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Abstrakt

Tableta Algena bylo 1é¢ivo volng dostupné na trhu v druhé poloviné dvacatého stoleti v Ceskoslovensku. Algena
byla uzivana pfedevsim protibolestem. Tableta obsahuje ¢tyfiticinné latky: aminofenazon, aprobarbital, fenacetin
a kofein. Cilem této prace bylo analyzovat G¢inné latky v historické tableté Algeny z roku 1981, stanovit jejich
koncentrace a pfipadné rozkladné produkty. Aby byly tyto cile splnény, bylo tieba vyvinout a optimalizovat
RP-HPLC metodu s UV detekci. Dale byla pouzita HPLC-MS, kterda méla slouzit k odhaleni ptipadnych
degradacnich produkti. Separace probihala na koloné XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um), byla pouzita
binami gradientova eluce, kdy prvni slozkou byl 0,1% roztok octové kyseliny ve vodé, druhou slozkou byl
methanol. Stanovené obsahy u¢innych latek (vzhledem k deklarovanému obsahu vyrobcem) byly: amino-
fenazon 97,0 %, aprobarbital 89,2 %, fenacetin 96,0 % a kofein 93,2 %. Hmotnostni detekci nebyly prokazany

zadné degradac¢ni produkty stanovovanych latek.

Klicova slova: Algena, aminofenazon, aprobarbital, degradace, fenacetin, kofein, RP-HPLC

Abstract

The Algena tablet was an over-the-counter drug in the second half of the twentieth century in Czechoslovakia.
Algena was mainly used against pain. The tablet contains four active substances: aminophenazone, aprobarbital,
phenacetin, and caffeine. The aim of this thesis was to analyse the active substances in the Algena tablet from
1981, determinate their content, and possible degradation products. To complete these goals the RP-HPLC method
with UV detection had to be involved and optimized. HPLC-MS was used to detect possible degradation products.
Separation was performed on the XBridge® BEH C18 column (150x3.0 mm; 2.5 pm), binary elution was used.
The first component of the mobile phase was 0.1% aqueous solution of acetic acid and the second component was
methanol. The determined contents of active substances (decelerated by the manufacturer) were: amino-
phenazone 97.0%,aprobarbital §9.2%, phenacetin 96.0% and caffeine 93.2%. Degradation products of the active
substances were not detected by HPLC with MS detection.

Key words: Algena, aminophenazone, aprobarbital, caffeine, degradation, phenacetin, RP-HPLC



Podékovani

Réada bych pod¢kovala doc. RNDr. Karlu Nesmérakovi, Ph.D. za odbormé vedeni prace, ochotu, vstficnost a cenné

rady. Déale bych chtéla podékovat své rodin€ za vSechnu podporu béhem studia.



Obsah

1 CHLIPTACE ettt sttt ettt bbbtttk b bbb bbb bbb b b e b ettt ettt et sttt 7
2 TEOTEHICKA CASE vttt ettt bbbttt bbbttt b ettt bttt st bttt staeaebetae 8
2.1 Stabilita 18CIV a IEKOVYCH TOTEIM .....viiiiiiiiiiiiiiciciceiecc ettt sttt 8
2.2 LECIVY PIHPTAVEK AIZENA ..oeeeiiiiiiiieiriitetetet ettt ettt ettt bt ettt se e s sesesenssessseseasssnsssasasasssssnes 9
2.3 UBNNE JATKY AIZENY ..ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeseessesee oo ssesssesesssseesseseesssssssssssssssessssssessssssessssssesssssseesssssessssssesssnsse 9
231 AMINOTENAZON ...cueiiiriiiecicieir ettt ettt bbbt sttt ettt bttt b et senceetens 10
2.3.2 APTODATDIAL ..ottt ettt bbbt et s b b s b b s s s s s s b bbb ese b et ebeaebebeseseseseneaes 11
2330 FEIMACEHN oottt ettt ettt ettt bttt et 11
0 T (0 T <) 1 WO O USRS 13
2.4 Stabilita UCINNYCH TAtEK AIZEINY ..oeiiiiiii sttt sttt sttt bbbt be bbbt betenenes 15
2.5  Stanoveni UCINNYCH JAtEK ALZENY ...ocviioieiiiiiiiete ettt ettt sa bbb s bbb s bbb sesesesenas 16
3 EXPETIMENTAINT CASE .vvviiiieieieieieieieteeet ettt ettt ettt bbbttt enes 18
3.1 Analyzovany vzoreK tablety ALZENA ......cciiiiiiiiiiiiiiieeieeteeett st et ss e s s s s s s s s s s se s bbb sesesenas 18
3.2 POUZIEE ChEMIKANE ....cooviniiiieiiiiciciciccccier ettt ettt ettt ettt bene 19
3.3 PHPIava MODIINT TAZE .cuoveveieieicieieicicicieeet ettt s et b b seb s sesesesesesesesesesnans 19
34  Priprava zasobnich roztokll StANAATAT .......coceueiviicieiriieeiei ettt aens 19
3.5  Piiprava KalibraGnich TOZEOKTL .....ccciiiiieeeiciccec ettt sttt bbb bbb s bbb sesesenenns 19
3.6  Priprava roztoku autentick€ho vZorkul AIGENa .........cccceuvicuiininicieiriccerccee et eseaesee e 20
3.7 METeni pomOCT HPLC-UV ..ottt ettt sttt be et et aeneaan 20
3.8 Meteni pomoci HPLC-MS ...ttt esese ettt s st s e 20
3.9  Statistické zpracovani NAMETENYCH At .....cccoiiiiiiiicce ettt seaeaes 20
4 VYSIEAKY @ QISKUSE ..ottt sttt ettt ettt 21
4.1 Optimalizace separaCnich POAMINEK ........cooveieiriiriririiiierreesee ettt ettt sa bbbt s st besenas 21
4.2  Kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni UCMNYCh JAtEK ......couviviviviininirrrre e 24
4.3 OpaKoVateINOSt STANOVEN .euvieeieieiiisiiiieietstste ettt ettt sttt st ese st besesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesessnens 26
44  Analyza autentického vzorku tablet AIZENa ........coooreriirirricee e 26
5 ZLAVEL ottt ettt ettt 29



Seznam zkratek a symbolQ

[ N N

(9}

LOD
LOQ

R2
RSD
tr
TIC

smémice linedmi regrese kalibraéni zavislosti [uAU min mg'dm?3]
plocha chromatografického piku [pAU min]

usek linearni regrese kalibraéni zavislosti [pAU min]
koncentrace [mg dm3]

limit detekce [mg dm™]

limit stanovitelnosti [mg dm 3]

rozliSeni chromatografickych pikt

koeficient determinace

relativni smérodatna odchylka

retenéni ¢as piku [min]

celkovy proud iontt (angl. total-ion current)

Sitka piku pfizdkladn€ [min]



1 Cil prace

Tato bakaldiskd prace se zaméfuje na analyzu uc¢innych latek v historické tableté Algena, od
jejiz vyroby uplynulo v dob¢ analyzy 43 let. Prace byla zaméfena zejména na kvalitativni
a kvantitativni obsah U¢innych latek v tableté a na prozkoumani jejich dlouhodobé stability.
Aby byly tyto cile splnény, bylo potfeba vyvinout a optimalizovat metodu vysokoucinné
kapalinové chromatografie a bylo tfeba provést identifikaci ptipadnych degradacnich produkti

pomoci hmotnostni detekce.



2 Teoreticka cast

2.1 Stabilita 1é¢iv a lékovych forem

Fyzikalni a chemickd degradace léciv a lécivych forem miiZe mit za néasledek nejen zménu
terapeutické Gcinnosti, ale v extrémnich piipadech se mohou objevovat také toxické ucinky!.
Proto je tfeba vzdy udrzovat 1éCivé latky, respektive jejich 1ékové formy, dostatecné stabilni
a v odpovidajici kvalit¢ do doby jejich pouziti nebo do stanoven¢ho data jejich expirace.
Kvalita 1ékové formy musi byt zachovana vzhledem ke v§em podminkam, kterym bude lé¢ivo
vystaveno at uz béhem vyroby, skladovéani na skladech s rtiznymi podminkami, pfeprave
¢1 v domacnosti.

Nejvice studovand je nestabilita predevSim ucinné (n¢kdy také pomocné) latky, kdy se pfi
jeji degradaci nejenze snizi ucinnost 1é¢ivého piipravku, ale hrozi i vznik toxické latky. Proto
je velice dulezité se zabyvat nejen tim kolik latky se casem pfeméni, ale také tim, jaky bude
vysledny degradacni produkt.

Nektera 1éCiva jsou velice citliva na zménu pH, proto je tieba zajistit, a to piedevsim u 1éCiv
podavanych peroralné¢ a tim padem prochazejicich celym gastrointestinalni traktem, aby byly
dostatecné stabilni po celou dobu ptisobeni.

Jednou ze stabilit IéCivych latek, kterd je studovana, je fyzikalni stabilita, kdy mize Casem
a vlivem vnéjSich faktorG dochdzet k ptechodu lécivé, ¢i pomocné latky na jejich
termodynamicky stabilngj$i produkty.

Druhou zkoumanou stabilitou je chemické stabilita danych lécivych latek. Ovliviuje ji
samotna molekulova struktura, kterd mize poskytnout pfistup degrada¢nim procestim, z nichz
je to nejéasté&ji oxidace, hydrolyza, dehydratace, izomerace a fotodegradace?. Tyto degradacni
procesy jsou Casto ovlivnény vnéjSimi faktory jako jsou teplota, pH, svétlo, vlhkost, pfitomnost
vzduchu (kysliku) a iontova sila.

Léciva, ktera podlehla degradaci Ize Casto rozpoznat od stabilnich 1éCiv estetickou zménou

jako je jind barva ¢i zapach.



2.2 Lécivy pripravek Algena

Lécivy pripravek Algena byl distribuovan v podobé tablet. Kazd4 tableta obsahovala ¢tyti
ucinné latky: aminofenazon, aprobarbital, fenacetin a kofein. Tento léCivy piipravek byl
pouzivan v 60. az 90. letech dvacatého stoleti v Ceskoslovensku jako analgetikum, které bylo
nejprve dostupné k volnému prodeji’. Dvé z u¢innych latek obsazenych v Algené, aprobarbital
a fenacetin, mohou pusobit jako euforické latky*, coz vedlo postupné ke zneuzivani tohoto
lécivého piipravku, kvili cemuz si na ném fada lidi vypéstovala zavislost. Bylo odhadovano,
7e drogova zavislost zaséhla az 3 % populace Ceskoslovenska’. Byla snaha prodej Algeny
zmirnit, a proto byl na trh uveden novy produkt Algenol. Ten obsahoval misto fenacetinu
acetylsalicylovou kyselinu, avSak byl pfidan i kodein, ktery je z 10 % metabolizovan na morfin.
Algena byla dostupnéd k volnému prodeji do roku 1971, kdy byla pfevedena na vydej na
lékarsky predpis. Téméi okamzité byla nahrazena volné prodejnym ptipravkem Dinyl, ktery ale
mél témét stejné slozeni: aminofenazon 200 mg, allobarbital 18 mg, butobarbital 12 mg,

fenacetin 200 mg a kofein 50 mg.
2.3 U¢inné latky Algeny
Algena obsahovala celkem ¢tyfi u€inné latky: aminofenazon, aprobarbital, fenacetin a kofein,

jejichz struktury jsou znazornény na obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Chemické struktury ucinnych latek Algeny: (a) aminofenazon (b) aprobarbital (c) fenacetin (d) kofein.
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2.3.1 Amionfenazon

Chemické vlastmosti. Systematicky nazev aminofenazonu je 4-(dimethylamino)-1,2-dihydro-
-1,5-dimethyl-2-fenyl-3H-pyrazol-3-on. Déle je také znam pod trividlnim ndzvem aminopyrin.
Jeho CASRN je 58-15-1 ajeho struktura je uvedenana obr. 2.1. Relativni molekulova hmotnost
aminofenazonu je 231,29. Jedné se o maly bezbarvy krystal nebo bily krystalicky prasek, bez
zépachu a s typickou hotkou chuti. Teplota tani je 107—109 °C. Je to derivat fenazonu.

Objev a syntéza. Fenazon byl poprvé syntetizovan Ludwigem Knorrem z fenylhydrazinu
a ethylacetoacetatu jejichz kondenzaci vznika 1-fenyl-3-methylpyrozolon a naslednou
methylaci vznika pravé fenazon®’. Bromaci fenazonu a naslednou reakci produktu
s dimethylaminem lze ziskat aminofenazon. Aminofenazon poprvé pfipravil roku 1893

némecky chemik Friedrich Stolz8. Schéma pfipravy aminofenazonu je na obr. 2.2.

o CH,l/(CH,),SO
H,l/(CH
+ H C)\)J\/O\/CH:i > —»3 ( 3)2 4
3
HN-_ o=_N< o=_N\,_cH
NH, \X NH \< N 3

CH3 CHj

Br, l

O§>/_N\N/CH3 (CHg),NH OQ;N\N/CH3
H30~N\ CH3 Br CHj
CHs

Obr. 2.2 Schéma syntézy aminofenazonu.

Farmakologické viastmosti. Aminofenazon a fenazon vykazuji nejen antipyretické
a analgetické vlastnosti, ale také protizanétlivé Gi¢inky®. Aminofenazon byl velice popularni do
Sedesatych let dvacatého stoleti, kdy byl jeho vyskyt na trhu znaéné€ omezen pro jeho neptiznivé
vedlejsi G¢inky, jako je agranulocytoza®. Aminofenazon je podavan oralné a asi 30 az 50 %
podané davky se vylou¢i moc¢i b&hem tii dnd (cit.>?). Denni ddvka se pohybuje mezi

300—500 mg (cit.®). Nejnizsi zjisténa letalni davka je 5 g (cit. ?).
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23.2 Aprobarbital

Chemické viastmosti. Synteticky nazev aprobarbitalu je 5-(1-methylethyl)-5-(2-propen-1-yl)-
-2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidintrion). Jeho CASRN je 77-02-1. Struktura aprobarbitalu je
uvedena na obr. 2.1. Jeho relativni molekulova hmotnost je 210,23. Teplota tani
je 140—141,5°C.

Objev a syntéza. Aprobarbital patii do skupiny barbituratli, coz jsou derivaty barbiturové
kyseliny, kterou poprvé syntetizoval Adolf von Baeyer roku 1864 kondenzaci malonové
kyseliny s moc¢ovinou®-1?. Aprobarbital poprvé syntetizoval roku 1922 Svycarsky chemik Ernst
Preiswerk!!.

Farmakologické vlastnosti. Barbiturdty maji mnoho terapeutickych vyuziti'®!2. Béhem
dvacatého stoleti jich bylo syntetizovano vice nez 2500, avsak v klinické praxi jich bylo vyuzito
okolo padesati. Byly pouzivany k 1é€bé poruch spanku, epileptickych zachvat, nebo slouzily
k intravendzni anestezii. Pouzivani navykovych barbitald zacalo upadat po objevu

benzodiazepinti. Aprobarbital se dnes pouziva na insomnii neboli nespavost.

2.3.3 Fenacetin

Chemické viastnosti. Synteticky nazev této latky je N-(4-ethoxyfenyl)-acetamid, jeho CASRN
je 62-44-2 a jeho struktura je uvedenana obr. 2.1. Molekulova relativni hmotnost fenacetinu je
179,22. Je to jemna bila krystalické latka bez zdpachu s lehce nahotklou chuti. Fenacetin spada
do tfidy acetamidi a aromatickych etherti. Teplota tani je 134—135 °C.
Objev a syntéza. Poprvé fenacetin piipravil némecky chemik Oscar Hinsberg roku 1887,
ktery hledal vyuziti pro p-nitrofenol, ktery byl vedlej$im produktem barveni®.
Fenacetin lze pfipravit tiemi zpisoby®, které jsou znazornény na obr. 2.3:
(a) Kondenzaci p-nitrofenolu s ethylbromidem. Nasleduje redukce meziproduktu a poté
acetylace pomoci anhydridu octové kyseliny na fenacetin.
(b) Reakci anilinu rozpusténého v kyselin¢€ sirové s hydroxidem draselnym na p-aminofenol.
Nasleduje acetylace pomoci anhydridu octové kyseliny na p-hydroxyacetanilid. Poslednim

krokem syntézy je ethylace pomoci ethylbromidu na fenacetin.
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(c) Nitraci chlorbenzenu a néslednou reakci meziproduktu s ethoxidem sodnym vznika
p-ethoxynitrobenzen. Nasleduje redukce a diazotace s fenolem za pfitomnosti kyseliny
dusicné pfi 0 °C, acetylace ethylbromidem a nésledné redukce. Acetylaci pomoci anhydridu

octové kyseliny vznikd fenacetin.

CHy
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Obr. 2.3 Syntéza fenacetinu z (a) p-nitrofenolu; (b) anilinu; (c) chlorbenzenu.
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Farmakologické viastnosti. Fenacetin byl pouzivan jako analgetikum a antipyretikum*. Ve
vyssich davkach ptsobil az euforicky, a to predevSim v kombinaci s kofeinem. Pravé diky
euforickym U¢inkmii byly casté chronické otravy fenacetinem, kdy nejvice viditelnym
pfiznakem této otravy bylo Sedomodré az Sedofialové zbarveni klZe, nejvice intenzivni na
prstech, usich, nosu a tvafich. Mimo fyzické piiznaky se chronicka otrava projevovala také
nespavosti, tfesem Ci parestezii. Fenacetin byl podévan oralné a jeho denni davkapro dospélého
Cloveéka byla mezi 300 mg az 2 g (cit.?). Smrtelna davka fenacetinu je odhadovanana 5 g (cit.?).
Fenacetin byl stazen zvolného prodeje kvili prokazatelnym karcinogennim uc¢inkim
a chronickému poskozovani ledvin®7-13. Na trhu byl fenacetin nahrazen paracetamolem, ktery

je jeho metabolitem®”.

2.34 Kofein

Chemické viastnosti. Kofein je alkaloid, ktery patii mezi N-methyl derivaty xantinu tak jako
theobromin a theofylin. Systematicky nazev kofeinu je 1,3,7-trimethylxantin. Je to bily prasek
¢i bilé lesklé krystalky. Kofein je latka bez zapachu s typickou hotkou chuti. Jeho CASRN je
58-08-2, jeho struktura je na obr. 2.1. Jeho relativni molekulovd hmotnost je 194,19. Teplota
tani je 235-237 °C a teplota sublimace je 178 °C.

Objev. Kofein je latka rostlinného ptvodu, kterd se vyskytuje napiiklad v kdvovniku
arabském, kakaovniku pravém nebo ¢ajovniku ¢inském*7. Kofein poprvé izoloval Némec
Friedlieb Ferdinand Runge z kdvovych zrn v prvni poloviné devatenactého stoleti®. Chemickou
strukturu kofeinu objasnil Emil Fischer roku 1882 aroku 1885 Fischer kofein poprvé
syntetizoval’.

Izolace. Kofein lze extrahovat ze suSenych ¢ajovych listl pomoci ethanolu v Soxhletové
extraktoru'4. Extrahovany kofein se adsorbuje na oxid hofe¢naty. Po jeho zpracovéani se
desorbuje pomoci 10% H2SO4 a je extrahovany do chloroformu. Kofein je ziskdn v podob¢
mekkych hedvabnych krystali. Kofein je poté mozno rekrystalizovat pomoci horké vody.
DalSim zdrojem kofeinu mohou byt zelend kdvova zrna. Zrna je nejprve tieba napafit vodni
parou a kofein samotny je poté extrahovan pomoci chloroformu'>.

Syntéza. Kofein Ize syntetizovat z mo€oviny® nebo z kyseliny mocové!>. Schéma syntézy z

mocoviny je zndzornéna na obr. 2.4.
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Obr. 2.4 Syntéza kofeinu z mocoviny.
4,6,16—18-

Farmakologické viastmosti. Kofein je silny stimulant centrdlni nervové soustavy
Navozuje stavy vysSi bdélosti a vys$$i mentéalni aktivity. Mimo to piisobi také na srdecni
svalstvo, ledviny, mize stimulovat dychaci centrum a ovlivnit tak rychlost a hloubku dychéni.
Pti ptimém styku s zaludecni sliznici zvySuje kofein sekreci zalude¢nich stav. Diureticky
ucinek kofeinu je zpiisobeny pfedevsim snizenim normalni tubularni reabsorpce sodiku a vody
v ledvinach. Oproti theobrominu a theofylinu ma kofein diuretické UCinky mensi, avSak
stimulacni G¢inky na CNS vétsi. Pro stimulaci centralni nervové soustavy se doporucuje uzit
oralni davku mezi 50 az 200 mg a maximalni denni davka by neméla ptekrocit 1 g. Davky by
nemély byt uzivany v CastéjSich intervalech nez tii hodiny (cit.>!7). Letalni davka je 5 az 50 g
kofeinu, avSak bylo hlaSeno zotaveni po poziti az 30 g kofeinu’. Akutni otrava kofeinem se
projevi busenim srdce, uzkosti a tézkym usinanim. TéZSi otravy jsou doprovazeny bolesti hlavy,

znemoznénim koncentrace, tfesem a zvracenim*1°.
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24 Stabilita u¢innych latek Algeny

Aminofenazon se v zivych organismech metabolizuje z 20 az 50 % na 4-acetylaminoantipyrin,
ktery je hlavnim metabolitem vyluGovanym do moéi’?. Mezi dalsi zjisténé metabolity patii
rubazonova kyselina a jeji derivaty, které maji za nasledek cervené zbarveni moci.
Aminofenazon podléhd i mikrobidlnimu rozkladu, vedoucimu ke vzniku hydroxyderivata?!.
Testy stability aminofenazonu v injek¢énich roztocich po riznou dobu a pifi riznych
podminkach prokazaly, ze aminofenazon je pomémé rezistentni vici rozkladu?2. Doporucuje
se vSak uchovavani pii neutralnim pH a ochrana proti svétlu.

Aprobarbital jako derivat barbiturové kyseliny bude pravdépodobné podléhat podobnym
degradacnim reakcim. Barbiturdty se v Zivych organismech metabolizuji tiemi hlavnimi
cestami: §té&penim kruhu, oxidaci nebo pfidanim & odstranénim substituentd??. Dalo by se
ptedpokladat, Ze u aprobarbitalu bude prop-2-en-1-yl skupina v poloze 5 podléhat tplné
hydroxylaci tak jako u sekobarbitalu. Déle by mohlo probéhnout hydrolytické Stépeni struktury
kruhu barbiturové kyseliny?4. O stabilité aprobarbitalu v 1ékovych formach nebyly nalezeny
zadné informace.

Fenacetin je v zivych organismech metabolizovan na dva hlavni metabolity?>. Deethylaci
pomoci cytochromu P450 1A2 vzniké4 acetaminofen neboli paracetamol. Acetaminofen je dale
metabolizovan na p-aminofenol. Druhym metabolitem fenacetinu je, ktery vznika hydrolyzou.
Ten je poté metabolizovan na N-hydroxyfenetidin, ktery je povazovan za hlavni pii¢inu selhani
ledvin.

Kofein. Fischer uvedl, ze pii oxidaci kofeinu muize vzniknout nékolik degradacnich
produktd!’. Prvnimi jsou 1,3-dimethylalloxan a methylmocovina. Dalsi produkt oxidace po
nasledné hydrolyze poskytl N-methylglycin, oxid uhli¢ity a amoniak. Timto produktem byl
N-methylhydantoin. Ttetim izolovanym oxidacnim produktem byl pak N,N’-dimethyloxamid.
Tyto degradacni produkty napomohly Fischerovi pfi potvrzeni struktury kofeinu. Kofein
podléhd v zivych organismech oxida¢nimu metabolismu a pfeméiluje se N-demethylaci na
primarmni metabolity jako je napiiklad theobromin, theofylin a paraxanthin?®. Sekundarni
metabolity jsou potom 1-methylmocova kyselina a 1-methylxanthin. VSechny tyto metabolity
jsou primarné vylu¢ovany moci. V 1ékovych formach byla pozorovéana velka stabilita kofeinu,
napiiklad Zilker a kol.?” uvadi analyzu injekéniho roztoku obsahujiciho kofein, ktery byl

stabilni po vice nez 68 let.
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2.5 Stanoveni ucinnych latek Algeny

Aminofenazon lze stanovit pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie v reverznim
moédu. Agindez a kol.?® vypracovali metodu stanoveni aminofenazonu a jeho metabolitl
v lidské moci, separace probihala na kolon¢ Spherisorb ODS 5 (250 x 4,6 mm; 5 um) s mobilni
fazi voda a methanol (s piidavky triethylaminu a octové kyseliny) s UV detekei pti 254 nm.
Tanaka a kol. 2° stanovovali aminofenazon a jeho metabolity v krysi mo¢i na koloné TSK gel
ODS-120T (250%4,6 mm, 5-um) s mobilni fazi 10 mM fosfatovy pufr:methanol s UV detekci
pfi 251 nm. Aminofenazon lze stanovit i titratn&*°. Jako rozpoustédlo se pouzivd bezvoda
octova kyselina a jako titra¢ni ¢inidlo kyselina chloristd. Bod ekvivalence se indikuje pomoci
krystalové violeti, kdy se méni barva z fialové na modrou.

Aprobarbital nema v literatuie popsano specifické stanoveni, nicméné lze pro néj pouzit
metody jako pro ostatni barbituraty. Barbituraty v tabletach byly stanovovany pomoci HPLC
na reverzni fazi C18 s pouzitim binarni mobilni faze (acetonitril a voda) a UV detekcei pfi
206 nm za pouziti kolony Bio SiL HL C18 (250x4,6 mm, 5 pm)*!. Barbituraty lze rovnéz
stanovit vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s UV detekci ze slin a krve, kdy lze
stanovit koncentraci 5 ng ml™! (cit.3?). Barbituraty lze také stanovit v mo¢i pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekcina koloné DB-5, naniZ je limit detekce20 ng ml™! (cit.3?).
V krevni plasmé 1ze barbituraty stanovit pomoci plynové chromatografie a to jiz o koncentraci
2mg 1! (cit.>*). Pomoci UHPLC-HRMS Ize stanovit barbituraty ze vzorku vlasti na koloné
Phenomenex KinetexVR EVO C-18 (100x2.1 mm, 2.6 ym) s mobilni fazi 10 mM octan
amonny a acetonitril, kdy Ize detekovat v rozmezi 0,02 az 20 ng mg™' (cit.?>).

Fenacetin 1ze stanovit HPLC metodou s reverzni fazi C18 (250x4.6 mm, 5 um) za pouZiti
binarni mobilni faze (vodny roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného a methanol) a UV
detekce pii 260 nm (cit.3%). Fenacetin lze stanovit z plasmy pomoci GLC-MS, limit citlivosti
této metody je 1 ng ml™! (cit.37). V plazmé potkanti Ize stanovit fenacetin pomoci UHPLC-MS
metodys ESIionizaci, na koloné Zorbax Eclipse Plus C18 (50%2.1 mm; 1.8 um) s gradientovou

eluci 0,1% mravenci kyselina a acetonitril. Limit detekce byl 10 ng ml™! (cit.3®).
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Kofein v tabletach lze stanovit pomoci HPLC na reverzni fazi C18 Bio SiL HL C18
(250%4,6 mm; 5 um) s pouzitim binarni mobilni faze (acetonitril a voda) a UV detekci3!. Kofein
v napojich (zeleny c¢aj, bylinny ¢aj, energeticky ndpoj) byl kvantifikovan pomoci HPLC-DAD
na koloné¢ Purospher STAR RP-8 (150x4,6 mm; 5 um) s isokratickou eluci 0,1%
tetrahydrofuran ve vod& (pH = 8,0) a acetonitril3°. Pro stanoveni kofeinu v mo¢i je mozno pouZit
HPLC na kolon¢ pBondapak C18 (300x2 mm; 10 um) s isokratickou eluci methanol-
acetonitril-octanovy pufra tandemovou hmotnostni detekci*?. Kofein Ize rovnéz stanovit titraci
v nevodném prosttedi bezvodé kyseliny octové, jako titracni ¢inidlo slouzi kyselina chlorista.

Bod ekvivalence se indikuje potenciometricky*!.
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3 Experimentalni cast

3.1 Analyzovany vzorek tablet Algena

Lécivy ptipravek Algena byl vyroben ve formé tablet. Obal piipravku je uveden na obr. 3.1.
Podle vyrobni Sarze byl vyroben v roce 1981. Vzorek pochazel ze sbirek katedry analytické
chemie PiF UK, pfed analyzou byl uchovéavan pfi laboratorni teploté v temnu. Analyzované
lé¢ivo bylo ve formé bilych (na okrajich lehce nazloutlych), kulatych tablet s délici ryhou
uprostied. Tableta Algena obsahovala ¢tyfi ucinné latky s deklarovanym obsa-

hem: aminofenazon (300 mg), aprobarbital (50 mg), fenacetin (150 mg) a kofein (50 mg).

Obr. 3.1 Pfedni a zadni strana baleni -

analyzovanych tablet Algena.
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3.2 Pouzité chemikalie

K pfiipravé mobilni faze byl pouzit methanol LC-MS grade (Fischer Chemical) a 99,9% octova
kyselina, p.a. (Lach-ner). Byly pouzity standardy, které slouzily k optimalizaci a ke kvan-
tifikaci analyzovanych ucinnych latek: aminofenazon p.a. (Sigma-Aldrich), aprobarbital p.a.
(Léciva Mecholupy), fenacetin for HPLC (Sigma-Aldrich) a kofein extra pure (Fischer

Chemicals).

33 Priprava mobilni faze

Byla zvolena dvousloZzkovd mobilni faze methanol a 0,1% vodny roztok octové kyseliny
o pH =3,00. Vodny roztok byl pfipraven z 1 ml 99,9% octové kyseliny. Toto mnozstvi bylo
odpipetovano do odmérmné bariky o objemu jeden litr a ta byla dolita po rysku Milli-Q vodou.

34 Priprava zasobnich roztoki standardi

Byly pfipraveny roztoky standardii stanovovanych ucinnych latek (aminofenazonu, aprobar-
bitalu, fenacetinu a kofeinu) o koncentracich 500 mg dm™. Na analytickych vahach bylo
odvézeno asi 50 mg piislusného standardu piesné, navazka byla kvantitativné pievedena do

100,0 ml odmérné bariky a rozpusSténa v methanolu doplnénim po rysku.

3.5 Priprava kalibraé¢nich roztoku

Vhodnym nafedénim zasobnich roztoki standardii bylo v 10,00 ml odmémych baiikach
piipraveno pét kalibradnich roztokl o koncentracich 10, 50, 80, 120 a 150 mg dm™3 kazdé
z analyzovanych u¢innych latek. Kalibra¢ni roztok o koncentraci 150 mg dm™ byl pfipraven
do dvou 10,00 ml odmérnych ban¢k pfi pouziti vzdy pouze dvou standardnich roztokli vlivem
omezen¢ho objemu. Latky byly zvoleny do dvojic podle blizkosti elu¢niho ¢asu, prvni dvojici

tvoftil aminofenazon a kofein, druhou pak fenacetin a aprobarbital.
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3.6 Priprava roztoku autentického vzorku tablety Algena

Tableta analyzovaného piipravku Algena byla odvézena na analytickych vahach,
zhomogenizovdna v tfeci misc kvantitativné pfevedena do 100,0 ml odmémé banky
a rozpus$téna v methanolu doplnénim po rysku. Rozpousténi bylo podpofeno umisténim baiky
na 10 minut do ultrazvuku. Nasledn¢ byl vznikly roztok zfiltrovéan. Z filtratu bylo odpipetovano

1,00 ml roztoku do 25,00 ml odmérné banky a nafedéno methanolem doplnénim po rysku.

3.7 Méieni pomoci HPLC-UV

Na zékladé literatury3!-36-424 byla zvolena dvouslozkova mobilni faze. Jako mobilni faze byla
pouzita smés 0,1% roztoku octové kyseliny ve vodé o pH = 3,0 (slozka A) a methanolu
(slozka B). Byla pouzita kolona XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um). Méfeni probihalo
na kapalinovém chromatografu UHPLC NexeraXR (Shimadzu, Japonsko) s UV/VIS
detektorems diodovympolem. Teplota pfi méfeni ve vSech ¢éastech pfistroje byla 30 °C. Objem

jednoho nastfiku vzorku byl 2 ul a pratok mobilni faze byl 0,4 ml min~!.

3.8 M¢éreni pomoci HPLC-MS

Meéteni metodou HPLC-MS probihalo na kapalinovém chromatografu s tandemovym
hmotnostnim detektorem LCMSMS-8045 (Shimadzu) s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim
modu. Jako zmlzovaci plyn byl pouzit dusik pfi pratoku 3 dm? min~! a také byl pouZit jako
susici plyn pfi pratoku 10,0 dm? min™! a teplot& 300 °C. Ostatni parametry byly stejné jako v
odd. 3.7.

3.9 Statistické zpracovani namérenych dat

Vsechna méfeni byla, pokud neni uvedeno jinak, provedena v triplikdtech. Statistické
zpracovani bylo provedeno na 95% urovni spolehlivosti béZznymi statistickymi postupy.
Kalibra¢ni zévislost byla vyhodnocena metodounejmensich ¢tverct. Vypocty byly realizovany

pomoci programu MSExcel.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace separacnich podminek

Na zakladé literatury3!'-36-4243 byla pro stanoveni u¢innych latek pripravku Algena zvolena
vysokou¢innd chromatografie na reverznich fazich, jejiz podminky bylo nutné castecné
optimalizovat. Byla pouZita kolona XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um). Jako mobilni
faze byla pouzita smés 0,1% roztoku octové kyseliny ve vodé o pH =3,0 (slozka A)
a methanolu (slozka B). Teplota pfi méfeni ve vSech Castech pfistroje byla 30 °C. Objem
jednoho nastfiku vzorku byl 2 ul a pritok mobilni faze byl 0,4 ml min~!'. Detekce probihala
pomoci UV/VIS detektoru s diodovym polem.

Nejprve bylo tfeba najit vhodny objemovy pomér obou slozek mobilni faze tak, aby se
vSechny pfitomné analyty dostatecné rozd¢lily, tedy aby rozliSeni dvou sousednich pikii bylo
R;2>1,5. Byl sledovan vliv objemovych pomért slozek mobilni faze na retenénim Case
arozliSeni analyt. Pfi prvnim pokusu byla zvolena mobilni faze s 50 % slozky A a 50 %
slozky B. Chromatogram tohoto méfeni je na obr.4.1. Za téchto podminek eluovaly
analyzované latky v potfadi: kofein, aminofenazon, fenacetin a aprobarbital. Nasledn¢ byl
studovan vliv sloZzeni mobilni faze v rozpéti obsahu slozky A od 40 do 70 % na retenci
jednotlivych analyt. Méteni vzdy probéhlo dvakrat pro zajisténi reprodukovatelnosti. Ziskané

hodnoty reten¢nich ¢ast jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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Obr. 4.1 Chromatogram smésistandardi u¢innych latek tablety Algena (1)kofein, (2) aminofenazon, (3) fenacetin,

(4) aprobarbital pfi slozeni mobilni faze 0,1% octova kyselina (pH = 3,0) a methanolv poméru 50:50 (v/v) na
kolon& XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 pm) Column XP pfi vlnové délce 194 nm. Hvézdicka oznaduje

nastfikovy pik. Podminky méfeni: pritok mobilni fize 0,4 ml min~!, teplota mé&feni 30 °C, objem néstiiku

vzorku 2 pl Koncentrace vSech standard 50 mg dm=3.

Tabulka 4.1

Vliv slozeni mobilni faze na reten¢ni asy a rozliSeni analytu.

Parametr A/% 40 50 55 60 65 70
B/% 60 50 45 40 35 30
t((aminofenazon)/ min 2,31 2,46 2,52 2,70 293 335
w(aminofenazon)/ min 0,103 0,164 0,066 0,133 0,154 0,192
t((kofein) / min 2,14 2,37 2,57 2,89 3,39 4,22
w(kofein) / min 0,105 0,132 0,073 0,163 0,198 0,259
R(aminofenazon, kofein) 1,6 0,6 0,6 1,3 2,6 39
t(fenacetin) / min 3,23 4,77 6,17 8,36 11,72 16,98
w(fenacetin) / min 0,126 0,169 0,210 0,246 0,357 0,581
t(aprobarbital) / min 3,29 5,00 6,59 9,06 12,84 18,68
w(aprobarbital) / min 0,140 0,185 0,228 0,259 0,373 0,657
R(fenacetin, aprobarbital) 04 1,3 1,9 2,8 3,1 2,7
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Jak je patrné z tabulky 4.1, s rostoucim objemovym pomérem methanolu (slozky B) eluuji
analyty z kolony rychleji avsak jejich rozliSeni klesa. Bylo tedy tfeba optimalizovat metodu tak,
aby byl ¢as analyzy co nejrychlejsi a rozliSeni bylo dostate¢né, tedy Ri2 > 1,5. Toho bylo
docileno pouzitim gradientové eluce. Na zéklad¢ vysledkii méteni uvedenych v tabulce 4.1 byl
navrzen nasledujici gradientovy program (vztaZeny ke slozce A mobilni faze, tedy 0,1% octové
kyselin¢ s pH = 3,0):

1. na pocatku méteni 65 % slozky A, coz umoznilo v dostatecné rychlosti a dostate¢ném
rozliSeni rozdélit latky aminofenazon a kofein;

2. od 4,0 min do 5,0 min pokles na 55% A a nasledn¢ do 10,0 min konstantné pii této
koncentraci, coZ umoznilo v dostatecné rychlosti a dostatecném rozliSeni rozdélit latky
fenacetin a aprobarbital;

3. v 10,0 min skokové zvySeni zpét na 65 % slozky A a pokracovani do 12,0 min, coZ umoznilo
ekvilibraci kolony na poc¢atecni podminky méteni.

Celkova doba analyzy byla 12 min, sumarné je gradientovy program uveden v tabulce 4.2.

Chromatogram standardd uc¢innych latek tablety Algena za téchto podminek je znazornén na

obr. 4.2

Tabulka 4.2

Pouzity gradientovy program pro separaci ucinnych latek tablety Algena na kolon& XBridge® BEH CI8
(150%3,0 mm; 2,5 pm) Column XP, pfi pritoku 0,4 mlmin~! a teploté mé&feni 30 °C, objem nastiiku vzorku 2 pl
t/ min slozka A/ % slozka B/ %

(0,1% octova kyselina,pH =3,0) (metanol)

0,00 65 35
4,00 65 35
5,00 55 45
10,00 55 45
10,01 65 35

12,00 65 35




4X105 T T T T T T T T 3 T T 100
(@)
) (on
< wn
= 1 180 &
~ 2 4 v
3 2
< A 1602
5 >
2x10° * ~
X
1 40
L I
0 . ] . ] . ] . ] . ] . 0
0 2 4 6 8 10 12

t/ min

Obr. 4.2 Chromatogram smésistandard u¢innych latek tablety Algena (1) aminofenazon, (2) kofein, (3) fenacetin,
(4) aprobarbital pfi pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2 na koloné XBridge® BEH C18
(150%3,0 mm; 2,5 pm) Column XP pfi vinové délce 194 nm. Hvézdicka oznacuje nastiikovy pik. Podminky
méfeni: pritok mobilni faze 0,4 ml min~!, teplota mé&feni 30 °C, objem néstiiku vzorku 2 ul. Koncentrace viech

standardti 50 mg dm3.

4.2 Kalibrac¢ni zavislosti pro stanoveni u¢innych latek

Aby bylo mozné zjistit redlny obsah ulinnych latek v tableté, byla vyhotovena kalibracni
zavislost (pétibodova kalibrace) v dynamickém rozsahu koncentraci 10-150 mg dm™.
K vyhodnoceni byly pouzity mediany ploch chromatografickych pikii pfi vinové délce
absorpéniho maxima dané latky (hodnoty absorpénich maxim byly zvoleny podle literatury®).
K vyhodnoceni byla pouzita metoda linearni regrese. Na obr. 4.3 je znazorné€na pro ukéazku
kalibra¢ni zéavislost pro aminofenazon. Ziskané parametry kalibra¢nich zavislosti jsou uvedeny

v tabulce 4.3.
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Obr. 4.3 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni aminofenazonu metodou HPLC-UV =zaloZzend na plose
chromatografického piku aminofenazonu (#.=2,95 min). Métfeno pfi pouziti gradientového programu uvedeného
v tabulce 4.2 na kolon& XBridge® BEH C18 (150x3,0 mm; 2,5 pm) Column XP pfi vlnové délce 258 nm.

Podminky méfeni: pritok mobilni faze 0,4 mlmin~!, teplota méfeni 30 °C, objem néstiiku vzorku 2 pl.

Tabulka 4.3

Parametry kalibra¢nich zavislosti pro stanoveni u¢innych latek tablety Algena pomoci HPLC-UV, zaloZené na

plose chromatografickych pikt.

Parametr Latka
aminofenazon Kofein Fenacetin aprobarbital
tr/ min 2,95 3,37 9,10 9,54
A /nm 258 271 247 194
a/pAU min mg ' dm3 6390 +54 7980+ 47 12100+540 10840+90
b /pAU min - —a A (24 + 8,6)x103
R? 0,9979 0,9999 0,9940 0,9998
LOD / mgdm™3 2,7 1,9 14 2,8
LOQ / mgdm™3 9,2 6,5 49 9,1

¢ Hodnota neni statisticky vyznamna.
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4.3 Opakovatelnost stanoveni

Opakovatelnost metody byla provefena pii kalibraénim méteni, kdy byl kazdy bod kalibra¢ni
zavislosti zméfen trikrat. Opakovatelnost byla zjisténa z velikosti ploch analyzovanych latek,
které byly odecteny pii absorpcnich maximech jednotlivych analytii. Hodnoty pro vyhodnoceni
opakovatelnosti byly ziskany z kalibraéni zavislosti pro koncentraci 80 mg dm ajsou uvedeny
v tabulce 4.4. Smérodatna odchylka byla pro plochu piku nejvyse 2,22 %. Opakovatelnost

chromatografického systému lze povazovat za opakovatelnou pro velikosti plochy pikd.

Tabulka 4.4
Vysledky opakovatelnosti chromatografického systému.
Nastiik 4/ pAU min

aminofenazon (258 nm) kofein (271 nm) fenacetin (247 nm) aprobarbital(194 nm)

1 516383 642384 881888 907861
2 507814 631388 855048 900150
3 504794 627143 849828 893152
medidn 507814 631388 855048 900150
RSD /% 1,35 1,43 2,22 0,97
4.4 Analyza autentického vzorku tablet Algena

Autenticky vzorek tablety byl pfipraven dle odd. 3.6, ziskany chromatogram je uveden na
obr. 4.4. Na chromatogramu byly patrmé pouze Ctyfi piky, odpovidajici o¢ekavanym uc¢innym
latkdm. Pomoci kalibra¢nich zavislosti byly stanoveny obsahy jednotlivych G¢innych latek
v celkem tfech riznych tabletach analyzovaného historického vzorku tablet Algena. Vysledky
méfeni jsou uvedeny v tab. 4.5, véetné porovnani s vyrobcem deklarovanymi hodnotami.
V dobé vyroby tablety platny Ceskoslovensky lékopis CsL 3 z roku 1970% piedepisoval pro
tablety toleranci 10 % od deklarované hodnoty. Jak je patré z tabulky 4.5 kromé aprobarbitalu
této podmince vyhovuji ostatni tfi ucinné latky. Stanovené mnozstvi aproparbitalu je o 0,8 %
pod dovolenou toleranci, coz bude spiSe chyba vyroby, vzhledem k neprokazani Zzadnych

degradacnich produktt.
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Obr. 4.4 Chromatogram roztoku analyzované historické tablety Algena (1)aminofenazon, (2)kofein, (3) fenaceti,

(4) aprobarbital pfi pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2 na koloné XBridge® BEH C18

(150%3,0 mm; 2,5 pm) Column XP pfi vinové délce 194 nm. Hvézdicka oznacuje nastiikovy pik. Podminky

méfeni: pritok mobilni faze 0,4 mI min~!, teplota méfeni 30 °C, objem nastfiku vzorku 2 pl. Roztok tablety byl

piipraven podle odd. 3.6.

Tabulka 4.5

Vysledky koncentraci jednotlivych latek v tableté Algena.

Tableta m(tableta) /g m(latka)/ mg

Aminofenazon Kofein fenacetin aprobarbital
1. 0,6232 282 441 139 434
2. 0,6703 292 48,0 149 45,6
3. 0,6442 291 46,6 144 44,6
median 0,6442 291 46,6 144 44,6
% z deklarovaného — 97,0 932 96,0 89,2

Pro ovéfeni, zda opravdu nedoslo k degradaci ucinnych latek v tableté Algena byly zméfeny

HPLC-MS chromatogramy s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu. Jak je patrné

z obr. 4.5, kromé o¢ekavanych ctyt studovanych latek nebyl detegovan Zadny dalsi pik, ktery

by naznaoval pifitomnost mozného degradac¢niho produktu. Hmoty iontii m/z jednotlivych piki

odpovidaly oc¢ekdvanym hodnotdm na zéklad€ molekulovych hmotnosti latek. Rozstépeny pik

aminofenazonu je zapii¢inén vysokou koncentraci latky.
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Obr. 4.5 HPLC-MS chromatogram roztoku analyzované historické tablety Algena (1) aminofenazon, (2) kofein,
(3) fenacetin, (4) aprobarbital pii pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2 na koloné XBridge®
BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 pm) Column XP. Hvézdicka oznacuje néastiikovy pik. Podminky méteni uvedeny
v odd. 3.8, roztok tablety byl pfipraven podle odd. 3.6. Roz§tépeny pik aminofenazonu je zapfi¢inén vysokou

koncentraci latky.
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Pro analyzu G¢innych latek v historickém vzorku tablet Algena z roku 1981 — aminofenazonu,
aprobarbitalu, fenacetinu a kofeinu — byla v této praci vyvinuta a optimalizovdna metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi C18 s binarni gradientovou eluci
(0,1% vodny roztok octové kyseliny a methanol) s UV detekci. Obsah jednotlivych u¢innych
latek byl stanoven ve tfech vybranych tabletach metodoukalibra¢ni zavislosti. Nalezeny obsah,
vzhledem k vyrobcem deklarovanému, byl nasledujici: aminofenazon 97,0 %, aprobarbital
89,2 %, fenacetin 96,0 % a kofein 93,2 %. S vyjimkou aprobarbitalu vyhovuji zjisténé obsahy
ustanovenim lékopisu. Mozné degradac¢ni produkty studovanych tc¢innych latek byly hledany
pomoci HPLC-MS, nicméné byly prokazany pouze tyto ucinné latky a nebyly zjiStény zadné
rozpadové produkty. Lze tedy konstatovat, Ze analyzovany historicky vzorek je i vice nez 40 let,
které uplynuly od jeho vyroby, stabilni. Niz§i obsah aprobarbitalu je tedy nejspiSe zplisoben
chybou pfi vyrobg.
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