok S2. 2,0 g se pfevedou do kuZelové bariky z borokfemicitého skla se zabrouSenym hrdlem.
Ptida se 80 ml foluenu R a vati se 1 h 30 min pod zpétnym chladi¢em za stdlého michdni. Ochladi
sena 60 °C a za stalého michani se ptida 120 ml methanolu R. Roztok se zfiltruje filtrem ze slinuté-
ho skla (16). Barika a filtr se promyji 25 ml smési 40 ml foluenu R a 60 ml methanolu R, promyvaci
tekutina se prida k filtratu a zfedi se stejnou smési rozpoustédel na 250,0 ml. Ptipravi se kontrolni
roztok.

Roztok S3. 100 g se ptevede do kuzelové banky z borokiemicitého skla se zabrousenym hrdlem.
Prida se 250 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l RS a vaii se 1 h pod zpétnym chladi¢em za stalé-
ho michani. Roztok se necha ochladit a sleje se.

Vzhled roztoku. Roztok S1 neopalizuje intenzivnéji nez porovnavaci suspenze II (2.2.7) a je bez-
barvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,15 ml indikdtoru smésné-
ho BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotfebuje nejvyse 1,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S1 se ptida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosaZeni pocatku
barevného prechodu se spotiebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S1 pti 220 nm az 350 nm je nejvyse 0,2.

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S1 se ptida 1 ml kyseliny sirové ziedéné RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vati se pod zpétnym chladicem 3 min a rychle se ochladi. Pfida
se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml
Skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa zkouska. Rozdil mezi spotiebami odmérného roztoku
je nejvyse 0,5 ml.

Latky rozpustné v hexanu. 1,00 g se prevede do 250ml kuzelové borokiemicité baiky se zabrou-
Senym hrdlem. Ptida se 100 ml hexanu R a vafi se 4 h pod zpétnym chladi¢em za stalého michani.
Ochladi se v ledové vod¢ a rychle se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16), teplota roztoku se
udrzuje na 0 °C. (Doba filtrace nemd prekrocit 5 min, pokud je treba, zrychli se filtrace pretlakem.)
20 ml filtratu v pfedvéazené sklenéné misce se odpatfi na vodni lazni do sucha. Zbytek se susi 1 h
pti 100 °C az 105 °C. Hmotnost zbytku se nelisi o vice nez 10 % od typového vzorku a je nejvyse
5 %.
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Extrahovatelny hlinik. Nejvyse 1 pg Al/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonové
plazmé (2.2.22, Metoda I).

ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovndvaci roztoky. Ptipravi se za pouziti zékladniho roztoku hliniku (200 ug Al/ml) ziedénim
kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.
MEfi se emisni intenzita pii 396,15 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pfi 396,25 nm.
Ov¢éri se nepfitomnost hliniku v pouzité kyseliné chlorovodikové.

Extrahovatelny chrom. Nejvyse 0,05 pg Cr/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argono-
vé plazmé (2.2.22, Metoda ).

ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pipravi se za pouziti zakladniho roztoku chromu (100 ug Cr/ml) ztedénim
smési objemovych dill kyseliny chlorovodikové R a vody R (2 + 8).
MEfi se emisni intenzita pii 205,55 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pfi 205,50 nm.
Ov¢Eri se nepfitomnost chromu v pouzité kyselin€ chlorovodikové.
Extrahovatelné tézké kovy (2.4.8). 12 ml roztoku S3 vyhovuje limitni zkousce A na tézké kovy
(2,5 ng/g). Porovnavaci roztok se pfipravi za pouziti zékladniho roztoku clova (1 ug Fb/ml).

Extrahovatelny titan. Nejvyse 0,05 pg Ti/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonové
plazmé (2.2.22, Metoda ).

ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku titanu (100 ug Ti/ml) ztedénim kyse-
linou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.
MEfi se emisni intenzita pii 336,12 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pti 336,16 nm.
Ovéti se neptitomnost titanu v pouZzité kyseliné chlorovodikové.

Extrahovatelny vanad. Nejvyse 10 ug V/g; stanovi se atomovou emisni spektrometrii v argonoveé
plazmé (2.2.22, Metoda ).
ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pipravi se za pouziti zakladniho roztoku vanadu (1 mg V/ml) ziedénim smési
objemovych dili kyseliny chlorovodikové R a vody R (2 + 8).
MEfi se emisni intenzita pii 292,40 nm; pouzije se hodnota spektralniho pozadi pii 292,35 nm.
Ov¢éri se nepfitomnost vanadu v pouzité kyselin€ chlorovodikové.
Extrahovatelny zinek. Nejvyse 1 ug Zn/g; stanovi se atomovou absorp¢ni spektrometrii (2.2.23,
Metoda I).
ZkouSeny roztok. Pouzije se roztok S3.
Forovnavaci roztoky. Pripravi se za pouziti zakladniho roztoku zinku (10 ug Zn/ml) ztedénim kyseli-
nou chlorovodikovou 0,1 mol/l RS.
Zméfi se absorbance pfi 213,9 nm za pouziti zinkové lampy s dutou katodou jako zdroje zafeni
a plamene vzduch-acetylen.
Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 1,0 %; stanovi se s 5,0 g zkousené latky. Tento limit se nevztahu-
je na zkouSeny material, u n¢hoz byl pouzit oxid titanicity k zneprihlednéni materialu.
Dopliikové zkouSky
Vsechny tyto zkousky nebo jejich cdast se provadeéji pouze tehdy, jestlize je to opodstatnéno uve-
denym slozenim zkouseného materidlu.
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Fenolické antioxidanty. Provede se kapalinova chromatografie (2.2.29).
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:
- nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitiniho primeru 4,6 mm naplnéné silikagelem oktade-
cylsilanizovanym pro chromatografii R (5 pm),
- mobilni faze, kterou jsou jednotlivé nasledujici smési:
- mobilni faze 1 pti pritoku 2 ml/min, ktera je smési objemovych dilit vody R a acetonitrilu R (30
+70),
- mobilni faze 2 pti prutoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych diltivody R, tetrahydrofura-
nu R a acetonitrilu R (10 + 30 + 60),
- mobilni faze 3 pti pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dild vody R, 2-propanclu R
a methanolu R (5 + 45 + 50),
- spektrofotometrického detektoru, 280 nm.
Chromatograficky systém musi zajistit:
- rozliSeni nejméné 8 mezi piky odpovidajicimi butylhydroxytoluenu R a stabilizatoru polymerii R1
s mobilni fazi 1,
- rozliSeni nejméné 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizdatoru polymerit R2 a stabilizatoru polyme-
rit R3 s mobilni fazi 2,
- rozliSeni nejmén¢ 2 mezi piky odpovidajicimi stabilizatoru polymerit R4 a stabilizatoru polyme-
ri R9 s mobilni fazi 3.
ZkousSeny roztok S21. 50,0 ml roztoku S2 se odpafi ve vakuu pti 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5,0 ml smési stejnych objemovych dilti acetonitrilu R a tetrahydrofuranu K. Ptipravi se kontrolni
roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho roztoku S2.
ZkouSeny roztok S22. 50,0 ml roztoku S2 se odpati ve vakuu pti 45 °C do sucha. Odparek se roz-
pusti v 5,0 ml dichlormethanu R. Ptipravi se kontrolni roztok z kontrolniho roztoku odpovidajiciho
roztoku S2.

Z nasledujicich porovnavacich roztokii se pripravi pouze ty roztoky, které jsou potrebné pro
analyzu fenolickych antioxidantii uvedenych ve slozeni zkousené latky.

Forovnavaci roztok (a). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R a 60,0 mg stabilizatoru polymeri RI se
rozpusti v 10,0 ml smési stejnych objemovych dilG acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml
tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (b). 60,0 mg stabilizatoru polymern R3 a 60,0 mg stabilizatoru polymerit R2
se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych objemovych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml
tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (c). 60,0 mg stabilizatoru polymerit R4 a 60,0 mg stabilizatoru polymerit R9
se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na
50,0 ml.

Forovnavaci roztok (d). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych obje-
movych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpous-
tédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (e). 60,0 mg stabilizatoru polymeru RI se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych ob-
jemovych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpous-
tédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (f). 60,0 mg stabilizatoru polymeru R5 se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych ob-
jemovych dila acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym roz-
poustédlem na 50,0 ml.
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Forovnavaci roztok (g). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R3 se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych
objemovych dili acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym roz-
poustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (h). 60,0 mg stabilizdatoru polymerit R2 se rozpusti v 10,0 ml smési stejnych
objemovych dilli acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym roz-
poustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (i). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R4 se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R.
2,0 ml tohoto roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (j). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R9 rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R.
2,0 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym rozpoustédlem na 50,0 ml.

Jestlize zkousSena latka obsahuje butylhydroxytoluen R nebo stabilizator polymerit R1, pouZije
se mobilni faze 1 a nastitkne se 20 pl roztoku S21, 20 ul odpovidajiciho kontrolniho roztoku, 20 pl
porovnavaciho roztoku (a) a bud’ 20 ul roztoku (d), nebo (e), nebo 20 ul roztoki (d) a (e).

Jestlize zkousena latka obsahuje jeden nebo vice nésledujicich antioxidantt:

stabilizator polymeri R2,

stabilizator polymerii R3,

stabilizator polymerit R4,

stabilizator polymeri RS,

stabilizator polymerit R9,

pouzije se mobilni faze 2 a nastiikne se 20 pl roztoku S21, 20 pl odpovidajiciho kontrolniho rozto-
ku, 20 pl porovnavaciho roztoku (b) a 20 ul kazdého porovnavaciho roztoku antioxidantu v tomto
seznamu, ktery je uveden ve slozeni zkouSené latky.

Jestlize zkousSena latka obsahuje stabilizator polymeri R4 nebo stabilizdator polymerii R9 nebo
oba tyto stabilizatory, pouzije se mobilni faze 3 a nastfikne se 20 pl roztoku S22, 20 pl odpovidaji-
ciho kontrolniho roztoku, 20 pl porovnavaciho roztoku (c) a bud’ 20 ul porovnavaciho roztoku (i),
nebo (j), nebo 20 pl roztoki (i) a (j).

Ve vsech pfipadech se chromatogram zaznamenava po dobu 30 min; na chromatogramech
odpovidajicich roztokiim S21 a S22 jsou pouze piky antioxidanti uvedenych ve sloZeni a mensi
piky, které se také objevuji na chromatogramech odpovidajicich kontrolnim roztoktim. Plochy piki
roztoki S21 a S22 jsou mensi nez odpovidajici plochy pikli na chromatogramech porovnavacich
roztoku (d) az (j).

Nefenolické antioxidanty. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silika-
gelu GF,5,R.

Zkouseny roztok $23. 100,0 ml roztoku S2 se odpaii ve vakuu pii 45 °C do sucha. Odparek se roz-
pusti ve 2,0 ml dichlormethanu okyseleném R.

Forovnavaci roztok (k). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R6 se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R.
2,0 ml roztoku se ziedi dichlormethanem okyselenym R na 10,0 ml.

Forovnavaci roztok (I). 60,0 mg dioktadecyldisulfidu R se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R.
2,0 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym Rna 10,0 ml.

Forovnavaci roztok (m). 60,0 mg stabilizatoru polymeru R7 se rozpusti v 10,0 ml dichlor-
methanu R. 2,0 ml roztoku se ztedi dichlormethanem okyselenym R na 10,0 ml.

Forovnavaci roztok (n). 60,0 mg stabilizatoru polymerii RS se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R.
2,0 ml roztoku se ztedi dichlormethanem ckyselenym Rna 10,0 ml.

Forovnavaci roztok (o). 60,0 mg stabilizatoru polymerii R7 a 60,0 mg stabilizatoru polymerit R8
se rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R. 2,0 ml roztoku se ziedi dichlormethanem okyselenym R
na 10,0 ml.
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Na vrstvu se nanese oddélené 20 pl zkouseného roztoku S23, 20 pl porovnavaciho roztoku (o)
a po 20 ul porovnavacich roztokii odpovidajicich v§em fenolickym a nefenolickym antioxidanttim
zminénym v typovém slozeni zkouSeného materialu. Vyviji se hexanem R po draze 18 cm. Necha
se ususit a vyviji se podruhé dichlormethanem R po draze 17 cm. Vrstva se necha ususit a pozoruje
se v ultrafialovém svétle pti 254 nm. Postiika se jodem v lihu RS a po 10 min az 15 min se pozoruje
v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Zadna skvrna na chromatogramu zkougeného roztoku S23 neni
intenzivngjsi nez skvrny na odpovidajicich polohach na chromatogramech porovnavacich roztoki.
Zkousku lze hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavaciho roztoku (o) jsou dvé ztetelné od
sebe oddélené skvrny.

Amidy a stearany. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti dvou desek s vrstvou
silikagelu GF,;,R.

ZkouSeny roztok. Roztok S23.

Forovnavaci roztok (p). 20 mg kyseliny stearové R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (q). 40 mg oleamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci roztok (r). 40 mg erukamidu R se rozpusti ve 20 ml dichlormethanu R.

Na dv¢ vrstvy se nanese po 10 ul roztoku S23. Na prvni vrstvu se nanese 10 pl porovnavaciho
roztoku (p) a na druhou vrstvu se nanese po 10 pl porovnavacich roztoki (q) a (r).

Prvni vrstva se vyviji smési objemovych dilti ethanolu R a trimethylpentanu R (25 + 75) po
draze 10 cm. Vrstva se ususi na vzduchu, postiika se roztokem dichlorfenclindofenclatu sodného R
(2 g/l) v ethanolu R a zahtiva se v susarné ne¢kolik minut pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi.
Skvrny odpovidajici kyselin€ stearové na chromatogramu zkouseného roztoku S23 maji shodnou
polohu (R; asi 0,5), ale nejsou intenzivnéjsi nez skvrna se stejnou polohou na chromatogramu po-
rovnavaciho roztoku (p).

Druha vrstva se vyviji hexanem R po draze 13 cm. Vrstva se ususi na vzduchu a znovu se vyviji
smesi objemovych dilt methanolu R a dichlormethanu R (5 + 95) po draze 10 cm. Vrstva se necha
ususit a postiika se roztokem kyseliny fosfomolybdenové R (40 g/l) v ethanolu R. Zahtiva se v
susarné pii 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi. Skvrny na chromatogramu zkouseného roztoku S23
odpovidajici erukamidu nebo oleamidu maji shodnou polohu (R asi 0,2) s odpovidajicimi skvrnami
na chromatogramech porovnavacich roztoki (q) a (r), ale nejsou intenzivnéjsi.

Prisady

- Butylhydroxytoluen R, nejvyse 0,125 %,
- dicktadecyldisulfid R, nejvyse 0,3 %,

- stabilizator polymerit R1, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeri R2, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeru R3, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymerit R4, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeri R5, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeru R6, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymerit R7, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeri R8, nejvyse 0,3 %,
- stabilizator polymeru R9, nejvyse 0,3 %.

Celkovy obsah shora uvedenych antioxidac¢nich pfisad je nejvyse 0,3 %.

- Hydrotalcit, nejvyse 0,5 %,

- alkanamidy, nejvyse 0,5 %,
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- alkenamidy, nejvyse 0,5 %,

- kfemicitan sodno-hlinity, nejvyse 0,5 %,

- oxid kfemicity, nejvyse 0,5 %,

- benzoan sodny, nejvyse 0,5 %,

- estery nebo soli mastnych kyselin, nejvyse 0,5 %,
- fosfore¢nan sodny, nejvyse 0,5 %,

- parafinovy olej, nejvyse 0,5 %,

- oxid zinec¢naty, nejvyse 0,5 %,

- mastek, nejvyse 0,5 %,

- stearan vapenaty nebo stearan zinec¢naty nebo jejich smés, nejvyse 0,5 %,
- oxid titanicity, nejvyse 4 %.

3.1.7 Kopolymer ethylen-vinylacetat pro obaly a hadi¢ky pfipravki parenteralni
VyZivy

Kopolymer ethylen-vinylacetat, ktery vyhovuje nasledujicim pozadavktim, je vhodny pro vyrobu
hadicek a obalil pripravki parenteralni vyzivy.
Vyrabi se kopolymeraci smési ethylenu a vinylacetatu. Materialy na obaly obsahuji nejvyse
25 % vinylacetatu v kopolymeru, materialy na hadicky obsahuji nejvyse 30 % vinylacetatu. Mohou
obsahovat nejvyse tii z téchto stabilizatort:
- nejvyse 0,125 % butylhydroxytoluenu R,
- nejvyse 0,2 %:
- stabilizatoru polymerii R2,
- stabilizatoru polymerit R3,
- stabilizatoru polymerii R4,
- stabilizatoru polymerii R9.
Mtize obsahovat:
- nejvyse 0,2 % oleamidu nebo erukamidu,
- nejvyse 0,5 % stearanu vapenatého nebo stearanu zine¢natého nebo nejvyse 0,5 % jejich smési,
- nejvyse 0,5 % uhlicitanu vapenatého nebo nejvyse 0,5 % hydroxidu draselného,
- nejvyse 0,2 % oxidu kfemicitého.

Vlastnosti

Kulicky, granule, prisvitné félie nebo hadice rizné tloust’ky. Je prakticky nerozpustny ve vode,
v ethanolu a v hexanu, ktery rozpousti nizkomolekularni polymery, je dobie rozpustny v horkych
aromatickych uhlovodicich. Hofi modrym plamenem s pachem po parafinu a nevyraznym pachem
po kyselin€ octové. Teplota, pfi které latka zvolna mekne, se méni s obsahem vinylacetatu; klesa
z asi 100 °C pfi obsahu nekolika procent vinylacetatu az k 70 °C pfi obsahu 30 % vinylacetatu.

Zkousky totoZnosti

K 0,25 g se prida 10 ml toluenu R a vaii se asi 15 min pod zpétnym chladicem. Nékolik kapek
roztoku se nanese na desticku chloridu sodného a rozpoustédlo se odpafti v susarné pii 80 °C.
Zméii se infracervené absorpcni spektrum (2.2.24). Spektrum zkousené latky vykazuje absorpcni
maxima odpovidajici monomerni jednotce vinylacetu pii 1740 cm™ , 1374 cm™, 1240 cm™,
1020 cm™ a 610 cm™ a absorpéni maxima odpovidajici ethylenu pfi 2920 cmi' az 2850 cm ™,
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1470 cm™, 1460 cm™, 1374 cm™, 730 cm™a 720 cm™. Ziskané spektrum se shoduje se spektrem re-
ferencni latky poskytnuté vyrobcem. Jestlize je zkouSeny material ve formé folie, 1ze zméfit spek-
trum odtiznutého kousku o vhodné velikosti.

Zkousky na Cistotu

V pripadé potieby se vzorky zkouseného materialu narezou na kousky, jejichz nejvétsi rozmeér
neprevysuje I cm.
Roztok S1. 2,0 g se prevedou do bariky z borokifemicitého skla se zabrousenym hrdlem. Ptida se
80 ml toluenu R a zahtiva se 1,5 h pod zpétnym chladicem za stalého michani. Ochladi se na 60 °C
a za stalého michani se do banky ptida 120 ml methanolu R. Roztok se zfiltruje filtrem ze slinutého
skla (16). Barika a filtr se promyji 25 ml smési objemovych dili toluenu R a methanolu R (40 + 60).
Promyvaci tekutina se piida k filtratu a zfedi se stejnou smési rozpoustédel na 250 ml.

Roztok S2. 25 g se pfevede do baiiky z borokfemicitého skla se zabrouSenym hrdlem, prida se
500 ml vody R a vaii se 5 h pod zpétnym chladicem. Necha se vychladnout a sleje se. Cast roztoku
se uchova pro zkousku Vzhled roztoku a zbytek se zfiltruje filtrem ze slinutého skla (16). Roztok
se musi pouzit do 4 h od pripravy.

Vzhled roztoku. Roztok S2 je ¢iry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S2 se ptida 0,15 ml indikdtoru smésné-
ho BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotiebuje nejvyse 1,0 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. Ke 100 ml roztoku S2 se prida 0,2 ml oranze methylové RS. K dosazeni pocatku
barevného ptechodu (ze ZIuté na oranzové zbarveni) se spotfebuje nejvyse 1,5 ml kyseliny chlorovo-
dikové 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S2 pti 220 nm az 340 nm je nejvyse 0,2.

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S2 se ptida 1 ml kyseliny sirové ziedéné RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vaii se pod zpétnym chladicem 3 min a rychle se ochladi. Ptida
se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml
Skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa zkouska; rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku
je nejvyse 2,0 ml.

Amidy a kyselina stearova. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti dvou desek
s vrstvou silikagelu GF,;,R.

Zkouseny roztok. 100 ml roztoku S1 se odpafi ve vakuu pti 45 °C do sucha. Odparek se rozpusti
ve 2 ml dichlormethanu okyseleného R.

Forovnavaci roztok (a). 20 mg kyseliny stearové R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R.
Forovnavaci voztok (b). 40 mg oleamidu R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 1 ml roztoku se
ziedi dichlormethanem Rna 5 ml.

Forovnavaci roztok (c). 40 mg erukamidu R se rozpusti v 10 ml dichlormethanu R. 1 ml roztoku
se ziedi dichlormethanem Rna 5 ml.

Na dvé vrstvy se nanese po 10 pl roztoku kazdého roztoku. Prvni vrstva se vyviji smési obje-
movych dild ethanclu R a trimethylpentanu R (25 + 75) po draze 10 cm. Vrstva se ususi na vzdu-
chu, postiika se roztokem dichlorofenclindofenclatu sodného R (2 g/l) v ethanolu R a zahiiva se
v susarn¢ neékolik minut pti 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi. Na chromatogramu zkousen¢ho
roztoku zadna skvrna odpovidajici kyselin¢ stearové neni intenzivnéjsi nez skvrna na chromatogra-
mu porovnavaciho roztoku (a).
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Druha vrstva se vyviji hexanem R po draze 13 cm. Vrstva se ususi na vzduchu a znovu se vyviji
smési objemovych dilti methanolu R a dichlormethanu R (5 + 95) po draze 10 cm. Vrstva se necha
ususit a postiika se roztokem kyseliny fosfomolybdenové R (40 g/1) v ethanolu R. Zahtiva se v
susarné pti 120 °C, dokud se skvrny nevybarvi. Skvrny na chromatogramu zkouseného roztoku od-
povidajici erukamidu nebo oleamidu nejsou intenzivnéjsi nez skvimy na chromatogramech porovna-
vacich roztokd (b) a (c), ale nejsou intenzivng;jsi.

Fenolické antioxidanty. Provede se kapalinova chromatografie (2.2.29).

Zkouseny roztok (a). 50,0 ml roztoku S1 se odpatii ve vakuu pii 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5,0 ml smési stejnych objemovych dild acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R.

Zkouseny roztok (b). 50,0 ml roztoku S1 se odpafi ve vakuu pii 45 °C do sucha. Zbytek se rozpusti
v 5,0 ml dichlormethanu R.

Forovnavaci roztok (a). 25,0 mg butylhydroxytoluenu R, 40,0 mg stabilizatoru polymerii R2,
40,0 mg stabilizatoru polymerii R3 a 40,0 mg stabilizatoru polymerii R4 se rozpusti v 10,0 ml smési
stejnych objemtl acetonitrilu R a tetrahydrofuranu R. 2,0 ml tohoto roztoku se ziedi stejnym roz-
poustédlem na 50,0 ml.

Forovnavaci roztok (b). 40 mg stabilizatoru polymerit R4 a 40 mg stabilizatoru polymeri R9 se
rozpusti v 10,0 ml dichlormethanu R. 2,0 ml tohoto roztoku se ziedi dichlormethanem R na 50,0 ml.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitiniho priméru 4,6 mm naplnéné silikagelem oktade-
cylsilanizovanym pro chromatografii R (5 um),

- mobilni faze, kterou jsou jednotlivé nasledujici smési:
- mobilni fdze 1 pti pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dili vody R, tetrahydrofura-
nu R a acetonitrilu R (10 + 30 + 60),
- mobilni faze 2 pti pratoku 1,5 ml/min, ktera je smési objemovych dili vody R, 2-propanclu R
a methanolu R (5 + 45 + 50),

- spektrofotometrického detektoru, 280 nm.

Pfi pouziti mobilni faze 1 se nastiikne 20 ul zkouseného roztoku (a) a 20 pl porovnavaciho roz-
toku (a).

Na chromatogramu zkouSeného roztoku (a) jsou pouze zakladni piky odpovidajici pikiim na
chromatogramu porovnavaciho roztoku (a) s reten¢nim ¢asem del$im nez 2 min.

Plochy pikti na chromatogramu zkouseného roztoku (a) nejsou vétsi nez plochy pikti na chroma-
togramu porovnavaciho roztoku (a), krome posledniho piku na chromatogramu porovnavaciho roz-
toku (a).

Zkousku lze hodnotit, jestlize s mobilni fazi 1 pocet teoretickych pater vypoctenych pro pik
odpovidajici butylhydroxytoluenu je nejméné 2500 a rozliSeni mezi piky stabilizatoru polymerii
R3 a stabilizdatoru polymerit R2 neni mensi nez 2,0.

JestliZe je na chromatogramu zkouseného roztoku (a) pik se stejnym retenénim ¢asem, jako ma
pik posledniho antioxidantu z porovnavaciho roztoku (a), pouZzije se mobilni faze 2 takto:

Nastiikne se 20 pl zkouseného roztoku (b) a 20 ul porovnavaciho roztoku (b).

Na chromatogramu zkouSeného roztoku (b) jsou pouze hlavni piky s retenénim casem del$im
nez 3 min odpovidajici pikim na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b).

Plochy pikt na chromatogramu zkouseného roztoku (b) nejsou vétsi nez plochy, které odpovida-
ji piklim na chromatogramu porovnévaciho roztoku (b).

Zkousku Ize hodnotit, jestlize rozliSeni mezi piky stabilizdatoru polymeriu R4 a stabilizdatoru
polymeri R2 je nejméné 2,0.
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Latky rozpustné v hexanu. 5 g se prevede do baiiky z borokfemicitého skla se zabrousenym hrd-
lem. Ptida se 50 ml hexanu R a vati se 4 h pod zpétnym chladi¢em za stalého michani. Ochladi se
v ledové vod¢; mize se vytvorit gel. Filtruje se pod pretlakem 27 kPa filtrem ze slinutého skla (16)
za chlazeni ledovou vodou. (Filtr je nutno predem dokonale ochladit, doba filtrace nesmi prekrocit
5 min, zbytek na filtru se nepromyva.) 20 ml filtratu se odpati na vodni lazni do sucha. Odparek se
susi 1 h pti 100 °C. Hmotnost zbytku neni vétsi nez 40 mg (2 %) pro kopolymer, ktery je pouzivan
na obaly, a neni vétsi nez 0,1 g (5 %) pro kopolymer, ktery je pouzivan na hadicky.

Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 1,2 %; stanovi se s 5,0 g zkouseného latky.

Stanoveni obsahu vinylacetatu

0,250 g az 1,000 g, podle obsahu vinylacetatu ve zkouseném kopolymeru, se prevede do 300ml
kuzelové bariky se zabrousenym hrdlem a magnetickym michadlem. Ptida se 40 ml xylenu R a vati
se 4 h pod zpétnym chladicem za stalého michani. Za michani se necha chladnout, a kdyz za¢ne
vypadavat tuha faze, pomalu se pridava 25,0 ml hydroxidu draselného v lihu RS1. Vafti se znovu
3 h pod zpétnym chladi¢em za stdlého michdni. Za michéni se nechd zchladnout, chladi¢ se
proplachne 50 ml vody R a do barnky se ptida 30,0 ml kyseliny sirové 0,05 mol/l VS. Obsah banky
se prenese do 400ml kadinky a barika se promyje dvakrat 50 ml roztoku siranu sodného bezvode-
ho R (200 g/1) a tiikrat 20 ml vody R. Promyvaci tekutiny se pridaji do kadinky s pivodnim rozto-
kem. Nadbytek kyseliny sirové se titruje hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS za potenciometrické indi-
kace bodu ekvivalence (2.2.20). Provede se slepa zkouska.

1 ml kyseliny sirové 0,05 mol/l VS odpovida 8,609 mg vinylacetatu.

3.1.8Silikonovy olej pouzivany jako mazivo

I

Hy,C—Si

I o—|s| O—|Si—CH3
CH, L CH, J CH,
n

Je to polydimethylsiloxan ziskany hydrolyzou a polykondenzaci dichlordimethylsilanu a chlor-
trimethylsilanu. Rzné druhy jsou rozliSeny ¢islem umisténym za nazvem, které udava jmenovitou
viskozitu.

V zavislosti na polymera¢nim stupni (n =400 az 1200) se méni hodnota kinematické viskozity
od 1000 mm*s™ do 30 000 mm*.s.

Vlastnosti

Ciré bezbarvé rizné viskozni kapaliny. Je prakticky nerozpustny ve vodé a v methanolu, je misi-
telny s chloridem uhli¢itym, s chloroformem, s etherem, s ethylacetatem, s 2-butanonem, s to-
luenem a velmi té€zce rozpustny v ethanolu.
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Zkousky totoZnosti

A. Zkouska Viskozita, viz Zkousky na Cistotu, je zaroven zkouskou totoZnosti.

B. Infracervené absorpéni spektrum (2.2.24) zkousené latky se shoduje se spektrem silikonoveho
oleje CRL. Nevyzaduje se shodnost v oblasti spektra 850 cm™az 750 cm™, protoZe se zde mohou
projevit malé rozdily zavisejici na stupni polymerizace.

C. Asi 0,5 g se ve zkumavce zahiiva nad malym plamenem do vzniku bilého dymu. Zkumavka se
nakloni nad druhou zkumavku obsahujici 1 ml roztoku kyseliny chromotropové sodné soli R
(1 g/l) v kyseliné sirové R tak, aby se dym dostal k roztoku. Druha zkumavka se 10 s protiepava
a 5 min zahfiva na vodni lazni; roztok se zbarvi fialové.

D. V platinovém kelimku se ptipravi siranovy popel (2.4. 14) za pouziti 50 mg zkousené latky. Zby-
tek je bily prasek, ktery vyhovuje zkousce na kiemicitany (2.3.17).

Zkousky na Cistotu

Kysele reagujici latky. Ke 2,0 g se pfida 25 ml smési stejnych objemovych dili ethanolu R a
etheru R. Piida se 0,2 ml modii bromthymolové RS1 a smés se protiepe. Ke zméné zbarveni
indikatoru na modré se spotiebuje nejvyse 0,15 ml hydroxidu sodného 0,01 mol/l VS.

Viskozita (2.2.10). Zméii se dynamicka viskozita pti 25 °C. Kinematicka viskozita se vypocita za
pouziti hodnoty relativni hustoty 0,970. Hodnota kinematické viskozity je 95 % az 105 % deklaro-
vané hodnoty uvedené v oznaceni na obalu.

Mineralni oleje. 2 ml ve zkumavce se pozoruji v ultrafialovém svétle pti 365 nm. Fluorescence
neni intenzivngjsi nez fluorescence pozorovana za stejnych podminek roztoku chininiumsulfatu R
(0,1 mg/l) v kyseliné sirové 0,005 mol/l RS.

Fenylované latky. Index lomu (2.2.6) je nejvyse 1,410.

Tékavé latky. Nejvyse 2,0 %; 2,00 g latky se susi 24 h v susarné pii 150 °C na pfedem zvazené
misce o pruméru 60 mm a hloubce 10 mm.

Tézké kovy. 1,0 g se smicha s chloroformem R a ziedi se stejnym rozpoustédlem na 20 ml. Prida
se 1,0 ml Cerstve ptipraveného roztoku dithizonu R (0,02 g/1) v chloroformu R, 0,5 ml vody R a
0,5 ml smési objemovych dilG amoniaku ziedéného RS2 a roztoku hydroxylamoniumchloridu R
(2 g/l) (1 +9). Soucasné se ptipravi porovnavaci roztok: k 20 ml chloroformu R se ptida 1,0 ml
Cerstve pripravencho roztoku dithizonu R (0,02 g/1) v chloroformu R, 0,5 ml zakladniho roztoku
olova (10 ug Pb/ml) a 0,5 ml smési objemovych dilG amoniaku ziedéného R2 a roztoku
hydroxylamoniumchloridu (2 g/l) (1 + 9). Po smichani se oba roztoky ihned dikladn¢ 1 min
protiepavaji. Cervené zbarveni zkouseného roztoku neni intenzivngjsi nez zbarveni porovnavaciho
roztoku (5 pg/g).

Oznacovani

V oznaceni na obalu se uvede za nazvem vyrobku ¢islo udavajici jmenovitou viskozitu a infor-
mace, ze latka se pouziva jako mazivo.

3.1.9Silikonovy elastomer pro uzavéry a hadicky

Silikonovy elastomer vyhovujici nasledujicim pozadavkiim je vhodny pro vyrobu uzavért a ha-
dicek.
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Ziskava se pricnym zesiténim linearniho polysiloxanu tvoreného zejména dimethylsiloxanovymi
jednotkami s malym podilem methylvinylsiloxanovych skupin; konce fetézcti jsou blokovany
trimethylsiloxanovymi nebo dimethylvinylsiloxanovymi skupinami.

Obecny vzorec polysiloxanu je:

M——0—Si 0—si
CH, CH=CH,

CH;, CH;,
MaM = CH3—|Si— nebo CH2=CH—?i—

Pti¢né zesiténi se provadi za horka:
- 2,4-dichlorbenzoylperoxidem pro vytlaCované vyrobky,
- 2,4-dichlorbenzoylperoxidem nebo dikumylperoxidem nebo OO-terc.butyl-O-isopropylmonoper-
oxidkarbonatem nebo 2,5-bis(terc.butyldioxy)-2,5-dimethylhexanem pro lité vyrobky,
- nebo pomoci hydrosilylace za pouziti polysiloxanu se skupinami -SiH katalyzované platinou.
Vzdy se pouzivaji vhodné prisady, jako oxid kfemicity, a nékdy mala mnozstvi organokfemici-
tych pfisad (o,w-dihydroxypolydimethylsiloxan).

Vlastnosti

Prtihledny nebo priisvitny material, bez pachu. Je prakticky nerozpustny v organickych rozpous-
tédlech, z nichz nékteré, napt. cyklohexan, hexan a chlorované uhlovodiky, vratné¢ material
bobtnaji.

Zkousky totozZnosti
A. Zméfi se infracervené absorp¢ni spektrum metodou mnohonasobné reflexe pro tuhé latky
(2.2.24). Spektrum zkousené latky se shoduje se spektrem silikonového elastomeru CRL.

B. 1 g se ve zkumavce zahiiva nad malym plamenem do vzniku bilého dymu. Zkumavka se nakloni
nad druhou zkumavku obsahujici 1 ml roztoku kyseliny chromotropové sodné soli R (1 g/l) v
kyseliné sirové R tak, aby se dym dostal k roztoku. Druha zkumavka se 10 s protfepava a 5 min
zahiiva na vodni lazni; roztok se zbarvi fialové.

C. Zbytek po spaleni vyhovuje zkouSce na kiemicitany (2.3.1).

ZkousKky na cistotu

V pFipadeé potreby se vzorky zkouseného materialu narezou na kousky, jejichz nejvetsi rozmer
neprevysuje 1 cm.
Roztok S. 25,0 g se prevede do bariky z borokfemicitého skla se zabrouSenym hrdlem. Pfida se
500 ml vody R a vati se 5 h pod zp€tnym chladicem. Necha se ochladit a roztok se sleje.
Vzhled roztoku. Roztok S je Ciry (2.2.1).
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Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 100 ml roztoku S se ptida 0,15 ml modfi bromthymolo-
vé RS1. Ke zméné zbarveni indikatoru na modré se spotebuje nejvyse 2,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. K dalsim 100 ml roztoku S se ptida 0,20 ml oranze methylové RS. K dosazeni pocat-
ku barevného prechodu indikatoru ze zluté na oranzové se spotfebuje nejvyse 1,0 ml kyseliny chio-
rovodikové 0,01 mol/l VS.

Relativni hustota (2.2.5). 1,05 az 1,25; stanovi se pyknometrem s ethanclem R jako imerzni teku-
tinou.

Redukujici latky. Ke 20 ml roztoku S se ptida 1 ml kyseliny sirové zredené RS a 20,0 ml manga-
nistanu draselného 0,002 mol/l VS. Necha se 15 min stat. Piida se 1 g jodidu draselného R a ihned
se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako indikatoru. Provede
se slepa titrace s 20 ml vody R misto roztoku S. Rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku pfi
titraci a slepé zkousce je nejvyse 1,0 ml.

Latky rozpustné v hexanu. Nejvyse 3,0 %; 25 ml roztoku ze zkousky Fenylované latky se odpati
v ptedem zvazené sklenéné odpafovaci misce na vodni 1azni a sus$i 1 h v susarné pii 100 °C az
105 °C. Hmotnost zbytku je nejvyse 15,0 mg.

Tékavé latky. 10,0 g zkousené latky predem 48 h uchované v exsikatoru nad chloridem vapenatym
bezvodym R se zahtiva 4 h v susarné pii 200 °C. Necha se ochladit v exsikatoru a znovu se zvazi.
U silikonovych elastomerd vyrobenych za pouziti peroxidi je obsah tékavych latek nejvyse 0,5 %.
U silikonovych elastomerti vyrobenych za pouziti platiny je obsah tékavych latek nejvyse 2,0 %.

Mineralni oleje. 2,0 g se se pfevedou do 100ml kuZelové baiiky obsahujici 30,0 ml smési
objemovych dilt amoniaku 17,5% RS a pyridinu R (5 + 95). Necha se 2 h stat za ¢astého tiepani.
Pyridinovy roztok se sleje a pozoruje se v ultrafialovém svétle pfi 365 nm. Fluorescence roztoku
neni intenzivngj§i nez fluorescence roztoku chininiumsulfatu R (0,1 mg/l) v kyseline sirové
0,005 mol/l RS pozorovana za stejnych podminek.

Fenylované latky. Ke 2,0 g v batice z borokfemicitého skla se zabrousenym hrdlem se ptida 100 ml
hexanu R. Vaii se 4 h pod zpétnym chladicem. Ochladi se a rychle se zfiltruje filtrem ze slinutého
skla (16). Nadoba s filtratem se ihned uzavte, aby se zabranilo odpafovani. Absorbance méfena pri
250 nm az 340 nm (2.2.25) je nejvyse 0,4.

Silikonové elastomery vyrobené za pouZiti peroxidi vyhovuji nasledujici dodatecné zkousce.
Zbytkové peroxidy. K 5,0 g v barice z borokiemicitého skla se ptida 150 ml dichlormethanu R,
barika se uzavie a obsah se 16 h michda mechanickym michadlem. Rychle se zfiltruje do nadoby se
zabrousenym hrdlem, proudem dusiku prostého kysliku R se odstrani vzduch a ptida se 1,0 ml
roztoku jodidu sodného R (200 g/1) v kyseliné octové bezvodé R. Nadoba se uzavie, ditkladné pro-
tfepe a necha se 30 min stat chranéna pred svétlem. Pida se 50 ml vody R a ihned se titruje thiosira-
nem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa zkouska.
Rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku je nejvyse 2,0 ml (0,08 %, pocitano jako dichlorben-
zoylperoxid).

Silikonové elastomery vyrobené za pouZiti platiny vyhovuji ndsledujici dodatecné zkousce.
Platina. 1,0 g se spali v kitemenném kelimku za velmi pozvolného zvySovani teploty do ziskani
bilého zbytku, ktery se prevede do grafitového kelimku. Do kifemenného kelimku se ptida 10 ml
cerstve piipravené smési objemovych dil kyseliny dusicné R a kyseliny chlorovodikové R (1 + 3),
zahtiva se 1 min az 2 min na vodni lazni a pievede se do grafitového kelimku. Pfida se 5 mg
chloridu draselného R a 5 ml kyseliny fluorovodikové R a odpati se na vodni 1azni do sucha. Piida
se 5 ml kyseliny fluorovodikové R a znovu se odpaii do sucha. Tento postup se opakuje jeste
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dvakrat. Zbytek se na vodni 1azni rozpusti v 5 ml kyseliny chlorovodikové 1 mol/l RS. Necha se
vychladnout a roztok se ptida k 1 ml roztoku chloridu cinatého R (250 g/) v kyseline chlorovodiko-
vé 1 mol/l RS. Grafitovy kelimek se vyplachne nékolika mililitry kyseliny chiorovodikové I mol/l
RS a stejnou kyselinou se roztok vzorku zfedi na 10,0 ml. Soucasné se pfipravi porovnavaci roztok :
k 1 ml roztoku chloridu cinatého R (250 g/l) v kyseliné chlorovodikové 1 mol/l RS se prida 1,0 ml
zakladniho roztoku platiny (30 ug Pt/ml) a ztedi se kyselinou chiorovodikovou 1 mol/l RS na 10 ml.
Roztok vzorku se nezbarvi intenzivnéji nez porovnavaci roztok (30 pg/g).

Oznacovani

V oznaceni na obalu se uvede, zda latka byla vyrobena za pouziti peroxidii, nebo platiny.
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3.2 Obaly

Obal pro farmaceutické pouziti je vyrobek uréeny k ochrané a uchovavani 1é¢iv a zdravotnic-
kych prosttedkil, s kterymi je nebo mtize byt v ptimém styku. Uzavér je soucasti obalu.

Obal, viz Obecné zasady (/.2), je proveden tak, aby jeho obsah mohl byt odebran zptisobem
vhodnym pro uréené pouziti. Zabezpecuje rlizny stupen ochrany obsahu v zavislosti na jeho charak-
teru a na vnéjSich podminkach uchovavani a minimalizuje ztraty obsahu. Obal nesmi fyzikaln¢€ nebo
chemicky ptisobit na obsah tak, ze by se zménila deklarovana jakost obsahu.

Okal jednorazovy. Obal pro jednorazové pouziti obsahuje takové mnozstvi ptipravku, které je
urceno pro celkové nebo Castecné spotifebovani pii jednorazovém podani.

Obal vicedavkovy. Vicedavkovy obal obsahuje takové mnozstvi pripravku, které je urceno pro
dvé nebo vice podani.

Obal dobre uzavreny. Dobte uzavieny obal chrani obsah pfed znecisténim pevnymi latkami a
tekutinami z vnéjsiho prostiedi a pred ztratou obsahu za podminek obvyklych pii zachdzeni, ucho-
vavani a doprave.

Obal vzduchotésny. Vzduchotésny obal je nepropustny pro pevné latky, kapaliny a plyny za pod-
minek obvyklych pfi zachazeni, uchovavani a doprave. Jestlize je obal uréen pro opakovany odbér,
musi byt proveden tak, aby se dal opakované vzduchotésné uzavfit.

Obal zataveny. Zataveny obal je obal uzavieny zatavenim materialu obalu.

Obal zabezpeceny. Zabezpeceny obal je uzavieny obal se zafizenim, které nevratné signalizuje,
Ze obal byl otevien.

3.2.1Sklenéné obaly pro farmaceutické pouziti

Jsou to sklenéné vyrobky urcené pro piimy styk s 1é¢ivymi ptipravky.

Existuje n€kolik typt sklenénych obali.

Ampule jsou obaly z tenkosténného skla, které se po naplnéni hermeticky uzaviou zatavenim
skla. Obsah lze vyjmout po poruseni skla pouze jednorazove.

Lahve, lahvicky, strikacky a karpule jsou silnosténné obaly s uzavéry ze skla nebo jinych mate-
rial, napiiklad z plastickych materiali nebo elastomerti. Obsah Ize odebirat jednorazové nebo opa-
kované.

Obaly na lidskou krev a krevni slozky jsou obaly valcového tvaru vice nebo méng¢ silnosténné
rizného objemu z bezbarvého prihledného neutralniho skla.

Jakost skla

Bezbarvé skio je sklo s vysokou propustnosti ve viditelné ¢asti spektra.

Barevné sklo je sklo ziskané ptidavkem malych mnozstvi oxidi kovi volenych podle pozadova-
né spektralni absorbance.

Neutralni skilo je borokfemicité sklo obsahujici vyznamna mnozstvi oxidu boritého, oxid hliniku
nebo oxidy alkalickych zemin. Vzhledem ke svému slozeni je neutralni sklo vysoce odolné proti
teplotnim zméném a vysoce odolné proti vode¢.

Sodnovapenatokiemicité skio je kiemicité sklo obsahujici oxidy alkalickych kovi, hlavné oxid
sodny, a oxidy alkalickych zemin, hlavné oxid vapenaty. Vzhledem ke svému sloZeni je sodnovape-
natokfemicité sklo pouze stfedné odolné proti vode¢.
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Chemicka stalost sklenénych obalti pro farmaceutické pouziti se vyjadiuje odolnosti proti vode,
tj. odolnosti proti uvolfiovani rozpustnych mineralnich latek ptisobenim vody za predepsanych
podminek styku s vnitinim povrchem obalu nebo sklen¢nou drti. Odolnost proti vod¢ se stanovi tit-
raci uvolnénych alkalii.

Sklenéné obaly se déli podle odolnosti proti vodé takto:

- Sklenéné obaly I. tfidy. Tyto obaly jsou vyrobeny z neutralniho skla a maji vysokou odolnost pro-
ti vodé danou chemickym slozenim skla.

- Sklenéné obaly II. tridy. Tyto obaly jsou obvykle ze sodnovapenatokiemicitého skla a jejich vyso-
ka odolnost proti vode¢ je vysledkem vhodné tipravy vnitiniho povrchu skla.

- Sklenéné obaly III. t¥idy. Tyto obaly jsou obvykle ze sodnovapenatokiemicitého skla a maji pou-
ze stfedni odolnost proti vodé.

- Sklenéné obaly IV. tfidy. Tyto obaly jsou obvykle ze sodnovapenatokiemicitého skla a maji niz-
kou odolnost proti vodé.

Nasledujici doporuceni vytisténa kurzivou uvadéji typy sklenénych obald, které mohou byt pou-
zity pro rizné druhy 1é¢ivych piipravkil. Za zajisténi vhodného obalu pro 1é¢ivé pripravky je zodpo-
védny jejich vyrobce.

Sklenéné obaly 1. tridy jsou obecné vhodné pro viechny pripravky, at jsou nebo nejsou urceny pro
parenteralni pouZiti a pro lidskou krev a krevni slozky.

Sklenéné obaly 1. tridy jsou obecné vhodné pro kyselé a neutralni vodné pripravky k parenteralni-
mu pouZiti.

Sklenéné obaly IlI. tridy jsou vhodné pro nevodné pripravky k parenteralnimu pouZiti, pro prasky
pro parenteralni pouZiti a pro pripravky, které nejsou urceny k parenteralnimu pouZiti.

Sklenéné obaly 1V. tridy jsou obecné vhodné pro tuhé pripravky, které nejsou urceny k parente-
ralnimu pouZiti, a pro nékteré tekuté nebo polotuhé pripravky, které nejsou urceny k parenterdlni-
mu pouziti.

Obecné mohou byt pro urcity typ ptipravku pouzity sklenéné obaly s tfidou odolnosti proti vodé
vy$si, nez je doporuceno.

Pro ptipravky jiné nez k parenteralnimu pouziti mtize byt pouzito bezbarvé i barevné sklo. Pti-
pravky k parenteralnimu pouziti se obvykle uchovavaji v obalech z bezbarvého skla; pokud je zna-
mo, Ze piipravek je citlivy na svétlo, mize se pouzit barevné sklo. Doporucuje se, aby vSechny skle-
néné obaly pro tekuté ptipravky a pro prasky pro parenteralni pouziti umoznovaly vizualni kontrolu
obsahu.

Vnitini povrch sklenénych obali miize byt specialné upraven pro zlepSeni odolnosti proti vode,
ziskani vodoodpudivosti apod. Vnéjsi povrch miize byt také upraven, napt. pro sniZeni tfeni a pro
zvySeni odolnosti proti odéru. Pti vnéjsi tipravé nema dochazet ke znec€isténi vnitiniho povrchu oba-
lu.

S vyjimkou sklenénych obalt I. tfidy nesmi byt sklenéné obaly pro 1é¢ivé ptipravky pouzivany
opakovan¢. Obaly pro lidskou krev a krevni slozky nesmé&ji byt pouzity opakovang.

Sklenéné obaly pro 1écivé piipravky vyhovuji pfislusSnym zkouskam odolnosti proti vodg. Jestli-
ze sklenéné obaly maji ¢asti z jinych nez sklenénych materialti, tyto zkousky se tykaji pouze sklené-
né Casti obalu.

Zkousky

Pro stanoveni jakosti sklenénych oball v souladu s uréenym pouzitim se provede jedna nebo
vice nasledujicich zkousek.
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Odolnost proti vodé

Zarizeni a zkoumadla:

- hmozdir s tlou¢kem, viz obrazek 3.2.1-1, a kladivo z ka-
lené magnetické oceli,

- souprava tfi sit se ¢tvercovymi oky z nerezové oceli,
upevnénych v ramech ze stejného materidlu:

a) sito ¢. 710,
b) sito ¢. 425,
c) sito ¢. 250,

- staly magnet,

- lahve a vicka z neutralniho skla, které¢ jiz byly pouzity ke
zkousce, nebo lahve, které byly naplnény vodou R a za-
hiivany v autoklavu nejméné 1 h pti 121 °C,

- folie z inertniho kovu (napt. z hliniku),

- autoklav zajist'ujici udrzeni teploty (121 = 1) °C vybave-
ny teplomérem, tlakomérem, odvzdusniovacim kohoutem,
stojanem pro umisténi vzorki a dostateéné velkym vnitf-
nim prostorem, do n€¢hoz se umisti nad urovni vody
potfebny pocet oballi k provedeni zkousky,

- horkovzdusna suSarna zajistujici udrzeni teploty (110 =-

5) °C,

- vahy s rozsahem do 500 g a ptesnosti 0,005 g,

- voda prosta oxidu uhlicitého R,

- Cerven methylova RS,

- kyselina chlorovodikova 0,01 mol/l VS,

- aceton R,

- smes objemovych dilt kyseliny fluorovodikové R a kyse-
liny chlorovodikové R (1 +9).

N

35

NS

j=]
©

Obr. 3.2.1-1 Zatizeni pro drceni skla

Rozméry v milimetrech

Objem naplnéni. Je to objem vody, kterou se plni obal pro provedeni zkousky. U lahvicek a 1ah-
vi je objemem naplnéni 90 % objemu vody potiebné pro iplné naplnéni obalu po okraj. U ampuli

se rozumi objem do vysky ramene.
A. Zkous$ka odolnosti vnitiniho povrchu proti vodé.

Stanoveni se provadi na nepouzitych obalech. Pocet obalii pro zkouSku a objemy vyluhu
pottebného pro konecné stanoveni jsou uvedeny v tabulce 3.2.1-1.

Tab. 3.2.1-1 Pocet oball a objem vyluhu

Objem naplnéni v ml Pocet obaltl Objem vyluhu k titraci v ml
do3 nejméné 10 25,0
nad 3 az 30 nejméne 10 50,0
nad 30 nejméné 10 100,0

Fostup. Tésné pred zkouskou se vyplachnou vsechny obaly peclivé nejméné tiikrat vodou R,
nechaji se odkapat a naplni se vodou R na objem naplnéni. Lahvicky a lahve se ptikryji miskami
z neutralniho skla nebo hlinikovou folii pfedem oplachnutymi vodou R. Ampule se zatavi. Obaly
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se umisti do stojanu na vzorky a stojan se vlozi do autoklavu obsahujiciho takové mnozstvi vody R,

aby zkousené obaly byly nad hladinou. Autoklav se uzavie a provedou se tyto kroky:

- autoklav se vyhfeje na 100 C a otevienym odvzdusiiovacim kohoutem se 10 min necha unikat
para,

- teplota se béhem 20 min zvysize 100 Cna 121 C,

- teplota se udrzuje 60 min na (121 + 1) C,

- teplota se snizi béhem 40 min ze 121 Cna 100 C pfi otevieném odvzdusnovacim kohoutu,
aby se nevytvofil podtlak.

Obaly se pti dodrZeni obvyklé opatrnosti vyjmou z autokldvu a ochladi se pod tekouci vodou.
Titrace se provede nejpozdéji do 1 h po vyjmuti obalti z autoklavu. Vyluhy z oball se spoji,
promichaji se a do kuzelové bariky se pfenese predepsany objem tekutiny, viz tabulka 3.2.1-1. Do
druhé kuzelové baiiky se pienese stejny objemem vody R (kontrolni roztok) a do obou ban¢k se na
kazdych 25 ml tekutiny ptida 0,05 ml cervene methylové RS. Kontrolni roztok se titruje kyselinou
chlorovodikovou 0,01 mol/l VS a zkouSeny vyluh se titruje stejnou kyselinou do stejného zabarveni
indikétoru jako kontrolni roztok. Spotfeba zjisténa pii titraci kontrolniho roztoku se odecte od
spotieby zjisténé pti titraci zkouseného vyluhu a vysledna spotieba se vyjadii v mililitrech kyseliny
chlorovodikové 0,01 mol/l VS na 100 ml.

Hodnoceni. Vysledky nejsou vyssi nez hodnoty uvedené v tabulce 3.2.1-2.

Tab. 3.2.1-2 Limitni hodnoty zkousky odolnosti vnitiniho povrchu sklenénych obalti proti vodé

Objem naplnéni v ml Spotieba kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS na 100 ml vyluhu v ml
sklenéné obaly
tiida T a Il tiida 111
do 1 2,0 20,0
nad 1 do 2 1,8 17,6
nad 2 do 5 1,3 13,2
nad 5 do 10 1,0 10,2
nad 10 do 20 0,80 8,1
nad 20 do 50 0,60 6,1
nad 50 do 100 0,50 4,8
nad 100 do 200 0,40 3,8
nad 200 do 500 0,30 2,9
vice nez 500 0,20 2,2

B. Zkouska odolnosti sklenéné drti proti vodé.

Fostup. Zkousené obaly se vyplachnou vodou R a vysusi se v horkovzdusné susarné. Kladivem
se nahrubo rozdrti asi 100 g skla nejméné ze tif oball. Nejvetsi stiepy nemaji byt vEétsi nez 25 mm.
Cést vzorku se umisti do hmozdife a vlozi se tlougek, na ktery se jednou siln& udefti kladivem.
Obsah hmozdife se vysype na nejhrubsi sito (710) v sadé¢ sit. Tento postup se opakuje, az se na sito
umisti vSechny stfepy. Obsah se rychle pieseje a odstrani se Cast, kterd zlistala na sitech (710) a
(425). Tato ¢ast se znovu popsanym zpusobem drti a cely postup se opakuje, az na sité (710) zlsta-
ne asi 20 g skla. Tato ¢ast a ¢ast, ktera prosla sitem (250), se odstrani. Sity se 5 min ru¢né nebo me-
chanicky tfepe. Dale se zkousi ta ¢ast sklenéné drté, ktera prosla sitem (425) a zachytila se na sité
(250). Pomoci magnetu, kterym se pohybuje nad rozprostienou drti, se z ni odstrani kovové
Castice. Asi 22 g drté se prevede do kuzelové baiky s 60 ml acefonu R, protiepava se do vzniku sus-
penze, ta se potom necha usadit a tekutina se sleje. Protfepavani s acetonem se opakuje pétkrat,



Strana 312 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

312 Obalovy materidl a obaly

potom se drt’ rozprostie na odpafovaci misce. Aceton se necha odpafit, drt’ se 20 min susi v suSarné
pti 110 °C a necha se vychladnout.

20 g susené sklenéné drté se prevede do 250ml kuzelové banky, prida se 100 ml vody R a zvazi
se. Do druhé stejné bariky se prevede 100 ml vody R a také se zvazi (slepa zkouska). Sklenéna drt’
se rozproste rovnomérné po dné bariky a ob¢ banky se priklopi sklenénymi miskami z neutralniho
skla nebo hlinikovou félii oplachnutou ve vod¢. Baiiky se v autoklavu zahtivaji 30 min pti 121 °C,
pricemz se provede postup podobné, jak je popsan ve zkousce A odolnosti vnitiniho povrchu proti
vode¢. Po ochlazeni se sejmou vicka, bariky se opatrné otfou a doplni se vodou R na pivodni hmot-
nost.

Titrace. 50,0 ml ¢irého vyluhu (odpovida 10,0 g sklenéné drti) se ptevede do kuzelové banky.
Soucasné se provede slepa zkouska s 50,0 ml vody R (kontrolni roztok). Do kazdé banky se prida
0,1 ml cervene methylové RS a titruje se kyselinou chlorovodikovou 0,01 mol/l VS. Zkouseny vyluh
1 kontrolni roztok se titruji stejnou kyselinou do stejného zbarveni. Spotieba na kontrolni roztok se
odecte od spotfeby na zkouseny vyluh a vysledky se vyjadfi v mililitrech kyseliny chlorovodikové
0,01 mol/l VS na 10,0 g skla.

Hodnoceni. Spotieba kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS na 10,0 g skla je u obalt:

- tfidy I nejvyse 2,0 ml,

- ttidy 11 a III nejvyse 17,0 ml,

- tfidy IV nejvyse 30,0 ml.

C. Zkous$ka odolnosti proti vodé po leptani povrchu obali.

Pocet obalil pro zkousku a pozadovany objem zkousené kapaliny jsou uvedeny v tabulce 3.2.1-1.

Fostup. Obaly se dvakrat vyplachnou vodou R, naplni se az po okraj smési kyseliny flucrovodi-
kové R a kyseliny chlorovodikové R a nechaji se 10 min stat. Potom se obaly vyprazdni, pecliveé se
pétkrat vyplachnou vodou R a jesté jednou se vyplachnou vodou R tésné pred zkouskou. Takto pfi-
pravené obaly se autoklavuji a titruji postupem popsanym ve zkousce A odolnosti vnitiniho po-
vrchu proti vodeé.

RozliSeni mezi sklenénymi obaly tiidy I a tiidy 11

Vysledky zkousky C se porovnaji s vysledky zkousky A. Rozdily jsou uvedeny v tabulce

3.2.1-3.

Tab. 3.2.1-3 RozliSeni mezi sklenénymi obaly tiidy I a tfidy II

Ttida I Trida I1
Hodnoty jsou blizké hodnotam zjisténym zkouskou Hodnoty vyrazné prevysuji hodnoty zjisténé
A pro odolnost vnitiniho povrchu proti vodé pro | zkouskou A pro odolnost vnitiniho povrchu proti
sklenéné obaly tiidy L. vode¢ pro sklenéné obaly tfidy I a jsou podobné, ale
nepievysuji hodnoty pro sklenéné obaly tridy II1.

Arsen

Zkouska se provadi u sklenénych obalti ur¢enych pro vodné parenteralni ptipravky.

Zarizeni. Zatizeni, viz obrazek 3.1.2-2, sestava z vyvijeCe arsenovodiku (A) pfipojeného pies
gisti¢ plynu (C) k absorpéni trubici. Casti jsou spojeny standardnim kuZelovym nebo kloubovym
zabrusem (B a D). Lze pouzit jakékoli jiné usporadani vyuzivajici shodného principu.
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ZkouSeny roztok. Do vyvijeci barky (A) se prevede 35 ml
vyluhu ptipraveného ze sklenéného obalu pro vodné pa-
renteralni pfipravky postupem podle zkousky A pro
odolnost vnitiniho povrchu proti vod€. U mensich obalt
se pouzije 35 ml vyluhu ziskaného spojenim vyluhl z
vice obaltl.

FPorovnavaci roztok. 3,5 ml zékladniho roztoku arsenu
(1 ug As/ml) se ziedi vodou R na 35 ml a prevede se do
vyvijeci batiky (A).

Fostup. ZkouSeny vyluh a porovnavaci roztok se zpra-
covavaji za stejnych podminek tak, ze se ve vyvijecich
batikdch smichaji s 20 ml roztoku kyseliny sirové K
(350 g/1), 2 ml jodidu draseiného RS, 0,5 ml chloridu
cinatého RS a 1 ml 2-propanclu R a smés se necha
30 min stat. Do cistice plynu (C) se vlozi dva smotky
vaty s octanem clovnatym R tak, aby mezi nimi byla me-
zera 2 mm. Zabrusy (B a D) se potfou vhodnym mazivem
a spoji se Cistici (C) a absorpéni jednotka (E). Do
absorpcni trubice (E) se pievedou 3,0 ml roztoku
diethyldithiokarbaminanu stribrného R (5 g/l) v pyridinu
bezvodém R. Do smési ve vyvijeci baiice (A) se ptidaji  Obr. 3.2.1-2 Zafizeni k ureni arsenu
3,0 g zinku R granolovaného (710) a baiika se ihned pfi-
poji k sestavené Cistici a absorpéni jednotce. Vyvijeci batika (A) se ponofi do vodni 1azné termosta-
tované na (25 = 3) C. Vyviji se vodik a souCasné se roztok zbarvuje. Batikou se v intervalech asi
10 min mirn¢ zakrouzi; po 45 min se absorp¢ni trubice odpoji od vyvijece a Cistice a roztok se
prevede do zkumavky pro porovnavaci zkousky (2.1.5). Cervené zbarveni zkouseného roztoku neni
intenzivnéj$i nez zbarveni porovnavaciho roztoku. Vyhodnoceni 1ze také provést spektrofotomet-
rem nebo kolorimetrem za pouziti roztoku diethyldithiokarbaminanu stfibrného jako kontrolniho
roztoku pii 535 nm az 540 nm v lcm vrstvé. ZkousSeny roztok obsahuje nejvyse 0,1 pg As/g.

Svételna propustnost barevnych sklenénych obali chranicich pred svétlem

Friprava vzorku. Sklenény obal se rozbije nebo rozieze okruzni pilou se smacenym karborundo-
vym nebo diamantovym brusnym kotoucem. Vyberou se ¢asti s reprezentativni tloustkou stény a
ofiznou se na vhodny rozmér pro uchyceni ve spektrometru. Jestlize je vzorek pfili§ maly a neza-
kryje otvor v drzéku vzorku a je krat$i nez $térbina spektrometru, nezakryta cast se prekryje nepri-
svitnym papirem nebo paskou. Pfed méfenim se vzorek umyje, vysusi a otie optickym papirem.
Vzorek se upevni v drzaku pomoci vosku nebo jinym vhodnym zpisobem, pfi¢emz je tieba se vy-
varovat ptitomnosti otiskll prsti nebo jiného znecisténi na zkouseném vzorku.

Fostup. Vzorek se umisti ve spektrometru tak, Ze jeho podélna osa je soubézna se Stérbinou
spektrometru a paprsek spektrometru dopada na povrch vzorku kolmo, aby se snizily svételné re-
flexni ztraty na minimum. Propustnost vzorku se méfi proti vzduchu v oblasti 290 nm az 450 nm
vcelku nebo v intervalech 20 nm.

Hodnoceni. Svételna propustnost barevného skla obalil pro pripravky, které nejsou uréeny pro
parenteralni pouziti, je nejvyse 10 % v oblasti 290 nm az 450 nm bez ohledu na tfidu a objem skle-
néného obalu. Svételna propustnost barevného skla obalii pro parenteralni ptipravky nepievySuje
limitni hodnoty uvedené v tabulce 3.2.1-4.
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Tab. 3.2.1-4 Limitni hodnoty svételné propustnosti barevnych sklenénych obali tridy I, IT a I

Jmenovity objem v ml | Nejvyssi ptipustnd hodnota svételné propustnosti pti 290 nm az 450 nm v %
zatavené obaly obaly s uzavérem
do1 50 25
nad 1 do 2 45 20
nad2do 5 40 15
nad 5 do 10 35 13
nad 10 do 20 30 12
nad 20 15 10

Obaly na krev a krevni slozky

Odolnost proti nahlé zméné teploty.
Obaly se nerozbiji, nepopraskaji nebo nepuknou, jestlize jsou vystaveny nasledujicim podmin-

kam:

a) prazdné obaly se umisti do autoklavu, teplota se béhem asi 30 min zvysi na 140 °C a pfi této
teploté se ponechaji 30 min;

b) prazdné obaly se umisti do susarny, teplota se béhem asi 30 min zvysi na 250 °C a pfi této teplo-
té se ponechaji 1 h;

¢) obaly se naplni do 70 % nejvyssiho vyzna¢eného objemu roztokem chloridu sodného R (9 g/1)
a postupné se na vzduchu ochladi na -20 °C a ponechaji se pii této teploté 24 h. Po ohtati na po-
kojovou teplotu vyhovuji obaly zkousce odolnosti pti odstfed’ovani;

d) obaly se naplni vodou a podrobi se rychlému poklesu teploty stfidavym ponofenim do dvou vod-
nich 1azni s teplotami liSicimi se nejméné o 40 °C.

Odolnost proti odstired’ovani.
Obal se uplné naplni vodou R az po nejvyssi vyznaceny objem a vlozi se do vhodné odstredivky.

Odstredivka se vyvazi a odstfed’uje se tak, aby se nejdéle do 1 min dosahlo zrychleni 2000 g , Obal

odola témto podminkdm nejméné 30 min.

Oznacovani

Obaly na krev a krevni sloZky se oznacuji v souladu s pfislusSnymi narodnimi piedpisy a mezina-
rodnimi dohodami.

3.2.20baly a uzavéry z plasti

Jsou to vyrobky pro farmaceutické pouziti ur¢ené k uchovavani a ochrané 1é¢iv a jsou nebo
mohou byt v pfimém styku s 1éCivy. Uzavér je soucasti obalu.

Materialy pro vyrobu farmaceutickych oballi obsahuji jeden nebo vice druhti polymerti, v nichZ
mohou byt i urcité ptisady. Tyto materialy nesméji obsahovat zadnou latku, ktera by se mohla do
obsahu vyluhovat v mnozstvi ovliviiujicim G¢innost nebo stabilitu piipravku nebo zvySovat jeho
toxicitu.

Nejcastéji pouzivanymi polymery jsou polyethylen, polypropylen, polyvinylchlorid,
polyethylentereftalat a kopolymery ethylenu a vinylacetatu.
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Druh a mnozstvi ptisad se fidi druhem pouzitého polymeru, zpracovatelskym postupem a uce-
lem pouziti. Pfisadami mohou byt antioxidanty, stabilizatory, zmékcovadla, maziva, barviva a latky
zvySujici rdzovou houzevnatost. Antistaticka Cinidla a separacni piisady se sméji pouzivat jediné
u obalti na pripravky k peroralnimu a zevnimu pouziti, pro néz jsou povoleny. Vhodné ptisady pro
kazdy typ polymeru jsou uvedeny v Iékopise. Jiné ptisady se pouziji jen tehdy, jsou-li pro jednotli-
vy pripad schvaleny opravnénou autoritou.

Pro vybér vhodného plastového obalu je nutné znat uplné slozZeni plastu, véetné vsech materialti
pridavanych pti vyrobé obalu, aby mohla byt stanovena potencialni rizika. Plastovy obal zvoleny
pro urcity pfipravek ma tyto vlastnosti:

- slozky piipravku se pfi styku s plastem vyznamné neadsorbuji na jeho povrch ani do néj vyznam-
né nepronikaji nebo jim neprostupuji,

- slozky plastu neptisobi na piipravek v mife ovliviiujici jeho stabilitu nebo neptedstavuji toxické
riziko.

Z vybraného materialu nebo materiald spliujicich tyto pozadavky se za presné stanovenych pod-
minek zhotovi urCity pocet vzorki jednoho druhu obalu a podrobi se praktickym zkouskam za pod-
minek, jaké se vyskytuji pfi ur€eném pouziti, véetné ptripadné sterilizace. Aby se potvrdila snasenli-
vost obalu s obsahem a zajistilo se, Ze nebude ovlivnéna kvalita pfipravku, provedou se rtizné
zkousky, jako je ovéfeni stability fyzikalnich vlastnosti, stanoveni zmén hmotnosti v diisledku pro-
pustnosti obalu, zjisténi zmén hodnoty pH, zhodnoceni zmén zplsobenych vlivem svétla a
chemické a ptipadné téz biologické zkousky.

Vyrobni postup zajistuje reprodukovatelnost hromadné vyroby a vyrobni podminky jsou voleny
tak, aby se vyloucila moznost zne€isténi jinymi plasty nebo jejich slozkami. Vyrobce zajistuje, ze
obaly ze sériové vyroby odpovidaji po vSech strankach zkousenym vzorktim.

Pro zachovani platnosti vysledkii zkousek typovych vzorkd je dilezité:

- neprovadét zadné zmény ve sloZzeni materidlu proti zkouSenym vzorkam,;
- neprovadét zZadné zmeény ve vyrobnim procesu proti piipraveé vzorkil. Zvlasté je nutno vyloucit
zmeény teplot pii zpracovani plastu, véetné ndslednych operaci, jako je sterilizace;
- nepouzivat odpadni material.
Prebyte¢ny material z vyroby, jehoz druh a mnozstvi je pfesné stanoven, smi byt znovu pouzit
az po odpovidajicim ovétend.

Materidly popsané v 1ékopise se uznaji za vhodné pro uvedené vyse definované specifické tcely

tehdy, vyhovi-li zkouskam snasenlivosti pro kazdou kombinaci obalu a obsazeného piipravku.

3.2.3Sterilni obaly z plasti na lidskou krev a krevni slozky

Obaly z plastti pro sbér, uchovavani, zpracovani a podavani krve a jejich slozek, dale vaky, jsou
vyrabény z jednoho nebo vice polymerd, které v ptipade potieby obsahuji pfisady. Slozeni a pod-
minky vyroby vaki jsou schvalovany opravnénou autoritou v souladu s narodni legislativou a mezi-
narodnimi dohodami.

Slozeni materialii riznych ¢asti vakti odpovida prislusnym specifikacim, jestlize je jejich kvalita
kontrolovana metodami popsanymi v téchto specifikacich.

Jiné materialy nez ty, které jsou popsany v lékopise, mohou byt pouzity za podminky, Ze jejich
sloZeni bylo schvaleno opravnénou autoritou a vaky z nich vyrabéné odpovidaji pozadavkim piede-
psanym ve stati Sterilni plastové obaly na lidskou krev a krevni slozky.

Za normalnich podminek pouzivani tyto materidly neuvoliluji monomery nebo jiné latky
v mnozstvich vedoucich k poskozeni nebo abnormalnim zménam krve.
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Vaky mohou v zavislosti na jejich pouZiti obsahovat antikoagula¢ni roztoky a jsou dodavany
sterilni.

Kazdy vak je vybaven ptipojkami vhodnymi pro uréené pouziti. Vak mize byt jednoduchy nebo
ve formé sbémého vaku, ktery mtize sestavat z jednoho vaku propojeného jednou nebo vice hadic-
kami s jednim nebo vice sekundarnimi vaky tak, aby bylo mozné provadet separaci krevnich slozek
v uzavieném systému.

Vyvody vaku maji tvar a velikost umoziiujici odpovidajici propojeni vaku se zdrojem krve.
Ochranné kryty jehly pro odbér krve a pripojenych ¢asti musi zajistovat udrzeni sterility. Musi byt
snadno odpojitelné a zabezpecené.

Kapacita vaki je vztazena ke jmenovité kapacité predepsané opravnénou autoritou a prislusSnému
objemu antikoagula¢niho roztoku. Jmenovita kapacita je objem odebrané krve ve vaku. Vaky maji
tvar dovolujici odstfed’ovani v naplnéném stavu.

Vaky jsou vybaveny vhodnym zafizenim pro zavéSeni nebo upevnéni, které nebrani odbéru,
skladovani, zpracovani nebo podavani krve.

Vaky jsou uzavieny v hermeticky uzavienych ochrannych obalech.

Vlastnosti

Vak je dostate¢né prihledny, aby bylo mozno prohlédnout obsah pted a po odbéru krve, a je
dostatecné pruzny, aby kladl minimalni odpor v prabéhu plnéni a vyprazdiiovani za normalnich
podminek pouziti. Vak obsahuje nejvyse 5 ml vzduchu.

Zkousky

Roztok S1. Vak se naplni 100 ml sterilniho roztoku chloridu sodného R (9 g/1) prostého pyrogen-
nich latek. Vak se uzavfe a zahfiva se 30 min v autoklavu pti 110 °C.

Jestlize zkousSeny vak obsahuje antikoagulacni roztok, ptedem se vyprazdni a vyplachne 250 ml
vody na injekce R pti (20 £ 1) °C. Promyvaci tekutina se odstrani.

Roztok S2. Vak se naplni vodou na injekce R v mnozstvi odpovidajicim uréenému objemu antikoa-
gulac¢niho roztoku. Vak se uzavie a zahtivd se 30 min v autoklavu pfi 110 °C. Po ochlazeni se
doplni objem vodou na injekce R na jmenovitou kapacitu vaku.

Jestlize zkouseny vak obsahuje antikoagulacni roztok, pfedem se vyprazdni a vyplachne stejné,
jak je uvedeno vyse.
Odolnost pri odstied’ovani. Vak se naplni na jmenovitou kapacitu vodou R okyselenou 1 ml kyse-
liny chlorovodikové ziedéné RS. Vak se obali absorpénim papirem, ktery byl napustén modri brom-
fenolovou RSI nebo jinym vhodnym indikatorem a vysuSen. Obaleny vak se odstfed’uje 10 min pti
5000 g,; na papiru s indikatorem nejsou zadné znamky prosakovani a nedoslo k zadné trvalé defor-
maci vaku.

Odolnost proti roztaZzeni. Vak se naplni na jmenovitou kapacitu vodou R okyselenou 1 ml kyseliny
chlorovodikove ziedené RS. Vak se zavesi za zaves na strané proti hadi¢ce ptivodu krve a podél osy
hadicky se ptisobi 5 s okamzitou silou 20 N (2,05 kgf). Zkouska se opakuje tak, Ze se taznou silou
pusobi na kazdou ¢ast pro plnéni a vyprazdiovani. Nedochazi k roztrzeni ani poskozeni vaku.

Netésnost. Vak po zkousce odolnosti proti roztazeni se vlozi mezi dvé desky pokryté absorpcnim
papirem, ktery byl napustén modiibromfenclovou RSI nebo jinym vhodnym indikatorem a vysusen.
Postupné se zvySuje sila na desku stlacujici vak tak, ze vnitini tlak (tj. rozdil mezi ptisobicim
tlakem a atmosférickym tlakem) dosahne v pribéhu 1 min hodnoty 67 kPa. Tlak se udrzuje 10 min
a po této dobé na indikatorovém papiru nejsou u zadného spoje zadné znamky prosakovani.
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Propustnost pro pary. Vak s antikoagulacnim roztokem se naplni roztokem chloridu sodného R
(9 g/1) na objem odpovidajici objemu krve, pro ktery je vak urcen.

Prazdny vak se naplni stejnou smési antikoagulacniho roztoku a roztoku chloridu sodného R
(9 g/l). Vak se uzavite, zvazi a skladuje 21 dni pfi relativni vlhkosti atmosféry (50 + 5) % a teploté
(5 1) °C. Ubytek hmotnosti je nejvyse 1 %.
Vyprazdnéni pod tlakem. Vak se naplni na jmenovitou kapacitu vodou R o teploté (5 + 1) °C.
Transfuzni souprava bez intravenozni kanyly se pfipoji k jednomu vyvodu. Vak se stlac¢i tak, aby
v pribéhu vytlatovani byl udrzen vnitini tlak (tj. rozdil mezi ptisobicim tlakem a atmosférickym
tlakem) 40 kPa. Vak se vyprazdni nejdéle za 2 min.

Rychlost pInéni. Hadic¢ka piivodu krve s jehlou se pripoji k zasobniku obsahujicimu vhodny roz-
tok, ktery ma viskozitu stejnou jako krev, napft. roztok sacharosy R (335 g/1) pti 37 °C. Vnitini tlak
zasobniku (tj. rozdil mezi ptisobicim tlakem a atmosférickym tlakem) se udrzuje na 9,3 kPa, pfi-
¢emz zakladna zasobniku a horni ¢ast vaku se nachazeji ve stejné vysi. Vak se za 8 min naplni nej-
mén¢ na jmenovitou kapacitu.

Odolnost proti teplotnim rozdiliim. Vak se na vhodném misté vytemperuje na 20 °C az 23 °C.
V chladicim boxu se rychle ochladi na -80 °C a pfi této teploté se udrzuje 24 h. Teplota se zvysi
na 50 °C a pfi této teploté se udrzuje 12 h. Necha se ochladit na pokojovou teplotu. Vak vyhovuje
zkouskam odolnosti pfi odstfed’ovani, odolnosti proti roztazeni, netésnosti, propustnosti pro pary,
vyprazdnéni pod tlakem a rychlosti plnéni popsanym vyse.
Priithlednost. Vak se naplni na jmenovitou kapacitu zakladni suspenzi pro opalescenci (2.2.1) zie-
déné tak, aby absorbance (2.2.25) pti 640 nm byla 0,37 az 0,43 (asi Sestnactinasobné ziedéni). Za-
kal suspenze ve vaku musi byt pozorovatelny pfi porovnani s vakem naplnénym vodou.
Vyluhovatelné latky. Zkousky se provadéji postupy navrzenymi k co nejvérnéj§imu napodobeni
podminek styku vaku s jeho obsahem pfi skute¢ném pouziti.

Podminky styku a zkousky, které se maji provadét, jsou predepsany podle charakteru materialu
a zvlastnich pozadavki na kazdy typ vaku.

Hemolytické ucinky v tlumivych roztocich.

Zakladni tlumivy roztok. 90,0 g chloridu sodného R, 34,6 g hydrogenfosforecnanu sodného K a
2,43 g a dihydrogenfosforecnanu sodného R se rozpusti ve vodeé R a ziedi se ji na 1000 ml.
Tlumivy roztok A,. Ke 30,0 ml zakladniho tlumivého roztoku se ptida 10,0 ml vody R.

Tlumivy roztok B.. Ke 30,0 ml zékladniho tlumivého roztoku se ptida 20,0 ml vody R.

Tlumivy roztok C,_. Ke 30,0 ml zakladniho tlumivého roztoku se pfida 85,0 ml vody R.

Do tii odstfed’ovacich zkumavek se ptevede po 1,4 ml roztoku S2. Do zkumavky I se ptida
0,1 ml tlumivého roztoku 4, do zkumavky II se ptida 0,1 ml tlumivého roztoku B, a do zkumavky
I se ptida 0,1 ml tlumivého roztoku C, Do kazdé zkumavky se ptida po 0,02 ml Cerstvé heparini-
zované lidské krve, obsah se ditkladn€ promicha a zahtiva se 40 min ve vodni lazni pti (30 + 1) °C.
Pouzije se krev odebrana nejdéle 3 h pred zkouskou nebo krev odebrana do citrat-fosfore¢nan-dex-
trosového antikoagulac¢niho roztoku (CPD) nejdéle 24 h pted zkouskou.

Ptipravi se tfi roztoky obsahujici:

- roztok A,: 3,0 ml tlumivého roztoku 4, a 12,0 ml vody R,
- roztok B,: 4,0 ml tlumivého roztoku B, a 11,0 ml vody R,
- roztok C,: 4,75 ml tlumivého roztoku C, a 10,25 ml vody R.

Do zkumavky I se pfidd 1,5 ml roztoku 4,, do zkumavky II se ptida 1,5 ml roztoku F a do
zkumavky III se prida 1,5 ml roztoku C,. Soubézn¢ a stejnym zplsobem se ptipravi dalsi tii zku-
mavky, v nichz je misto roztoku S2 voda R. VSechny zkumavky se soucasn¢ odstted’uji 5 min
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v horizontalni odstfedivce piesné pti 2500 g,. Po odstfedéni se zméti absorbance (2.2.25) tekutin
pfi 540 nm za pouziti zakladniho tlumivého roztoku jako kontrolniho roztoku.
Hemolyticky index se vypocte jako procentudlni zlomek podle vyrazu:
A4, - 100
Xp

A

100

v némz znaci:

A, - absorbanci zkumavky III,

Ay, - absorbanci zkumavky I nebo II nebo odpovidajicich kontrolnich zkumavek.

Roztok ve zkumavce I dava hemolyticky index nejvyse 10 % a hemolyticky index roztoku ve
zkumavce II se lisi nejvyse o 10 % od odpovidajici kontrolni zkumavky.

Sterilita (2.6.1). Vaky vyhovuji zkouSce na sterilitu. Vak se asepticky naplni 100 ml sterilniho roz-
toku chloridu sodného R (9 g/1) a protiepe se tak, aby se cely vnitini povrch vaku smocil. Obsah
vaku se prefiltruje ptes membranovy filtr a membrana se umisti do vhodné zivné ptdy, jak predepi-
suje zkouska na sterilitu.

Pyrogenni latky (2.6.8). Roztok S1 vyhovuje zkousce na pyrogenni latky. Na 1 kg hmotnosti krali-
ka se vsttikne 10 ml roztoku.

Neskodnost (2.6.9). Roztok S1 vyhovuje zkousce na neskodnost. Kazdé mysi se vstiikne 0,5 ml
roztoku.

Baleni

Vaky se bali do ochrannych ptebalii.

Po vyjmuti z ochranného ptebalu vak nevykazuje zadné zndmky netésnosti a ristu mikroorga-
nismda.

Ochranny piebal je dostatecné pevny, aby vydrzel bez poskozeni bézné zachazeni.

Ochranny piebal je hermeticky uzavien tak, Ze ho nelze otevfit a znovu uzavfit, aniz by bylo
zjevné ziejmé, Ze jiz byl jednou otevien.

Oznacovani

Vyhovuje odpovidajici narodni legislativé a mezinarodnim dohoddm. V oznaceni na obalu se
uvede:
- jméno a adresa vyrobce,
- Cislo Sarze, z n€hoz lze zjistit postup vyroby vaku, a material, z n¢hoz byl vyroben.
Na $titku je rezervovano misto k zapsani téchto tidaju:
- krevni skupiny, referen¢niho ¢isla a vSech dalsich informaci vyzadovanych narodni legislativou
a mezinarodnimi dohodami a k vlozeni dodate¢ného znaceni.
V oznaceni ochranného prebalu nebo vaku viditeln€ pies obal jsou uvedeny tyto udaje:
- doba pouzitelnosti,
- upozornéni, ze vak, ktery byl vyjmut z ochranného pfebalu, musi byt pouZit nejpozdéji do 10 dni.
Inkoust, barva nebo jiné latky pouzité k oznaceni nesmi difundovat do plastu, z néhoz je vak
vyroben, a popis musi ztistat ¢itelny po dobu pouzitelnosti vaku.
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3.2.4 Prazdné sterilni obaly z mékceného polyvinylchloridu na lidskou krev a krevni
slozky

Jak je uvedeno ve stati Sterilni obaly z plasti na lidskou krev a krevni slozky (3.2.3), pokud neni
schvaleno jinak, musi povaha a slozeni materialti, ze kterych jsou obaly, dale vaky, vyrobeny,
vyhovovat pozadavkiim uvedenym ve stati Materialy na bazi mék¢éeného polyvinylchloridu pro
obaly na lidskou krev a krevni slozky a pro obaly na vodné roztoky k intravenézni infuzi (3.1.1).

Zkousky

Vaky vyhovuji zkouskam predepsanym ve stati Sterilni obaly z plastti na lidskou krev a krevni
slozky (3.2.3) a dale popsanym zkouskam na vyluhovatelné latky.

Kontrolni voztok. Voda na injekci R se zahtiva 30 min v obalu z borokfemicitého skla v autoklavu
pti 110 °C.

Oxidovatelné latky. Roztok S2 podle stati 3.2.3 v mnozstvi odpovidajicim 8 % jmenovité kapacity
vaku se ihned po piipraveé roztoku pievede do baiky z borokiemicitého skla. Soucasné se druha
barika naplni stejnym objemem Cerstvé ptipraveného kontrolniho roztoku. Ke kazdému roztoku se
prida 20,0 ml manganistanu draselného 0,002 mol/l VS a 1 ml kyseliny sirové ziedené RS. Necha
se stat 15 min ve tmé. Ke kazdému roztoku se ptida 0,1 g jodidu draselného R. Necha se stat 5 min
ve tme a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako
indikatoru. Rozdil mezi spotfebami odmérného roztoku je nejvyse 2,0 ml.

Kysele nebo zasadité reagujici latky. K mnozstvi roztoku S2 odpovidajicimu 4 % jmenovité kapa-
city vaku se ptida 0,1 ml fenolfialeinu KS; roztok ziistane bezbarvy. Pfida se 0,4 ml hydroxidu sod-
neho 0,01 mol/l VS, roztok je rizovy. Ptida se 0,8 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS a
0,1 ml Cervené methylové RS, roztok je oranzovocerveny nebo cerveny.

Chloridy (2.4.4). 15,0 ml roztoku S2 vyhovuje limitni zkouSce na chloridy (0,4 pg/ml). Porovnéva-
ci roztok se ptipravi za pouziti 1,2 ml zakladniho roztoku chloridii (5 ug Cl/ml) a 13,8 ml vody R.

Amonium (2.4.1). 5,0 ml roztoku S2 se ziedi vodou R na 14,0 ml. Roztok vyhovuje limitni zkouSce
na amonium (2 pg/ml).

Zbytek po odpai‘eni. 100 ml roztoku S2 se odpati do sucha v kddince z borokiemicitého skla vhod-
né velikosti pfedem vyhtaté na 105 °C. Za stejnych podminek se odpati kontrolni roztok (slepa
zkouska). Susi se do konstantni hmotnosti pti 100 °C az 105 °C. Zbytek po odpateni roztoku S2
vazi nejvyse o 3 mg vice, nez je hmotnost odparku kontrolniho roztoku.

Absorbance (2.2.25). Zméii se absorbance roztoku S2 pfi 230 nm az 360 nm proti kontrolnimu roz-
toku. V oblasti 230 nm az 250 nm je absorbance nejvyse 0,30 a v oblasti 251 nm az 360 nm je
nejvyse 0,10.

Vyluhovatelny bis(2-ethyhexyl)ftalat. Jako extrak¢ni rozpoustédlo se pouzije ethanol R ziedény
vodou R tak, aby smés méla relativni hustotu méfenou pyknometrem (2.2.5) 0,9389 az 0,9895.

Zadkladni roztok. 0,100 g bis(2-ethylhexyl)ftalatu R se rozpusti v extrakénim rozpoustédle a ztedi
se jim na 100,0 ml.

Forovnavaci roztoky:

a) 20,0 ml zékladniho roztoku se zfedi extrakénim rozpoustédlem na 100,0 ml,

b) 10,0 ml zakladniho roztoku se ziedi extrakénim rozpoustédlem na 100,0 ml,

¢) 5,0 ml zakladniho roztoku se zfedi extrakénim rozpoustédlem na 100,0 ml,
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d) 2,0 ml zakladniho roztoku se ziedi extrakénim rozpoustédlem na 100,0 ml,
e) 1,0 ml zakladniho roztoku se zfedi extrakénim rozpoustédlem na 100,0 ml.

Zméfi se absorbance (2.2.25) porovnavacich roztokii v absorpénim maximu pii 272 nm za
pouziti extrak¢éniho rozpoustédla jako kontrolni tekutiny. Ze zavislosti absorbance na koncentraci
bis(2-ethylhexyl)ftalatu se sestroji kalibracni kiivka.

Fostup extrakce. Prazdny vak se odbérovou hadickou s jehlou nebo adaptérem naplni do polovi-
ny jmenovité kapacity extrakénim rozpoustédlem predem ohtatym na 37 °C v dobfe uzaviené ban-
ce. Z vaku se zcela odstrani vzduch a hadicka se uzavie. Naplnény vak se bez tfepani ponoii ve
vodorovné poloze na (60 £ 1) min do vodni 1azné o teploté (37 + 1) °C. Vak se vyjme z vodni laz-
n¢, pozvolna se desetkrat prevrati a obsah se prevede do sklenéné bariky. Ihned se zméfi absorbance
pfi maximu 270 nm proti extrakénimu rozpoustédlu. Koncentrace bis(2-ethylhexyl)ftalatu v mg
na 100 ml extrakéniho roztoku se odecte z kalibracni kiivky. Koncentrace nepievysuje:

- 10 mg/100 ml pro vaky se jmenovitym objemem nad 300 ml a do 500 ml;
- 13 mg/100 ml pro vaky se jmenovitym objemem nad 150 ml a do 300 ml;
- 14 mg/100 ml pro vaky se jmenovitym objemem do 150 ml.

Baleni

Viz stat’ Sterilni obaly z plastd na lidskou krev a krevni slozky (3.2.3).

Oznacovani

Viz stat’ Sterilni obaly z plastd na lidskou krev a krevni slozky (3.2.3).

3.2.5 Sterilni obaly z mékcéeného polyvinylchloridu na lidskou krev obsahujici
antikoagulacni roztok

Sterilni obaly, dale vaky, obsahujici antikoagula¢ni roztok, ktery vyhovuje pozadavkim stati
Solutiones anticoagulantes et sanguinem humanum, se pouzivaji ke sbéru, skladovani a podavani
krve. Vyhovuji popisu a maji vlastnosti uvedené ve stati Prazdné sterilni obaly z me¢kceného polyvi-
nylchloridu na lidskou krev a krevni slozky (3.2.4).

Jak je uvedeno ve stati Sterilni obaly z plastti na lidskou krev a krevni slozky (3.2.3), a pokud
neni schvéleno jinak, musi povaha a slozeni materiald, ze kterych jsou vaky vyrobeny, vyhovovat
pozadavkiim uvedenym ve stati Materialy na bazi mé¢kéeného polyvinylchloridu pro obaly na lid-
skou krev a krevni slozky a pro obaly na vodné roztoky k intravenozni infuzi (3.1.17).

Zkousky

Vaky vyhovuji zkouskam predepsanym ve stati Sterilni obaly z plastti na lidskou krev a krevni
slozky (3.2.3) a dale popsanym zkouskadm pro méfeni objemu antikoagulacniho roztoku a zkouskam
na vyluhovatelné latky.

Objem antikoagula¢niho roztoku. Vak obsahujici antikoagula¢ni roztok se vyprazdni do odmeér-
ného valce. Objem se 1isi od uvadéného objemu nejvyse o =10 %.

Absorbance (2.2.5). Zméfi se absorbance antikoagula¢niho roztoku z vaku v oblasti 250 nm az
350 nm proti kontrolnimu roztoku, kterym je antikoagula¢ni roztok stejného slozeni a nebyl ve sty -
ku s plastem. Absorbance v maximu pti 280 nm je nejvyse 0,5.
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Vyluhovatelny bis(2-ethylhexyl)ftalat. Antikoagula¢ni roztok se z vaku opatrn€ vypusti ohebnou
prevodni hadickou. Nalevkou nasazenou na hadicku se vak zcela naplni vodou R. Voda se ve vaku
ponecha 1 min za mirného promackavani vaku a poté se zcela vypusti. Vyplachnuti se zopakuje.
Vak, ktery byl uvedenym zptisobem vyprazdnén a vyplachnut, vyhovuje zkousce na vyluhovatelny
bis(2-ethylhexyl)ftalat predepsané ve stati Prazdné sterilni obaly z mékceného polyvinylchloridu
na lidskou krev a krevni slozky (3.2.4).

Baleni a znaceni

Viz stat’ Sterilni obaly z plastli na lidskou krev a krevni slozky (3.2.3).

3.2.6Soupravy pro transfuzi krve a krevnich sloZek

Soupravy pro transfuzi krve a krevnich slozek sestavaji z plastové hadicky a k ni pfipojenych
casti, které jsou nezbytné pro odpovidajici pouziti soupravy k transfuzi. Soupravy obsahuji zatizeni
k probodnuti uzavéru, krevni filtr, kapaci komtirku, regulator priitoku, ptipojovaci koncovku typu
Luer a obvykle té¢Z misto, které umoziuje v ptipad¢ poteby nastiik z injekce. Jestlize se soupravy
maji pouzit spolu s vaky, které potfebuji filtr vzduchu, mtize byt tento filtr vestavén do zatizeni k
probodnuti uzavéru, nebo se pouzije samostatny odvzdusiovac. Komiirka obsahujici krevni filtr,
kapaci komtirka a hlavni hadicka jsou prihledné. Vybér materialii a vlastni provedeni soupravy za-
jistuji, ze nedojde k hemolyze. Svymi rozméry a provedenim soupravy odpovidaji platnym nor-
mam.

Vsechny casti soupravy, které prichazeji do styku s krvi nebo jejimi slozkami, jsou sterilni a
prosté pyrogennich latek. Kazda souprava je balena jednotlivé v obalu, ktery zajistuje sterilitu obsa-
hu. Soupravy se nesméji znovu sterilizovat a pouZzivat opakovan€. Soupravy pro transfuzi krve a
krevnich slozek se vyrabéji v souladu se zasadami spravné vyrobni praxe pro prostiedky zdravot-
nické techniky a souvisejicimi narodnimi predpisy.

Zkousky

Zkousky se provadeji na sterilizovanych soupravach.
Roztok S. Tti soupravy a barika z borokfemicitého skla na 300 ml se vzajemné propoji do uzavie-
ného cirkula¢niho systému. V barice se termostatem udrzuje teplota kapaliny (37 = 1) °C. Systé-
mem se 2 h rychlosti 1 I/h cirkuluje 250 ml vody na injekci R ve sméru pouzivaném pfi transfuzi
(napf. za pouziti peristaltické pumpy s co nejkratsi vhodnou silikonovou hadi¢kou). VSechen roztok
se shromaZzdi v baiice a neché se zchladnout.

Vzhled roztoku S. Roztok S je Ciry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 25 ml roztoku S se ptida 0,15 ml indikatoru smésné-
ho BMF RS. Ke zméné zbarveni na modré se spotiebuje nejvyse 0,5 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS. K 25 ml roztoku S se ptida 0,2 ml oranze methylové KS. K dosaZzeni pocatku
barevného prechodu se spotiebuje nejvyse 0,5 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S métena pti 230 nm az 250 nm je nejvySe 0,30 a pii
251 nm az 360 nm je nejvyse 0,15.

Ethylenoxid. Obsah zbytkového ethylenoxidu po sterilizaci ethylenoxidem stanoveny dale
popsanou metodou je nejvyse 10 pg/g. Stanovi se plynovou chromatografii (2.2.28).
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Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:
- nerezové ocelové kolony délky 1,5 m a vnitfniho priméru 6,4 mm naplnéné krfemelinou silanizo-
vanou pro plynovou chromatografii R, impregnovanou makrogolem 1500 R (3 g/10 g),
- helia pro chromatografii R jako nosného plynu pii pritokové rychlosti 20 ml/min,
- plamenoioniza¢niho detektoru.
Teplota kolony se udrzuje na 40 °C, teplota nastfikového prostoru na 100 °C, teplota detektoru
na 150 °C.
Ovéfi se neptitomnost interferujicich pikt, a to bud’ provedenim zkousky s nesterilizovanou sou-
pravou, nebo za pouZiti jiného chromatografického systému, napt.:
- nerezové ocelové kolony délky 3 m a vnitiniho priméru 3,2 mm naplnéné kFemelinou silanizova-
nou pro plynovou chromatografii R, impregnované triskyancethoxypropanem R (2 g/10 g),
- helia pro chromatografii R jako nosného plynu pfi pritokové rychlosti 20 ml/min,
- plamenoionizacniho detektoru.
Teplota kolony se udrzuje na 60 °C, teplota nastfikového prostoru na 100 °C, teplota detektoru
na 150 °C.

Roztok ethylenoxidu. Pripravuje se v digestori. 50,0 ml dimethylacetamidu R se pievede do lahvic-
ky na opakovany odbér na 50 ml. Lahvicka se uzavre, zatka se zajisti a zvazi se s presnosti 0,1 mg.
Injekent stiikacka na 50 ml z polyethylenu nebo polypropylenu se naplni plynnym ethylenoxidem R,
ktery se necha ve stfikacce asi 3 min. Stfikacka se vyprazdni a znovu se naplni 50 ml plynného
ethylenoxidu R. Nasadi se injek¢ni jehla a objem plynu ve stfikacce se snizi z 50 ml na 25 ml.
Téchto 25 ml ethylenoxidu se pomalu nasttikne do lahvicky za mirného tfepani tak, aby nedoslo
ke styku kapaliny s jehlou. Lahvicka se opét zvazi. Zvyseni hmotnosti je 45 mg az 60 mg a zjisténa
hodnota se pouzije k vypoctu piesné koncentrace ethylenoxidu v roztoku (asi 1 g/1).

Fostup. Souprava bez obalu se zvazi. Nastiiha se na kousky o nejveétsim rozméru 1 cm, které se
vlozi do lahve na 250 ml az 500 ml obsahujici 150 ml dimethylacetamidu K. Lahev se uzavie
vhodnym uzavérem, ktery se zajisti, a zahtiva se 16 h v susarné pti (70 = 1) °C. Z horké lahve se
odebere 1 ml horkého plynu a nasttikne se na kolonu. Z kalibra¢ni kiivky a vysky ziskaného piku
se vypocte mnozstvi ethylenoxidu v lahvicce.

Kalibracni kiivka. Do sedmi lahvicek stejného typu, jako je lahvicka pro zkouseny roztok, se
ptevede po 150 ml dimethylacetamidu R a do kazdé lahvicky se pfida jednotlivé 0 ml, 0,05 ml,
0,10 ml, 0,20 ml, 0,50 ml, 1,0 ml a 2,0 ml roztoku ethylenoxidu, tj. asi 0 pg, 50 pug, 100 pg, 200 pg,
500 pg, 1000 pg a 2000 pg ethylenoxidu. Lahvicky se uzaviou, zatky se zajisti a baiiky se zahtivaji
16 h v susarné pti (70 £ 1) °C. Z kazdé lahvicky se nastiikne 1 ml horkého plynu do kolony. Z
vysky pikli a z mnoZzstvi ethylenoxidu v kazdé¢ lahvicce se sestroji kalibracni kiivka.

Redukujici latky. Zkouska se provede do 4 h od pripravy roztoku S. Ke 20,0 ml roztoku S se prida
1 ml kyseliny sirové ziedené RS a 20,0 ml manganistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vafti se 3 min
a ihned se zchladi. Ptida se 1 g jodidu draselného R a titruje se thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS
za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako indikatoru. Provede se slepa titrace za pouziti 20,0 ml vody na
injekce R. Rozdil spotfeb odmérného roztoku je nejvyse 2,0 ml.

Cizi ¢astice. Souprava se vstupnim koncem naplni roztokem laurylsiranu sodného R (0,1 g/1)
prefiltrovanym filtrem ze slinutého skla (16) a ohfatym na 37 °C. Roztok se vypusti vystupnim
koncem a za vhodnych svételnych podminek se hodnoti ¢irost roztoku. Kapalina je ¢ira a bez vidi-
telnych Castic a vlaken. (Pfedpoklada se, Ze prostym okem jsou viditelné ¢astice o priméru nejméné
50 pm.)
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Priitokova rychlost. Soupravou se zcela otevienym regulatorem prutoku se necha protéci S0 ml
roztoku o viskozité 3 mPa.s (3 cP), napft. roztok makrogolu 4000 R (33 g/1) pti 20 °C. Pti hydrosta-
tické vysce 1 m je doba pratoku nejvyse 90 s.

Odolnost v tlaku. Oba konce soupravy a ptipadné vestavény odvzdusinovac se uzaviou. Vytokova
¢ast soupravy se pres regulator tlaku ptipoji ke zdroji stlaeného vzduchu. Souprava se ponoti do
vody teplé 20 °C az 23 °C. Pretlak se postupné zvysuje az na 100 kPa a necha se pisobit 1 min.
Ze soupravy nevychazeji zadné bubliny.

Priihlednost. Jako porovnavaci suspenze se pouzije zakladni suspenze pro opalescenci (2.2.1) zie-
déna 1 : 8 pro soupravy s hadickou o vn&j$im priméru mensim nez 5 mm a zedéna 1 : 16 pro sou-
pravy s hadi¢kou o priiméru 5 mm nebo vét§im. Porovnava se souprava s obihajici suspenzi se sou-
pravou stejné Sarze, v niz obiha voda R. Opalescence a piitomnost bublinek jsou rozeznatelné.

Zbytek po odpareni. 50,0 ml roztoku S se odpaii na vodni 1dzni do sucha a zbytek se vysusi v su-
$arn¢ do konstantni hmotnosti pii 100 °C az 105 °C. Jako porovnavaci roztok se pouZzije 50,0 ml
vody na injekci R. Hmotnost zbytku je nejvyse o 1,5 mg vyssi nez u porovnavaciho roztoku.

Sterilita (2.6.7). Soupravy vyhovuji zkousce na sterilitu. Soupravou, ktera je oznacena jako sterilni
pouze uvnitt, se nechd protéci 50 ml Humivého roztoku chloridu sodného s peptonem o pH 7,0
(2.6.12) a zkouska se provede metodou membranové filtrace.

U souprav, které jsou oznaceny jako sterilni uvniti i zevné, se za aseptickych podminek otevie
baleni:

- pro ptimou inokula¢ni metodu se souprava nebo jeji ¢asti pievedou do vhodné nadoby obsahujici
dostate¢né mnozstvi zivné pudy tak, aby souprava nebo jeji ¢asti byly upln€ ponofeny.

- pro metodu membranové filtrace se souprava nebo jeji casti pfevedou do vhodné nadoby obsahu-
jici dostate¢né mnozstvi tlumivého roztoku chloridu sodného s peptonem o pH 7,0 (2.6.12) a ne-
chaji se 10 min tpln¢ ponotfeny.

Pyrogenni latky (2.6.8). 5 souprav se vzajemn¢ propoji a nechd se jimi protéci 250 ml sterilniho

roztoku chloridu sodného R (9 g/1) prostého pyrogennich latek rychlosti nejvyse 10 ml/min. Roztok

asepticky zachyceny do nadoby prosté pyrogennich latek vyhovuje zkousce na pyrogeni latky. Na

1 kg hmotnosti kralika se vstiikne 10 ml roztoku.

Oznacovani

V oznaceni na obalu se uvede, zda souprava byla sterilizovana ethylenoxidem.
3.2.70baly z plastii na vodné roztoky k intravenozni infuzi

Obaly z plastl na vodné roztoky k intravendzni infuzi jsou vyrobeny z jednoho nebo vice poly-
merU, které v ptipad¢ potfeby obsahuji ptisady. Obaly popsané v tomto ¢lanku nejsou vzdy vhodné
pro emulze. Z polymeri se nejcastéji pouzivaji polyethylen, polypropylen a polyvinylchlorid. Tuto
specifikaci je tfeba Cist v souvislosti se stati 3.2.2 Obaly a uzavéry z plasti.

Obaly se vyrabéji ve forme vaki nebo 1ahvi. Na obalu je misto vhodné pro pfipojeni infuzni sou-
pravy, které je provedeno tak, aby bylo zajisténo jejich bezpecné spojeni. Obaly maji také
umoznovat nastiik injekce v prub&hu pouziti. Obvykle maji ¢ast umoznujici zavéseni a odolavajici
tahu pfi jejich pouziti. Obaly musi snaset podminky sterilizace. Provedeni obalu a zvolena metoda
sterilizace jsou takové, aby vSechny ¢asti obalu, které piijdou do styku s infuznim roztokem, byly
sterilizovatelné. Obal po uzavieni je nepropustny pro mikroorganismy. Obal je odolny vii¢i posko-
zeni pti nahlém zmrznuti, ke kterému muize dojit nechténé béhem dopravy koneéného vyrobku.
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Obaly jsou dostate¢né prithledné, aby bylo mozné kdykoliv kontrolovat vzhled jejich obsahu, pokud
neni uvedeno a schvaleno jinak.

Prazdné obaly nemaji Zadné zndmky poskozeni, které by mohly zplisobovat netésnosti a napIn¢ -
né a uzaviené obaly nesméji vykazovat zadny unik kapaliny.

Pro vyhovujici uskladnéni ne¢kterych ptipravki se vyzaduje, aby obal byl uzavien v ochranném
prebalu. Zakladni vyhodnoceni vlivu uchovavani se provadi s obalem uzavienym v piebalu.

Zkousky

Roztok S. Obal se naplni na jmenovitou kapacitu vodou R a uzavie se obvyklym uzdvérem nebo
folii z ¢istého hliniku. Obal s vodou se ohieje v autoklavu béhem 20 min az 30 min na teplotu
(121 £ 2) °C, pfi které se ponecha 30 min. Pokud tato teplota poskozuje obal, zahtiva se 2 h pti
100 °C. Roztok se pouzije nejpozdéji 4 h po priprave.

Kontrolni roztok. Pripravi se zahtivanim vody R v borokifemicité banice uzaviené folii z Cistého hli-
niku po stejnou dobu a pfi stejné teploté jako roztok S.

Vzhled roztoku S. Roztok S je Ciry (2.2.1) a bezbarvy (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. K mnozstvi roztoku S odpovidajicimu 4 % jmenovité kapa-
city obalu se ptida 0,1 ml fenolftaleinu RS; roztok je bezbarvy. Ptida se 0,4 ml hydroxidu sodného
0,01 mol/l VS; roztok je rizovy. Ptida se 0,8 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS a 0,1 ml cer-
vené methylové RS; roztok je oranzovocerveny nebo Cerveny.

Absorbance (2.2.25). Zméti se absorbance roztoku S pti 230 nm az 360 nm proti kontrolnimu
roztoku (viz roztok S). Absorbance je nejvyse 0,20.

Oxidovatelné latky. Ke 20,0 ml roztoku S se ptida 1 ml kyseliny sirové ziredené RS a 20,0 ml man-
ganistanu draselného 0,002 mol/l VS, vati se 3 min a rychle se ochladi. Piida se 1 g jodidu dra-
selného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS.
Provede se slepa zkouska se 20,0 ml kontrolniho roztoku. Rozdil spotieb odmérného roztoku je nej-
vyse 1,5 ml.

Priithlednost. Obal pouzity k ptipraveé roztoku S se naplni na jmenovitou kapacitu zfedénou suspen-
zi pro opalescenci. Zakladni suspenze pro opalescenci (2.2.1) se zfedi 1 : 200 pro obaly z polyethy-
lenu nebo polypropylenu a 1 : 400 pro ostatni obaly. Zakal suspenze je zietelny pti pohledu pies
obal a pfi srovnani s obalem naplnénym vodou R.

Oznacovani

V oznaceni na obalu kazdé¢ Sarze prazdnych obali se uvede:
- jméno a adresa vyrobce,
- Cislo Sarze, z n€hoz lze zjistit postup vyroby obalu, véetné pouzitych materiald.

3.2.8Sterilni injekéni stfikacky z plasti na jedno pouziti

Sterilni injek¢ni stiikacky z plastd na jedno pouziti jsou prostfedky zdravotnické techniky
k okamzitému upotiebeni pro podani injekénich ptipravkil. Jsou dodavany sterilni a prosté pyrogen-
nich latek, nesméji se znovu sterilizovat ani opakované pouZzivat. Sestavaji z valcovitého plasté a
pistu, ktery mtize mit tésnici prstenec z elastomeru. Mohou byt opatieny injek¢ni jehlou, ktera mtize
byt nesnimatelna. Kazda injekéni stitkacka ma vlastni ochranny obal k zajisténi sterility.
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Valcovity plast’ injekéni stiikacky je dostatecné prihledny, aby bez obtizi umoziioval odecitani
davek a rozeznani vzduchovych bublin a cizich Castic.

Plastické a elastomerni materialy, z nichZ jsou zhotoveny plast’ a pist, vyhovuji pfislusné specifi-
kaci nebo pozadavkiim opravnéné autority. Nejpouzivanéj$imi materialy jsou polypropylen a poly-
ethylen. Svymi rozméry a provedenim odpovidaji injekéni stfikacky platnym normam.

Pro hladky pohyb pistu je mozno potfit vnitini sténu valcovitého plasté silikonovym olejem
(3.1.8), ve strikacce vSak nesmi ziistat Zadny piebytek, ktery by mohl znecistit obsah stiikacky v do-
bé pouziti.

Barvy a lepidla pouZzivana ke znaceni stfikacky nebo obalu, a ptipadné pii sestavovani stiikacky
a jejiho obalu, nesméji pronikat sténou st¥ikacky.

Zkousky

Roztok S. Roztok se ptipravuje tak, aby nedoslo k jeho znecisténi cizimi ¢asticemi. Pouzije se do-
state¢ny pocet injek¢nich stiikacek, aby bylo mozno ptipravit 50 ml roztoku; jmenovity objem stti-
kacek se naplni vodou na injekci R a ponecha se 24 h pti 37 °C. Obsahy injek¢nich stiikacek se spo-
ji ve vhodné nadobé z borokiemicitého skla.

Vzhled roztoku. Roztok S je ¢iry (2.2.1), bezbarvy (2.2.2, Metoda II) a prakticky bez cizich pev-
nych castic.

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 20,0 ml roztoku S se ptida 0,1 ml modri bromthymolo-
vé RS1. Ke zméné zbarveni indikatoru se spotiebuje nejvyse 0,3 ml hydroxidu sodného 0,01 mol/l
VS nebo kyseliny chlorovodikove 0,01 mol/l VS.

Absorbance (2.2.25). Absorbance roztoku S méfena pti 220 nm az 360 nm je nejvyse 0,40.

Ethylenoxid. Obsah zbytkového ethylenoxidu po sterilizaci ethylenoxidem stanoveny dale
popsanou metodou je nejvyse 10 pg/g. Stanovi se plynovou chromatografii (2.2.28).
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:
- nerezové ocelové kolony délky 1,5 m a vnitiniho priméru 6,4 mm naplnéné krremelinou silanizo-
vanou pro plynovou chromatografii R, impregnovanou makrogolem 1500 R (3 g/10 g),
- helia pro chromatografii R jako nosného plynu pfi pratokové rychlosti 20 ml/min,
- plamenoioniza¢niho detektoru.
Teplota kolony se udrzuje na 40 °C, teplota nastfikového prostoru na 100 °C, teplota detektoru
na 150 °C.
Ov¢ti se nepritomnost interferujicich pikd, a to bud’ provedenim zkousky s nesterilizovanou stfi-
kackou, nebo za pouziti jiného chromatografického systému, napt.:
- nerezové ocelové kolony délky 3 m a vnitiniho priméru 3,2 mm naplnéné kremelinou silanizova-
nou pro plynovou chromatografii R, impregnovanou triskyancethoxypropanem R (2 g/10 g),
- helia pro chromatografii R jako nosného plynu pii pritokové rychlosti 20 ml/min,
- plamenoioniza¢niho detektoru.
Teplota kolony se udrzuje na 60 °C, teplota nastfikového prostoru na 100 °C, teplota detektoru
na 150 °C.

Roztok ethylenoxidu. Pripravuje se v digestori. 50,0 ml dimethylacetamidu R se ptevede do lahvic-
ky na opakovany odbér na 50 ml. Lahvicka se uzavte, zatka se zajisti a zvazi se s presnosti 0,1 mg.
Injekenti stikacka na 50 ml z polyethylenu nebo polypropylenu se naplni plynnym ethylenoxidem R,
ktery se necha ve stiikacce asi 3 min. Stiikacka se vyprazdni a znovu se naplni 50 ml plynného
ethylenoxidu R. Nasadi se injek¢ni jehla a objem plynu ve stiikacce se snizi z 50 ml na 25 ml.
Téchto 25 ml ethylenoxidu se pomalu nastiikne do lahvi¢ky za mirného tfepani tak, aby nedoslo
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ke styku kapaliny s jehlou. Lahvicka se opét zvazi. Zvyseni hmotnosti je 45 mg az 60 mg a zjisténa
hodnota se pouzije k vypoctu presné koncentrace ethylenoxidu v roztoku (asi 1 g/l).

Kalibracni kiivka. Do sedmi lahvicek stejného typu, jako je lahvicka pro zkouSeny roztok, se
pievede po 150 ml dimethylacetamidu R a do kazdé lahvicky se piida jednotlivé 0 ml, 0,05 ml,
0,10 ml, 0,20 ml, 0,50 ml, 1,0 ml a 2,0 ml roztoku ethylenoxidu, tj. asi 0 pg, 50 pg, 100 pg, 200 pg,
500 pg, 1000 pg a 2000 pg ethylenoxidu. Lahvicky se uzaviou, zatky se zajisti a bariky se zahiivaji
16 h v susarne pii (70 £ 1) °C. Z kazdé lahvicky se nastiikne 1 ml horkého plynu do kolony. Z
vysky pikll a z mnozstvi ethylenoxidu v kazdé lahvicce se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Fostup. Stiikacka bez obalu se zvazi, rozieze se na kousky o nejvétsim rozmeéru 1 cm, které se
vlozi do lahve na 250 ml az 500 ml obsahujici 150 ml dimethylacetamidu R. Lahev se uzavie vhod-
nym uzavérem, ktery se zajisti, a zahtiva se 16 h v susarné pti (70 £ 1) °C. Z horké lahve se odebe-
re 1 ml horkého plynu a nastiikne se na kolonu. Z kalibra¢ni kiivky a vysky ziskaného piku se vy-
pocte mnozstvi ethylenoxidu v 1ahvi.

Silikonovy olej. Vypocita se plocha vnitfniho povrchu injekéni stifkacky (S) v cm “podle vztahu:

2yV.m.h,
v némz znaci:

V - jmenovity objem injekéni stiikacky v em’,
h - vysku stupnice v cm.

Vezme se takovy pocet injekénich stifkacek, aby jejich celkovy vnitini povrch byl 100 cm?
az 200 cm®. Kazda stifkacka se naplni na polovinu jmenovitého objemu dichlormethanem R a zbyly
objem se doplni vzduchem. Otvor k nasazeni jehly se uzavie prstem piekrytym folii z plastu
inertniho k dichlormethanu. Stiikacka se desetkrat obrati tak, Ze se oplachne cely vnitini povrch
odpovidajici jmenovitému objemu. Ziskané vyluhy ze vSech stiikacek se prevedou do zvazené
misky a cely postup se opakuje. Spojené vyluhy se odpafi na vodni lazni do sucha a susi se 1 h pii
100 °C az 105 °C. Zbytek po odpaieni odpovidajici 1 cm *plochy vnitiniho povrchu vazi nejvyse
0,25 mg.

Zméti se infracervené absorpcni spektrum (2.2.24) zbytku, které vykazuje charakteristické pasy
silikonového oleje pii 2960 cm™, 1260 cm™, 1095 cm™, 1020 cm™ a 805 cm™.

Redukujici latky. Ke 20,0 ml roztoku S se ptida 1 ml kyseliny sirové ziedené RS a 20,0 ml
manganistanu draselného 0,002 mol/l VS, 3 min se vafi a ihned se ochladi. Ptida se 1 g jodidu
draselného R a titruje se thiosiranem sodnym 0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako
indikatoru. Provede se slepa zkouska za pouziti 20,0 ml vody na injekci R. Rozdil spotieb odmérné-
ho roztoku je nejvyse 3,0 ml.

Prihlednost. Injekéni stiikacka se naplni zakladni suspenzi pro opalescenci (2.2.1) ziedénou 1 : 10.
Zakladni suspenze se pred pouzitim necha stat 24 h pfi teploté (20 £ 2) °C. Druha stejna stiikacka
se naplni vodou R a v rozptyleném svétle se prostym okem porovnavaji obé¢ stiikacky proti tmavé-
mu pozadi. Opalescence suspenze je zietelna pii porovnani se stiikackou naplnénou vodou.

Sterilita (2.6.1). Injekcni strikacky oznacené jako sterilni vyhovuji zkousSce na sterilitu provedené
nasledovne. Aseptickym postupem se otevie obal, stiikacka se vyjme a rozebere. Kazda ¢ast se
jednotlivé vlozi do vhodné nadoby obsahujici dostatek zivné ptidy k uplnému zaplaveni vlozené
¢asti. Pouziji se ob& doporucené zivné pudy (2.6.1).

Injekcni stiikacky oznacené jako sterilni pouze uvniti vvhovuji zkousce na sterilitu provedené
nasledovne. Asepticky se sejme kryt jehly a jehla se ponofi do 50 ml zivné pady. Stiikacka se
pétkrat proplachne povytazenim pistu az do jeho nejvyssi polohy.
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Pyrogenni latky (2.6.8). Injekéni stiikacky se jmenovitym objemem 15 ml nebo vét§im vyhovuji
zkouSce na pyrogenni latky. Nejméné tfi injek¢ni stiikacky se naplni na jmenovity objem roztokem
chloridu sodného R (9 g/1) prostého pyrogennich latek a udrzuji se 2 h pfi teploté 37 °C. Roztoky
se asepticky smichaji v nadobé prosté pyrogennich latek a ihned se provede zkouska na pyrogenni
latky. Na 1 kg hmotnosti kralika se vstfikne 10 ml roztoku.

Oznacovani

V oznaceni na obalu se uvede:
- Cislo Sarze,
- oznaceni injek¢ni stiikacky,
- upozornéni, Ze stiikacka je urcend k jednorazovému pouziti.
V oznaceni na vné€j$im obalu se uvede:
- zpusob sterilizace,
- zda je stiikacka sterilni nebo zda je sterilni pouze jeji vnitini povrch,
- jméno a adresa vyrobce,
- upozornéni, Ze stiikacka nesmi byt pouZita, je-li obal poskozen nebo je-1i uvolnén ochranny kryt
zarucujici sterilitu.

3.2.9Pryzové uzavéry obali na vodné pripravky k parenteralnimu pouziti

Vyrabé&ji se z materialt ziskanych vulkanizaci (pficnym zesiténim) makromolekularnich organic-
kych latek (elastomery), které obsahuji ptislusné piisady. Elastomery se vyrabéji z pfirodnich nebo
syntetickych latek polymerizaci, polyadici nebo polykondenzaci. Vlastnosti zakladnich slozek a
ruznych piisad (napt. vulkaniza¢ni latky, urychlovace, stabilizatory, pigmenty) zavisi na
pozadovanych vlastnostech kone¢ného vyrobku.

Specifikace v tomto ¢lanku zahrnuje také uzavery oball na prasky a lyofilizované ptipravky,
které se rozpousteji ve vode tésné pied pouzitim. Specifikace nezahrnuje uzavéry ze silikonovych
elastomerti (viz stat’ 3.1.9 Silikonovy elastomer pro uzavéry a hadicky) a vrstvené uzavéry nebo
lakované uzavéry.

Pryzové uzavéry se cleni do dvou skupin: typ I jsou uzaveéry, které spliuji nejptisnéjsi pozadav-
ky a jimz by méla byt davana prednost; typ II jsou uzavéry, které maji mechanické vlastnosti vhod-
né pro zvlastni pouziti (napt. umoziuji mnohonasobny vpich) a vzhledem ke svému chemickému
slozeni nemusi vyhovovat pfisnym pozadavkiim pro prvni kategorii.

Uzaveéry zvolené pro pouziti s urCitym piipravkem spliiuji tyto pozadavky:

- slozky piipravku se pfi styku s uzavérem neadsorbuji na jeho povrch ani do ného nebo jim nepro-
chazeji v mnozstvi, které by neptizniveé ovlivnilo ptipravek,

- uzavery neuvolnuji do ptipravku latky v mnozstvi ovlivitujicim jeho stabilitu nebo vyvolavajicim
riziko toxicity.

Uzavéry jsou snasenlivé s piipravky, pro né€z jsou uréeny, po celou dobu jejich pouzitelnosti.

Vyrobce piipravku musi od dodavatele dostat zaruku, ze sloZeni uzavérii je nemeénné a Ze je
shodné se slozenim uzavéri pouzitych pii zkouskach snasenlivosti. Jestlize dodavatel informuje vy-
robce pripravku o zménach ve slozeni, musi se zkousSeni snasenlivosti caste¢né nebo tiplné zopako-
vat, v z&vislosti na povaze zmén.

Uzavéry se pred pouzitim omyvaji a mohou byt sterilizovany.
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Vlastnosti

Pryzové uzavéry jsou pruzné, prisvitné nebo neprihledné a nemaji Zadnou charakteristickou
barvu, kterd zavisi na pouzitych ptisadach. Jsou prakticky nerozpustné v tetrahydrofuranu, ktery
vSak mlze uzavery znacné, ale vratné bobtnat. Jsou homogenni a prakticky bez vad odlitku a na-
hodnych pfimési (napt. vlaken, cizich ¢astic, zbytkl pryze).

Zjistovani typu pryze pouzité k vyrobé uzaveru je mimo ramec tohoto ¢lanku. Dale uvedena
zkouska totoznosti rozlisuje elastomerni a neelastomerni uzavery, ale nerozlisuje rizné druhy pryze.
Dalst zkousky totoznosti Ize provést s cilem zjistit vozdily mezi uréitou Sarzi a uzavery pouzZitymi k
overovani snasenlivosti. K téemto uceliim je mozné pouZit jednu nebo vice analytickych metod:
stanoveni relativni hustoty, stanoveni siranového popela, stanoveni obsahu siry, tenkovrstvou
chromatografii extraktu, ultrafialovou absorpcni spektrofotometrii extraktu a infracervenou
absorpcni spektrofotometrii pyrolyzatu.

Zkous$ka totoznosti

Pruznost. Prouzek materilu o prifezu 1 mm?* az5 mm? Ize rukou protdhnoutnejméné na dvojnaso-
bek piivodni délky. Po 1 min natazeni na dvojnasobek délky se prouzek za 30 s od uvolnéni smrsti
nejméné na 1,2nasobek ptivodni délky.

Zkousky

Roztok S. N&kolik neroziezanych uzaveri o celkovém povrchu asi 100 cm? se vafi 5 min ve vodé R
ve vhodné sklenéné nadobé. Uzavery se pétkrat promyji chladnou vodou a pievedou se do
Sirokohrdl¢ batiky (sklo ttidy I, 3.2.1), ptida se 200 ml vody R na 100 cm? povrchu uzavéri a zvazi
se. Hrdlo bariky se zakryje hlinikovou fo6lii nebo kadinkou z borokiemicitého skla. Barika se umisti
do autoklavu a teplota se béhem 20 min az 30 min zvedne na (121 + 2) °C a pfi této teploté se
zahtiva 30 min. Barika se nechd pozvolna (asi 30 min) chladnout na pokojovou teplotu a doplni se
vodou R na ptivodni hmotnost. Obsah se protiepe a vyluh se ihned sleje. Pred kazdou zkouskou se
roztok S znovu protiepe.

Kontrolni roztok. Ptipravi se stejnym zpisobem jako roztok S za pouziti 200 ml vody R, ale bez
uzaverd.

Vzhled roztoku S. Roztok S neopalizuje intenzivnéji nez porovnavaci suspenze Il pro uzavéry typu
I a ne vice nez porovnavaci suspenze III pro uzavéry typu II (2.2.7). Roztok S neni zbarven
intenzivnéji nez porovnavaci barevny roztok ZZ (2.2.2, Metoda II).

Kysele nebo zasadité reagujici latky. Ke 20,0 ml roztoku S se ptida 0,1 ml modre bromthymolo-
vé RS1. Ke zméné zbarveni na modré se spotiebuje nejvyse 0,3 ml hydroxidu sodného 0,01 mol/l
V'S a ke zméng zbarveni na Zluté se spottebuje nejvyse 0,8 ml kyseliny chiorovodikové 0,01 mol/l
VS.

Absorbance. Zkouska se provede do 4 h od pripravy roztoku S. Roztok S se zfiltruje membranovym
filtrem o velikosti port asi 0,5 pm. Prvni podil filtratu se odstrani. Zméii se absorbance (2.2.25)
filtratu pti 220 nm az 360 nm proti kontrolnimu roztoku. V uvedené oblasti je absorbance vyluhu
z uzavera typu [ nejvyse 0,2 a z uzaveri typu Il nejvyse 4,0. V pfipad€ potieby se filtrat pred
meéfenim zfedi a namétfend hodnota se prepocita na pivodni roztok.

Redukujici latky. Zkouska se provede do 4 h od pripravy roztoku S. Ke 20,0 ml roztoku S se ptida
1 ml kyseliny sirové zredené RS a 20,0 ml manganistanu draselného 0,002 mol/l VS. Vafti se 3 min
a rychle se ochladi. Ptida se 1 g jodidu draselného R a ihned se titruje thiosiranem sodnym
0,01 mol/l VS za pouziti 0,25 ml skrobu RS jako indikatoru.Provede se slepa zkouska s 20,0 ml kon-
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trolniho roztoku. Rozdil spotfeb odmérného roztoku je nejvyse 3,0 ml pro uzavéry typu I a nejvyse
7,0 ml pro uzavéry typu II.

Tézké kovy (2.4.8). Roztok S vyhovuje limitni zkousce A na tézké kovy (2 pg/ml). Porovnavaci
roztok se pripravi za pouziti zakladniho roztoku olova (2 ug Pb/ml).

Rozpustny zinek. Roztok S obsahuje nejvySe 5 pg Zn/ml; stanovi se atomovou absorpéni spektro-
fotometrii (2.2.23, Metoda I; pouZije se jeden porovnavaci roztok).

Zkouseny roztok. K 10,0 ml roztoku S se ptida 0,5 ml kyseliny chiorovodikové 0,1 mol/l RS a ziedi
se vodou Rna 100,0 ml.

Forovnavaci roztok. 1,0 ml zékladniho roztoku zinku (5 mg Zn/ml) se ztedi vodou R na 1000,0 ml.
K 10,0 ml tohoto roztoku se ptida 0,5 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l RS a ziedi se vodou R
na 100,0 ml. Zméfi se absorbance pfi 214 nm.

Amonium. 5,0 ml roztoku S se v pfipadé¢ potieby zalkalizuje hydroxidem sodnym RS a ziedi se
vodou Rna 15,0 ml. Ptida se 0,3 ml tetrajodortutnatanu draselného zasaditého RS. Porovnavaci
roztok se ptipravi za pouziti 10,0 ml zakladniho roztoku amoniaku (1 ug NH /ml), ktery se zalkali-
zuje stejné jako zkouSeny roztok, zfedi se vodou Rna 15,0 ml a ptida se 0,3 ml tetrajodortutnatanu
draselného zasaditého RS. Po 30 s je Zluté zbarveni zkouSeného roztoku nejvyse stejné€ intenzivni
jako zbarveni porovnavaciho roztoku (2 pg/ml).

Zbytek po odpareni. 50,0 ml roztoku S se odpati na vodni lazni do sucha a vysusi pfi 100 °C az
105 °C. Hmotnost zbytku je nejvyse 0,2 mg pro uzavery typu I a nejvyse 4,0 mg pro uzavery typu
1I.

Tékavé sulfidy. Uzavéry o celkovém povrchu (20 + 1) cm 3 v piipadé potieby roziezané, se pieve-
dou do kuzelové bariky na 100 ml, ptida se 50 ml roztoku kyseliny citronové R (20 g/1). Na tsti baii-
ky se ptilozi papir s octanem olovnatym R a upevni se piiloZzenim obracené vazenky. Zahiiva se
30 min v autoklavu pii (121 = 1) °C. Cerna skvrna na papiru je nejvyse stejné intenzivni jako
skvrna porovnavaciho roztoku, ktery byl pfipraven soucasné stejnym zptsobem za pouziti 0,154 mg
sulfidu sodného R a 50 ml roztoku kyseliny citronové R (20 g/l).

Fro zkousky prostupnosti, drobivosti a tésnosti po vpichu se uzavery pripravi tak, jak je popsano
pri pripraveé roztoku S, a nechaji se uschnout.

Prostupnost. Tato zkouska se provede s uzavéry uréenymi k propichnuti injek¢ni jehlou. 10 vhod-
nych lahvicek se naplni na jmenovity objem vodou R a uzaviou se zkousenymi uzavery, které se
zajisti béznym zplisobem. Pro kazdy uzavér se pouzije nova silikonovana dlouze zkosena injekéni
jehla (Ghel zkoseni 10° az 14°, viz ISO 7864 Sterilni injek¢ni jehly pro jednorazové pouziti) s vngj-
$im primérem 0,8 mm, kterou se uzaveér probodne kolmo k povrchu. Sila potfebna k probodnuti
se stanovi s piesnosti £0,25 N (25 gf), je u vSech uzavéri nejvyse 10 N (1 kgp).

Drobivost. Tato zkouska se provede s uzavéry ur¢enymi k propichnuti injek¢ni jehlou. Jsou-li uza-
veéry urceny pro vodné ptipravky, naplni se dvanact Cistych lahvicek vodou R 4 ml pod jmenovity
objem lahvicky. Lahvicky se uzaviou zkousenymi uzavéry, které se zajisti obvyklym zptisobem,
a nechaji se stat 16 h. Jsou-li uzavery ureny pro tuhé ptipravky, uzavie se dvanact Cistych lahvicek
zkousenymi uzavery. Silikonovana dlouze zkosena injekéni jehla (thel zkoseni 10° az 14°, viz
ISO 7864 Sterilni injekéni jehly pro jednorazové pouziti) s vngjsim primérem 0,8 mm se nasadi
na Cistou injekéni stiikacku. Do lahvicky se vstiikne 1 ml vody R a odebere se 1 ml vzduchu; tento
postup se opakuje ctytikrat. Kazdy uzavér se probodne ¢tyfikrat na jiném misté, pro kazdy uzavér
se pouzije nova jehla a dba se na to, aby se jehla pti zkousSce neotupila. Obsah lahvicky se zfiltruje
filtrem o velikosti pdért asi 0,5 um a ulomky pryze viditelné prostym okem se spocitaji. Celkovy
pocet ulomku je nejvyse pét. Tento limit vychazi z predpokladu, Ze ulomky o priméru 50 um
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a vétSim jsou viditelné prostym okem. V ptipadé pochybnosti nebo rozporu se ilomky pozoruji
mikroskopem k ovétenti jejich plivodu a velikosti.

Tésnost po vpichu. Tato zkouska se provede s uzavéry uréenymi pro opakovany injekéni odbér.
Deset vhodnych lahvicek se naplni na jmenovity objem vodou R a uzaviou se zkouSenymi uzavery,
které se zajisti obvyklym zptisobem. Pro kazdy uzavér se pouzije nova injekéni jehla s vnéjSim
primérem 0,8 mm, kterou se uzavér desetkrat probodne pokazdé na jiném misté. Lahvicky se pono-
ti ve svislé poloze do roztoku modii methylenové R (1 g/1) a vngjsi tlak se snizi na 10 min o 27 kPa.
Tlak se vyrovna a lahvi¢ky se nechaji jesté 30 min ponofeny. Lahvi¢ky se vyjmou a povrch se
oplachne. V zadné lahvicce nejsou stopy zbarveni obsahu.
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Ndzvy vSech druhii zkoumadel pouzitych v Ceském lékopise jsou psdny kurzivou a obvykle
oznacovany pismeny za ndzvem zkoumadla tak, aby na prvni pohled bylo patrno, o jaky druh
zkoumadla se jedna.

Zdkladni zkoumadla se znaci pismenem R. Pokud je zkoumadlo oznaceno RS, znamend to, Ze
se jednd o voztok zkoumadla, v nazvu zkoumadla se jiz slovo roztok neuvadi.

V pripade porovnavacich roztoki pro limitni zkousky a u tlumivych roztokii se pismena za
ndzvem neuvadéji, jejich nazvy vyjadiuji presné druh zkoumadia.

Jakost zdkladnich latek pro odmérnou analyzu vyjadruji pismena VR a odmérné roztoky se
oznacuji Vs.

Je-li treba vyjadrit pripravu roztoku ze zkoumadla uvedeného ve stati (4.1), pise se kurzivou
pouze nazev lékopisného zkoumadla. Soucasné se srozumitelné uvede mnozZstvi a jednotky
charakterizujici koncentraci roztoku, napr.:

"roztok hydroxidu draselného R (15 g/1)",
"roztok kyseliny sirové R 10% (V/V) v lihu 96% R",
"roztok kyseliny chlorovodikove R (10 g/l HCI)".
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4.1 Zkoumadla, roztoKky pro limitni stanoveni ne¢istot, tlumivé roztoky

Zkoumadla jsou chemikalie a jejich roztoky pouzivané ke zkouSeni 1é€iv a pomocnych latek. K
jednoznacné charakterizaci zkoumadel jsou uvedena Cisla CAS, viz Obecné zasady (1.2).

Zkoumadla nelze pouzivat jako 1écivé nebo pomocné latky. Pokud je 1é¢iva nebo pomocna latka
zaroven pouzita jako zkoumadlo, jeji jakost, pokud je stejnd, je uvedena odkazem na lékopisny
Clanek a Cislo CAS se jiz neuvadi.

Roztoky zkoumadel, neni-li uvedeno jinak, se rozuméji roztoky vodné ptipravené z vody Cisténé
(Aqua purificata) pfi teplot¢ obvykle 20 °C. Vyjimkou jsou roztoky pouzivané k provedeni
limitnich zkousek na baryum, vapnik a sirany, kde je nutno pouzit vodu destilovanou.

Pfi praci a zachazeni se zkoumadly je nutno dodrzovat bezpecnostni predpisy pro praci
v chemickych laboratotich (CSN 01 8003). Pokud maji zkoumadla vlastnosti zv14§té nebezpeénych
jedd, ostatnich jedl, omamnych latek, psychotropnich latek a ziravin, je nutno dodrzovat ustanoveni
nafizeni vlady ¢. 192/1988 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpisii (182/1990 Sb., 33/1992 Sb. a 278/1993
Sb.). Pokud je zkoumadlo prokazatelnym karcinogenem, je nutno dodrzovat Hygienické predpisy
o hygienickych zasadach pro prace s chemickymi karcinogeny.

Zkoumadla a jejich roztoky se uchovavaji zpravidla v dobfe uzavienych obalech. Je-li tieba, jsou
predepsany zvlastni podminky uchovavani. Zkoumadla se uchovavaji oddélené od 1é¢ivych a
pomocnych latek.

V oznaceni na obalu zkoumadel (pevné Ipici stitek nebo oznaceni piimo na obalu) se uvede
nazev zkoumadla, u roztokt také koncentrace, datum ptipravy a udaj, kdo roztok ptipravil. Zkou-
madla pfipravovana a vydavana v lékarnach nebo v laboratofich zdravotnickych zafizeni se
oznacuji Zlutymi §titky s Cernym napisem, v némz je uvedeno:

a) presné oznaceni lékarny (zdravotnického zatizeni),

b) datum piipravy zkoumadla a jméno (zkratka) osoby, ktera zkoumadlo pfipravila,

¢) pfesny nazev prti predpisu "Signa suo nomine" a slozeni pfi predpisu "Signa cum formula”,

d) je-li zkoumadlo omamna latka, zvlasté nebezpecny jed, ziravina, hoflavina, uvede se v oznaceni
ptislusny symbol.

4.1.1Zkoumadla

Acetaldehyd R
C,H,O M._44,1 CAS 75-07-0

Ethanal
Cira bezbarva t&kavé snadno zapalna kapalina, misitelna s vodou a lihem 96%.
d}): asi 0,788.
nd': asi 1,332.
TV: asi21 °C.

Acetanhydrid R
C,HO, M. 102,1 CAS 108-24-7
Anhydrid kyseliny octové

Obsahuje nejméné 97,0 % C,H,O,. Cira bezbarva kapalina.
TV: 136 °Caz 142 °C.
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Stanoveni obsahu. 2,00 g se rozpusti v 50,0 ml hydroxidu sodného 1 mol/l VS v baiice se zabrouse-
nou zatkou a vafi se 1 h pod zpétnym chladicem. Potom se ptida 0,5 ml fenolftaleinu RS, titruje se
kyselinou chlorovodikovou 1 mol/l VS a vypocita se pocet ml hydroxidu sodného 1 mol/l VS spotie-
bovaného na 1 g latky (n)).

2,00 g se rozpusti v 20 ml cyklohexanu R v baiice se zabrousenou zatkou. K tomuto roztoku se
za chlazeni v ledové lazni ptida 10 ml anilinu R a 20 ml cykichexanu R. Smés se vaii 1 h pod
zpétnym chladi¢em, ptida se 50,0 ml hydroxidu sodného 1 mol/l VS a siln€ se protiepe. Prida se
0,5 ml fenolftaleinu RS a titruje se kyselinou chlorovodikovou 1 mol/l VS a vypocita se pocet ml
hydroxidu sodného 1 mol/l VS na 1 g latky (n,).

Obsah C,HO, v procentech se vypocita podle vzorce:

10,2 (n, - n,) .

Acetanhydrid v kyseliné sirové RS

5 ml acetanhydridu R se opatrné smicha s 5 ml kyseliny sirové R. Po kapkach a za stalého chla-
zeni se piida 50 ml ethanolu K. Roztok je bezbarvy.
Ptipravuje se tésné pred pouzitim.

Acetanhydrid RS1

Acetylacni smés
25,0 ml acetanhydridu R se rozpusti v pyridinu bezvodém R a ziedi se jim na 100,0 ml.
Uchovéava se chranén pied svétlem a vzduchem.

Acetonitril R
C,H;N M_41,05 CAS 75-05-8

Methylkyanid
Cira bezbarva kapalina, misitelna s vodou, s acetonem, s etherem a s methanolem. Roztok
(100 g/1) je neutralni na lakmusovy papir.
d}: asi0,78.
np': asi 1,344,
Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejméné 95 % piedestiluje pti 80 °C az 82 °C.
Fri pouziti pro spektrofotometrii vyhovuje ndsledujici dodatecné zkousce:
Transmitance (2.2.25). Nejméné 98 % pti 225 nm az 420 nm; méfi se proti vodé R jako kontrolni

tekuting.
Acetonitril pro chromatografii R

Vyhovuje pozadavkim piedepsanym pro acetonitril R a nasledujicim dodate¢nym pozadavkim:
Transmitance (2.2.25). Nejméné 98 % pii 240 nm; méfi se proti vodeé R jako kontrolni tekuting.
Stanoveni obsahu (2.2.28). Nejméné 99,8 %.

Aceton R

Viz ¢lanek Acetonum.
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Acetylaceton R
C,H,0, M. 100,1 CAS 123-54-6

2,4-Pentandion
Bezbarva nebo slabé nazloutla, snadno zapalna kapalina, snadno rozpustna ve vod¢, misitelna
s acetonem, lihem 96%, s etherem a s kyselinou octovou ledovou.
np': 1,452 az 1,453,
TV: 138 °C az 140 °C.

Acetylaceton RS1

Ke 100 ml octanu amonného RS se ptida 0,2 ml acetylacetonu K.

Acetyleugenol R
C,H,,0, M. 206,2 CAS 93-28-7

2-Methoxy-4-(2-propenyl)fenylacetat
Zluté zbarvend olejovita kapalina, snadno rozpustna v lihu 96% a v etheru, prakticky nerozpust-
na ve vode.
ny': asi 1,521.
TV: 281 °Caz 282 °C.

Fri pouziti pro plynovou chromatografii vyhovuje ndsledujici dodatecné zkousce:

Stanoveni obsahu. Stanovi se plynovou chromatografii (2.2.28), jak je predepsano v c¢lanku
Caryophylli etheroleum za pouziti zkouSené latky jako zkouseného roztoku.
Plocha hlavniho piku je nejméné 98,0 % z celkové plochy pikd.

Acetylchlorid R
C,H,CIO M. 78,5 CAS 75-36-5

Cira, bezbarva, zapalna kapalina, pisobenim vody a lihu 96% se rozklad4, misitelnd s dichlor-
ethanem.
d}): asi 1,10.
Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejméné 95 % predestiluje pti 49 °C az 53 °C.

Acetylcholiniumchlorid R
C,H,,CINO, M. 181,7 CAS 60-31-1

Krystalicky prasek, velmi snadno rozpustny ve studené vod¢ a v lihu 96%, prakticky nerozpust-
ny v etheru; rozklada se v horké vodé¢ a v alkaliich.
Uchovava se pii -20 °C.

N-Acetyltryptofan R
C,;H,N,0O, M. 246,3 CAS 87-32-1

Kyselina 2-acetylamino-3-(3-indolyl)propanova

Bily nebo tém¢ér bily prasek nebo bezbarvé krystaly. Je téZce rozpustny ve vodé, rozpousti se
ve zfedénych roztocich alkalickych hydroxidi.
TT: asi 205 °C.
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Stanoveni obsahu. 10,0 mg se rozpusti ve smési objemovych dilit acetonitrilu R a vody R (10 + 90)
a zfedi se jina 100,0 ml. Stanovi se, jak je uvedeno v Clanku Tryptophanum, ve zkousce 1,1'-Ethy-
lidenbistryptofan a jiné ptibuzné latky.

Plocha hlavniho piku na chromatogramu je nejmén¢ 99,0 % plochy vSech pikda.

Ztedi se vodou Rna 50,0 ml (2 pg/ml).

Acetyltyrosinethylester R
C,;H;NO, . H,0 M, 269,3 CAS 36546-50-6

Monohydrat N-acetyl-L-tyrosinethylesteru; monohydrat ethyl-(S)-2-acetamido-3-(4-hydroxyfenyl)-
propionatu
Bily krystalicky prasek, vhodny ke stanoveni obsahu chymotrypsinu.
[e] 2': +21° az +25°; méii se roztok 10,0 g/l v lihu 96% R.
A% 60 az 68; mét se pii 278 nm v lihu 96% R.

Acetyltyrosinethylester 0,2 mol/l RS
0,54 g acetyltyrosinethylesteru R se rozpusti v lihu 96% K a zfedi se jim na 10,0 ml.

Adenosin R
C,H;5N;0, M 2672 CAS 58-61-7

6-Amino-9-B-D-ribofuranosyl-9H-purin

Bily krystalicky prasek, t€Zce rozpustny ve vod¢, prakticky nerozpustny v acetonu, v lihu 96%
a v etheru. Rozpousti se ve zifedénych roztocich kyselin.
TT: asi 234 °C.

Agarosa-DEAE pro vyménnou iontovou chromatografii R
CAS 57407-08-6
Pri¢né sitovana agarosa substituovana dimethylaminoethylovymi skupinami, ve formé kulicek.

Agarosa pro elektroforézu R
CAS 9012-36-6
Neutralni linearni polysacharid, jehoz hlavni podil je odvozen od agaru.
Bily az téméf bily prasek. Je prakticky nerozpustna ve studené vod¢, velmi téZce rozpustna
v horké vode.

Agarosa pro chromatografii R
CAS 9012-36-6
Jsou to nabobtnalé kulicky o priméru 60 um az 140 um ve formé 4% suspenze ve vodeé R.
Pouziva se k déleni bilkovin s M 6 . 10*az 20 . 10°a k d&leni polysacharidiis M,3.10°az5.10°
metodou vylucovaci chromatografie.

Agarosa sit’ovand pro chromatografii R
CAS 61970-08-9
Ptipravuje se z agarosy reakci s 2,3-dibrompropanolem v silné alkalickém prostiedi.
Je dodéavana jako nabobtnalé kulicky o priméru 60 ym az 140 um ve formé 4% suspenze v
vodé R. Pouziva se k déleni bilkovin s M. 6 . 10* az 20 . 10° a k déleni polysacharidt s M, 3 . 10°
az 5 . 10° metodou vylu¢ovaci chromatografie.
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Agarosa sit’ovand pro chromatografii R1
CAS 65099-79-8
Ptipravuje se z agarosy reakci s 2,3-dibrompropanolem v siln¢ alkalickém prostiedi. Je doddvana
jako nabobtnalé kulicky o primeéru 60 um az 140 um ve formé 4% suspenze ve vodé R. Pouziva
se k déleni bilkovin s M. 7 . 10%az 40 . 10°a polysacharidi s M 1.10°az 2 . 10 "metodou vylu-
¢ovaci chromatografie.

Agarosa sit ovand polyakrylamidem R

Je to agarosa piiéné sitovana polyakrylamidem; je vhodna pro déleni globulind s M 2. 10* az
35.10%

Akonitin R
C,,H,;NO,, M. 645,8 CAS 302-27-2

Bezbarvé krystaly nebo bily az slabé nazloutly prasek. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, mirné
rozpustny v lihu 96% a etheru.
TT- 200 °C az 205 °C, za rozkladu.

Akrylamid R
C,H,NO M. 71,1 CAS 79-06-1

Propenamid

Bezbarvé nebo bilé vlo¢ky nebo bily az témér bily krystalicky prasek. Je velmi snadno rozpustny
ve vodé¢ a v methanolu, snadno rozpustny v ethanolu.
TT: asi 84 °C.

Aktivai uhli R

Viz ¢lanek Carbo activatus.

f-Alanin R
C,H,NO, M, 89,1 CAS 107-95-9

Kyselina 3-aminopropionova

Obsahuje nejméné 99,0 % C;H,NO,.

Bily krystalicky prasek, snadno rozpustny ve vodg, téZce rozpustny v lihu 96%, prakticky neroz-
pustny v acetonu a v etheru.
TT: asi 200 °C, za rozkladu.

Albumin hovézi R
CAS 9048-46-8
Obsahuje asi 96 % bilkovin. Bily az svétle zlutavé hnédy prasek.
Voda, semimikrostanoveni (2.5.12). Nejvyse 3,0 %; stanovi se s 0,800 g zkousené latky.
Albumin hovézi pouzity ke stanoveni G¢innosti tetrakosaktidu je prosty pyrogennich latek, bez
proteolytické aktivity prezkousené vhodnou metodou, napt. za pouziti chromogeniho substratu a
bez kortikosteroidni aktivity stanovené méfenim fluorescence popsanym ve stanoveni u€innosti
v ¢lanku Tetracosactidum.
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Albumin lidsky RS

Viz ¢lanek Albumini humani solutio.

Albumin lidsky RS1

Albumin lidsky RS se ziedi roztokem chloridu sodného R (9 g/1) na koncentraci bilkoviny 1 g/1.
Hodnota pH tohoto roztoku se upravi pomoci kyseliny octové ledové Rna 3,5 az 4,5.

Alizarin S R
C,,H,NaO.S . H,0 M.360,3 CAS 130-22-3

Colour Index 58005, Schultz 1145
Sodna sul kyseliny 3,4-dihydroxy-2-antrachinonsulfonové monohydrat
Oranzové zluty prasek, snadno rozpustny ve vodé a v lihu 96%.

Alizarin S RS

Roztok 1 g/l.

Zkouska citlivosti. Zkousi se roztok za podminek uvedenych u chloristanu barnatého 0,05 mol/l VS
(4.2.2.); zluté zbarveni se zméni na oranzove Cervene.

Barevny prechod. pH 3,7 az pH 5,2; ze Zlutého zbarveni na fialové.

Allylisothiokyanat R
C,H,NS M, 99,2 CAS 57-06-7

Bezbarva ¢ird kapalina, siln¢ drazdici, téZce rozpustna ve vod¢, snadno rozpustna v lihu 96%.
dy: asi 1,015.
TV: 148 °Caz 154 °C.

Aloin R
C,,H,,0, . H,0 M, 436,4 CAS 1415-73-2

Barbaloin

10-(B-D-Glukopyranosyl)-1,8-dihydroxy-3-(hydroxymethyl)anthron monohydrat

Zluté jehlicky nebo Zluty az tmavé Zluty krystalicky prasek, na vzduchu a na svétle tmavnouci.
Je mirné rozpustny ve vodé a v lihu 96%, dobie rozpustny v acetonu, roztocich alkalickych hydro-
xidll a amoniaku a velmi téZce rozpustny v etheru.
A% asi 192 pfi 269 nm, asi 226 pii 296,5 nm, asi 259 pii 354 nm, poéitano na bezvodou latku;
mefi se roztoky v methanolu R.
Chromatografie. Latka se zkousi za stejnych podminek a ve stejné koncentraci, jako je uvedeno
v ¢lanku Frangulae cortex. Na chromatogramu je pouze jedna hlavni skvrna.

Amidosiran amonny R
NH,SO,NH, M. 114,1 CAS 7773-06-0

Bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly. Je hygroskopicky, velmi snadno rozpustny ve
vodg, tézce rozpustny v lihu 96%.
TT: asi 130 °C.

Uchovava se ve vzduchotésnych obalech.
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Aminoazobenzen R
C,H, N, M 1972 CAS 60-09-3

Colour Index 11000
4-Aminoazobenzen
Hnédozluté jehlicky s modravym leskem. Je téZce rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu
96% a v etheru.
TT: asi 128 °C.

Aminobutanol R
C,H,,NO M, 89,1 CAS 5856-63-3

(R)-2-Amino-1-butanol
Olejovita kapalina, misitelnd s vodou, dobfe rozpustna v lihu 96%.
dy: asi 0,94,
na': asi 1,453.
TV: asi 180 °C.

4-Aminofenol R
CH,NO M. 109,1 CAS 123-30-8

Bily nebo slabé zbarveny krystalicky prasek, vlivem svétla a vzduchu tmavne. Je mirné
rozpustny ve vodé, dobie rozpustny v ethanolu.
TT: asi 186 °C, za rozkladu.

Uchovava se chranén pied svétlem.

Aminochlorbenzofenon R
C,;H,,CINO M. 231,7 CAS 719-59-5

2-Amino-5-chlorbenzofenon

Zluty krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodg, snadno rozpustny v acetonu, dobie roz-
pustny v lihu 96%.
TT: asi 97 °C.
Chromatografie. Zkousi se za podminek popsanych v ¢lanku Chlordiazepoxidi hydrochloridum.
Nanasi se 5 ul roztoku 0,5 g/l v methanolu K. Na chromatogramu je pouze jedna hlavni skvrna, K
asi 0,9.

Uchovava se chranén pred svétlem.

Aminonitrobenzofenon R
C;H,,N,O, M, 2422 CAS 1775-95-7

2-Amino-5-nitrobenzofenon
Zluty krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé, dobie rozpustny v tetrahydrofuranu,
téZce rozpustny v methanolu.
A% 690 az 720 pii 233 nm; méfi se roztok 0,010 g/l v methanclu R.
TT: asi 160 °C.
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3-Aminopropanol R
C,H,NO M. 75,1 CAS 156-87-6
3-Amino-1-propanol
Cira bezbarva viskozni kapalina.
d}): asi 0,99.
np': asi 1,461.
TT:asill °C.

Aminopyrazolon R
C,,H;;N;0 M. 203,2 CAS 83-07-8
4-Amino-1-fenyl-2,3-dimethyl-5-pyrazolon; 4-aminoantipyrin

Svétle zluté jehlicky nebo prasek. Je mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu 96%,

téZce rozpustny v etheru.
TT: asi 108 °C.

Aminopyrazolon RS
Roztok 1 g/l v tumivém roztoku o pH 9,0.

Amoniak 32% R

NH, M. 17,03 CAS 7664-41-7
Obsahuje nejméné 32,0 % NH,. Cira bezbarva kapalina.

d}): 0,883 az 0,889.

Stanoveni obsahu. Sklenéna barnka se zabrousenou zatkou se presné zvazi s 50,0 ml kyseliny

chlorovodikové 1 mol/l VS, pridaji se 2 ml zkouSené latky a znovu se zvazi. Titruje se hydroxidem

sodnym 1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml cervene methylové smésného indikatoru RS.
1 ml kyseliny chlorovodikové 1 mol/l VS odpovida 17,03 mg NH.,

Uchovava se chranén pred atmosférickym oxidem uhli¢itym pfti teploté pod 20 °C.

Amoniak 26% R

Viz ¢lanek Ammoniae solutio concentrata.

Amoniak 17,5% RS

Obsahuje 170 g/l az 180 g/l NH, (M, 17,03).

Friprava. 67,0 g amoniaku 26% K se ztedi vodou K na 100 ml.
d}): 0,931 a7 0,934.

Jestlize se pouzije pro limitni zkousku na Zelezo, vyhovuje nasledujict dodatecné zkousce: 5 ml
se odpafi na vodni lazni do sucha a zbytek se rozpusti v 10 ml vody R. Po ptidani 2 ml roztoku kyse-
liny citronové R (200 g/1) a 0,1 ml kyseliny thioglykolové R se roztok zalkalizuje amoniakem 17,5%
RS a ziedi se vodou R na 20 ml; nevznikd zadné ruzové zbarveni.

Uchovava se chranén pred atmosférickym oxidem uhli¢itym a pfi teploté nizsi nez 20 °C.

Amoniak ziedény RS1

Obsahuje 100 g/l az 104 g/l NH, (M, 17,03).
Friprava. 41 g amoniaku 26% K se ziedi vodou R na 100 ml.
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Amoniak ziedény RS2

Obsahuje 33 g/l az 35 g/l NH, (M, 17,03).
Friprava. 14 g amoniaku 26% R se ztedi vodou R na 100 ml.

a-Amylasa R

1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasa (EC 3.2.1.1)
Bily az svétle hnédy prasek.

a-Amylasa RS
Roztok a~amylasy R s uCinnosti 800 FAU/g.

Amylen R
CH,, M. 70,1 CAS 513-35-9

2-Methyl-2-buten
Velmi hotlava kapalina, prakticky nerozpustna ve vodé, misitelna s lihem 96% a s etherem.
TV: 37,5 °Caz 38 °C.

Anethol R
C,,H;,O M, 1482 CAS 104-46-1

1-Methoxy-4-(1-propenyl)benzen

Bila krystalicka hmota do 20 °C az 21 °C, nad 23 °C kapalina. Je prakticky nerozpustny ve vo-
dé, snadno rozpustny v ethanolu, dobfe v etheru, v ethylacetatu a etheru petrolejovém.

25, :

np’: asi 1,56.
TV: asi 230 °C.

Fri pouziti pro plynovou chromatografii vyhovuje ndasledujict zkousce:
Stanoveni obsahu. Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za podminek uvedenych v ¢lanku

Anisi etheroleum za pouziti zkousené latky jako zkouseného roztoku.
Plocha hlavniho piku odpovidajici trans-anetholu je nejméné 99,0 % z celkové plochy piki.

cis-Anethol R
C,,H,,0 M. 148,2

(2)-1-Methoxy-4-(1-propenyl)benzen

Bil4 krystalicka hmota do 20 °C az 21 °C, nad 23 °C kapalina. Je prakticky nerozpustny ve vo-
de, snadno rozpustny v ethanolu, dobie rozpustny v etheru, ethylacetatu a v etheru petrolejovém.
nd: asi 1,56.
TV: asi 230 °C.

FrFi pouZiti pro plynovou chromatografii vvhovuje nasledujici zkousce:
Stanoveni obsahu. Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za podminek uvedenych v ¢lanku

Anisi etheroleum za pouziti zkouSené latky jako zkouSeného roztoku.
Plocha hlavniho piku je nejméné 92,0 % z celkové plochy pikd.
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Anex R

Je to iontoméni¢ v C1~ cyklu obsahujici kvarter ni amoniové skupiny [-CH,N (CH,),] navazané
na polymerni miizku z polystyrenu zesitovaného s 2 % divinylbenzenu. Vyrabi se ve formé
kuli¢ek, jejichz pramér je uveden za nazvem zkoumadla ve zkouskach, kde je pouzit.

Iontoméni¢ se promyva na sklenéném filtru hydroxidem sodnym 1 mol/l RS az do negativni
reakce na chloridy v eludtu. Potom se promyva vodou R az do neutralni reakce.

Cerstvé suspendovany iontoméni& ve vodé prosté amoniaku R se uchovava chranén pied
atmosférickym oxidem uhli¢itym.

Anex silné zdasadity R

Pryskyfice gelového typu v OH ™ cyklu obsahujici kvarterni amoniové skupiny [-CH ,N (CH ;);,
typ 1] navazané na polymerni miizku z polystyrenu zesitovaného s 8 % divinylbenzenu.

Hnédé prihledné kulicky.
Velikost ¢astic. 0,2 az 1,0 mm.
Obsah vihkosti. Asi 50 %.

Celkova vyménna kapacita. Nejméné 1,2 mekv/ml.

Anhydrid kyseliny maleinové R
C,H,0, M, 98,1 CAS 108-31-6

2,5-Furandion

Bilé krystalky, dobie rozpustné ve vod¢ za tvorby kyseliny maleinové, velmi snadno rozpustné
v acetonu a v ethylacetatu, snadno rozpustné v toluenu, dobfe rozpustné v lihu 96% za tvorby
esterd, velmi téZce rozpustné v etheru petrolejovém.
TT: asi 52 °C.

Zbytky nerozpustné v toluenu. Nejvyse 5 % (kyselina maleinova).

Anhydrid kyseliny maleinové RS

5 g anhydridu kyseliny maleinové R se rozpusti v toluenu R a ziedi se jim na 100 ml. Roztok je
pouzitelny jeden mésic. Pokud je roztok zakalen, zfiltruje se.

Anhydrid kyseliny propionové R
C¢H,,0;4 M. 130,1 CAS 123-62-6

Cira bezbarva kapalina, snadno rozpustna v lihu 96% a v etheru.
d}): asi 1,01.
TV: asi 167 °C.

Anilin R
CHN M. 93,1 CAS 62-53-3

Aminobenzen
Bezbarva az slab¢ nazloutla kapalina, dobfe rozpustna ve vod¢, misitelna s lihem 96% a ethe-
rem.
dy: asi 1,02.
TV: 183 °C az 186 °C.
Uchovava se chranén pred svétlem.
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Anisaldehyd R
C¢H,0, M. 136,1 CAS 123-11-5

4-Methoxybenzaldehyd

Olejovita kapalina, velmi téZce rozpustna ve vodé, misitelna s lihem 96% a s etherem.
TV: asi 248 °C.

Fri pouziti pro plynovou chromatografii vyhovuje ndsledujici zkousce:

Stanoveni obsahu. Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za podminek uvedenych v ¢lanku
Anisi etheroleum za pouziti zkousené latky jako zkouseného roztoku.
Plocha hlavniho piku je nejméné 99,0 % z celkové plochy pikd.

Anisaldehyd RS

V nasledujicim poradi se smicha 0,5 ml anisaldehydu R, 10 ml kyseliny octové ledové R, 85 ml
methanolu K a 5 ml kyseliny sirové R.

Anisaldehyd RS1

K 10 ml anisaldehydu R se ptida 90 ml lihu 96% R, zamicha se, ptida se 10 ml kyseliny sirové R
a opét se zamicha.

Anthracen R
C.H,, M. 178,2 CAS 120-12-7

Bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vode¢, téZce rozpustny v chloroformu.
TT: asi 218 °C.

Anthron R
C,,H,,0 M. 1942 CAS 90-44-8

Anthracen-9(10H)-on

Svétle Zluty krystalicky prasek.
TT: asi 155 °C.

Antisérum vztekliny konjugované s fluoresceinem R

Imunoglobulinova frakce s vysokym protilatkovym titrem vztekliny pfipravena ze séra
vhodnych zvifat, kterd byla imunizovana inaktivovanym virem vztekliny. Imunoglobulin se
konjuguje s isothiokyanatofluoresceinem.

Antitrombin III R
CAS 90170-80-2
Specificka ucinnost je nejméne 6 m.j. v miligramu.
Je to frakce lidské krevni plazmy precisténa heparin-agarosovou chromatografii.

Antitrombin III RS'1

Antitrombin III R se roziedi podle navodu vyrobce a ziedi se tlumivym roztokem trometamolo-
vym s chloridem sodnym o pH 7,4 tak, aby 1 ml obsahoval 1 m.j.
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Antitrombin III RS2

Antitrombin III R se roziedi podle navodu vyrobce a ziedi se tlumivym roztokem trometamolo-
vym s chloridem sodnym o pH 7,4 tak, aby 1 ml obsahoval 0,5 m.j.

Apigenin R
C,sH,,0;4 M. 270,2 CAS 520-36-5
4',5,7-Trihydroxyflavon
Svétly nazloutly prasek, prakticky nerozpustny ve vode, mirné rozpustny v lihu 96%.
TT: asi 310 °C, za rozkladu.

Chromatografie. Zkousi se postupem piedepsanym v ¢lanku Chamomillae romanae flos. Nanasi
se 10 pl roztoku 0,25 g/l v methanolu R.
Chromatogram vykazuje v horni tfetiné hlavni skvrnu se zlutozelenou fluorescenci.

Apigenin-7-glukosid R
C,,H,,0, M. 432,6

Svétly nazloutly prasek, prakticky nerozpustny ve vodé¢, mirné rozpustny v lihu 96%.
TT: 198 °C az 201 °C.

Chromatografie. Zkousi se postupem predepsanym v ¢lanku Chamomillae romanae flos. Nanasi
se 10 ul roztoku 0,25 g/1 v methanolu R.
Chromatogram vykazuje ve stfedni tetin€ hlavni skvrnu se Zlutou fluorescenci.
Aprotinin R
Viz ¢lanek Aprotininum.
Arabinosa R
C,H,,0;4 M. 150,1 CAS 87-72-9
L-(+)-Arabinosa; [3-L-arabinopyranosa
Bily krystalicky prasek, snadno rozpustny ve vodé.
[a] &: +103° az +105°; mé&ii se roztok 50 g/l ve vodé R obsahujici asi 0,05 % NH,.
Arabskd klovatina R

Viz ¢lanek Acaciae gummi.

Arabska klovatina RS

100 g arabské klovatiny R se rozpusti v 1000 ml vody R, micha se pomoci mechanického
michadla 2 h a odstfed’uje se pfi asi 2000 g, 30 min, dokud roztok neni Ciry.
Uchovava se v polyethylenovych obalech o obsahu asi 250 ml pti 0 °C az -20 °C.

Arbutin R
C,H,0, M. 2723 CAS 497-76-7

Arbutosid; 4-hydroxyfenyl-B-D-glukopyranosid
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Jemné, bilé, lesklé jehlicky. Je snadno rozpustny ve vodé, velmi dobie rozpustny v horké vode,
dobie rozpustny v lihu 96%, prakticky nerozpustny v etheru.
[] 2): asi -64°; méfi se roztok (20 g/l).
TT: asi 200 °C.
Chromatografie. Zkousi se postupem uvedenym v ¢lanku Uvae ursi folium; na chromatogramu je
jen jedna hlavni skvrna.

Argon R
Ar A,39,95 CAS 7440-37-1

Obsahuje nejmén¢ 99,995 % (V/V) Ar.
Oxid uhelnaty. 10 1 argonu R se pfti prutoku 4 I/h zkousi na CO za podminek uvedenych ve stati
(2.5.25, Metoda I). Spotiebuje se nejvyse 0,05 ml thiosiranu sodného 0,002 mol/l VS (0,6 ml/m’).

Arsenitan sodny RS

0,50 g oxidu arsenitého R se rozpusti v 5 ml hydroxidu sodného ziedeného RS, pridaji se 2,0 g
hydrogenuhlicitanu sodného R a ztedi se vodou Kna 100,0 ml.

Askorban sodny RS
CAS 134-03-2
3,5 g kyseliny askorbové R se rozpusti ve 20 ml hydroxidu sodného 1 mol/l RS. Pripravi se v ¢as
potieby.

L-Aspartyl-L-fenylalanin R

C,3H,(N,Oq4 M, 280,3 CAS 13433-09-5
Kyselina (S)-3-amino-N-[(S)-2-fenylethyl-1-karboxy]jantarova
Bily prasek.
TT: asi 210 °C, za rozkladu.
Azid sodny R
NaN, M. 65,0 CAS 26628-22-8

Bily krystalicky prasek nebo krystalky. Je snadno rozpustny ve vod¢, tézce rozpustny v lihu 96%
a prakticky nerozpustny v etheru.

Azomethin H R
C,,H,,NNaO,S, M. 4454 CAS 5941-07-1

Monosodna st kyseliny 4-hydroxy-5-(2-hydroxybenzylidenamino)-2,7-naftalendisulfonové

Azomethin H RS

0,45 g azomethinu H R a 1,0 g kyseliny askorbové R se rozpusti za mirného zahtivani ve vodé R
a zfedi se ji na 100 ml.

Barbital R

Viz ¢lanek Barbitalum.
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Barbital sodna sul R
C.H,,N,NaO, M, 206,2 CAS 144-02-5

Sodna sul kyseliny 5,5-diethylbarbiturové

Obsahuje nejméné 98,0 % C;H,,N,NaO,.

Bezbarvé krystalky nebo bily krystalicky prasek. Je snadno rozpustna ve vodé, téZce rozpustna
v lihu 96%, prakticky nerozpustna v etheru.

Benzaldehyd R
C,H,O M. 106,1 CAS 100-52-7

Bezbarva nebo slab¢ zluta kapalina, t¢Zce rozpustna ve vode, misitelna s lihem 96% a s etherem.
d}): asi 1,05.
n2': asi 1,545.
Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejméné 95 % piedestiluje pti 177 °C az 180 °C.

Benzen R
C.H, M. 78,1 CAS 71-43-2

Cira bezbarva hotlava kapalina, prakticky nerozpustna ve vodg, misitelna s lihem 96% a s ethe-
rem.
TV: asi 80 °C.

Benzethoniumchlorid R
C,H,,CINO, . H,0 M. 466,1 CAS 121-54-0

Benzyl-dimethyl-(2-{2-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenoxy]ethoxyethyl } Jamoniumchloridmono-
hydrat

Jemny bily prasek nebo bezbarvé krystalky. Je dobfe rozpustny ve vodé, v lihu 96%, tézce roz-
pustny v etheru.
TT: asi 163 °C.

Uchovava se chranén pred svétlem.

Benzofenon R
C;H,,0 M. 1822 CAS 119-61-9

Difenylmethanon
Hranolovité krystaly, prakticky nerozpustné ve vodé, snadno rozpustné v lihu 96% a etheru.
TT: asi 48 °C.

Benzoin R
C,,H,,0, M. 2123 CAS 579-44-2

2-Hydroxy-1,2-difenylethanon

Slabé zluté krystalky, velmi téZce rozpustné ve vodé, snadno rozpustné v acetonu, dobie roz-
pustné v horkém lihu 96%, mirné rozpustné v etheru.
TT: asi 137 °C.
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Benzoylargininethylesterhydrochlorid R
C,sH,;CIN,O, M, 3428 CAS 2645-08-1

(8)-1-[4-(ethoxykarbonyl)-4-(benzamido)butyl]guanidiniumchlorid
Bily krystalicky prasek, velmi snadno rozpustny ve vodé a ethanolu, prakticky nerozpustny
v etheru.
[e]p): -15° az -18°, méfi se roztok 10,0 g/1.
A% 310 az 340, méii se roztok 0,010 g/l pti 227 nm.

lcm-

TT: asi 129 °C.

Benzoylchlorid R
C,H,ClO M. 140,6 CAS 98-88-4

Bezbarva, k slzdm drazdici kapalina, dobfe rozpustna v etheru, rozklada se vodou a lihem 96%.
dy: asi1,21.
TV asi 197 °C.

N-Benzoyl-L-prolyl-L-fenylalanyl-L-arginyl-N-(4-nitrofenyl)amoniumacetat R
C3sH,oNgOg M, 703

Benzylalkohol R

Viz ¢lanek Alcohol benzylicus.

Benzylbenzoat R

Viz ¢lanek Benzylis benzoas.
Chromatografie. Zkousi se za podminek popsanych v ¢lanku Balsamum peruvianum. Nanasi se
20 ul roztoku 0,3% (V/V) v ethylacetatu R. Po postiiku a zahtati je na chromatogramu patrna hlavni
skvrna o Ry asi 0,8.

Benzylcinnamat R
C,¢H\,0, M, 2383 CAS 103-41-3

Benzylester kyseliny skoticové

Bezbarvé nebo nazloutlé krystaly. Je prakticky nerozpustny ve vode, dobie rozpustny v lihu 96%
a v etheru.
TV: asi 39 °C.
Chromatografie. Zkousi se za podminek popsanych v ¢lanku Balsamum peruvianum. Nanasi se
20 pl roztoku (3 g/l) v ethylacetatu R. Po postiiku a zahtati je na chromatogramu patrna hlavni
skvrna o Ry asi 0,6.

Benzylpenicilin sodnd sul R

Viz ¢lanek Benzylpenicillinum natricum.

Bergapten R
C,,H;0, M. 216,2 CAS 484-20-8

5-Methoxypsoralen; 4-methoxyfuro[3,2-g]-benzopyranon
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Bezbarvé krystaly. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, mirné rozpustny v lihu 96% a tézce roz-
pustny v kyseliné octové ledové.
TT: asi 188 °C.

Betulin R
C,,H;,0, M_4427 CAS 473-98-3

Lup-20(39)-en-33,28-diol
Bily krystalicky prasek.
TT: 248 °C az 251 °C.

Bibenzyl R
C.H,, M. 1823 CAS 103-29-7

1,2-Difenylethan

Bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vod¢, velmi snadno rozpustny v dichlormetha-
nu, snadno rozpustny v acetonu, dobie rozpustny v lihu 96%.
TT:50 °Caz 53 °C.

4-Bifenylol R
C,H,,0 M. 170,2 CAS 90-43-7

4-Fenylfenol
Bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé¢.
TT: 164 °Caz 167 °C.

Bis(2-ethylhexyl)ftalat
C,,H:0, M_390,5 CAS 117-81-7

Bezbarva olejovita kapalina, prakticky nerozpustna ve vod€, dobie rozpustna v organickych roz-
poustédlech.
d}): asi 0,98.
np': asi 1,486.
Viskozita (2.2.9). Asi 80 mPa.s (80 cP).

Bismuticnan sodny R
NaBiO, M, 280,0 CAS 12232-99-4

Obsahuje nejméné 85,0 % NaBiO,. Zluty az lutavé hnédy prasek, ktery se za vlhka a pii zvyse-
nych teplotdch pomalu rozklada, prakticky nerozpustny ve studené vode¢.
Stanoveni obsahu. 0,200 g se suspenduje v 10 ml roztoku jodidu draselného R (200 g/1) a ptida se
20 ml kyseliny sirové ziredené RS. Titruje se thiosiranem sodnym 0,1 mol/l VS za ptitomnosti 1 ml
Skrobu RS az do oranzového zbarveni.

1 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS odpovida 14,00 mg NaBiO ;.

N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid R
C¢H,,NOSi, M. 2034 CAS 10416-59-8

Bezbarva kapalina.
dy: asi 0,83.



Strana 350 Sbirka zakond &. 1 /1998 Castka 1

350 Zkoumadla

Biuret R
C,H:N,0, M. 103,1 CAS 108-19-0

Karbamoylmocovina

Bilé hygroskopické krystalky, dobie rozpustné ve vod€, mirn¢€ rozpustné v lihu 96%, velmi tézce
rozpustné v etheru.
TT: 188 °C az 190 °C, za rozkladu.

Uchovava se ve vzduchotésnych obalech.

Borneol R
C,oH;sO0 M. 1543 CAS 507-70-0

endo-2-Bornanol; endo-1,7,7-trimethylbicyklo[2,2,1 Jheptan-2-ol

Bezbarvé krystaly, snadno sublimujici. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny
v lihu 96%, v etheru a etheru petrolejovém.
TT: asi 208 °C
Chromatografie. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27). Na vrstvu silikagelu G R se
nanese 10 ul roztoku 1 g/l v toluenu R a vyviji se chloroformem R po draze 10 cm. Vrstva se ususi
na vzduchu, postiika se anisaldehydem RS (10 ml pro desku 200 mm x 200 mm) a zahiiva se
10 min pfi 100 °C az 105 °C. Na chromatogramu je pouze jedna hlavni skvrna.

Bornylacetat R
C,,H,,0, M. 196,3 CAS 5655-61-8

endo-2-Bornylacetat

Bezbarvé krystaly nebo bezbarva kapalina. Je velmi téZce rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny
v lihu 96% a v etheru.
TT: asi 28 °C.
Chromatografie. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27). Na vrstvu silikagelu G R se nane-
se 10 ul roztoku 2 g/l v toluenu R a vyviji se chloroformem R po draze 10 cm. Vrstva se usus$i na
vzduchu, postiika se anisaldehydem RS (10 ml pro desku 200 mm x 200 mm) a zahiiva se 10 min
pii 100 °C az 105 °C. Na chromatogramu je pouze jedna skvrna.

Bromelin R
CAS 37189-34-7

Koncentrat proteolytickych enzymi ziskany z Ananas comosus Merr. Nevyrazné zluty prasek.
Ucinnost. 1,0 g latky uvolni v priib&hu 20 min asi 1,2 g dusiku aminoskupiny z roztoku Zelatiny R
pii45 °CapH4,5.

Bromelin RS

Roztok bromelinu R 10 g/l ve smési objemovych dilt fosforecnanového tlumivého roztoku o pH

5,5 aroztoku chloridu sodného R 9 g/l.
Bromicnan draselny R
KBrO, M. 167,0 CAS 7758-01-3

Bily zrnity prasek nebo krystaly. Je dobie rozpustny ve vodé, té¢Zce rozpustny v lihu 96%.
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Bromid draselny R
Viz ¢lanek Kalii bromidum.

Fri pouziti pro infracervenou absorpcni spektrofotometrii (2.2.24) vyhovuje ndsledujicimu
pozadavku: 2 mm silny vylisek latky suseny 1 h pii 250 °C ma téméf rovnou zakladni linii v oblasti
pii 4000 cm™ az 620 cm' . Nevykazuje Zddné maximum absorpce vys§§i nez 0,02 nad touto linif
s vyjimkou maxima pfi 3440 cm™ a 1630 cm™ (voda).

Bromid jodny R
IBr M. 206,8 CAS 7789-33-5

Modrocerné az hnédocerné krystaly. Je snadno rozpustny ve vodg, v lihu 96%, v etheru a v kyse-
lin€ octové ledové.
TV:asi 116 °C.
TT: asi 40 °C.
Uchovava se v chladu, chranén pted svétlem.
Bromid jodny RS
20 g bromidu jodného R se rozpusti v kyseliné octové ledové R a ziedi se ji na 1000 ml.
Uchovava se chranén pred svétlem.

Bromid rtut’naty R
HgBr, M.360,4 CAS 7789-47-1

Bilé nebo slabé zluté krystalky nebo krystalicky prasek. Je t€Zce rozpustny ve vod¢, dobfe roz-
pustny v lihu 96%.
Bromkyan RS

K bromové vodé R se ptidava po kapkach za chlazeni roztok thiokyanatanu amonného 0,1 mol/l
VS, dokud nezmizi zluta barva. Pfipravuje se v Cas potieby.
Bromnan sodny RS

Za chlazeni v ledové lazni se smicha 20 ml Aydroxidu sodného koncentrovaného RS a 500 ml
vody R, prida se 5 ml bromu RS a pomalu se micha do rozpusténi.

Ptipravuje se v Cas potieby.
Bromovd voda R

3 ml bromu R se tfepou se 100 ml vody R do nasyceni.

Uchovava se nad prebytkem bromu R chranéna pted svétlem.
Bromovd voda R1

0,5 ml bromu R se ttepe se 100 ml vody R.
Uchovava se chranéna pied svétlem a je pouzitelna nejdéle 1 tyden.
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5-Brom-2 “deoxyuridin R
C,H,,BrN,O; M, 307,1 CAS 59-14-3

5-Brom-1-(2-deoxy-p-D-erythro-pentofuranosyl)-1H,3 H-pyrimidin-2,4-dion

TT: asi 194 °C.

Chromatografie. Zkousi se za podminek piedepsanych v ¢lanku Idoxuridinum; nanasi se 5 ul rozto-
ku 0,25 g/1. Ziskany chromatogram vykazuje jenom jednu hlavni skvrnu.

Brom R
Br, M. 159,8 CAS 7726-95-6

Hnédocervena dymajici kapalina, téZce rozpustna ve vodé, dobte rozpustna v lihu 96% a v ethe-
ru.
d}): asi3,1.

Brom RS

30 g bromu R a 30 g bromidu draselného R se rozpusti ve vode R a ziedi se ji na 100 ml.
Uchovava se chranén pted svétlem.

Brucin R
C;H,N,O, . 2H,0 M_430,5 CAS 357-57-3

10,11-Dimethoxystrychnin dihydrat
Bezbarvé krystaly, téZce rozpustny ve vodé, snadno rozpustné v lihu 96% a v etheru.
TT: asi 178 °C.

I-Butanol R
C,H,,0 M. 74,1 CAS 71-36-3

Cira bezbarva kapalina, misitelna s lihem 96%.
d}): asi 0,81.
TV: 116 °Caz 119 °C.

2-Butanol R1
C,H,,0 M. 74,1 CAS 78-92-2

Sek.butanol 5

Obsahuje nejméné 99,0 % C,H,O. Cira bezbarva kapalina, dobfe rozpustna ve vod¢, misitelna
s lihem 96% a s etherem.
dy): asi 0,81.
Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejmén¢ 95 % piedestiluje pii 99 °C az 100 °C.
Stanoveni obsahu. Stanovi se plynovou chromatografii za podminek popsanych v ¢lanku Alcohol
isopropylicus.

2-Butanon R
C,H;O M. 72,1 CAS 78-93-3

Ethylmethylketon
Cira bezbarva horlava kapalina, velmi snadno rozpustna ve vod¢, misitelna s lihem 96 % a
s etherem.
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d}): asi 0,81.
TV:79 °Caz 80 °C.

Butylacetat R

C¢H,,0, M. 116,2 CAS 123-86-4
Cira bezbarva hotlava kapalina, téZce rozpustna ve vodé, misitelna s lihem 96% a s etherem.

d}): asi 0,88.

n2': asi 1,395.

Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejméné 95 % predestiluje pti 123 °C az 126 °C.

Butylacetat R1
C¢H,,0, M. 116,2
Cira bezbarva hotlava kapalina, téZce rozpustna ve vodé, misitelna s lihem 96% a s etherem.
d}): asi 0,883.
n2': asi 1,395.
1-Butanol. Nejvyse 0,2 %, stanovi se plynovou chromatografii.
N-butylformiat. Nejvyse 0,1 %, stanovi se plynovou chromatografii.
N-butylpropionat. Nejvyse 0,1 %, stanovi se plynovou chromatografii.
Voda. Nejvyse 0,1 %.
Stanoveni obsahu. Nejméné 99,5 % CH |,0,, stanovi se plynovou chromatografii.

Butylamin R
CH; N M. 73,1 CAS 109-73-9

1-Aminobutan

Bezbarva kapalina, misitelna s vodou, s lihem 96% a s etherem.
n2’: asi 1,401.
TV: asi 78 °C.

Predestilovany se pouziva nejvyse 1 mésic.

Butylhydroxytoluen R
Viz ¢lanek Butylhydroxytoluenum.

Cefaélindihydrochlorid R
C,sH,CLN,O, . 7TH,0 M, 666 CAS 5884-43-5
7',10,11-Trimethoxy-6'-emetanol-dihydrochlorid heptahydrat

Bily az nazloutly krystalicky prasek, snadno rozpustny ve vod¢, dobfe rozpustny v acetonu a v

lihu 96%.
[a] 2': asi +25°; méi se roztok 20 g/l.

Celulosa pro chromatografii R
CAS 9004-34-6
Jemny bily homogenni praSek o primérné velikosti ¢astic mensi nez 30 pm.
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Friprava tenké vrstvy. 15 g se suspenduje ve 100 ml vody R, homogenizuje se 60 s v elektrickém
mixéru a peclive a Ciste€ se nanese vrstva o sile 0,1 mm na desky za pouziti nanaSeciho zatizeni. Susi
se na vzduchu.

Celulosa pro chromatografii R1

Mikrokrystalickd celulosa. Jemny bily homogenni prasek o primérné velikosti ¢astic mensi nez
30 pm.

Friprava tenké vrstvy. 25 g se suspenduje v 90 ml vody R, homogenizuje se 60 s v elektrickém
mixéru a peclive a Ciste se nanese vrstva o sile 0,1 mm na desky za pouziti nandSeciho zafizeni. Susi
se na vzduchu.

Celulosa pro chromatografii F,;, R

Mikrokrystalicka celulosa F s, Jemny bily homogenni prasek o primérmé velikosit ¢astic mensi
nez 30 um s fluorescencnim indikatorem pro detekci pti 254 nm.

Friprava tenké vrstvy. 25 g se suspenduje ve 100 ml vody R, homogenizuje se 60 s v elektrickém
mixéru a pecliveé a Cisté se nanese vrstva o sile 0,1 mm na desky za pouziti nanaSeciho zafizeni. Susi
se na vzduchu.

Cetrimid R
Viz ¢lanek Cetrimidum.
Cetrimoniumbromid R

C,oH,,BIN M, 3645 CAS 57-09-0

Hexadecyltrimethylamoniumbromid
Bily krystalicky prasek, dobfe rozpustny ve vodég, snadno rozpustny v lihu 96%.
TT: asi 240 °C.

Cetylstearylalkohol R

Viz ¢lanek Alcohol cetylicus et stearylicus.

Cetylstearylsiran sodny R

Viz Clanek Natrii cetylo- et stearylosulfas.

Cineol R
C,,H;sO M. 154,3 CAS 470-82-6

Eukalyptol; 1,8-epoxy-p-menthan
Bezbarva kapalina, prakticky nerozpustna ve vod¢, misitelna s ethanolem a s etherem.
d}): 0,922 a7 0,927.
np': 1,456 az 1,459.
Teplota tuhnuti (2.2.18). 0 °Caz 1 °C.
Destilacni rozmezi (2.2.11). 174 °C az 177 °C.
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Fenol. 1,0 g se tfepe s 20 ml vody R. Po oddéleni vrstev se k 10 ml vodné vrstvy ptida 0,1 ml chlo-
ridu Zelezitého RS1; nevznikne Zadné fialové zbarveni.

Terpentynovy olej. 1,0 g se rozpusti v 5 ml roztoku /ihu R 90% (V/V) a po kapkach se prida Cerstveé
pfipravend bromova voda R. Po ptidani nejvyse 0,5 ml vznikne zluté zbarveni trvajici 30 min.
Zbytek po odpareni. Nejvyse 0,05 %. K 10,0 ml se ptida 25 ml vody R, odpafi se na vodni ldzni a
zbytek se vysusi do konstantni hmotnosti pti 100 °C az 105 °C.

Fri pouziti v plynové chromatografii vyhovuje nasledujici dodatecné zkousce:
Stanoveni obsahu. Provede se plynova chromatografie (2.2.28) za podminek uvedenych v ¢lanku

Menthae piperitae etheroleum za pouziti zkousené latky jako zkouseného roztoku. Plocha hlavniho
piku je nejméné 98,0 % z celkové plochy piki.

Cinchonidin R
C,,H,,N,O M. 2944 CAS 485-71-2

(8S, 9R)-9-Cinchonanol
Bily krystalicky prasek, velmi t€Zce rozpustny ve vodé a v etheru petrolejovém, dobfe rozpustny
v lihu 96%, t€Zce rozpustny v etheru.
[@]2’: -105 az -110°, mé&f se roztok v liku 96% R (50,0 g/1).
TT: asi 208 °C, za rozkladu.
Uchovava se chranén pred svétlem.

Cinchonin R
C,,H,,N,O M.294.4 CAS 118-10-5

(8R, 95)-9-Cinchonanol
Bily krystalicky prasek, velmi téZce rozpustny ve vod€, mirné rozpustny v lihu 96% a v metha-
nolu, tézce rozpustny v v etheru.
[e] 2): +225° az +230°, mé&ii se roztok v lihu 96% R (50 g/1).
TT: asi 263 °C.
Uchovava se chranén pred svétlem.

Cinnamaldehyd R
C,H;O M 1321 CAS 104-55-2

3-Fenyl-2-propenal, skoficovy aldehyd
Nazloutla az zelenavé zluta olejovita kapalina, téZce rozpustna ve vodé, velmi snadno rozpustna
v lihu 96% a v etheru.
d}): 1,048 az 1,051.
n2': asi 1,620.
Uchovava se v chladu, chranén pred svétlem.

Cin R
Sn A, 1187 CAS 7440-31-5

Stiibrobila zrnka rozpustna v kyselin€ chlorovodikové za vyvoje vodiku.
Arsen (2.4.2). 0,1 g vyhovuje limitni zkousce A na arsen (10 ng/g).
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Citral R
C,,H,;O M. 1522 CAS 5392-40-5

Smés (2F)- a (22)-3,7-dimethyl-2,6-okta-dienalu
Svétle zluta kapalina, prakticky nerozpustna ve vod¢, misitelna s lihem 96%, etherem a glycero-
lem.

Chromatografie. Provede se tenkovrstva chromatografie (2.2.27) za pouziti vrstvy silikage-
lu GF,;, R. Na vrstvu se nanese 10 w1 roztoku (1,0 g/l) v toluenu R. Chromatogram se vyviji smési
objemovych dill ethylacetatu R a toluenu R (15 + 85) po draze 15 cm. Vrstva se necha vysusit na
vzduchu a pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 254 nm. Na chromatogramu je jen jedna hlavni
skvrna.

Citronan draselny R

Viz ¢lanek Kalii citras.

Citronan méd’naty RS

25 g siranu médnatého R, 50 g kyseliny citronové R a 144,0 g uhlicitanu sodného bezvodého R
se rozpusti ve vodé R a ziedi se ji na 1000 ml.

Citronan méd’naty RS1

25 g siranu médnatého R, 50 g kyseliny citronové R a 144 g uhlicitanu sodného bezvodého R
se rozpusti ve vodé R a ztedi se vodou Rna 1000 ml. Roztok se upravi tak, aby vyhovél nasleduji-
cim zkouskam:

a) Ke 25,0 ml se ptidaji 3 g jodidu draselného R a potom se opatrné€ piida 25 ml roztoku kyseliny
sirové R 25% v malych davkach. Titruje se thiosiranem sodnym 0,1 mol/l VS za pouziti 0,5 ml
Skrobu RS jako indikatoru pred koncem titrace.

Pti této titraci se spotiebuje 24,5 ml az 25,5 ml thiosiranu sodného 0,1 mol/l VS.

b) 10,0 ml se ziedi vodou R na 100,0 ml a promicha se. K 10,0 ml tohoto roztoku se ptida 25,0 ml
kyseliny chlorovodikové 0,1 mol/l VS a zahtiva se 1 h na vodni lazni. Ochladi se, doplni se na
ptuvodni objem vodou R a titruje se hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS za pouziti 0,1 ml fenolfta-
leinu RS1 jako indikatoru. Pii této titraci se spotfebuje 5,7 ml az 6,3 ml hydroxidu sodného
0,1 mol/l VS.

c¢) 10,0 ml se zfedi vodou K na 100,0 ml a promichd se. 10,0 ml tohoto roztoku se titruje kyselinou
chlorovodikovou 0,1 mol/l VS za pouziti 0,1 ml fenolftaleinu RS1 jako indikatoru.

Pii této titraci se spotiebuje 6,0 ml az 7,5 ml kyseliny chlorovodikoveé 0,1 mol/l VS.

Citronan sodny R

Viz ¢lanek Natrii citras dihydricus.

(+)-Citronellal R
C,,H,sO0 M. 1543 CAS 2385-77-5

(R)-3,7-Dimethyl-6-oktenal

Bezbarva cira kapalina, velmi t€Zce rozpustna ve vodé, dobfe rozpustna v ethanolu.
d}): 0,848 az 0,856.
nl': asi 1,447.
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Citropten R
C,,H,,0, M.206,2 CAS 487-06-9
Limettin; 5,7-dimethoxykumarin

Jehlickovité krystalky. Je prakticky nerozpustny ve vodg, etheru a etheru petrolejovém, snadno
rozpustny v acetonu a v lihu 96%.
TT: asi 145 °C.
Chromatografie (2.2.27). Na vrstvu silikagelu GF ,5,R se nanese 10 ul roztoku v toluenu K (1,0 g/1)
a vyviji se smési objemovych dilti ethylacetatu R a toluenu R (15 + 85) po draze 15 cm. Vrstva se
necha ususit na vzduchu a pozoruje se v ultrafialovém svétle pti 254 nm. Na chromatogramu je jen
jedna hlavni skvrna.

Cyklohexan R
CH,, M, 84,2 CAS 110-82-7
Cira bezbarva hotlava kapalina, prakticky nerozpustna ve vodg, misitelna s organickymi roz-
poustédly.
dy: asi0,78.
TV: asi 80,5 °C.
Fri pouziti ve spektrofotometrii vvhovuje nasledujicimu dodatecnému pozadavku:
Transmitance (2.2.25). Nejméné 45 % pti 220 nm, nejméné 70 % pii 235 nm, nejméné 90 % pti
240 nm, nejméné 98 % pii 250 nm; mefi se proti vodé R jako kontrolni tekuting.

Cyklohexan R1

Vyhovuje pozadavkim ptedepsanym pro cyklohexan R a nasledujicimu pozadavku:

Fluorescence méfena pii 460 nm za budiciho zafeni pii 365 nm neni intenzivng&js$i nez fluorescence
roztoku obsahujiciho 0,002 wg/ml chininu R v kyseliné sirové 0,05 mol/l RS.

Cyklohexylamin R

C¢H;N M. 99,2 CAS 108-91-8
Bezbarva kapalina, dobfe rozpustna ve vodé, misitelna s béZnymi organickymi rozpoustédly.

20.

npy: asi 1,460.

TV: 134 °C az 135 °C.

Cysteiniumchlorid R
Viz ¢lanek Cysteini hydrochloridum.

L-Cystein R

C,H,NO,S M 121,1 CAS 52-90-4

Préasek, snadno rozpustny ve vodé, v lihu 96% a v kyselin¢ octové, prakticky nerozpustny v ace-
tonu.
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L-Cystin R

C:H,N,O,S, M, 240,3 CAS 56-89-3
Bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé a v lihu 96%. Rozpousti se ve ziedénych

roztocich alkalickych hydroxidi. Rozklada se pti 250 °C.

[e] 2': -218° az -224°, méii se v kyseliné chlorovodikové 1 mol/l RS.

Cerri amido 10 B R

C,,H,,N¢Na,O,S, M, 616,5 CAS 1064-48-8

Colour Index 20470, Schultz 299

Disodna stil kyseliny 4-amino-5-hydroxy-3-(4-nitrofenylazo)-6-fenylazo-2,7-naftalendisulfonové
Tmavée hnédy az ¢erny prasek, mirn€ rozpustny ve vodé, dobte rozpustny v lihu 96%.

Cerri amido 10 B RS

Roztok amidocerné 10 B R (5 g/l) ve smési objemovych dil kyseliny octové R a methanolu R
(10 +90).

Cer’i eriochromovi T R
C,oH,N;NaO,S M. 4614 CAS 1787-61-7
Colour Index 14645, Schultz 241
Sodna sul kyseliny 1-(1-hydroxy-2-naftylazo)-6-nitro-2-naftol-4-sulfonové
Hnédocerny prasek, dobfe rozpustny ve vod¢ a v lihu 96 %.
Uchovava se ve vzduchotésnych obalech, chranéna pred svétlem.

Cerri eriochromovd T s chloridem sodnym R

Smicha se 1,0 g cerné eriochromové T R s 99 g chlovidu sodného R.

Zkouska citlivosti. 50 mg se rozpusti ve 100 ml vody K. Roztok je hnédofialovy. Po ptfidani 0,3 ml
amoniaku zredeného RS1 roztok zmodra. Po nasledujicim piidani 0,1 ml roztoku siranu horecnaté-
ho R (10,0 g/1) roztok zfialovi.

Uchovava se ve vzduchotésnych obalech, chranéna pred svétlem.

Cerveri bromkresolovi R
C,H,(Br,0,S M. 540,2 CAS 115-40-2
5,5'-Dibrom-o-kresolsulfonftalein; 4,4'-(3 H-2,1-benzoxathiol-3-yliden)bis(2-brom-6-methylfenol)-
-S,S-dioxid

Nartizovély prasek, prakticky nerozpustny ve vode, dobie rozpustny v lihu 96% a ziedénych roz-
tocich alkalickych hydroxidi.

Cerveii bromkresolovi RS
50 mg cervené bromkresolové R se rozpusti ve smési 0,92 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS
a 20 ml /ihu 96% R a ztedi se vodou R na 100 ml.

Zkouska citlivosti. K 0,2 ml zkouseného roztoku se ptida 100 ml vody prosté oxidu uhlicitého K a
0,05 ml hydroxidu sodného 0,02 mol/l VS. Roztok je modrofialovy. Ke zméné zbarveni na zluté se
spotiebuje nejvyse 0,2 ml kyseliny chlorovodikové 0,02 mol/l VS.

Earevny prechod. pH 5,2 az 6,8, ze zlutého zbarveni na modrofialové.
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Cerveri fenolovd R

Viz ¢lanek Phenolsulfonphthaleinum.

Cerveri fenolovi RS
0,1 g cervené fenolové R se rozpusti ve smési 2,82 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS a 20 ml
lihu 96% R a ziedi se vodou R na 100 ml.

Zkouska citlivosti. K 0,1 ml zkouseného roztoku se ptida 100 ml vody prosté oxidu uhlicitého R.
Roztok je zluty a pridanim nejvyse 0,1 ml hydroxidu sodného 0,02 mol/l VS vznikne Cervenofialové
zbarveni.

Earevny prechod. pH 6,8 (zlutd) az pH 8,4 (Cervenofialova).

Cerveri fenolovi RS2

Roztok 1. 33 mg cervené fenolové R se rozpusti v 1,5 ml hydroxidu sodného ziedéného RS a ziedi
se na 100 ml vodou R.

Roztok I1. 25 mg siranu amonného R se rozpusti v 235 ml vody R; ptida se 105 ml hydroxidu sod-
ného ziredéného RS a 135 ml kyseliny octové zredené RS.

25 ml roztoku I se ptida k roztoku II. V ptipad¢ potieby se upravi hodnota pH na 4,7.

Cerveri fenolovi RS3

Roztok I. 33 mg Cervené fenolové R se rozpusti v 1,5 ml hydroxidu sodného ziredéného RS a ziedi
se na 50 ml vodou R.

Roztok 1. 50 mg siranu amonného R se rozpusti v 235 ml vody R; ptida se 105 ml hydroxidu sodné-
ho ziedeného RS a 135 ml kyseliny octové ziedené RS.

25 ml roztoku I se ptida k roztoku II; v ptipadé potieby se upravi hodnota pH smési na 4,7.
Cerveri chinaldinovd R
C,,H,;IN, M. 430,3 CAS 117-92-0
2-{2-[4-(Dimethylamino)fenyl]vinylen}-1-ethylchinoliniumjodid

Tmavé modrocerny prasek, mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu 96%.
Cerveii chinaldinovi RS

0,1 g Cervené chinaldinové R se rozpusti v methanolu R a ziedi se jim na 100,0 ml.
Barevny prechod. pH 1,4 (bezbarva) do pH 3,2 (Cervenad).

Cerveri Kongo R

C,,H,,NNa,OS, M, 697 CAS 573-58-0

Colour Index 22120, Schultz 360

Disodna sul 3,3’-{[1,1'-bifenyl]-4,4"-diylbis(azo) } bis(4-amino-1-naftalensulfonové kyseliny)
Cervenohnédy prasek, dobfe rozpustny ve vode.
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Cerveri Kongo-fibrin R

Promyty fibrin rozfezany na malé kousky se da pres noc do roztoku cervené Kongo R (20 g/1)
v roztoku lihu R 90% (V/V). Filtruje se, fibrin se promyje vodou R a uchovava se v etheru R.

Cerveri kresolovd R

C,H,;0,S M. 382,4 CAS 1733-12-6

o-Kresolsulfonftalein; 4,4’-(3H-2,1-benzoxathiol-3-yliden)bis(2-methylfenol)-S, S-dioxid
Cervenohnédy krystalicky prasek, tézce rozpustny ve vod¢, dobfe rozpustny v lihu 96% a ve

zfedénych roztocich alkalickych hydroxidu.

Cerveri kresolovd RS
0,1 g cervené kresolové R se rozpusti ve smési 2,65 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS a 20 ml
lihu 96% R a ztedi se vodou Kna 100 ml.

Zkouska citlivosti. K 0,1 ml zkouSeného roztoku se ptida 100 ml vody prosté oxidu uhlicitého R a
0,15 ml hydroxidu sodného 0,02 mol/l VS. Zbarveni roztoku je purpurové cervené a pridanim
nejvyse 0,15 ml kyseliny chlorovodikove 0,02 mol/l VS se zméni na zluté.

Barevny prechod. pH 7,0 az pH 8,6, ze zlutého zbarveni na Cervené.

Cerveri methylovd R
C,sHsN50, M, 269,3 CAS 493-52-7

Methylcerven, kyselina 4’-dimethylaminoazobenzen-2-karboxylova
Colour Index 13020, Schultz 250

Tmavocerveny prasek nebo fialové krystalky. Je prakticky nerozpustna ve vodé, dobfe rozpustna
v lihu 96%.

Cerveri methylovd RS
50 mg cervené methylové R se rozpusti ve smési 1,86 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l RS a
50 ml /ihu 96% R a ziedi se vodou R na 100 ml.

Zkouska citlivosti. Smés 0,1 ml zkouSeného roztoku a 100 ml vody prosté oxidu uhlicitého K a
0,05 ml kyseliny chlorovodikové 0,02 mol/l VS je zbarvena Cervené a piidanim nejvyse 0,1 ml
hydroxidu sodného 0,02 mol/l VS se zméni na Zluté.

Barevny prechod. Pii pH 4,4 aZ pH 6,0 se Cervené zbarveni zméni na Zluté.

Cerveri methylovd smésny indikdtor RS

0,1 g cervene methylové R a 50 mg modie methylenové R se rozpusti v lihu 96% R a ziedi se jim
na 100 ml.

Barevny prechod. pH 5,2 (Cervenofialova) az 5,6 (zelena).
Cerveri pravd B R
C,-H;N;0,S, M. 4674 CAS 56315-29-8

Colour Index 37125, Schultz 155
2-Methoxy-4-nitrobenzendiazoniova sil kyseliny 1,5-naftalendisulfonové
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Oranzovozluty prasek, dobfe rozpustny ve vodé¢ a téZzce rozpustny v lihu 96%.
Uchovava se ve vzduchotésnych obalech, chranéna pted svétlem pfi teploté 2 °C az 8 °C.

Cerveri rutheniovd R
CI,H,N,,O,Ry; . 4H,0 M. 858 CAS 11103-72-3

Cerveny az nahn&dly prasek, dobie rozpustny ve vodg.

Cerveri rutheniovd RS

80 mg cervené rutheniové K se rozpusti ve 100 ml octanu clovnatého RS.

Cerveri sudanovi G R
C,sH,,N,0, M, 278,3

Colour Index 12150, Schultz 149
2-Hydroxy-1-[(2-methoxyfenyl)azo]naftalen

Cervenohnédy prasek, prakticky nerozpustny ve vodg.
Chromatografie (2.2.27). Provede se tenkovrstva chromatografie za pouZiti vrstvy silikagelu G R.
Nanasi se 10 ul roztoku (0,10 g/1) v dichlormethanu R a vyviji se po draze 10 cm stejnym rozpous-
tédlem. Chromatogram vykazuje jen jednu hlavni skvrnu.

Danthron R
C,,H;0, M. 240,2 CAS 117-10-2

1,8-Dihydroxyanthrachinon
Oranzovy krystalicky prasek.
TT: asi 195 °C.

Dekan R
C,H,, M 1423 CAS 124-18-5

Bezbarva kapalina, prakticky nerozpustna ve vode¢.
ny': asi 1,411.
TV:asi 174 °C.

Dekanol R
C,oH,,0 M. 158,3 CAS 112-30-1

n-Decylalkohol
Viskozni kapalina, pfi asi 6 °C tuhnouci, prakticky nerozpustna ve vod¢, dobie rozpustna v li-
hu 96% a etheru.
n2': asi 1,436.
TV: asi 230 °C.

Dekansulfonan sodny R
C,H»,NaO;S M. 2453 CAS 13419-61-9

Krystalicky prasek nebo bilé ¢i témér bilé Supinky. Je snadno rozpustny ve vodé, dobie roz-
pustny v methanolu.
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2 “Deoxyuridin R
C,H,,N,O; M, 2282 CAS 951-78-0

1-(2-Deoxy-p-D-erythro-pentofuranosyl)-1H,3 H-pyrimidin-2,4-dion

TT: asi 165 °C.

Chromatografie. Provede se tenkovrstva chromatografie za podminek uvedenych v ¢lanku Idoxuri-
dinum. Nanasi se 5 ul roztoku (0,25 g/l). Ziskany chromatogram vykazuje jenom jednu hlavni
skvrnu.

Deuteriumoxid R
’H,0 M. 20,03 CAS 7789-20-0
Tézka voda
Stuperni deuterizace je nejméné 99,7 %.
dy: asil,11.
na': asi 1,328.
TV: asi 101 °C.

Deuterizovand kyselina octovda R
C,’H,0, M, 64,1 CAS 1186-52-3

Kyselina tetradeuterooctova; kyselina-d octova-d,
Stupen deuterizace je nejméné 99,7 %.

d}): asi1,12.

n2’: asi 1,368.

TV:asi 115 °C.

TT: asi 16 °C.

Deuterizovany aceton R
C,"H,0 M. 64,1 CAS 666-52-4

(*H,)-Aceton; aceton-d
Stupen deuterizace je nejméné 99,5 %.
Cira bezbarva kapalina, misitelna s vodou, s dimethylformamidem, s ethanolem, s etherem a s
methanolem.
dy: asi 0,87.
n2': asi 1,357.
TV: asi 55 °C.

Voda a deuteriumoxid. Nejvyse 0,1 %.

Deuterizovany dimethylsulfoxid R
C,”H.0S M. 842 CAS 2206-27-1

(*H)-Dimethylsulfoxid; dimethylsulfoxid-d|
Stuperi deuterizace je nejméné 99,8 %.
Velmi hygroskopicka, viskozni, prakticky bezbarvé kapalina, dobfe rozpustné ve vode¢, v aceto-
nu, v ethanolu a v etheru.
d}): asi 1,18.
TV: asi 20 °C.
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Voda a deuteriumoxid. Nejvyse 0,1 %.
Uchovava se ve vzduchotésnych obalech.

Deuterizovany chloroform R
C*HCl, M. 120,4 CAS 865-49-6

(*H)-Chloroform; chloroform-d
Stupen deuterizace je nejméné 99,7 %.
Cira bezbarvé kapalina, prakticky nerozpustna ve vodg, misitelna s acetonem, s lihem 96% a s
etherem. Latka mtize byt stabilizovana pomoci stiibrné folie.
dy: asi1,51.
np': asi 1,445,
TV: asi 60 °C.
Voda a deuteriumoxid. Nejvyse 0,05 %.

Deuterizovany methanol R
C’H,0 M. 36,1 CAS 811-98-3

(*H)-Methanol; methanol-d; tetradeuteromethanol
Stuperni deuterizace je nejméné 99,8 %.
Cira bezbarva kapalina, misitelna s vodou, lihem 96% a dichlormethanem.
d}): asi 0,888.
nd': asi 1,326.
TV: 65,4 °C.

Dextran sit ovany pro chromatografii R2

Sitovany dextran ve formé kuli¢ek vhodny k déleni peptidii a bilkovin o relativni molekulové
hmotnosti 15 . 10% a2 30 . 10°. Vysusena forma m4 priimér kuli¢ek 20 xm az 80 um.
Dextran sit ovany pro chromatografii R3

Sitovany dextran ve formé kuli¢ek vhodny pro déleni peptida a bilkovin s relativni molekulovou
hmotnosti 4 . 10° az 15 . 10*. Vysusena forma ma primér kulicek 40 um az 120 ym.
3,3 “Diamoniumbenzidiniumtetrachlorid R
C,H;Cl,N, . 2H,0 M, 396,1 CAS 7411-49-6

3,3",4,4'-Bifenyltetramin
Vétsinou bily nebo slabé rizovy prasek, dobfe rozpustny ve vode.
TT: asi 280 °C.

Dibutylether R

C¢H,,0 M, 130,2 CAS 142-96-1
Bezbarva hotlava kapalina, prakticky nerozpustna ve vodé, misitelna s ethanolem a s etherem.

dy): asi 0,77.

np’: asi 1,399.

Jestlize latka nevyhovuje zkousce na peroxidy, nedestiluje se.
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Feroxidy. 8 ml Skrobu s jodidem draselnym RS se ptenese do sklenéného uzaviratelného valce o
objemu 12 ml a o priméru 1,5 cm. Zcela se naplni zkousenou latkou, siln€ se protfepe a necha se
stat 30 min ve tm¢; nevznikne zadné zbarveni.

Nazev a koncentrace ptidaného stabilizatoru se uvedou v oznaceni.

Dibutylftalat R
C,¢H,,0, M. 2783 CAS 84-74-2

Dibutylbenzen-1,2-dikarboxylat
Cira bezbarva nebo slabé zbarvena olejovita kapalina, velmi t&Zce rozpustna ve vodé, misitelna
s acetonem, s lihem 96% a s etherem.
d}): 1,043 a7 1,048.
n2’: 1,490 az 1,495.

Dicyklohexylamin R
C,H;N M. 181,3 CAS 101-83-7

N,N-Dicyklohexylamin
Bezbarva kapalina, mirn€ rozpustna ve vodé, misitelna s vétsinou béznych organickych rozpous-
tedel.
ny': asi 1,484,
TV: asi 256 °C.
Teplota tuhnuti (2.2.18). 0 °C az 1 °C.

Dicyklohexylmocovina R
C,;H,,N,O M. 2244 CAS 2387-23-7

1,3-Dicyklohexylmocovina
Bily krystalicky prasek.
TT: asi 232 °C.

Diethanolamin R
C,H,,NO, M. 105,1 CAS 111-42-2

2,2 ’:Iminobisethanol

Cira viskdzni, slabé nazloutla kapalina nebo rozplyvajici se krystalky, které taji pii asi 28 °C.
Je velmi snadno rozpustny ve vodé, v acetonu a v methanolu.
Hodnota pH (2.2.3). 10,0 az 11,5; méfi se roztok 50 g/1.
d2: asi 1,09.

Fri pouziti pro stanoveni alkalicke fosfatasy vyhovuje ndsledujici zkousce:
Ethanolamin. Nejvyse 1,0 %. Stanovi se plynovou chromatografii (2.2.28) za pouziti propanoclami-
nu R jako vnitfniho standardu.

Roztok vnitrniho standardu. 1,00 g propanclaminu R se rozpusti v acetonu R a ziedi se jim na
10,0 ml.

Zkouseny roztok (a). 5,00 g se rozpusti v acetonu R a ztedi se jim na 10,0 ml.

ZkousSeny roztok (b). 5,00 g se rozpusti v acetonu R, ptida se 1,0 ml roztoku vnitiniho standardu
a zfedi se jim na 10,0 ml.



Castka 1 Sbirka zakont ¢. 1 / 1998 Strana 365

Zkoumadla, roztoky pro limitni stanoveni necistot, tlumivé roztoky 365

Forovnadvaci roztoky. 0,50 g ethanolaminu R se rozpusti v acetonu R a ziedi se jim na 10,0 ml.
K 0,5 ml, 1,0 ml a 2,0 ml tohoto roztoku se ptida po 1,0 ml roztoku vnitiniho standardu a zfedi se
acetonem R na 10,0 ml.

Chromatografie se provede za vhodnych podminek, napt. se pouzije:
- kolona délky 1,0 m a o vnitinim priméru 4 mm naplnéna difenylfenylenoxid-polymerem R o veli-
kosti ¢astic 180 yum az 250 wm,
- dusik pro chromatografii R jako nosny plyn o priitokové rychlosti 40 ml/min,
- plamenoioniza¢ni detektor,
- teplota kolony: 125 °C po dobu 3 min, potom 300 °C pfi nartstu 12 °C/min, teplota vstiikovaci-
ho prostoru: 250 °C, teplota detektoru: 280 °C.
Nastrikuje se 1 ul kazdého zkouseného roztoku a 1 ul kazdého porovnavaciho roztoku.
Uchovéava se ve vzduchotésnych obalech.

Diethoxytetrahydrofuran R
CH,0, M. 160,2 CAS 3320-90-9

2,5-Diethoxytetrahydrofuran, smés cis- a trans-izomera
Cira bezbarva nebo slab& nazloutl kapalina, prakticky nerozpustna ve vodé, dobie rozpustna
v lihu 96%, v etheru a ve vétSin€ organickych rozpoustédel.
dy: asi 0,98.
np': asi 1,418.

Diethylaminoethyldextran R

Aniontoménicova pryskyftice ve formé hydrochloridu. Je to prasek tvotici s vodou gel.

2-Diethylaminoethylamin R
C.H (N, M. 116,2 CAS 100-36-7

N,N-Diethylethylendiamin
Bezbarva nebo svétle Zluta olejovita kapalina, silného amoniakalniho pachu, drazdici pokozku,
o¢i a sliznice.
dy: 0,827.
TV: 145 °C az 147 °C.
Voda, semimikrostanoveni (2.5.12). Nejvyse 1,0 %, stanovi se s 0,500 g zkousené latky.

Diethylamin R

C,H,;\N M 73,1 CAS 109-89-7
Cira bezbarva hoflava kapalina, siln¢ alkalicka, misitelna s vodou a s lihem 96%.

d}): asi0,71.

TV: asi 55 °C.

N,N-Diethylanilin R
C,H;sN M. 149,2 CAS 91-66-7

TV:as1217 °C.
TT: asi -38 °C.
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Diethyldithiokarbaminan sodny R
C,H,(NNaS, . 3H,0 M, 2253 CAS 20624-25-3

Bilé nebo bezbarvé krystalky. Je snadno rozpustny ve vod¢, dobie rozpustny v lihu 96%. Vodny
roztok je bezbarvy.

Diethyldithiokarbaminan stiibrny R
CsH,,AgNS, M, 256,1 CAS 1470-61-7

Svétle zluty az Sedozluty prasek, prakticky nerozpustny ve vod¢, dobte rozpustny v pyridinu,
velmi tézce rozpustny v chloridu uhli¢itém. Latku je mozno pfipravit nasledovné: 1,70 g dusicnanu
stribrneho R se rozpusti ve 100 ml vody R (roztok 1). 2,3 g diethyldithickarbaminanu sodného R
se rozpusti ve 100 ml vody R (roztok II). Roztok I a I se ochladi na 10 °C a za michani se smichaji.
Vznikla Zluta sraZenina se pievede na sklenény filtr, promyje se 200 ml studené vody Ra2az3 h
se susi ve vakuu.

Latka je pouzitelna, jestlize neni zbarvena a nevykazuje silny pach.

Diethylenglykol R
C,H,,0;4 M, 106,1 CAS 111-46-6

2,2’-Oxybisethanol
Obsahuje nejméne 99,5 % C,H,,O;.
Cira bezbarva hygroskopické kapalina, misitelna s vodou, acetonem a lihem 96%.
d}): asi1,118.
nl': asi 1,447.
TV: 244 °C az 246 °C.
Uchovava se ve vzduchotésnych obalech.

Diethylfenylendiamoniumsulfat R
C,H;sN,O,S M, 2623 CAS 6283-63-2

N,N'-Diethyl-p-fenylendiamoniumsulfat

Bily nebo slab¢ nazloutly prasek, dobfe rozpustny ve vode.
TT: asi 185 °C, za rozkladu.

Uchovava se chranén pied svétlem.

Diethylfenylendiamoniumsulfat RS

K 250 ml vody R se ptidaji 2 ml kyseliny sirové R a 25 ml edetanu disodného 0,02 mol/l RS. V
tomto roztoku se rozpusti 1,1 g diethylfenylendiamoniumsulfatu R a ziedi se vodou R na 1000 ml.

Uchovava se chranén pied svétlem a teplem a je pouzitelny 1 mésic. Mlze se pouzit jen
bezbarvy roztok.

Difenylamin R

C,H; N M. 169,2 CAS 122-39-4
Bilé krystalky. Je téZce rozpustny ve vodé, dobie rozpustny v lihu 96%.

TT: asi 55 °C.

Uchovava se chranén pred svétlem.
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Difenylamin RS

1,0 g/l v kyseliné sirové R.
Uchovava se chranén pred svétlem.

Difenylamin RS1
10 g/l v kyseliné sirové R. Roztok je bezbarvy.

Difenylamin RS2

1,0 g difenylaminu R se rozpusti ve 100 ml kyseliny octové ledové R a prida se 2,75 ml kyseliny
sirové R. Pripravuje se v Cas potieby.

Difenylanthracen R
C,eHyg M. 330,4 CAS 1499-10-1

Nazloutly az Zluty krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vod¢€, snadno rozpustny v ethe-
ru.
TT: asi 248 °C.

Difenylbenzidin R
C,.H,0N, M. 336,4 CAS 531-91-9
N,N’-Difenylbenzidin; N,N’-difenylbifenyl-4,4’-diamin

Bily nebo svétle Sedy krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vode¢, t€Zce rozpustny v ace-
tonu a v lihu 96%.
TT: asi 248 °C.
Dusic¢nany. 8 mg se rozpusti v chlazené smési 45 ml kyseliny sirové prosté dusicnanii R a 5 ml vody
R. Roztok je bezbarvy nebo velmi slabé modry.
Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 0,1 %.

Uchovava se chranén pied svétlem.

Difenylboryloxyethylamin R
CH,(BNO M, 225,1 CAS 524-95-8
Bily nebo slabé nazloutly krystalicky prasek, dobte rozpustny v lihu 96%, prakticky nerozpustny

ve vode.
TT: asi 193 °C.

Difenylfenylenoxid-polymer R

Poly(2,6-difenyl-p-fenyloxid)
Bilé az téméft bilé porézni kulicky. Velikost kulic¢ek je uvedena za nazvem zkoumadla v piislus-
né zkousce.

Difenylkarbazid R
C,;H,,N,O M. 2423 CAS 140-22-7

1,5-Difenylkarbonohydrazid
Bily krystalicky prasek, ktery na vzduchu postupné riizovi, je velmi tézce rozpustny ve vodé,
dobfie rozpustny v acetonu, v lihu 96% a v kyselin¢ octové ledové.
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TT: asi 170 °C.
Siranovy popel (2.4.14). Nejvyse 0,1 %.
Uchovava se chranén pied svétlem.

Difenylkarbazid RS

0,20 g difenylkarbazidu R se rozpusti v 10 ml kyseliny octové ledové R a ziedi se ethanolem R
na 100 ml. Ptipravi se v ¢as potieby.

Difenylkarbazon R
C,;H,,N,O M, 240,3 CAS 538-62-5

1,5-Difenylkarbazon

Oranzové zluty krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu
96%.
TT: asi 157 °C, za rozkladu.

Difenyloxazol R
C,sH,;,NO M. 2213 CAS 92-71-7

2,5-Difenyloxazol

Bily prasek, prakticky nerozpustny ve vod¢, dobfe rozpustny v methanolu, mirné rozpustny
v dioxanu a v kyselin¢ octové ledové.
AL - asi 1260; mé&fi se roztok v methanclu R pti 305 nm.

TT: asi 70 °C.
Fri pouZiti pro méreni kapalinové scintilace ma vhodnou analytickou jakost.

Difosforec¢nan sodny R
Na,P,0, . 10H,0 M, 446,1 CAS 13472-36-1
Dekahydrat difosfore¢nanu sodného; pyrofosfore¢nan sodny dekahydrat
Bezbarvé slabé zvétravajici krystaly. Je snadno rozpustny ve vodé.
Digitonin R
CsHg,0, M, 1229 CAS 11024-24-1

3B-[O-B-D-glukopyranosyl-(1-3)-O-B-D-galaktopyranosyl-(1-2)-O-[ 3-D-xylopyranosyl-(1-3)]-O-
-B-D-galaktopyranosyl-(1-4)-O-p-D-galaktopyranosyloxy]-(25 R)-5a-spirostan-2 e, 15B-diol

Krystalky. Je prakticky nerozpustny ve vod€, mirn€ rozpustny v ethanolu, té€Zce rozpustny v li-
hu 96%, prakticky nerozpustny v etheru.

Digitoxin R

Viz ¢lanek Digitoxinum.

Dihydrogenfosfore¢nan amonny R
(NH,H,PO, M. 115,0 CAS 7722-76-1

Bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly. Je snadno rozpustny ve vode¢.
Hodnota pH (2.2.3). 4,2; méfi se roztok (23 g/l).
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny R
Viz ¢lanek Kalii dihydrogenophosphas.

Dihydrogenfosforeénan draselny 0,2 mol/l RS
Roztok obsahujici 27,22 g dihydrogenfosforecnanu draselného R v 1000,0 ml.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny R
Viz ¢lanek Natrii dihydrogenophosphas dihydricus.

Dihydrogenfosforecnan sodny bezvody R

NaH,PO, M. 120,0 CAS 7558-80-7
Bily hygroskopicky prasek.
Uchovéava se ve vzduchotésnych obalech.

Dihydrogenfosforecnan sodny monohydrdt R
NaH,PO, . H,0 M, 138,0 CAS 10049-21-5

Bil¢ slab¢ zvétravajici krystaly nebo zrnka. Je snadno rozpustny ve vod¢, prakticky nerozpustny
v lihu 96%.
Uchovava se ve vzduchotésnych obalech.

10,11-Dihydrokarbamazepin R

C,sH,.N,O M, 2383 CAS 3564-73-6
10,11-Dihydro-5H-dibenz[ b,f]lazepin-5-karboxamid

TT:205 °Caz 210 °C.

1,3-Dihydroxynaftalen R
C,oH{O, M. 160,2 CAS 132-86-5
1,3-Naftalendiol

Krystalicky, obvykle hnéd¢ fialovy praSek, snadno rozpustny ve vode a v lihu 96%.
TT: asi 125 °C.

2,7-Dihydroxynaftalen R
C,oH{O, M. 160,2 CAS 582-17-2

2,7-Naftalendiol
Jehlicky. Je dobfe rozpustny ve vodé, lihu 96% a etheru.
TT: asi 190 °C.

2,7-Dihydroxynaftalen RS

10 mg 2, 7-dihydroxynaftalenu R se rozpusti ve 100 ml kyseliny sirové R. Roztok se necha stat
do odbarveni a je pouzitelny 2 dny.
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Dichlorbenzen R
C.H,Cl, M. 1470 CAS 95-50-1

1,2-Dichlorbenzen
Bezbarva olejovita kapalina, prakticky nerozpustna ve vod¢, dobfe rozpustnd v ethanolu a
v etheru.
d}): asi 1,31.
TV: asi 180 °C.

Dichlorethan R
C,H,Cl, M. 99,0 CAS 107-06-2

1,2—pichlorethan; ethylenchlorid
Ciré bezbarva kapalina, rozpustnd asi ve 120 dilech vody a ve 2 dilech lihu 96%, misitelna
s etherem.
dy: asi 1,25.
Destilacni rozmezi (2.2.11). Nejméné 95 % predestiluje pti 82 °C az 84 °C.

Dichlorfenolindofenolat sodny R
C,H,CI,NNaO, . 2H,0 M, 326,1 CAS 620-45-1

Dihydrat sodné soli 2,6-dichlor-N-(4-hydroxyfenyl)-1,4-benzochinonmonoiminu
Tmav¢ zeleny prasek, snadno rozpustny ve vod¢ a v ethanolu. Vodny roztok je tmaveé modry,
okyselenim se méni na rizovy.

Dichlorfenolindofenolat sodny RS

50,0 mg dichlorfenc