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Abstrakt: V praci boli analyzované Styri vzorky historickych pozostatkov farmaceutik staré az 50 rokov. Vsetky
analyzované vzorky obsahovali fenobarbital, avSak v roznych lickovych formach. Liekové formy vybranych
historickych farmaceutik boli tablety, drazé, ¢apiky a roztok. Pre analyzu bola pouzita metoda HPLC s UV alebo
hmotnostnou detekciou. Separacia analytov pripravkov prebiehala na kolone Supelcosil™ LC-18 za pouzitia
binarnej gradientovej eltcie. V troch zo Styroch analyzovanych historickych vzorkach nebol identifikovany ziadny
degradacny produkt, pricom boli identifikované iné latky, ktoré neboli deklarované v liekopisoch. V najstarsej
analyzovanej vzorke, roztoku, boli identifikované dva degradacné produkty fenobarbitalu: feneturid a 3-
aminopentanova kyselina. Koncentracia fenobarbitalu v tomto pripravku poklesla o 12,5% oproti povodnému
deklarovanému obsahu. V neposlednej rade boli vybrané analyty historickych pozostatkoch farmaceutik
kvantifikované a porovnané s deklarovanym obsahom.

Klacové slova: degradacia, HPLC, hmotnostna spektrometria, fenobarbital

Abstract: The work analysed four historical pharmaceutical residue samples up to 60 years old. All of the samples
analysed contained phenobarbital, but in different dosage forms. The dosage forms of the selected historical
pharmaceuticals were tablets, dragees, suppositories, and solution. The HPLC method with UV or mass detection

1™ LC-18 column using binary

was used for the analysis. Separation of the analytes took place in the Supelcosi
gradient elution. No degradation product was identified in three of the four historical designs analysed, while other
substances not declared in the pharmacopoeias were identified. Two phenobarbital degradation products,
feneturide and 3-aminopentanoic acid, were identified in the oldest sample, solution. The concentration of
phenobarbital in this preparation decreased by 12.5% compared to the original content declared. Finally, analytes

of historical pharmaceutical remains have been selected, quantified, and compared with the declared content.

Key words: degradation, HPLC, mass spectrometry, phenobarbital
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Zoznam pouzitych skratiek a symbolov

Ccv
DAD
EIC
ESI
GABA
GC
HPLC
HR-MS

LOD
LOQ
M;
MS/MS
m/z
QqTOF
R2

RP

Sy/x

Ir

usek linearnej regrese

cyklicka voltametria (angl. cyclic voltammetry)

detektor s diodovym polom (angl. diode array detector)

chromatogram extrahovaného i6nu (angl. extracted ion chromatogram)

elektro sprejova ionizécia (angl. electrospray ionization)

kyselina y-aminomaslova (angl. y-aminobutyric acid)

plynova chromatografia (angl. gas chromatography)

vysokoucinna kvapalinova chromatografia (angl. high performance liquid chromatography)
hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim (angl. high resolution mass spectrometry)
limit spolahlivosti (angl. confidence interval)

limit detekcie (angl. limit of detection)

limit kvantifikacie (angl. limif of quantification)

relativna molekulova hmotnost’

tandemova hmotnostna spektrometria (angl. tandem mass spectrometry)

pomer hmotnosti k naboju (angl. mass-to-charge ratio)

kvadrupol ¢as letu (angl. quadrupole-time-of-flight)

koeficient determinacie

reverzna faza (angl. reverse phase)

smerodajna odchylka linearnej regresie

retenény ¢as (min)



1 Ciel’ prace

Z chemického i z historického hl'adiska mdze analyza historickych pozostatkov farmaceutik
priniest’ zaujimavé informécie. Cielom predlozenej diplomovej prace bolo stidium stability
fenobarbitalu v zavislosti na liekovej forme. K dispozicii boli: tablety, drazé, capiky a roztok.
Jednotlivé analyzované pripravky sa lisili zlozenim, od pripravku s jednou tc¢innou latkou az
po pripravky s viacerymi zlozkami. Pre dosiahnutie tohto ciel'u bolo potrebné vybrat
a modifikovat’ vhodni HPLC metédu pre separaciu a naslednu kvantifikdciu hlavnych
analytov. Pri analyze roztoku bolo nutné pouzit vhodni CZE metdédu pre stanovenie
anorganickych i6nov. Taktiez bolo potrebné pokusit’ sa za pomoci hmotnostnej spektrometrie

identifikovat’ pripadne degradacné produkty a nezname analyty.



2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Analyza historickych pozostatkov farmaceutik

Chemici sa stali partnermi archeologov prave vd’aka chemickej analyze hmotnych nalezov,
ktoré boli ziskané z archeologickych nalezisk [1]. Archeoldgia sa zaobera Studiom l'udskej
minulosti a rovnako tak aj pri analyze historickych pozostatkov farmaceutik sa dozvedame vel'a
novych informécii o minulosti l'udstva. Ako priklad m6Zeme uviest’ to, aké latky sa pouzivali
na vyrobu liekov, aky bol sposob ich pripravy ak comu boli tieto farmaceutika presne
pouzivané. Tieto analyzy su prevadzané uz viac ako 200 rokov za pouzitia mnohych
chemickych metod [2], pricom farmaceuticka chémia dostala velky stimul, ktory sa datuje od
roku 1600 do roku 1670, kedy sa stala plne uradne uznivanou [3]. V sucasnosti nds
predovsetkym zaujima to, ¢i je aktivna latka vo farmaceutiku bez zmeny alebo naopak,
degraduje. Pri dokladnejsej analyze za pouzitia viacerych chemickych metéd dokazeme zistit’
zastipenie povodnej latky, Cize latky, ktord sa zachovala, a takisto aj latky zdegradovane;.
Zaujima nas sposob ich pouzitia vo farmaceutickej oblasti v minulosti. Casto je Ziaduce
zrekonStruovat’ a zopakovat’ postupy pripravy farmaceutik, prave kvoli lepSiemu pochopeniu
trendov z minulosti. MéZeme porovnat’ ich zlozZenie s literaturou (liekopisom) a zistit’ aké
mnozstvo latky bolo zachované v povodnej podobe a aké mnozstvo bolo zdegradované. Podl'a
tejto informacie dokaZzeme d’alej predpokladat’ za aky Cas sa zdegraduje dana aktivna latka vo
farmaceutiku. Popripade sa m6Zeme pokusit’ navrhnat’ vhodny pouZitelny marker na urcenie
veku analyzovaného farmaceutika. Nesmérdk a kol. [4, 5] vo svojej publikécii o degradacii
opiovych alkaloidov vo farmaceutickych pozostatkoch z 18. storoc¢ia navrhli vhodny marker na
urcenie veku pomocou pomeru koncentracie noskapinu ajeho priameho dezintegraéného
produktu kotarninu. V jednej zo svojich publikécii dalej Nesmérak a kol. [6] spominaju
unikatnost’ kazdej analyzy, ked’Ze o tychto historickych farmaceutikdch mame len obmedzené
mnozstvo informdcii. Farmaceutika maji rozdielny datum pripravy avzdy sa snazime
o kompletni kvantifikaciu vSetkych latok vo vzorkéach, no vo vicsSine pripadov je nutné vo
vécsine pripadov brat’ do uvahy aj prekazky, a to hlavne vo forme nejasne;j historickej literatry

farmaceutik [7]. Zilker akol. [8] vjednej zo svojich publikédcii preberaji analyzy 49
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testovanych farmaceutickych pripravkov starych 20 az 30 rokov z kolekcie starych farmaceutik
z Institatu pre farmaciu vo Wiirzburgri (Nemecko). Farmaceutické pripravky, ktoré boli pouzité
v tejto Studii boli bezne pouzivanymi pripravkami zo skupin: -blokétory, B-sympatomimetika,
anticholinérgika, antipsychotikd, antihistaminikd, antiinfektiva, nesteroidové protizépalové
pripravky a jeden antiarytmicky pripravok. Vysledok stadie poukazoval na 44 z 49 testovanych
pripravkov, ktorych latky stale zodpovedali Specifikdcidm sucasnych liekopisov. Ostatné
pripravky obsahovali malé mnoZstvo degradaénych produktov alebo negistoty, ktoré nespinali
akceptacné kritéria. Vo vysledku bola preukazand prekvapivo vel'ka chemicka stabilita pre
pripravky staré viac ako dve dekady. Vo svojej d’alSej publikacii Zilker a kol. [9] uvadzaju
analyzy farmaceutickych pripravkov starSich viac ako 80 rokov a diskutuje o skutocnej dobe
pouzitel'nosti vzhI'adom na prislusnu liekova formu a liekovu triedu. Zda sa, ze pre vel’ku ¢ast’

liekov by bolo rozumné prediZit’ datum spotreby na viac ako pét’ rokov.

2.2 Analyzované vzorky a ich kontext

V tejto diplomovej praci boli analyzované Styri vzorky historickych lie€ivych pripravkov
s fenobarbitalom ako hlavnou lie¢ivou latkou.

Prvym analyzovanym pripravkom boli tablety Phenaemal®, vyrobené firmou Destin
Arzneimittel (Nemecko) v roku 2017 (Cislo Sarze 12003446). V dobe analyzy uplynulo od
vyroby pripravku 5 rokov. Pripravok je ur€eny k liecbe réznych foriem epilepsie a pre
zmiernovanie stavu psychomotorického nepokoja.

Druhym analyzovanym pripravkom boli drazé¢ Sedobelin, vyrobené firmou Spofa
(Ceskoslovensko) v roku 1978 (&islo $arze 5010378). V dobe analyzy uplynulo od vyroby
pripravku 43 rokov. Pripravok bol urceny k lieCbe spastickych stavov, hlavne astmy
a cholestazy. Do pouzivania bol pripravok zavedeny v roku 1942 firmou Eko (Praha), ktoru

nasledne prevzal narodny podnik Spofa (obr. 2.1). V sti¢asnosti nie je pripravok vyrabany.
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POTENCOVANE SPASMOLYTICUM
SE SEDATIVNIM GCINEM

OCHRANNE SLOVNI ZNAMKY

SEDOBELIN

Parasympatikolytické alkaloidy ruliku ve spojeni s tetramethoxy -

benzyl- isochinolinum hydvochlor. a barbiturdtem, dopliiované
sedativnimi sloZkami — Menthanolum isovalerianicum a Extr
Crataegi.
INDIKACE:

Asthma bronchiale, cholelithiasis,
vegetativni neurosy, spastické stavy.

BALENI:

Rourka s obsahem 20 drazé.

‘EKO-

chemicko-farm. tovarna, PRAHA.

Obr. 2.1 Reklama na pripravok Sedobelin z roku 1942 (prevzaté z[10]).

Tretim analyzovanym pripravkom boli ¢apiky Spasmoveralgin, vyrobené firmou Spofa
(Ceskoslovensko) v roku 1985 (&islo $arze 3380985). V dobe analyzy uplynulo od vyroby
pripravku 36 rokov. Pripravok bol uréeny k liecbe spastickych stavov a bolesti. Do pouzivania
bol pripravok zavedeny v roku 1949 firmou Spofa (obr. 2.2). V stucasnosti pripravok uz nie je

vyrabany.
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Bolestivé spasmy tisi

SPASMOVERALGIN

suppositoria

Spolehlivé spasmoanalgeticum

ve formé &ipkl

1 scat. a 6 suppos.

A

SPOLEK PRO CHEMICKOU A HUTNi VYROBU,

narodni podnik, farmaceutické oddéleni,

PRAHA I1l, Stépanska 30

42

Obr. 2.2 Reklama na pripravok Spasmoveralgin z roku 1942 (prevzaté z [11]).

Stvrtym analyzovanym pripravkom bol roztok Sklerophyllin, vyrobeny firmou Galena
(Ceskoslovensko) v 60. rokoch 20. storo¢ia. V dobe analyzy uplynulo od vyroby pripravku
okolo 50 rokov. Pripravok bol urCeny k liecbe artériosklerdzy, vysokého tlaku aku
zmiernovaniu priznakov starnutia. Do pouzivania bol pripravok zavedeny v roku 1938 firmou
Interpharma (Praha), ktorou nasledne prevzal narodny podnik Spofa (obr. 2.3). Vyroba
pripravku bola zastavend v roku 1964 [12].
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siwajie

Touikum P*

Sklerophyilin ipeguje therapentické a projylaktickt pasobeni chlorophyllinpurine wa sklero:
tické 2wy orgdus 5 ilinkem symtbetick , miujicibe krewni tak o pods

w cholima

Trealé ovlivnini arterieskleroticky, aktcricky 2ejiendbo kereenibs dakn.

Zmiméai nedostatelnjm ici insufficience orgdni

Prychické misledley stérmti
Phrdiaré priznaky stirmti

Iald=YdelaF-TUdaal-
Obr. 2.3 Reklama na pripravok Sklerophyllin z roku 1942 (prevzaté z [13]).

2.3 Fenobarbital

Fenobarbital, znamy aj ako fenobarbitone, fenobarb alebo pod obchodnym nédzvom Luminal,
je liek barbituratového typu [14]. Ponuka Siroké spektrum klinickych pouZiti, ktoré bezne
zahiaju liecbu proti zachvatom [15], ako je to aj pri epilepsii. Aj po viac ako 100 rokoch
konstantného pouzivania je fenobarbital stile najcastejSie predpisovanym antiepileptikom
v rozvojovom svete [16]. Je taktieZ odporacany aj Svetovou zdravotnickou organiziciou na
liecbu niektorych typov epilepsie [17]. Zostava nad’alej cenovo vyhodnou volbou pre l'udi
s epilepsiou v niektorych krajinach s nizkymi a stredne vysokymi prijmami [18]. Jeho
pouzivanie vSak postupne klesa kvoli vnimaniu podstatnych problémov znédSanlivosti, najméa

u deti a dospelych [19].
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2.3.1 Podavanie a mechanizmus u¢inku

Do organizmu vstupuje fenobarbital intravendzne, intramuskuldrne alebo oralne. Injek¢éna
forma sa pouziva najéastejsie na liecbu status epilepticus' [20]. PrileZitostne sa pouZiva aj na
lieCbu nespavosti a uzkosti, no pri lieCeni nespavosti moze vzniknut’ zavislost’ na fenobarbitale
[21]. Je wzitotny pri benzodiazepinovej a alkoholovej abstinencnej lieCbe pre svoje
protizachvatové vlastnosti a sedativny ucinok [21]. Fenobarbital ako latka s dlhodobym
ucinkom nie je preferovanou moznostou v chirurgickej praxi: na tento ucel sa pouzivaju
kratkodobo pdsobiace barbituraty [22]. Nastup u¢inku je medzi 15 az 30 minatami a dizka
ucinku dosahuje az 48 hodin [23].

Fenobarbital ainé barbituraty prejavuju svoj antiepilepticky ucinok predovsetkym
ul’ah¢enim inhibicie sprostredkovanej kyselinou y-aminomaslovou (GABA) prostrednictvom
alosterickej interakcie s neurébnovymi postsynaptickymi receptormi GABAa [24, 25]. ZvySuje
aktivaciu GABAAa receptorov, ato predizenim priemerného trvania otvoreného kandla bez
ovplyvnenia otvorenej frekvencie alebo vodivosti [26]. Vysledné zvySenie toku chloridov
hyperpolarizuje membranu postsynaptickej neurénovej bunky, ¢im brani prenosu epileptickej
aktivity [27]. Barbituraty tiez aktivuji receptor GABA priamo, v nepritomnosti GABA, ¢o je

ucinok, ktory méze byt zakladom ich sedativnych vlastnosti [28].

2.3.2 Nepriaznivé ucinky

Medzi bezné neZiaduce Uc¢inky patri: nekoordinovanost, porucha rovnovéahy a ospalost’. Tieto
nepriaznivé Ucinky vo vicsej miere ovplyviiuju geriatrickych pacientov [21, 29] a preto su pri
tychto pacientoch preferované iné antiepileptikd [29]. Menej Casté¢ komplikacie spojené
s uzivanim fenobarbitalu su nizky krvny tlak, znizend moZnost’ dychat’ alebo upadnutie do
kémy [15].

Pri dlhodobom uzivani st zaznamenané nepriaznivé U¢inky ako podrazdenost, strata
chuti, bolest’ kibov alebo svalov, depresia a zriedkavo aj poskodenie pedene [15]. Pri ndhlom
vysadeni lieku moéZzu pacienti pocitovat abstinencné priznaky, preto je potrebné postupne

znizovat’ davky fenobarbitalu [21].

! Status epilepticus je jeden zachvat trvajuci viac ako 5 mintt alebo dva a viac zachvatov v priebehu 5 minut bez

toho, aby sa medzi zachvatmi vratil clovek do pdvodného stavu [86].
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2.3.3 Chemické vlastnosti fenobarbitalu

Struktura fenobarbitalu je uvedena na obr. 2.4. Suméarny vzorec fenobarbitalu je C12H12N»0s,
jeho systematicky ndzov je 5-ethyl-5-fenyl-2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidinetrion, s ¢islom CAS
50-06-6. Relativna molekulova hmotnost’ je 232,23. Je to biela praskova latka.

@)

A

HN NH

Obr. 2.4 Struktira molekuly fenobarbitalu

234 Historia

Zmienka o prvom medicindlnom pouZiti barbituratu sa datuje do roku 1903, ked’ Emil Fischer
a Joseph von Mering objavili, Ze barbital (taktiez zndmy aj ako kyselina diethylbariturova) je
vel'mi ucinny pri navodzovani spanku u psov. Po tomto objave firma Bayer zacala predavat
liek obchodnym ndzvom Veronal, ktory stal rychlo pouzivanym liekom na zaciatku
20. storocia.

Fenobarbital bol prvykrat syntetizovany vroku 1911 Heinrichom Horlienom
a predavany spolo¢nostou Bayer pod obchodnym nédzvom Luminal v roku 1912 pre svoje
hypnotické ucCinky. Barbiturdty zaznamenali velky uspech [30]. Do roku 1960 bolo
syntetizovanych viac ako 2500 barbituratovych derivatov, z ktorych 50 sa pouZzivalo v klinickej
praxi [31] ako hypnotikd, anxiolytika, antiepileptikd, anestetikd a sedativa. Fenobarbital
s dlh§im farmaceutickym uc¢inkom (v porovnani s jeho predchodcom) sa tak stal kralom
barbituratov ako v nemocniciach, tak aj v ambulantnej starostlivosti [32]. Tomuto lieku sa
taktiez podarilo uspiet’ i v d’alSej vyznamnej terapeutickej aplikdacii pri liecbe epilepsie. Veronal

a Luminal boli akceptovani ako prvi dvaja zastupcovia zo série barbituratov v medzinarodnych
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liekopisoch — napriklad liekopis Spojenych Statov v roku 1926 a britsky liekopis v roku 1914
a 1932 [33]. Neskor boli oba lieky zaradené aj do Pharmacopoeia Internationalis®.

U fenobarbitalu sa potvrdili okrem vybornych hypnotickych u¢inkov aj antikonvulzivne
vlastnosti. Objavenie tychto vlastnosti uskuto¢nil Alfred Hauptmann v roku 1912. Alfred
Hauptmann bol rezidentny psychiater vo Freiburgu (Nemecko), pricom mal na starosti
pacientov s epilepsiou. Zistil, ze z dovodu Castych zachvatov pacientov dochddza k naruseniu
spankového rytmu, a tak sa rozhodol pacientom podavat nové hypnotikd, ktoré sa na trhu
objavili (medzi nimi bol aj fenobarbital). Prekvapivo zistil, Ze vyskyt zachvatov
u hospitalizovanych pacientov vyrazne klesol, aj napriek tomu, ze im boli podavané len nizke
davky fenobarbitalu, ato nielen pocas noci ale aj pocas dna [34]. Hauptmann tymto jeho
vlastnym experimentom pomohol pacientom, u ktorych sa nielen znizil pocet zachvatov, ale aj
ich intenzita. To umoZznilo mnohym pacientom opustit’ Uistavy a uzivat’ si normalny Zivot.

Prave tymto spdsobom boli objavené antikonvulzivne vlastnosti barbituratov, pricom
fenobarbital bol prvym skuto¢ne u¢innym liekom na liecbu epilepsie [33].

Zatial' ¢o Hauptmann dospel k velkému objavu pouzitia fenobarbitalu, tak jeho
celosvetové pouzitie ani z d’aleka nebolo na nemeckej trovni. Hlavnym faktom bol maly
vyznam ¢asopisu, v ktorom Hauptmann publikoval, ked’Ze i§lo o nemecky casopis Miinchener
Medizinische Wochenschrift. Druhym faktorom bolo vypuknutie prvej svetovej vojny. Vo
Velkej Britanii bol komeréne dostupny az v roku 1923 (Winthrop Chemical Company), pricom
o jeho ucinkoch informoval Charles Brooks [33]. Zacdiatkom roku 1930 pouZivanie
fenobarbitalu definitivne nahradilo pouZivanie bromidov pri liecbe epileptickych zachvatov, aj
napriek prvym spravam o farmakologickej tolerancii a riziku zachvatov, pri prili§ rychlom
vysadeni fenobarbitalu. V sti¢asnosti je stale najviac predpisovanym antiepileptikom na svete

[35].
2.3.5 Stanovenie fenobarbitalu
Najcastejsie je fenobarbital stanovovany vo farmaceutikédch, v moci alebo v krvi. Je najlepsie

stanovitelny pomocou UV detekcie, kedze absorbuje UV Ziarenie pri vlnovej dizke 250 nm.

Stanovenie fenobarbitalu je najcastejSie prevedené pomocou vysokoucinnej kvapalinovej

2 Medzinarodny liekopis je lickopis vydany svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO) ako odporucanie
s cielom poskytnit’ medzinarodné Specifikdcie kvality farmaceutickych latok a liekovych foriem spolu

s podpornymi vSeobecnymi metdédami na globalne pouzitie [87].
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chromatografie [36], popripade HPLC s hmotnostnou detekciou [37], cyklické voltametria [38].
Taktiez je mozné pouzit’ plynovu chromatografiu s hmotnostnou detekciou [39]. Parametre

vybranych analytickych stanoveni uvadza tabul’ka 2.1.

Tabul’ka 2.1

Parametre vybranych analytickych stanoveni fenobarbitalu
metoda LOD LOO vzorka referencia
HPLC 1,0 uM e mo¢ [36]

HPLC-MS/MS 44,55ngml' 80,80 ngml’ mo¢ [37]
cv 0,1 uM a mod  [38]
GC-MS 0,0ngmg! 025ngmg! vlasy [39]

“ Hodnota nie je uvedena.

2.3.6 Degradacia fenobarbitalu

Mnoho §tudii sa zaoberalo degradéciou fenobarbitalu, ked’Ze sa pouziva uz viac ako 100 rokov.
Vo svojej publikécii Garrett a kol. [40] popisali mechanizmus degradacie derivatov kyseliny
barbiturovej (obr. 2.5). Ako prvy z degrada¢nych produktov sa uvadza kyselina malonurova
(I), pri ktorom sa dokazuje reverzibilny systém medzi barbituratmi a derivatmi kyseliny
malonurovej s otvorenym kruhom. Produkt hydrolyzy kyseliny malonurovej mdze degradovat
na derivat acetylmocoviny (III) acyklizuje za vzniku barbiturdtu. Hydrolyza barbituratov
prebiecha dvomi cestami. Neionizovana forma barbituratu hydrolyzuje otvorenim kruhu
v polohe 1,2- alebo v ekvivalentnej polohe 2,3- ¢im sa ziskava malonamid (VII). lonizovana
forma hydrolyzuje cez otvorenie v polohe 1,6- alebo 3,4- za vzniku substituovaného derivatu
acetylmocoviny (III), z ktorej su findlne produkty mocovina (V) aderivat karboxylovej

kyseliny (VI).
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Obr. 2.5 Schéma pre degradaciu derivatov kyseliny barbiturovej (fenobarbital: R; = ethyl, R, = fenyl) (upravené z

[40]).
Hlavnym degrada¢nym produktom fenobarbitalu je feneturid. Jeho Struktira je uvedena

na obr. 2.6. Sumarny vzorec feneturidu je Ci1HiaN202, s c¢islom CAS 90-49-3, jeho

systematicky nazov je N-(aminokarbonyl)-a-ethylbenzenacetamid, relativna molekulova

hmotnost’ je 206,24.
O O

)J\NHZ

N
H

Obr. 2.6 Struktara molekuly feneturidu
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2.4 Ostatné analyzované latky

Chemické struktiry ostatnych analyzovanych latok v tejto diplomovej praci st uvedené na obr.
2.7 av tabulke 2.2 st uvedené ich sumarne vzorce, systematické nazvy, ¢isla CAS a relativne

molekulové hmotnosti.

0]
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)J\ H /
| \ ;
‘- ) )
N )\ N/ N/
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Br © T |
Acetyl-f-methylcholin bromid Theofylin Kofein
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} 999
H
N N N
A 0o
Papaverin
Efedrin
\ (0] (0]
"\ P
NH N NH
N 2 H 2
Br
(@) Bromisoval
Aminofenazon Kodein

Obr. 2.7 Chemické Struktary latok preberanych v tejto diplomovej praci
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Tabul’ka 2.2

Ostatné analyzované latky v tejto diplomovej praci a ich vlastnosti

Analyzovana latka Sumarny Systematicky nazov Cislo M,
vzorec CAS

acetyl-pB-methyl- CsHsBrNO; 2-acetoxy-N,N,N-trimethylpropan-1-aminium 333-31-3 240,14

cholin bromid bromid

theofylin C7HsN4O» 1-3-dimethylxantin 58-55-9 180,16

atropin Ci17H23NO; (3-endo)-8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3- 51-55-8 289,40
yl-3-hydroxy-2-fenylpropanoat

papaverin C20H21NO4 1-(3,4-dimetoxybenzyl)-6,7.- 58=74-2 339,40
dimetoxyisochinolin

bromisoval CsH11BrN2O,  2-bromo-N-karbamoyl-3-methyylbutanamid 496—67-3 223,07

aminofenazon Ci3H17N;0 4-dimethylaminoantipyrin 58—15-1 231,29

kofein CsH10N4O7 1,3,7-trimethylxantin 58—08-2 194,19

kodein CigH21NO;3 7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17- 76—57-3 299,40
methylmorfinan-6-ol

efedrin CoHi3NO3 4-(1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl)-1,2- 51-43-4 183,20

benzenediol

Acetyl-B-methylcholin bromid je parasympatomimeticky bromchokonstrikény liek
pouzivany v klinickej diagnostike [41]. M4 ulohu muskarinového agonistu. Je indikovany
u dospelych a pediatrickych pacientov vo veku 5 rokov a viac bez klinicky zjavnej astmy na
diagnostiku bronchidlnej hyperaktivity dychacich ciest prostrednictvom metacholinového testu
[42].

Theofylin zostava celosvetovo jednym z najcastejSie predpisovanych liekov na liecbu
astmy a chronickej obstrukénej choroby pltc, predovsetkym kvoli jeho nizkej cene a Siroke;j
dostupnosti [43]. Theofylin je silny methylxantin, Strukturdlne podobny kofeinu a pouziva sa
od 30. rokov minulého storo¢ia [44]. Methylxantiny st Siroko distribuované v rastlinnom svete
v rastlinach, ako napriklad Thea sinensis (¢ajovnik ¢insky), Coffea arabica (kdvovnik arabsky)
a Theobroma cacao (kakaovnik pravy) [44].

Atropin je prirodzene sa vyskytujtci alkaloid extrahovany z rastliny Atropa belladonna
(T'ul’kovec zlomocny). Je to neselektivny inhibitor muskarinovych receptorov [45]. Ma
rozsiahle centralne a periférne t€¢inky, pricom je vel'mi doleZitou latkou v o¢nej medicine [46].
Hlavnymi tU¢inkami st zmeny srdcovej frekvencie, znizenie bronchialnej, potnej, slinnej,

nazalnej a zalidocnej sekrécie [46].
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Papaverin, alkaloid izolovany z maku siateho, je neSpecificky inhibitor PDE, ktory
brani degradacii cAMP a cGMP. Tieto cyklické nukleotidy akumuluja v bunkéch hladkého
svalstva, ¢im sa Coraz viac podporuje relaxacia tkaniva [47]. Je ucinny pri akdtnej rendlnej
kolike a je dobrou alternativou steroidnych protizapalovych liekov [48]. Takisto sa pouziva pri
lieCbe erektilnej dysfunkcie [49].

Bromisoval je sedativum/hypnotikum podavané peroralne ako racemicka zmes a ¢asto
sa pouziva pri predavkovani v pripadoch samovrazd [50].

Aminofenazon je pyrazolonovy derivat a v minulosti bol pouzivany ako antipyretikum,
analgetikum a proti zapalom [51]. Dychovy test s aminofenazonom znaéenym '*C sa pouziva
ako neinvazivne meranie metabolickej aktivity cytochroému P-450 v testoch funkcie pecene
[52].

Kofein je stimulant centralneho nervového systému zo skupiny methylxantinov [53].
Nachadza sa v mnohych potravinach a napojoch, ktoré denne konzumuju l'udia po celom svete,
najméd v kéve a Caji. Znizuje celkovy cas spanku a obmedzuje latenciu nastupu spanku,
najpravdepodobnejsie blokaciou ucinku adenozinu na podporu spanku [54]. Kofein v liekoch
najcCastejSie pdsobi ako posiliiovac¢ u€inkov ostatnych latok [55].

Kodein je prirodzene vyskytujlci sa 6piovy alkaloid s nizkou ucinnost’ou. Na lekarske
pouzitie sa zvycajne pripravuje metylaciou morfinu, ¢im sa ziska biely krystalicky prasok, bez
zépachu, horkej chuti a ovplyvnenia svetlom [56]. Je beZznou zloZkou mnohych liecivych
pripravkov, av8ak nie je i€inny pri silnej bolesti, a preto je jeho pouzitie obmedzené na miernu
az strednu tlavu od bolesti a na kasel’ [56].

Efedrin zvySuje arteridlny krvny tlak a ma pozitivny inotropicky efekt [57]. Je to
synteticky nekatecholaminovy agonista na o, B1 a B2 receptoroch s priamym aj nepriamym
posobenim [58]. Metabolizuje sa v pefeni oxidacnou deaminaciou, demetylaciou
a konjugéciou, pri¢om metabolity efedrinu zahfnaji nerepinefrin, kyselinu benzoovu a kyselinu

hippurovu [59].
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3 Experimentalna cast’

3.1 Analyzované vzorky

Analyzované vzorky pochadzali zo zbierky Katedry analytickej chémie, Prirodovedecke;j
fakulty, Univerzity Karlovej. Skladovacie podmienky tychto vzoriek nie st zname, ale
predpoklada sa, Ze boli ulozené v tme pri izbovej teplote.

V tabletich Phenaemal® od spolo¢nosti Destin, &islo Sarze 12003446 bolo podla
vyrobcu deklarovanych 100 mg fenobarbitalu. Pomocnymi latkami boli mikrokryStalicka
celuloza, zelatina, monohydrat laktdzy, kukuricny Skrob, stearova kyselina a koloidny
bezvodny oxid kremicity. Celé balenie obsahovalo 50 tabliet. Pre analyzu boli pouzité 3 tablety,
ktoré boli vzdy analyzované zvlast, kvoli Statistickému vyhodnoteniu vysledkov. Tablety boli

odobrané z liekovej nadobky uvedenej na obr. 3.1.

Obr. 3.1 Balenie analyzovaného pripravku Phenaemal®
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V druhom stanovovanom pripravku — drazé¢ Sedobelin od spolo¢nosti Spofa, ¢islo Sarze
5010378 — bol podl'a vyrobcu deklarovany obsah jedného drazé: 50 mg fenobarbital, 20 mg
papaverin chlorid, 0,25 mg radobelin (zmes rulikovych alkaloidov, hlavne atropin) a 100 mg
extractum crataegi (extrakt zlistu hlohu, ktorého hlavnymi zloZzkami s prokyanidin

a hyperosid). Drazé bolo odobrané z lickovej nddoby na obr. 3.2.

Obr. 3.2 Balenie analyzovaného pripravku Sedobelin

Tretim stanovovanym pripravkom boli ¢apiky Spasmoveralgin od spolo¢nosti Spofa,
Cislo Sarze 3380985, v ktorom bol podla vyrobcu deklarovany obsah jedného capiku: 300 mg
bromisoval, 200 mg aminofenazon, 50 mg kofein, 25 mg fenobarbital, 25 mg papaverin
hydrochlorid, 15 mg kodein dihydrofosfat, 5 mg efedrin hydrochlorid a 0,5 mg atropin
methylbromid. Capik bol odobraty z liekového obalu uvedeného na obr. 3.3.
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Spasmoveralgin®™~

im 200 mg, coff 50 mg,
ium chleratum 25 mg, codeinium
d hi 5 mg, atro-

phosphoricum 15 mg,
ry’mbahrumn!um 0,5 mg v 1 cipku

Obr. 3.3 Balenie analyzovaného pripravku Spasmoveralgin

Posledny analyzovany pripravok bol roztok Sklerophyllin od spolo¢nosti Galena,
v ktorom bol podl'a vyrobcu deklarovany nasledujici obsah, v 200 ml roztoku: 300 mg acetyl-
B-methylcholin bromid, 400 mg theofylin, 200 mg fenobarbital a 200 mg jodid sodny.
Pripravok d’alej obsahuje farbivo na baze chlorofylu, v literatire oznafené ako
chlorophyllinpurin, o koncentracii 1 mg ml™! [60]. Vzorka roztoku bola odobrand z liekovej

flaSky uvedenej na obr. 3.4.

Obr. 3.4 Balenie analyzovaného pripravku Sklerophyllin
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3.2 Pouzité chemikalie

Nasledujuce latky boli pouzité ako Standardy t¢innych latok v pripravkoch alebo ako pomocné
latky v nich: O-acetyl-B-methylcholin bromid (= 98 %, Merck), aminofenazon (Merck), atropin
(> 99 %, Merck), kofein (p.a., Sigma-Aldrich), kodein (Zentiva, CR), efedrin (p.a., Lachema,
CR), ethylparaben (ReagentPlus, Merck), chlorid hore¢naty (p.a., Lach-Ner, CR), papaverin
hydrochlorid (p.a., zbierka Katedry analytickej chémie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita
Karlova), fenobarbital (p.a., Lach-Ner, CR), bromid draselny (p.a., Lach-Ner, CR), jodid
draselny (p.a., Lach-Ner, CR), chinova kyselina (98%, Merck), chlorid sodny (p.a., Lach-Ner,
CR), sachardza (p.a., Lach-Ner, CR), theofylin (>99%, Merck).

Utinne latky v stanovovanych farmaceutikach boli vzdy extrahované v methanole (pre
HPLC, Lach-Ner, CR).

Pri priprave mobilnej fdze pre analyzu pripravkov Phenaemal, Sedobelin,
a Spasmoveralgin bol ako mobilna fiza A pouzity acetonitril (pre HPLC, Lach-Ner, CR). Ako
mobilna fdza B bol pouzity octanovy tlmivy roztok ktory pozostaval z octanu aménneho (p.a.,
Lach-Ner, CR) a kyseliny octovej 99 % (p.a., Lach-Ner, CR).

Pri pripravku Sklerophyllin bol ako prva mobilné faza pouzity methanol. Na pripravu B
mobilnej faze bol pouzity octanovy tlmivy roztok, ktory rovnako ako v predchadzajiicom
pripade pozostaval z octanu amonneho a kyseliny octove;.

Pre analyzu aminofenazonu vo vzorke pripravku Spasmoveralgin bol ako ¢inidlo
pouzity 10 % vodny roztok kyseliny fosfomolybdenovej (Hs[P(Mo03010)4] -H20) (ACS reagent,
Merck) a ethanol 96 % (Lach-Ner, CR). Pre analyzu iénov vo vzorke pripravku Sklerophyllin
bola pouzita kyselina mravéia 98 % (p.a., Lach-Ner, CR), imidazol (ACS Reagent, Merck), 18-
crown-6 éter (99 %, Merck), hydroxid sodny (p.a., Lachema, CR) a deionizovana voda

pripravena na Mili-Q zariadeni (Millipore, USA), so $pecifickou vodivostou <0.05 pS cm .

33 Pristroje a experimentalne podmienky

Na pripravu mobilnej fazy bol pouzity pH meter 3510 (Jenway, Velka Britania) so sklenenou
elektrodou HC 103 (Theta 90, Ceska republika). Elektroda bola pred meranim kalibrovana
trojbodovou kalibraciou Standardnymi tlmiacimi roztokmi pH= 4,00, 7,00, 10,00. Pri extrakcii
vzoriek bol pouzity ultrazvukovy kupel’ Sonorex RK 100 (Bandelin Elektronic, Nemecko).
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Vzorky Sedobelinu a Spasmoveralginu boli po extrakcii filtrované pomocou striekackovych
filtrov pri velkosti porov 0,20 um (Whatman).

Pre separaciu vsetkych farmaceutik bola pouzitd koléna Supelcosil™ LC-18
(250%4,6 mm, 5 um; Supelco).

Pre analyzu pomocou vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie bol pouzity
chromatograf s UV detekciou UHPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko), vybaveny DAD.

Pre analyzu pomocou kvapalinovej chromatografie s hmotnostnym spektrometrom bol
pouzity model s dvojitou pumpou Agilent 1200 HPLC (Agilent, USA). ESI-MS detekcia bola
uskuto¢nena na pristroji Bruker QqTOF so softvérom Compass otof Control 4.0 (Bruker
Daltonics, Nemecko). Na spracovanie udajov bol pouzity softvér Compass DataAnalysis 4.4
(Build 200.55.2969, Bruker Daltonics, Nemecko).

Pre analyzu pomocou spektrofotometra bol pouzity spektrofotometer vybaveny
jednolucovym diddovym polom, spektrofotometer HP-8453 (Agilent, USA) v kremennej
kyvete optickej dizky 1 cm.

Pre analyzu pomocou kapildrnej elektroforézy bola pouzitd kapilarna elektroforéza
Agilent 7100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemecko) vybavena diédovym polom

a bezkontaktnym detektorom vodivosti.

3.3.1 Analyza Phenaemalu, Sedobelinu a Spasmoveralginu

Vzorka Phenaemalu bola pripravena rozpustenim jednej tablety Phenaemalu pomocou
ultrazvuku do 100 ml odmernej banky. Odmerna banka bola doliata po rysku methanolom.
Vzorka Sedobelinu bola pripravena rozpustenim jedného drazé pomocou ultrazvuku do
50 ml odmernej banky. Odmerné banka bola doliata po temperacii po rysku methanolom.
Vzorka Spasmoveralginu bola pripravena rozpustenim jedné¢ho Capiku pomocou
ultrazvuku do 100 ml odmernej banky. Odmerné banka bola doliata po rysku methanolom.
Obsah odmernej banky obsahujicej Sedobelin a Spasmoveralgin bol prefiltrovany
pomocou striekackového filtru do vialky.
Pouzitd metdoda pre separaciu analytov uvedenych vzoriek bola prebrata
z publikacie [61] a upravena. Kolona bola temperovana na 30 °C pri separacii. Za pouzitia
gradientovej elucie bol acetonitril pouzity ako A mobilna faza a zlozkou B mobilnej fazy bol
vodny roztok 0,020 M octanu aménneho s pH upravenym pomocou kyseliny octovej na 3,5.
Prietok mobilnej fazy bol 1,0 ml min~!. Nastrekovany objem vzorky bol 3 ul. Konkrétny popis

gradientovej elicie pre separaciu analytov Sklerophyllinu sa nachadza v tab. 3.1.
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Tabulka 3.1
Grandientovy program pre separaciu analytov pomocou HPLC-UV/MS na kolone Supelcosil™ LC-18 (250x4,6
mm, 5 pum; Supelco). Mobilne fazy: (A) acetonitril, (B) 0,020 M octan amoénny (pH = 3,5, upravené kyselinou

octovou)
¢as / min 0,00 7,50 16,00 25,00 28,00 30,00
B mobilna faza/ % | 70 70 55 10 10 70

Metoda bola pouzita aj pre kvapalinovu chromatografiu s hmotnostnou spektrometriou.
ESI-MS data boli zaznamenané v pozitivnom iénovom madde v rozsahu snimania od m/z 50 az
m/z 1000. Teplota susiaceho plynu bola nastavena na 220 °C pri prietoku 3,0 dm® min™?.
Napitie na kapilare bolo 2800 V.

Pri analyze aminofenazonu vo vzorke Spasmoveralginu bolo postupované podla
publikacie [62] Do 5 ml odmernej banky bolo odpipetované 25 pl z pripravenej vzorky
Spasmoveralginu. Nasledne bolo pridanych 0,500 ml roztoku ¢inidla a ponechané na trepacke
po dobu 10 minat. Banka bola doplnend po rysku ethanolom a ponechana stat’ 30 minut.

Absorbancia bola zmerana pri vlnovej dizke 630 nm (proti slepému pokusu) v kremennej

kyvete s hribkov absorp¢nej vrstvy 1 cm.

3.3.2 Analyza Sklerophyllinu

Vzorka bola pripravend odobranim 1 ml pripravku Sklerophyllin do 5 ml odmernej banky
a doliata po rysku methanolom. Nésledne bola vzorka analyzovanid pomocou kvapalinove;j
chromatografie.

Pouzitd metdoda pre separaciu analytov pripravku Sklerophyllin bola prebrata
z publikacie [63] a upravend. Kolona bola temperovana na 30 °C pri separacii analytov
pripravku Sklerophyllin. Za pouZzitia gradientovej elucie bol methanol pouzity ako A mobilna
faza a zloZkou B mobilnej fazy bol vodny roztok 0,010 M octanu amoénneho s pH upravenym
pomocou kyseliny octovej na 2,5. Prietok mobilnej fazy bol 1,0 ml min~!. Nastrekovany objem
vzorky bol 1 pl. Konkrétny popis gradientovej elcie pre separaciu analytov Sklerophyllinu sa

nachadza v tab. 3.2.
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Tabul’ka 3.2
Gradientovy program pre separdciu analytov pomocou HPLC-UV/MS na kolone Supelcosil™ LC-18
(250%x4,6 mm, 5 pm; Supelco). Mobilné fazy: (A) methanol, (B) 0,010 M octan aménny (pH = 2,5, upravené

kyselinou octovou).

¢as / min 0,00 8,00 16,00 17,00 18,00

B mobilna faza / % 90 75 35 35 75

Tato metodda bola pouzitd aj pre kvapalinovii chromatografiu s hmotnostnou detekciou.
ESI-MS data boli zaznamenané v pozitivnom iénovom madde v rozsahu snimania od m/z 50 az
m/z 1000. Teplota suiaceho plynu bola nastavena na 220 °C pri prietoku 3,0 dm® min™?.
Napitie na kapilare bolo 2800 V.

Pri analyze analytov pripravku Sklerophyllin bola pouzitd aj kapilarna zdénova
chromatografia pre stanovenie jodidov, bromidov, sodnych a hore¢natych ié6nov vo vzorke.
Stanovenie bromidov a jodidov sa uskuto¢nilo v 375 um odtavenej kremicitej kapilare,
v celkovej dizke 110,0 cm, efektivnej dizke 95,0 cm a vnitornym priemerom 20 pm. Pred
prvym pouzitim sa kapilara preplachovala 10 minit 1 M NaOH a 10 minit vodou. Medzi
jednotlivymi cyklami bola kapilara preplachovand 3 minuty zdkladnym elektrolytom
pozostavajucim z 1 M kyseliny mravcej. Vzorka sa zavadzala tlakom 5 kPa pocas 10 s. Pocas
separacie bolo napdtie nastavené na —25 kV (prud bol 4 pA) a tlak aplikovany na vystupnu
vialku bol 45 mbar. PouZila sa bezkontaktné detekcia vodivosti. Teplota bola udrziavana na 25
°C.

Stanovenie katidnov horcika a sodika sa uskutocnilo v 375 pm odtavenej kremicitej
kapilare, v celkovej dizke 80,0 cm, efektivnej dizke 71,5 cm a vnatornym priemerom 50 pm.
Pred prvym pouzitim sa kapildra preplachovala 10 minit 1 M NaOH a 10 mintt vodou. Medzi
jednotlivymi cyklami bola kapildra preplachovand 3 minaty zékladnym elektrolytom
pozostavajuicim z 10 mM imidazolu pH upravené na 4,5 pomocou kyseliny octovej
s pridavkom 4 mM 18-crown-6-éteru. Vzorka sa zavadzala tlakom 5 kPa pocas 10 s. Pocas
separacie bolo napétie nastavené na 30 kV (prud bol 6 pA). Pouzila sa UV detekcia pri vinovej

dizke 200 nm. Teplota bola udrziavana na 25 °C.
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34 Metody spracovania dat

Pre kvantifikdciu fenobarbitalu a ostatnych analyzovanych latok bola pouzita metoda
kalibracnej zavislosti, skonstruovana z ploch pikov, pri ktorej bola zostrojena vzdy minimalne
patbodova kalibracna priamka. Kazdy bod predstavoval vyssiu koncentraciu nez bod
predchadzajtci. Kalibracné zavislosti boli pre kazdy analyt zostrojené jednotlivo. Pomocou
linedrnej zavislosti a plochy pikov bola vypocitana koncentracia pre kazdu analyzovanu latku.
Limit detekcie (LOD) a limit kvantifikacie (LOQ) boli vypocitane z parametrov kalibracnej
zavislosti charakterizovanej linearnou funkciou y = ax + b. K vypoctu bola pouzitd smerodajna

odchylka regresie s, a hodnota b Gseku linearnej regrese

3

Sx/ )
LOD = b} (3.1)

LOQ=3,3LOD (3.2)

Grafy boli vytvorené pomocou programu OriginPro 9.0 (Microcal Software, USA).
Vypocty boli vytvorené v programe Microsoft Excel 2020 (Microsoft Corporaction, USA).
Vysledky pri analyze HPLC-MS boli vyhodnotené pomocou softvéru Compass

CompoundCrawler 3.0 (Bruker Daltonics, Nemecko).
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4 Vysledky a diskusia
4.1 Analyza tabliet Phenaemal
4.1.1 Separacia analytov

Pre separaciu analytov pripravku Phenaemal bola zvolend metoda podla literatary [61], ktora
bola nasledne optimalizovana tak, aby bola kompatibilna pre RP-HPLC-UV a RP-HPLC-MS?.
Zmerané chromatogramy su uvedené na obr. 4.1. Identifikdcia analytov bola zalozeni na
analyze pomocou HR-MS? a porovnanim vyslednych spektier so spektrami $tandardov (pre
vacsinu analytov dostupné) a zaroven s datami v literature. Identifikované latky s prisluSnymi

informaciami su uvedené v tab. 4.1.
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Obr. 4.1 Chromatogram vzorky Phenaemal (a) s UV detekciou pri vinovej dizke 280 nm, (b) s hmotnostnou
detekciou s ESI v negativnom mdde. Analyzované na kolone Supelcosil™ LC-18 (250%4,6 mm, 5 pm; Supelco)
gradientovou eliiciou s mobilnou fazou obsahujucou (A) acetonitril a (B) 0,02 M vodny roztok octanu aménneho
s upravenym pH na hodnotu 3,5 pomocou kyseliny octovej (tab. 3.1) pri prietoku 1 ml min~!. Identifikéacia latok:
(1) fenobarbital, (2) palmitova kyselina, (3) stearova kyselina, (4) a-linolenova kyselina. Piky oznacené (*)

zodpovedaju necistotdm a pomocnym latkam z tablety.
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Tabulka 4.1
Identifikované analyty z chromatogramu analyzy vzorky pripravku Phenaemal pomocou RP-HPLC-HRMS?,
Uvedené informacie su: retenény ¢as v HPLC, typ a m/z molekulového ionu, identifikacia latky a jej CASRN,

referencia pouzita ku konfirmacii identifikovanej latky. Podmienky analyzy uvedené pri obr. 4.1.

Cislo t/min  Molekulovy i6n Diagnostické iony m/z Identifikovana latka, Potvrdené
piku CASRN podla
typ m/z Standard  lit.
1 7,10 [M-H]" 231,0780 188,0704, 163,1918, fenobarbital, ano [64]
144,0781, 85,0045, 50-06-6
68,7895
2 24,60 [M—-H]  255,2355 237,2227,183,1386 kyselina palmitova, nie [65]
57-10-3
3 27,30 [M—-H]™ 283,2664 265,2534 kyselina stearova, nie [66]
57-11-4
4 28,00 [M-H]™ 277,2160 259,2270 a-linolenova nie [67]

kyselina, 463-40-1

Pomocou UV detekcie bolo mozné identifikovat’ pik fenobarbitalu vo vzorke na zaklade
porovnania retencnych casov piku (# = 7,10 min) s pikom Standardu fenobarbitalu. Nasledne
bol fenobarbital identifikovany aj pomocou RP-HPLC-MS?.

Ostatné piky, ktorych retenény Cas bol 24 minut a viac boli identifikované az pomocou
hmotnostnej detekcie na zéklade ich HR-MS? spektier. Takto boli identifikované latky: kyselina
palmitova (#= 24,60 min), kyselina stearova (#= 27,30 min) a a-linolenova kyselina (= 28,00
min). Tieto latky sa pouZzivaji ako pomocné a potahové latky pri vyrobe tabliet. Vzorka
obsahovala takisto neurcené latky, ktoré neboli detailne identifikované, ked’Ze ide o pomocné
latky v tabletach alebo moZné necistoty vo vzorke. Takisto latky vykazovali vacsie m/z ako

fenobarbital, tym padom sa nemohlo jednat’ o ziadny z jeho degrada¢nych produktov.

4.1.2 Hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim

Pre vSetky pritomné najdene latky boli zmerané tandemové hmotnostné spektra s vysokym
rozliSenim pre identifikaciu latok. Zmerané HR-MS? spektrum fenobarbitalu (obr. 4.2) bolo
porovnané so spektrom Standardu a aj s literatirou [64]. Na obr. 4.2 st uvedené navrhy Struktar

produktovych i6nov.
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Obr. 4.2 ESI"-MS? spektrum produktovych iénov fenobarbitélu (prekurzorovy i6n je oznageny diamantom).

4.1.3 Kvantifikacia vybranych analytov

Fenobarbital bol kvantifikovany za pouzitia metddy kalibracnej zavislosti Standardov.
Kalibracia bola sedembodova, pricom kazdy bod zodpovedal inej koncentracii (rastuci
charakter), vzhI'adom na linearny dynamicky rozsah. Kalibra¢na zavislost’ vychadzala z plochy
pikov. V tab. 4.2 st udaje o kalibracnej zavislosti pre fenobarbital, ktorého kalibracia bola
zalozend na velkosti pikov zmeranych na RP-HPLC-UV. Fenobarbital bol kvantifikovany
v troch tabletach pripravku, vzdy kazdd zvlast. Stanoveny obsah fenobarbitalu v tabletach
pripravku bol 112,88+2,80 mg [1,13%; 3] v tablete. Tablety pripravku obsahovali o 12,88%

viac fenobarbitalu ako bolo deklarované.

Tabulka 4.2
Parametre kalibraénych zavislosti vybranych analytov v pripravku Phenaemal na zéklade plochy pikov pomocou

HPLC-UV.

Zlucenina fenobarbital

vlnova dizka detekcie / nm 250

linedrny dynamicky rozsah/ mg dm™=  100-2000

smernice / mAU min mg ! dm? 312+10
usek/ mAU min -4

R? 0,9995
limit kvantifikacie/ mg dm™ 199
limit detekcie/ mg dm™ 60

7 Nema Statisticky vyznam, je nulovy
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4.2

4.2.1

Separacia analytov

Analyza drazé Sedobelin

Vzorka pripravku Sedobelin bola analyzovand pomocou RP-HPLC-UV a nasledne RP-HPLC-

MS? metddou uvedenou v odd. 4.1.1. Chromatogramy z tychto analyz st uvedene na obr. 4.3

(na nasledujucej strane). Identifikacia analytov bola zaloZena na analyze pomocou HRMS?

a porovnanim vyslednych spektier so spektrami Standardov (pre vac¢sinu analytov dostupné)

a zaroven s datami v literature. Identifikované latky spolu s prislusnymi informéciami su

uvedené v tab. 4.3.

Tabul’ka 4.3

Identifikované analyty z chromatogramu analyzy vzorky pripravku Sedobelin pomocou RP-HPLC-HRMS?2.

Uvedené informacie si: retencny ¢as v HPLC, typ a m/z molekulového ionu, identifikacia latky a jej CASRN,

referencia pouzita ku konfirmacii identifikovanej latky. Podmienky analyzy uvedené pri obr. 4.3.

Cislo  #/min Molekulovy ién Diagnostické i6ny m/z Identifikovana Potvrdené
piku latka, CASRN podla
typ m/z Standard  lit.
1 2,40 [M-H]" 191,0565 171,0280, 127,0423, chinova kyselina,  4no [69]
109,0303, 93,0348, 85,0297 77-95-2
2 2,50 [M-H]™ 341,1093 149,0459, 113,0247, sachardza, 57-50-1  4no [70]
89,0248, 59,0151
3 3,20  [M+Na]® 617,1281 -“ prokyanidin, nie [71]
20347-71-1
4 3,60 [M+Na]® 487,0822 -“ hyperosid, 482-36- nie [72]
0
5 6,70 [M—-H]" 231,0780 fenobarbital, 50- ano [64]
06-6
6 11,80 [M+H]" 290,1729 260,1619, 142,1225, atropin, 51-55-8 ano [73]
124,1122, 93,0702
7 17,80 [M+H]" 340,1527 340,1542, 324,1228, papaverin, 58-74-2  ano [4]

296,1275, 202,8653,

171,0681, 123,0443

@ Kvoli nizkej koncentracii analytov vo vzorke nebolo mozné ziskat’ MS?
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Obr. 4.3 Chromatogram vzorky Sedobeli (a) s UV detekciou pri vinovej dizke 280 nm, (b) s hmotnostnou
detekciou s ESI v negativnom mdde (zobrazenie EIC), (¢) s hmotnostnou detekciou s ESI v pozitivnom moéde,
zobrazenie pri m/z = 340,1527, (d) s hmotnostnou detekciou s ESI v pozitivnom moéde, zobrazenie pri
m/z=1290,1729, (e) s hmotnostnou detekciou s ESI v pozitivnom moéde, zobrazenie pri m/z = 487,0822,
(f) s hmotnostnou detekciou s ESI v pozitivnom moéde, zobrazenie pri m/z = 617,1281. Analyzované na kolone

Supelcosil™

LC-18 (250x4,6 mm, 5 pum; Supelco) gradientovou eluciou s mobilnou fazou obsahujicou (A)
acetonitril a (B) 0,02 M vodny roztok octanu aménneho s upravenym pH na hodnotu 3,5 pomocou kyseliny octovej
(tab. 3.1) pri prietoku 1 ml min~?!. Identifikacia latok: (1) chinova kyselina, (2) sachardza, (3) prokyanidin, (4)
hyperosid, (5) fenobarbital, (6) atropin, (7) papaverin. Piky oznacené (*) zodpovedaju necistotdm a pomocnym

latkam z drazé.
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Vo vzorke pripravku Sedobelin bol pomocou UV detekcie identifikovany pik
fenobarbitalu (# = 6,70 min) podl’a porovnania retencnych ¢asov so Standardom fenobarbitalu.
Pomocou RP-HPLC-MS? sa naslednou analyzou podarilo znovu dokéazat’ toto tvrdenie.

Po analyze pomocou hmotnostnej detekcie v negativhom a pozitivnom modde boli
identifikované latky na zaklade ich spektier: chinova kyselina (# = 2,40 min), sachar6za
(tr = 2,50 min), prokyanidin (# = 3,20 min), hyperosid (¢ = 3,60 min), atropin (¢ = 11,80 min)
a papaverin (# = 17,80 min). V tomto pripade takisto ako aj pri predchadzajicom pripravku
neboli najdene ziadne degradacné produkty fenobarbitalu, avSak podarilo sa identifikovat
ostatné deklarované latky. Prokyanidin a hyperosid st latky nachadzajuce sa v listoch hlohu
spolu s chinovou kyselinou, ako je uvedené aj v publikacii [68]. Sachar6za sa bezne pouziva
prave pri vyrobe drazé. Vzorka obsahovala takisto neurcené latky, ktoré neboli detailne
identifikované, kedze ide o pomocné latky v drazé. Tieto latky mali vacSie m/z ako

fenobarbital, teda nemohlo ist’ o Ziadny z jeho degrada¢nych produktov.

4.2.2 Kvantifikacia vybranych analytov

Vybrané analyty, fenobarbital a papaverin boli kvantifikované pouzitim metddy kalibracnej
zavislosti Standardov. Kalibracia bola najmenej patbodova, pricom kazdy bod zodpovedal inej
koncentracii (rastuci charakter), vzh'adom na linearny dynamicky rozsah. V tab. 4.4 st udaje
o kalibra¢nej zavislosti pre fenobarbital a papaverin, ktorych kalibracia bola zalozend na
velkosti pikov zmeranych pomocou HPLC-UV. Vysledky kvantifikdcie pre fenobarbital a

papaverin st uvedené v tab. 4.5.

Tabulka 4.4
Parametre kalibracnych zavislosti vybranych analytov v pripravku Sedobelin na zaklade plochy pikov pomocou

HPLC-UV.

Zlucenina fenobarbital papaverin
vlnova dizka detekcie / nm 250 250

linearny dynamicky rozsah/ mg dm=  100-2000 100-1000
smernice / mAU min mg~! dm? 313£10,2 13000+1500
usek/ mAU min — —

R? 0,9995 0,9984

limit kvantifikicie/ mg dm™ 199 280

limit detekcie/ mg dm™ 60 85

¢ Nema Statisticky vyznam, je nulovy
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Tabul’ka 4.5

Vysledky kvantifikacie vybranych analytov pripravku Sedobelin pomocou HPLC-UV.
Zlicenina fenobarbital papaverin
Deklarovany obsah v 1 drazé / mg 50,0 20,0
Kvantifikovany obsah v drazé / mg 73,9 18,7
Kvantifikovany obsah v drazé vzhl'adom k deklarovanému /% 147,9 93,3

Analyzované drazé pripravku Sedobelin obsahovalo 0 47,78% viac fenobarbitalu ako
bolo deklarované. Moznym vysvetlenim by mohla byt chyba pri vyrobe pripravku, ked’ze
papaverinu je len 0 6,75% menej ako bolo deklarované vyrobcom. V tomto pripade je

fenobarbitalu nielen viac skoro o polovicu, ale aj po 43 rokoch od vyrobenia nezdegradoval.

4.3 Analyza ¢apikov Spasmoveralgin

4.3.1 Separicia analytov

Vzorka pripravku Spasmoveralgin bola analyzovana pomocou RP-HPLC-UV a nasledne RP-
HPLC-MS? metdédou uvedenou v odd. 4.1.1. Chromatogramy z tychto analyz su uvedené na
obr. 4.4. Identifikicia analytov bola zaloZend na analyze pomocou HRMS? a porovnanim
vyslednych spektier so spektrami Standardov (pre vicSinu analytov dostupné) a zaroven

s datami v literatare. V tab. 4.6 st uvedené identifikované latky s prisluSnymi informéciami.
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Obr. 4.4 Chromatogram vzorky Spasmoveralgin (a) s UV detekciou pri vinovej dizke 280 nm,
(b) s hmotnostnou detekciou s ESI v pozitivnom moéde, (c) s hmotnostnou detekciou s ESI v negativnom mode
(zobrazenie EIC). Analyzované na kolone Supelcosil™ LC-18 (250%4,6 mm, 5 pm; Supelco) gradientovou
eliciou s mobilnou fazou obsahujiucou (A) acetonitril a (B) 0,02 M vodny roztok octanu amoénneho s upravenym
pH na hodnotu 3,5 pomocou kyseliny octovej (tab. 3.1) pri prietoku 1 ml min~?. Identifikdcia latok: (1) kofein,
(2) 3,4-methylendioxyamfetamin, (3) amid adipovej kyseliny, (4) kodein, (5) efedrin, (6) fenobarbital,

(7) aminofenazon, (8) bromisoval, (9) papaverin.
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Tabul’ka 4.6

Identifikované analyty z chromatogramu analyzy vzorky pripravku Spasmoveralgin pomocou RP-HPLC-HRMS?.,

Uvedené informacie su: retenény ¢as v HPLC, typ a m/z molekulového ionu, identifikacia latky a jej CASRN,

referencia pouzita ku konfirmacii identifikovanej latky. Podmienky analyzy uvedené pri obr. 4.4.

Cislo #/min Molekulovy ién

piku

typ

m/z

Diagnostické iony

m/z

Identifikovana latka,

CASRN

Potvrdené

podla

Standard

lit.

1 3,50 [M+H]

2 440 [M+H]"

3 4,50  [M+H]"

4 570  [M+H]

5 590  [M+H]*

6 6,70 [M-H]

7 700  [M+H]*

8 7,50  [M+H]*

9 18,30 [M+H]"

195,0879

194,1180

145,0973

300,1601

166,1228

231,07774

232,1456

223,0000

340,1531

138,0660, 123,0426,
110,0713, 83,0605,
69,0447

148,1134, 135,0428,
117,0696, 107,0495,
91,0546

102,0917, 85,0650,
61,0397, 57,0698
282,1490, 267,1242,
251,1078, 243,1017,
225,0910,
215,10654,
199,0753, 183,0801
148,1117, 133,0881,
115,0542, 104,0621,
91,0544, 79,0544
188,0704, 163,1918,
144,0781, 85,0045,
68,7895

216,1132, 159,0914,
123,0554, 111,0918,
97,0761, 70,0652
180,0016, 134,9080,
119,9442, 106,9491,
101,0835, 86,0602,
69,0335

324,1218, 310,0777,
296,1273, 202,0850,
171,0672, 123,0442,
87,0435

kofein, 58-08-2

3,4-
methylendioxyamfetamin,
42542-10-9

amid adipovej kyseliny

kodein, 628-94-4

efedrin, 51-43-4

fenobarbital, 50-06-6

aminofenazon, 628-94-4

bromisoval, 496-67-3

papaverin, 58-74-2

ano

ano

nie

nie

ano

ano

ano

nie

ano

[75]

[76]

[77]

(78]

[79]

[64]

[80]

[81]

(4]
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Vo vzorke pripravku Spasmoveralgin sa nepodarilo identifikovat’ pik fenobarbitalu pri
analyze pomocou UV detekcie. Pripravok obsahoval latky, ktorych vécsina mala podobny
reten¢ny Cas, ako je vidiet’ aj na obr. 4.4. Ked'Ze vyrobcom boli uvedené d’alsie latky, Standardy
tychto latok boli analyzované rovnakou metddou ako vzorka. Nasledne boli chromatogramy
Standardov a vzorky porovnané. Podl'a rovnakych reten¢nych ¢asov bol identifikovany prvy pik
ako kofein (# = 3,50 min). Kofein bol overeny aj pomocou hmotnostnej detekcie.

Ostatné latky boli identifikované na zaklade ich spektier, ktoré boli obsiahnuté pomocou
hmotnostnej detekcie v negativhom a pozitivnom mode. Identifikované latky boli: 3,4-
methylendioxyamfetamin (# = 4,40 min), amid adipovej kyseliny (¢ = 4,50 min), kodein (¢ =
5,70 min), efedrin (# = 5,90 min), fenobarbital (# = 6,70 min), aminofenazon (# = 7,00 min),
bromisoval (¢ = 7,50 min) a papaverin (¢ = 18,30 min). V tomto pripade sa podarilo
identifikovat’ vSetky najdene latky. Deklarovany atropin nebol n4jdeny v pripravku. Ani jeden
pik nezodpovedal degradacnému produktu fenobarbitalu. 3,4-Methylendioxyamfetamin spolu
s amidom adipovej kyseliny su latky, ktoré neboli deklarované vyrobcom. Nalez 3.,4-
methylendioxyamfetaminu, takisto zndmeho ako extdza, by mohol byt vysvetleny ako
degradacny produkt efedrinu, podla publikicie [74]. Amid adipovej kyseliny predstavuje
pomocnu latku pri vyrobe capikov. Ostatné identifikované latky zodpovedali latkam

deklarovanym vyrobcom.

4.3.2 Hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim

Potvrdenie pritomnosti 3,4-methylendioxyamfetaminu bolo hlavne podl'a porovnania spektra
s literatirou [76], ale aj podl'a overenia so $tandardom. Prilozené HR-MS? spektrum 3,4-
methylen-dioxyamfetaminu je na obr. 4.5. Na obrazku su uvedené navrhy sturktar

produktovych 16nov, ktoré takisto stihlasia s literaturou.
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Obr. 4.5 ESI*-MS? spektrum produktovych iénov 3,4-methylendioxyamfetaminu (prekurzorovy i6n je oznaceny

diamantom).

4.3.3 Kvantifikacia vybranych analytov

Vybrané analyty pre pripravok Spasmoveralgin boli kvantifikované pouzitim metody
kalibracnej zavislosti Standardov. Kalibracia bola najmenej patbodova, pricom kazdy bod
zodpovedal inej koncentrécii (rastici charakter), vzh'adom na linearny dynamicky rozsah.
V tab. 4.7 su udaje o kalibracnej zavislosti, ktoré¢ho kalibracia bola zalozené na velkosti pikov
zmeranych na HPLC-UV. Kvantifikécia pre aminofenazon nebola mozna pomocou HPLC
(kvoli rozliatemu piku), preto bola zvolena spektrofotometricka metdda zalozend na reakcii

s fosfomolybdenovou kyselinou. Vysledky kvantifikacie st uvedené v tab. 4.8.

Tabulka 4.7
Parametre kalibraénych zavislosti pre fenobarbital, papaverin a kofein v pripravku Spasmoveralgin na zaklade

plochy pikov pomocou HPLC-UV. A aminofenazonu pomocou spektrofotometrickej metddy.

Zlucenina fenobarbital papaverin kofein aminofenazon
vlnova dizka detekcie / nm 250 250 280 630

linedrny dynamicky rozsah/ mg dm™=  100-2000 100-1000 100-1000 10-100
smernice / mAU min mg™! dm? 313£10 13000£1500 3500+270 (4,5+0,17)x1073
usek/ mAU min —a —a —a —

R? 0,9995 0,9984 0,9979 0,9931

limit kvantifikacie/ mg dm™ 199 280 195 97

limit detekcie/ mg dm™ 60 85 59 29

¢ Nema Statistickyvyznam, je nulovy
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Tabul’ka 4.8
Vysledky kvantifikacie vybranych analytov pripravku Spasmoveralgin pomocou HPLC-UV a spektrometru pri

aminofenazone.
Zlicenina fenobarbital papaverin kofein aminofenazon
Deklarovany obsah v 1 ¢apiku / mg 25,0 25,0 50,0 200,0
Kvantifikovany obsah v ¢apiku / mg 13,5 324 48,4 1144
Kvantifikovany obsah v ¢apiku vzhl'adom k deklarovanému / 54,0 129,7 96,9 57,2

%

Analyzovany ¢apik pripravku Spasmoveralgin obsahoval o 46,00% fenobarbitalu mene;j
ako bolo deklarované. Ked’ze v pripravku neboli ndjdene Ziadne degradacné produkty
fenobarbitalu mohlo sa jednat' o chybu pri vyrobe. Vysvetlenim takisto moéze byt pouzita
liekova forma, ked’Ze pri vyrobe capikov Casto dochadza k nehomogenite obsahu uc¢innej latky
v jednotlivych kusoch liekovej formy.

Takisto pripravok obsahoval o 3,13% kofeinu a 42,80% aminofenazonu menej ako bolo

deklarované. Zaroven obsahoval o 29,72% papaverinu viac ako bolo deklarované.

4.4 Analyza roztoku Sklerophyllin

4.4.1 Separacia analytov

Pre separéciu analytov pripravku Sklerophyllin bola zvolena metdda podra literatary [63], ktora
bola nasledne optimalizovana tak, aby bola kompatibilna pre RP-HPLC-UV a RP-HPLC-MS?.
Ziskané chromatogramy z tychto analyz su uvedene na obr. 4.6. Identifikacia analytov bola
zaloZend na analyze pomocou HRMS? aporovnanim vyslednych spektier so spektrami
Standardov (pre vacSinu analytov dostupné) a zaroven s datami v literatare. V tab. 4.9 s

uvedené prislusné informécie o identifikacii latok.
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Obr. 4.6 Chromatogram vzorky Sklerophyllin (a) s UV detekciou pri vinovej dizke 280 nm, (b) s hmotnostnou

detekciou s ESI v pozitivnom moéde, (¢) s hmotnostnou detekciou s ESI v negativnom moéde. Analyzované na

koléne Supelcosil™ LC-18 (250%4,6 mm, 5 pm; Supelco) gradientovou elticiou s mobilnou fizou obsahujicou

(A) methanol a (B) 0,010 M vodny roztok octanu amoénneho s upravenym pH na hodnotu 2,5 pomocou kyseliny

octovej (tab. 3.2) pri prietoku 1 ml min~!. Identifikdcia latok: (1) 3-aminopentinova kyselina, (2) theofylin,

(3) acetyl-B-methylcholin, (4) fenobarbital, (5) ethylparaben, (6) farbivo, (7) feneturid, (8) O-acetyl-p-

methylcholin.
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Tabul’ka 4.9
Identifikované analyty z chromatogramu analyzy vzorky pripravku Sklerophyllin pomocou RP-HPLC-HRMS?,
Uvedené informacie su: retenény ¢as v HPLC, typ a m/z molekulového ionu, identifikacia latky a jej CASRN,

referencia pouzita ku konfirmacii identifikovanej latky. Podmienky analyzy uvedené pri obr. 4.6.

Cislo Molekulovy i6n Diagnostické iony m/z Identifikovana latka,  Potvrdené
piku  /min CASRN podla
typ m/z Standard  lit.
1 3,10 [M+H]" 118,0860 70,0649, 58,0650 3-aminopentanova nie n/a
kyselina 18664-78-3
2 4,40 [M-H]" 185,0636 179,0567, 164,0340, theofylin, 58-55-9 ano [83]

135,0070, 122,0359,
107,0125, 94,0414,
79,0177, 65,9993

3 6,50 [M+H]" 118,1213 62,0806, 59,0486 B-methylcholin, nie [84]
7562-87-0
4 12,20 [M-H]" 231,07774 188,0704, 163,1918, fenobarbital, 50-06-6  ano [64]
144,0781, 85,0045,
68,7895
5 15,90 [M+H]" 167,0737  139,0418, 121,0337, ethylparaben, 120- ano [85]
105,0467, 95,0510, 47-8
77,0400, 65,0398
6 16,20 [M+H]" 547,1791  396,0577,299,0739, farbivo, n/a n/a n/a
164,1077, 87,0442
7 17,10 [M+H]® 207,1168  119,0878,91,0561. feneturid, 90-49-3 nie n/a
61,0406
8 20,00 [M+H]" 160,1333 101,604, 85,0886 O-acetyl-B- ano [84]
methylcholin bromid,
[333-31-3]

Najskor bola vzorka pripravku Sklerophyllin analyzovana pomocou UV detekcie.
Chromatogram vzorky bol porovnany s chromatogramom $tandardov. Standardy boli zvolené
podl'a deklarovanych latok vyrobcom. Po naslednom porovnani bol identifikovany pik 2 ako
theofylin (# = 4,40 min) a pik 4 ako fenobarbital (¢, = 12,20 min). Naslednou analyzou pomocou
hmotnostnej detekcie bola overena presnost’ tejto identifikécie.

Pomocou hmotnostnej detekcie v pozitivnom a negativnom madde boli identifikované aj
ostatné latky nachadzajice sa vo vzorke, na zaklade ich spektier: 3-aminopentanova kyselina
(t:= 3,10 min), B-methylcholin (# = 6,50 min), ethylparaben (# = 15,90 min), farbivo (= 16,20
min), feneturid (# = 17,10 min), O-acetyl-B-methylcholin bromid (z = 20,00 min). Vsetky z
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najdenych latok boli identifikované. Bol identifikovany degrada¢ny produkt fenobarbitalu —
feneturid a pravdepodobny degradacny produkt 3-aminopentanova kyselina. V odstavci 2.3.6,
alebo v publikécii [40] je feneturid potvrdeny ako jeden z hlavnych degrada¢nych produktov
fenobarbitalu. Degradacnym produktom zodpoveda aj kvantifikovany obsah fenobarbitalu,
ktory bol o 12,59% mensi ako pri deklarovanom obsahu. K degradacii mohlo takisto dojst’
v dosledku slabo kyslého prostredia pripravku. Namerana hodnota pH bola 5,34. Zelené
farbivo, ktoré bolo definované vyrobcom ako ,.chlorophyllinpurin®, nebolo blizsie
identifikované. Pravdepodobne vsak ide o jeden z mnohych derivatov chlorofylu: o chlorofylin
(CASRN [19660-77-6]), jeho komplex s hore¢natymi kationmi — chlorofylin A (CASRN
[15611-43-5]), alebo o jeho degradacny produkt — feoforbide a5 (CASRN [15664-29-6]). Podl'a
publikacie Kepharta [82] viacero derivatov chlorofylu moze vzniknut’ z rastlinného materialu
pri priprave farbiv na béaze chlorofylu. Ethylparaben sa pouziva podla liekopisov ako
konzervacnd latka vo farmaceutickej vyrobe. B-methylcholin mdze byt pravdepodobne

vysvetleny ako necistota z produkcie O-acetyl-B-methylcholin bromidu.

4.4.2 Hmotnostna spektrometria s vysokym rozliSenim

HR-MS? spektrum feneturidu nebolo mozné potvrdit’ ani podl'a §tandardu a ani podla literatry,
preto je na obr. 4.7a uvedené namerané spektrum, ktoré uvedené navrhy Struktar produktovych
i6nov. Situacia bola rovnakd aj pri druhom pravdepodobnom degradatnom produkte

fenobarbitalu — 3-aminopentanovej kyseline, obr. 4.7b.
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Obr. 4.7 HR-MS? spektra degradaénych produktov fenobarbitalu (prekurzorovy i6n je oznadeny diamantom): (a)
ESI*-MS? spektrum produktovych iénov feneturidu, (b) ESI*-MS? spektrum produktovych iénov

3-aminopentanovej kyseliny.

4.4.3 Kvantifikacia vybranych analytov

Vybrané analyty pre pripravok Sklerophyllin boli kvantifikované pouzitim metody
kalibrac¢nej zavislosti Standardov. Kalibracia bola najmenej patbodova, pricom kazdy bod
zodpovedal inej koncentracii (rastici charakter), vzh'adom na linearny dynamicky rozsah.
V tab. 4.10 st udaje o kalibracnej zavislosti pre fenobarbital, ethylparaben a theofylin, ktorych
kalibracia bola zalozend na velkosti pikov zmeranych pomocou HPLC-UV. Vysledky
kvantifikdcie pomocou RP-HPLC-UV st uvedené v tab. 4.11. Kvantifikacia najdenych ionov
prebiehala na kapildrnej zénovej elektroforéze. Vysledky kvantifikicie pomocou CZE su

uvedené v tab. 4.12
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Tabulka 4.10
Parametre kalibracnych zavislosti vybranych analytov v pripravku Sklerophyllin na zaklade plochy pikov

pomocou HPLC-UV.

Zlucenina fenobarbital ethylparaben theofylin
vinova dizka detekcie / nm 250 280 280
linearny dynamicky rozsah/ mg dm™  300-2000 25-1000 100-2000
smernice / mAU min mg~! dm? 110+19 3190+87 670+25
usek/ mAU min —a —a —a

R? 0,9958 0,9997 0,9991
limit kvantifikacie/ mg dm™ 795 87 226

limit detekcie/ mg dm™ 241 27 69

“ Nema $tatisticky vyznam, je nulovy

Tabulka 4.11
Vysledky kvantifikacie vybranych analytov pripravku Spasmoveralgin pomocou HPLC-UV.

Zlucenina fenobarbital theofylin ethylparaben
Deklarovany obsah v 200 ml roztoku / mg 200 400 -
Kvantifikovany obsah v 200 ml roztoku / mg 174,8 434,6 68,34
Kvantifikovany obsah v 200 ml roztoku vzhl'adom k deklarovanému /% 87,41 108.,4 -

?Nie je vyrobcom definovany.

Tabulka 4.12
Vysledky kvantifikacie vybranych analytov pripravku pripravku Sklerophyllin pomocou CZE.

16n Br I Mg*  Na®
Deklarovany obsah v 200 ml roztoku / mg 50 200 - -
Kvantifikovany obsah v 200 ml roztoku / mg 57,9 1802 2,772 2524

Kvantifikovany obsah 200 ml roztoku vzhl'adom k deklarovanému /% 115,8 90,1 - -

“Nie je vyrobcom definovany.

Analyzovany roztok pripravku Sklerophyllin obsahoval o 12,59% fenobarbitalu mene;.
Za tento fakt mo6Zu zodpovedat’ ndjdené degradacné produkty: feneturid a 3-aminopentanova
kyselina. Obsah theofylinu bol o 8,66% vicsi ako bolo deklarované. Ethylparaben bol
kvantifikovany a obsah bol ur¢eny na 68,34 mg v 200 ml roztoku. Ethylparaben sa vo farmacii
pouziva ako konzerva¢na latka. Obvykle sa podla liekopisov parabeny davaji v koncentracii
1,0—-1,5 g do litru roztoku. V tomto pripade obsah ethylparabenu nebol deklarovany.

Deklarovany obsah acetyl-B-methylcholin bromidu bol 300 mg v 200 ml roztoku, ¢o

zodpovedd 100 mg v 200 ml roztoku samostatnych anionov bromidu. Kvantifikovany obsah
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anionov bromidu teda zodpovedal 15,60% viac, neZ bolo deklarované. Zdrojom stanovenych
hore¢natych kationov moéze byt prave zelené farbivo pouzité pri vyrobe pripravku (viac
rozoberané v odst. 4.4.1). Kvantifikované pritomné sodné i6ny pochadzaju hlavne
z deklarovaného jodidu sodného, ale takisto mézu pochadzat’ z pomocnych latok pouzitych
v pripravku, ktoré neboli uvedené¢ vyrobcom. Ztoho ddévodu boli pre porovnanie
deklarovaného a kvantifikovaného obsahu jodidu sodného pouzit¢ aniény jodidu.

Analyzovaného jodidu sodného bolo 0 9,90% menej ako bolo deklarovaného.
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5 Zaver

Boli analyzované S$tyri historické pozostatky lie¢iv s obsahom fenobarbitalu. Upravené
a zoptimalizované metddy boli kompatibilné ako pre HPLC-UV takisto aj pre HPLC-MS. Pre
pripravky Phenaemal, Sedobelin a Spasmoveralgin bola pouzitd rovnaka metoda. V tychto
pripravkoch neboli najdene ziadne degradacné produkty fenobarbitalu. Druhd pouzitd metoda
bola pouzita pre analyzu pripravku Sklerophyllin. Po analyze tejto vzorky pomocou HPLC-MS
boli identifikované dva degradacéné produkty fenobarbitalu: feneturid a 3-amino-pentanova
kyselina. Vo vSetkych analyzovanych pripravkoch boli ndjdené a identifikované deklarované
latky. Takisto boli identifikované aj ostatné najdene latky.

Vybrané latky z pripravkov boli nasledne kvantifikované pomocou HPLC-UV.
Sklerophyllin, v ktorom boli identifikované dva degradané produkty fenobarbitalu bol po
kvantifikécii ureny jeho obsah o 12,5 % niZsi, oproti tomu ako bol deklarovany. V pripravku
Spasmoveralgin na stanovenie aminofenazonu bola pouZitd spektrometrickd metoda
a v pripravku Sklerophyllin bola na stanovenie deklarovaného jodidu sodného a ostatnych
i6nov pouzita metdda CZE.

V Sklerophylline ako v jedinom pripravku boli identifikované degradacné produkty
fenobarbitalu. ISlo o najstar§i z analyzovanych pripravkov. Jeho liekovou formou bol roztok.
Fenobarbital je stabilny po mnohé dekady v tuhych liekovych formach, pricom v kvapalnych

je degradovany.
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