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novení obsahu • počet analýz • testování odlehlosti • 
použití výsledků

Summary

In the European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) there is 
no prescribed number of parallel determinations of 
the content of active substances and excipients. The 
authors suggest adding at least three determinations. 
The results of parallel determinations suggest to test 
for outliers before using test based on the ratio of 
the range of results (p = 0.95) and not to compare 
individual results with the tolerance limits given in 
Ph. Eur., but with their arithmetic mean. Furthermore, 
they propose to extend the Chapter 5.3. of the European 
Pharmacopoeia so as to be applicable not only to 
bioassays, but also to chemical, physicochemical and 
physical assays and tests, starting with the content of 
active substances and excipients.
Key words: Ph. Eur. • extension of the chapter 5.3. • 
determination of content • number of determinations 
• outliers testing • use of results

Počet provedených paralelních stanovení obsahu 
a  další zpracování jejich výsledků může významně 
ovlivnit spolehlivost hodnocení léčivých látek a po-
mocných látek v  rámci lékopisné kontroly jakos-
ti léčiv. Zatímco postupy předepsané pro stanovení 
obsahu léčivých látek a pomocných látek jsou v Ph. 
Eur.1) popsány vesměs dostatečně, počet paralelních 
stanovení obsahu Ph. Eur. nepředepisuje. Není příliš 

Souhrn

Pro kontrolu obsahu léčivých a pomocných látek není 
v Ph. Eur. předepsán počet paralelních stanovení. Au-
toři navrhují doplnit požadavek na nejméně tři. Vý-
sledky paralelních stanovení navrhují před použitím 
testovat na odlehlost testem založeným na poměru 
rozpětí výsledků (p = 0,95) a s tolerančními mezemi 
uvedenými v článku Ph. Eur. neporovnávat jednotli-
vé výsledky, ale až jejich aritmetický průměr. Dále 
navrhují rozšířit kapitolu 5.3 Ph. Eur. tak, aby byla 
použitelná nejen pro biologické zkoušky, ale i zkouš-
ky chemické, fyzikálně chemické a fyzikální, stano-
vením obsahu léčivých a pomocných látek počínaje.
Klíčová slova: Ph. Eur. • rozšíření části 5.3. • sta-
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ky je v  tomto případě větší než u průměru ze všech 
tří měření (či stanovení), mediánu ze tří měření (či 
stanovení) a  několika dalších v  úvahu připadajících 
variant13). Ze statistických testů je pro malé počty sta-
novení či měření v analytické praxi nejpoužívanější 
Q-test založený na poměru rozpětí získaných výsled-
ků17, 19–22), který je jednoduchý a  snadno proveditel-
ný, jsou-li k dispozici nejméně tři výsledky. Kritické 
hodnoty pro tento test jsou tabelovány17, 19–22). Jinou 
možností pro hodnocení konzistence výsledků pa-
ralelních stanovení či měření je dovolená diference 
paralelních stanovení11, 17, 22). Tento test předpokládá 
předchozí výpočet kritické hodnoty z archivních vý-
sledků získaných stejným analytickým postupem při 
analýze téhož materiálu, přičemž k výpočtu se použi-
je buď průměrné rozpětí, nebo směrodatná odchylka 
vyčíslená z analýz většího počtu vzorků téhož mate-
riálu. Je použitelný už od dvou paralelních stanovení 
či měření, v  tomto případě však nelze identifikovat 
výsledek, který nadkritické rozpětí zapříčinil a  je 
nutné v  analýzách pokračovat. Postup byl navržen 
pro ČsL 45), zařazen byl v jeho textu ve variantě pro 
dvě paralelní stanovení23). V článcích však nebyl po-
užit vzhledem k  nedostatku archivních dat pro vět-
šinu z nich. Byl ale uplatněn v některých závazných 
kontrolních metodách SÚKL, např.24). Ze zmíněných 
testů se jeví pro lékopisnou kontrolu jakosti léčiv 
a pomocných látek jako schůdnější test založený na 
poměru rozpětí výsledků. Ten by bylo vhodné zařadit 
v návaznosti na požadavek provedení nejméně tří sta-
novení obsahu léčivých a pomocných látek do textu 
Ph. Eur. (p = 0,95). Sejít by se měly v kapitole věno-
vané statistice. Ta však je dosud v Ph. Eur.1) v části 
5.3. Statistické analýzy výsledků biologických zkou-
šek určena a  přizpůsobena výlučně zkoušení biolo-
gickému, přestože i výsledky zkoušení chemického, 
fyzikálně chemického či fyzikálního mají variabilitu 
podléhající zákonitostem matematické statistiky. Ab-
senci statistiky pro výsledky chemického, fyzikálně 
chemického a  fyzikálního zkoušení považují autoři 
příspěvku za závažný nedostatek platného vydání Ph. 
Eur. a k jeho řešení navrhují doplnit odpovídající par-
tie do části 5.3. Ph. Eur. za změny názvu této části, 
která by měla být použitelná pro výsledky jakýchko-
liv zkoušek používaných v lékopisné kontrole jakosti 
léčiv. Samostatná kapitola by vzhledem ke společ-
ným základům statistiky pro biologické i  jakékoliv 
jiné zkoušení vedla nutně k  duplicitě části obsahu. 
Jako společná kapitola byla řešena statistika např. 
v ČsL 423). Samotné testování odlehlosti výsledků lze 
podle7) obejít použitím mediánu jako robustnějšího 
odhadu střední hodnoty. Ten pro n > 2 není závislý 
na krajních hodnotách17, 22), jeho použití v  kontrole 
jakosti léčiv a pomocných látek však zatím není za-
vedeno a mimoto jde o odhad ve srovnání s aritme-
tickým průměrem méně vydatný17, 22). Požadavek na 
hodnocení míry shody paralelních stanovení, resp. 
měření, je již zařazen v některých textech Ph. Eur.1), 
jako např. 2.2.9. Měření kapilárním viskozimetrem 

pravděpodobné, že by se zkušený analytik spokojil 
s  jen jedním stanovením obsahu, není-li ale textem 
lékopisu záležitost upravena, nelze to zcela vyloučit. 
Proto některé lékopisy a normativy např.2, 3) tuto zále-
žitost řešily již dříve a požadovaly provedení nejmé-
ně dvou stanovení obsahu. V bývalém Českosloven-
sku byla otázka počtu stanovení a dalšího zpracování 
výsledků analýz řešena při přípravě ČsL 4. Výsled-
kem bylo do textu lékopisu zařazené ustanovení, že 
výsledky chemických zkoušek se hodnotí nejméně ze 
dvou paralelních stanovení4), celkové zpracování pro-
blematiky5) však zůstalo ve fázi návrhu. V  Ph. Eur. 
se autorům příspěvku požadavek na opakování stano-
vení obsahu léčivých a pomocných látek nepodařilo 
dohledat, publikace s  návrhy k  Ph. Eur. s  opaková-
ním analýz ve výpočtech přesto počítají6–10). Úvodem 
obvykle tři a  případně až šest stanovení obsahu na-
vrhují autoři6), tři, resp. nejméně tři stanovení navr-
huje8), čtyři stanovení (případně méně či více)9), dvě 
a případná další stanovení navrhují5, 10) V praxi mimo 
lékopisnou kontrolu jakosti jsou považována za stan-
dard dvě11), dvě až tři12, 13), spíše ale tři (např.14–16)) 
paralelní měření či stanovení. Neurčitost výsledků 
klesá a  jejich informační obsažnost stoupá11, 17) ze-
jména přechodem ze dvou měření či stanovení na tři. 
Autoři příspěvku jsou proto názoru, že do Ph. Eur. 
by měl být doplněn požadavek na provedení nejmé-
ně tří stanovení obsahu léčivých a pomocných látek. 
Tři paralelní stanovení na rozdíl od dvou umožní také 
testování míry shody a  případné odlehlosti některé-
ho z výsledků přímo ze zjištěných hodnot bez potře-
by archivních dat z  analýz téhož materiálu stejným 
postupem. Požadavek na provedení tří či nejméně 
tří paralelních měření, resp. stanovení je již uveden 
v  některých textech Ph. Eur.1), např. 2.2.9. Měření 
kapilárním viskozimetrem, 2.2.17. Teplota skápnutí, 
2.8.4. Číslo bobtnavosti, 2.9.9. Měření konzistence 
penetrometricky.

Na provedení laboratorních analýz navazuje pro-
blematika zpracování jejich výsledků. V  první řadě 
jde o  hodnocení míry shody výsledků paralelních 
stanovení a  pro případy, kdy jsou k  dispozici vý-
sledky nejméně tři stanovení, testování odlehlosti 
některého z nich. Odlehlé výsledky nejsou u chemic-
kých měření a  stanovení vzácností7, 18) (viz příklad 
mezilaboratorních studií stanovení obsahu cinarizinu 
a  prednisolon-acetátu spektrofotometrií v  ultrafia-
lové oblasti za použití testu, který autoři studie po-
kládají za konzervativní7)). Přestože jsou k testování 
odlehlosti výsledků tří a více paralelních stanovení či 
měření k  dispozici statistické postupy, publikované 
studie naznačují, že v minulosti byly nezřídka uplat-
ňovány odlišné a subjektivní postupy, jako v případě 
tří paralelních stanovení či měření vylučování nej-
odlehlejšího výsledku bez ohledu na jeho skutečnou 
hodnotu. Výsledky šetření provedených pro případ tří 
paralelních stanovení či měření (např.12, 14, 16)) ukáza-
ly, že tato praxe snižuje přesnost a  tím i  správnost 
odhadu střední hodnoty. Rozptyl příslušné statisti-
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GF XIV, např. u teploty tání a teploty skápnutí nalézt 
individuální požadavky na počet stanovení a  míru 
shody jejich výsledků. Odlišným příkladem je Japon-
ský lékopis z roku 201627, 28). Ten nemá část věnova-
nou statistickému zpracování výsledků chemických, 
fyzikálně chemických a  fyzikálních zkoušek a  indi-
viduální požadavky na počet měření a  míru shody 
jejich výsledků v něm nacházíme jen ojediněle (např. 
v částech 2.42 Stanovení bodu tuhnutí a 2.60 Stano-
vení bodu tání), přestože potřeba statistiky pro zpra-
cování a další použití výsledků lékopisných zkoušek 
kvantitativního charakteru je mimo jakoukoliv po-
chybnost. Je to zjištění dosti překvapivé.

Střet zájmů: žádný.
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(dvě měření), 2.2.17. Teplota skápnutí (tři měření), 
2.9.9. Měření konzistence penetrometricky (tři a ně-
kdy šest měření). Není však zřejmé, zda jde o kritéria 
odvozená empiricky či statisticky.

Dalším krokem po otestování výsledků stano-
vení obsahu léčivých a  pomocných látek v  rám-
ci lékopisné kontroly jejich jakosti na odlehlost 
je jejich porovnání s  tolerančními mezemi uve-
denými v  lékopisném článku. Porovnávat lze 
jak jednotlivé výsledky, tak z  nich vyčíslenou 
střední hodnotu, kterou je při stanovení obsahu  
léčivých a  pomocných látek obvykle aritmetický 
průměr n paralelních stanovení, jehož směrodatná  
odchylka je 1/√n krát menší17, 22). Proto je vhodnější ne-
porovnávat s tolerančními mezemi jednotlivé výsled-
ky podle2, 3, 10) a jedné z variant uvedených v8), nýbrž  
až z nich vyčíslený aritmetický průměr5, 6, 9) a jiná z va-
riant uvedených v8). Aritmetický průměr je lepším od-
hadem skutečné hodnoty sledovaného znaku jakosti, 
tedy obsahu léčivých nebo pomocných látek, než jed-
notlivé výsledky. Aritmetický průměr výsledků para-
lelních stanovení ležící mimo toleranční meze uvede-
né v  lékopisném článku značí obvykle nevyhovující 
obsah léčivé či pomocné látky. V některých případech 
však může být i důsledkem příliš úzkých tolerančních 
mezí neodpovídajících přesnosti předepsané analy-
tické metody, včetně její mezilaboratorní složky. Na 
některé případy, kdy by tato situace mohla nastat při 
stanovení obsahu léčivých a pomocných látek podle  
Ph. Eur., upozorňují autoři v25).

Autoři9, 10) upozorňují, že mimo aritmetický průměr 
je třeba brát v úvahu i šíři intervalu spolehlivosti to-
hoto průměru vyčísleného z  výsledků provedených 
analýz. Jeden z postupů diskutovaných v8) požaduje, 
aby v  tolerančním intervalu uvedeném v příslušném 
článku ležel nejen aritmetický průměr, ale i celý in-
terval spolehlivosti aritmetického průměru výsledků 
analýz. To by asi bylo v praxi u užších tolerancí při 
běžném počtu paralelních stanovení obtížné splnit, 
přestože šířka intervalu spolehlivosti průměru a  tím 
i  část tolerančního intervalu potřebná na neurčitost 
z analytiky s počtem provedených paralelních stano-
vení klesá. Pro Ph. Eur. proto navrhujeme porovnávat 
s tolerančním intervalem výsledky stanovení obsahu 
léčivých a pomocných látek otestované na odlehlost 
ve formě jejich aritmetického průměru.

Závěrem je třeba konstatovat, že řešení předmětné 
problematiky v  současných lékopisech zemí mimo 
EU je pokročilejší než v  Ph. Eur. např. v  lékopisu 
Ruské federace (GF XIV) z roku 201826), ve kterém je 
rozsáhlá samostatná část označená 1.1.0013.15 Stati-
stické zpracování výsledků chemického experimentu 
(28 stran). Podle ní analytik obyčejně provádí dvě až 
tři, řidčeji čtyři paralelní stanovení, jejich výsledky 
jsou statisticky testovány na odlehlost (Q-test i  do-
volená diference dvou paralelních stanovení) a  jsou 
prováděny další potřebné kroky. V  textu GF XIV je 
uvedena také řada řešených příkladů. Mimoto lze po-
dobně, jako tomu je v Ph. Eur., v některých částech 
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