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Abstrakt

Cilem diplomové prace bylo analyzovat zmény ve sloZeni historickych 1é¢ivych
piipravki z let 1930-1997. U¢inné latky téchto piipravkil zahrnovaly opiaty a alkaloidy,
[éCiva byla ve formé tablet a injek¢nich roztokt. Byla studovana ptitomnost uc¢innych
latek a jejich degradacnich produktti. Témét u vSech ucinnych latek byl stanoven jejich
obsah. Méfeni bylo provadéno pomoci RP-HPLC s hmotnostni detekci. Pomoci MS/MS
byly navrzeny fragmentace jednotlivych slozek. Nékteré uéinné latky prokazaly i po
letech vysokou stabilitu (kodein, ethylmorfin, theobromin), zatimco jiné se zcela

rozlozily (acetyldemethyldihydrothebain).

Kli¢ova slova: opiaty, alkaloidy, dlouhodoba stabilita, RP-HPLC, MS/MS

Abstract

The aim of this thesis is the analysis of transformations of the composition of
pharmaceutical preparations from the years 1930-1997. The alkaloids and opium
alkaloids are active substances of these pharmaceutical preparations. Pharmaceutical
preparations were in form of tablet and injection solution. The presence of active
compounds and their degradation products were detected using RP-HPLC with
spectrometric detection. The MS/MS fragmentation pathways of compounds found
were proposed. The high stability of some active substances was proved (codeine,
ethylmorphine and theobromine) while some other compounds were completely
decomposed.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A plocha piku

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

c hmotnostni koncentrace [pug mi™]

CNS centralni nervova soustava

DAD detektor s diodovym polem

El elektronova ionizace

ESI elektrosprejova ionizace

MP mravencanovy pufr

MS/MS vicestupiiova hmotnostni spektrometrie
m/z efektivni hmotnost iontu

SChHV Spolek pro chemickou a hutni vyrobu
TIC totalni iontovy chromatogram

tr retencni ¢as



1 CiL PRACE

Cilem moji diplomové prace byla analyza G¢innych latek a produkti jejich degradace
v historickych 1é¢ivych piipravcich. Obvykle se u 1é¢iv pozaduje stabilita v rozsahu
zhruba péti let, po tuto dobu se nesmi vyrazné zménit obsah a slozeni 1éCiva. Analyza
historickych 1é€ivych piipravka nabizi piilezitost zhodnotit stabilitu a ptipadny rozklad

ucinnych latek v mnohem delSich ¢asovych usecich.

Vzorky historickych 1é¢ivych piipravki (injek¢ni roztoky a tablety) byly ziskany ze
sbirek Ceského farmaceutického muzea v Kuksu. U&innymi latkami byly opiaty a
alkaloidy, staii vzorki bylo v rozmezi dvacet az osmdesat let. Vzorky byly analyzovany
kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci, pfi ¢emz bylo nutné modifikovat a
optimalizovat pracovni postupy pifevzaté z literatury. Byly rovnéz navrzeny
fragmenta¢ni mechanismy ziskanych hmotnostnich spekter. Vysledky méteni byly

uvedeny do kritického kontextu s literarnimi udaji.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Stabilita 1é¢ivych latek a 1ékovych forem

Nasledkem chemické degradace lécivé latky (nebo fyzikalni degradace 1€kové
formy) muze byt zména terapeutické ucinnosti lécCivé latky, v extrémnim ptipadé
I projeveni toxickych ucinkd [1, 2]. Proto je nezbytné, aby 1éCivé latky, resp. jejich
1ékové formy, byly dostateéné stabilni a zachovaly si odpovidajici kvalitu az do doby
pouziti (nebo do stanované¢ho data jejich spotieby). Kvalita musi byt zachovana za
pomérné riznych podminek, kterym jsou 1écivé latky a 1ékové formy vystaveny béhem
vyroby, skladovéani a dopravé.

Z hlediska stability 1é¢ivé (hlavné uc¢inné) latky je vyznamna jeji chemicka stabilita.
Nejvice studovanou formou stability 1ékovych forem je proto stanoveni mozného
ubytku 1é¢ivé latky vlivem chemickych reakci. Neméné dulezitd je i1 identifikace
vzniklych degradacnich produkti z diivodu lepsiho pochopeni ptislusného degrada¢niho
mechanismu [3]. Znalost téchto mechanismt je dtlezita z nékolika divodu:

1. Léciva latka se muze rozkladat na toxickou latku. Je dilezité nejen urcit jak rychlost
tohoto rozpadu, tak i jaké jsou degradacni produkty a jaka je jejich toxicita. Toxické
mohou byt 1 reakéni meziprodukty.

2. Léciva latka by méla byt stabilni nejen v piislusné lékové formé, ale také za
podminek, které budou nasledovat po poziti. Napiiklad uc¢inna latka lékové formy
pro oralni poddni musi byt stabilni i za takovych pH, ktera jsou shodna s pH
gastrointestinalniho traktu.

Leécivé latky maji rozdilnou molekularni strukturu a jsou tedy pfistupné mnoha
riznym degradaénim cestdm. Nej€astéjsimi znich jsou hydrolyza, dehydratace,
oxidace, izomerizace a racemizace, eliminace, fotodegradace, interakce s pomocnymi
latkami a v organismu interakce ostatnimi 1éCivy. Tyto chemické reakce a degradacni
mechanismy lé¢iv ovliviiuje fada faktora: teplota, svétlo, vlhkost, vzduch respektive
kyslik, pH, iontova sila, pfidavné a pomocné latky obsazené v 1é¢ivech.

Hydrolyza je jednou z nejbéznéjSich reakci. Pro vétSinu parentdlnich 1é¢ivych
piipravkl je bézné, Ze ptijdou do kontaktu s vodou. I kdyZ se jedna o tuhou lékovou
formu, kontaktu s vlhkosti se prakticky nelze vyhnout. Hydrolyza je hlavni degradac¢ni

cestou pro 1écivé latky obsahujici v molekule estery nebo amidy.



Oxidace je také Casta chemickd degradacni cesta pro 1éCivé latky. Kyslik, ktery se na
vetsing oxidaci podili, je bohaté zastoupeny v prostfedi, kterému jsou vystaveny, at’ uz
béhem zpracovani nebo dlouhodobého skladovani. Oxida¢ni mechanismy pro 1écivou
latku zavisi na jeji chemické struktufe a na pfitomnosti reaktivniho kysliku nebo
ostatnich oxidanti.

V 1ékové formé je jen ziidka obsazena jen ucinna 1éCiva latka, Casto jsou pridavany
dalsi chemické latky dotvarejici 1ékovou formu. Proto se mohou vyskytnout reakce
mezi 1é¢ivou latkou a jednou nebo vice z prisad. Podobné tak dvé 1é¢ivé latky v jedné
1ékové form& mohou vzajemné reagovat. Na stabilitu 1é¢ivé latky tak bude mit vliv i jeji
Iékova forma. Naptiklad véEtSi stabilita se da predpokladat u injekénich roztokt
zatavenych ve sklenénych ampulkach, které jsou tak izolovany od okolniho prosttedi.

Faktory ovliviiujici chemickou stabilitu 1é¢ivych latek a 1ékovych forem se rozdé€lu;ji
na faktory vnitini a faktory vnéjsiho prostfedi. Mezi vnitini faktory patii molekularni
struktura 1é¢iva. Mezi vnéjsi faktory se fadi teplota, vzduch (respektive kyslik), svétlo,
vlhkost, pH, iontova sila a pomocné latky obsazené v 1€kovych forméach.

Neméné¢ dilezita je i fyzikalni stabilita, protoze 1é¢ivé i pomocné latky existuji
v riznych mikroskopickych fyzikalnich stavech s rlznym stupném uspofadani.
Piikladem jsou amorfni a rtizné krystalické, hydratované a solvatované stavy.
V pribéhu ¢asu mize 1é¢iva nebo pomocna latka pfechazet z jednoho stavu (obvykle
nestabilntho nebo metastabilniho) do stavu jiného, termodynamicky stabilniho.
Fyzikalni stabilita je ovlivnéna mnoha stejnymi proménnymi, které ovliviiuji chemickou
stabilitu, naptiklad pfitomnosti vody.

VétSina studii zabyvajicich se stabilitou lékovych forem se zamétfuje na Casové
obdobi nékolika mésicti ¢i jednotek let [4, 5]. Byly vSak provedeny 1 analyzy
historickych 1ékovych forem, starych pies sedmdesat let, obsahujici mimo jiné zavéry

tykajici se stability [6-8].

2.2 Opiaty

Jako opiaty (nebo opioidy) jsou oznaCovany latky, jejichz uc¢inek je srovnatelny
sucinkem hlavniho alkaloidu opia, morfinu. Mohou byt pfirodniho plvodu,
polosyntetické nebo syntetické. Alkaloidy opia, které po farmakologické strance nemaji

ucinky piibuzné uc¢inkiim morfinu, jako napf. papaverin, pod pojem opidty nespadaji.
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Na zaklad¢ struktury muzeme alkaloidy opia dé€lit do dvou skupin: fenanthrenové a
benzylisochinolinové, jejichz struktura je zndzornéna na obr. 2.1. Mezi zastupce prvni
skupiny fadime morfin, kodein a thebain. Charakteristické pro né je, ze pusobi na
centrdlni nervovou soustavu. Alkaloidy skupiny benzylisochinolinové (papaverin,

narkotin a narcein) u¢inkuji na hladké svalstvo [9, 10].

Y

(a) (b)

Obr. 2.1 Chemicka struktura (a) fenanthrenu a (b) benzylisochinolinu.

Z farmakologického hlediska fadime opiaty predev§im mezi analgetika neboli latky
tlumici bolest [9, 11]. Analgetika potla¢uji vnimani bolesti tim, Ze tlumi ptislusné
okrsky centrdlni nervové soustavy, predevSim v mozkové kute. Pii celkovém podéni
jsou schopny snizit vnimani bolesti s dostate¢nou selektivitou. Lisi se tak od inhalacnich
narkotik, ktera odstraniuji bolest vyvoldnim centralniho utlumu, i od mistnich anestetik,
ktera blokuji bolest pouze periferné. Jejich podani ma spolehlivy ucinek, ale bohuzel
I znacné riziko. Opiaty pusobi i jako narkotika, coz znamena, ze zpisobuji Gtlum
dychaciho centra. Pii pfedavkovani proto hrozi obrna dychéni. Mezi dals$i nezadouci
ucinky pfi jejich uZziti patii zamlzeni védomi, zmény nalady (stavy tizkosti nebo naopak
euforie), zvraceni, zacpa, inik moci a jiné nezadouci vegetativni G€inky. NejvétSim
rizikem u opiath je silnd nebezpecna zavislost, kterou pii opakovaném uzivani
zpusobuji [9-11].

Opiaty se ziskavaji ze zaschlé §tavy makovic maku setého (Papaver somniferum).
Obsah nejdulezitéjSich alkaloidi se pohybuje kolem téchto hodnot: morfin 10 %,
narkotin 6 %, papaverin 0,8 %, kodein 0,5 %, narcein 0,3 %, thebain 0,2 % [9]. Uginky
zaschlé makové §tavy (opia) jsou znamy piiblizné€ od starovéku, fadu stoleti se opium
pouzivalo k odstranovani silnych bolesti [11]. Morfin byl poprvé izolovan z opia roku

1806 némeckym lékarnikem Sertiirnerem (ackoliv dva roky pfedtim Charles Derosne
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provedl separaci smési morfinu a narkotinu). V roce 1925 byla objasnéna struktura
morfinu, jeho totalni syntéza byla vypracovdna vroce 1952. Kodein byl poprvé
izolovan v roce 1833 [10].

Jak jiz bylo zminéno, morfin zptisobuje utlum dychaciho centra a silnou navykovost,
proto bylo intenzivné hledano nové analgetikum bez téchto nezadoucich vlastnosti.
Nekteré derivaty morfinu mély jesté vyssi analgeticky ucinek nez samotny morfin,
zaroven s nim vSak bohuzel vzrostla i euforicka aktivita a ndvykovost (heroin). U jinych
derivati byla naopak navykovost silné potlatena, zaroven se vSak ukazaly jako velmi
malo analgeticky ucinné (kodein). U zjednodusenych analoghh morfinu (morfinana a
benzomorfanl) bylo dosazeno lepSich vysledkli, nebyly vSak klinicky potvrzeny.
Slozitéjsi derivaty morfinu vykazovaly silnou analgetickou aktivitu, bohuzel také
vysokou navykovost [9, 10].

VSechna silné ucinna analgetika maji spole¢né strukturalni prvky: obsahuji
aromatické jadro vazané na uhlik (nebo nebazicky dusik), na némz neni poutan zadny
vodik. Aromatické jadro je dale spojeno prostfednictvim dvouuhlikatého (vyjimecné
tifuhlikatého) ¢lanku s tercidrnim (pfip. sekundarnim) bazickym dusikem. Ptrevazna
vétsina UCinnych syntetickych analgetik je strukturdlné¢ piibuzna (—)-morfinu,

(+)-isomery jsou neti¢inné nebo jen velmi malo ucinné [10].

2.3 Kodein

Kodein ma systematicky nazev (50,60)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-
-17-methylmorfinan-6-ol, jeho sumarni vzorec je CigH21NOs;, CASN 76-57-3, jeho
struktura je uvedena na obr. 2.2. Relativni molekulova hmotnost kodeinu je 299,4.
Tento alkaloid se ziskava bud’ izolaci z opia nebo methylaci morfinu. Je to bily
krystalicky prasek nebo bezbarvé krystalky s teplotou tani 154—156 °C, ktery pomalu
zvétrava na suchém vzduchu a je ovlivnén svétlem, proto by mél byt uchovavan
v tmavych a dobie uzavienych nadobach. Je dobie rozpustny v chloroformu, etanolu a
vafici vodé, volné rozpustny v metanolu a ziedénych kyselinach, témét nerozpustny
v roztocich alkalickych hydroxidd. Ve formé soli se nejCastéji vyskytuje jako
fosfore¢nan kodeinu, kodein hydrochlorid nebo kodein sulfat. Tyto soli jsou bilé

krystalické prasSky nebo bezbarvé az bilé krystalky, které se rozkladaji pii teploté

12



235 °C resp. 280 °C. Jsou dobie rozpustné ve vodé, tézko v ethanolu a prakticky

nerozpustné v chloroformu a etheru [10, 13].

~

N
H5CO O o)

Obr. 2.2 Chemicka struktura kodeinu.

H

Kodein je fazen mezi antitusika — latky ovliviiujici centrum pro kasel, které tlumi
kaslaci reflex. Oproti morfinu je kodein az desetkrat méné analgeticky Ucinny, také
mnohem méné navykovy. Zesiluje G¢inky hypnotik (1é¢iva tlumici CNS). Pouziva se pii
drédzdivém kasli, pti 1é¢b€ priymu a jako analgetikum pii 16cbé mirnych bolesti, Casto
v kombinaci s paracetamolem nebo kyselinou acetylsalicylovou [9-11].

Kodein je po oralnim podani dobife absorbovan, maximalni hladina kodeinu v Krvi se
objevuje zhruba po jedné hodiné po poziti. Je metabolizovan v jatrech, O-demethylaci
(zahrnujici P450 isozym CYP2D6) vznikd metabolit morfin, N-demethylaci vznika
norkodein. Naslednou konjugaci vznikaji glukuronidy a sulfity jak morfinu a
norkodeinu, tak jejich metabolith. Po oralnim podéani je 86 % absorbované davky
vylou¢eno moc¢i béhem 24 hodin, z toho 40-70 % piipada na volny nebo konjugovany
kodein, 5-15 % na volny nebo konjugovany morfin, 10-20 % na volny nebo
konjugovany norkodein, stopové mnoZstvi miZze pfipadat na volny nebo konjugovany
normorfin. Malé¢ mnoZstvi absorbované davky muze byt vylouceno zluci a stolici. Po
nitrosvalovém podani je 15-20 % davky vylouceno moc¢i béhem 24 hodin jako

nezménény kodein. V moc¢i mize byt zaznamenano také malé mnozstvi hydrokodonu,

norhydrokodonu, 6a-hydrokodolu a 6B-hydrokodolu [13, 14].
PrestoZe kodein nemad typické ucinky opiatl vedouci k zavislosti, jeho ptidavek do
analgetickych smési nebezpeci zavislosti zvySuje. Metabolickd preména kodeinu na

morfin, tedy metabolické zvySeni toxicity puvodni latky, muze vést az k toxikomanii

U pacientl, kteti maji ,,rychly* CYP2D6 (Cetnost 1-3 %). U zavislych osob je proto
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kodein oblibenou nahradni latkou, kterou je ovSem tfeba podavat ve vysokych davkach

(tzv. sirupy proti kasli ,,po lahvich®) [9].

Piehled stanoveni kodeinu v jednotlivych matricich chromatografickymi metodami

je uveden v tabulce 2.1.

Tabulka. 2.1
Vybrana stanoveni kodeinu v riiznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng mI™]
komer¢ni vzorek ~ TLC-MS/MS - [15]
komeréni vzorek  LC-MS/MS (ESIY) - [16]
plasma a mo¢ LC-MS/MS (ESI™) 3,1 [17]
sérum LC-MS/MS (ESIY) 6,4 [18]
mo¢ UPLC-MS/MS( ESIY) 7,0 [19]
sliny LC-MS/MS (ESI*) 15 [20]
2.4 Ethylmorfin

Ethylmorfin ~ (obr.  2.3), systematicky  7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-ethoxy-
-17-methylmorfinan-6-ol, CASN 76-58-4, sumarni vzorec C19H23NOs3. Je to krystalicky
préasek s teplotou tani 199-201 °C a relativni molekulovou hmotnosti 313,4. Ve formé
soli se nejcastéji vyskytuje jako ethylmorfin hydrochlorid. Ethylmorfin hydrochlorid je
bily mikrokrystalicky prasek o bodu tani 123°C. Je rozpustny ve vodé a v ethanolu,

Spatné rozpustny v chloroformu a v etheru [13].

Obr. 2.3 Chemicka struktura ethylmorfinu.

Ethylmorfin je synteticky derivat morfinu, ktery se vyrabi alkylaci morfinu. Pfi
pfipravé raznych polosyntetickych derivati morfinu bylo cilem najit analgetikum

ucinné jako morfin, ov§em bez ndvykovosti a nezadoucich vedlejSich ucinka. V piipadé

14



ethylmorfinu bylo dosazeno sniZeni toxicity, ale také analgetického uc¢inku, naopak byl
zvysen ucinek antitusicky (tlumici kasel).

Ethylmorfin se pouziva jako 1ék proti kasli a jako slozka analgetickych smési. Ve
formé¢ 1-10% roztoku se také vyuziva v oénim lékarstvi. Tablety Diolan, v nichz je
ucinnou latkou praveé ethylmorfin, maji v dnesni dobé podobné vyuziti jako napf.
methadon, slouzi jako néhrazka tvrdych drog (pfedevSim heroinu) v tzv. substitu¢nim
programu [10-13].

Ethylmorfin je metabolizovan v jatrech, kde se rozpadd na morfin a normorfin, ze
kterych dale vznikaji hlavni metabolické produkty morfin-3-glukuronid a normorfin-
-3-glukuronid [24].

Piehled stanoveni ethylmorfinu v jednotlivych matricich je uveden v tabulce 2.2.

Tabulka 2.2
Vybrana stanoveni ethylmorfinu v riznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng mI™]

mo¢ LC-MS/MS (ESIY) 3 [21]

mo¢ UPLC-MS/MS (ESIY) 6 [19]

mo¢ UHPLC-MS/MS (ESI™ 3 [22]

krev UPLC-MS/MS (ESIY) 1,8 [23]

2.5 Papaverin

Papaverin je alkaloid ziskdvany z opia, da se pfipravit i synteticky. Systematicky
nazev papaverinu je 1-[(3,4-dimethoxyfenyl)methyl)]-6,7-dimethoxyisochinolin, CASN
58-74-2, struktura je uvedena na obr. 2.4. Jeho sumarni vzorec je C20H2:NOj a relativni
molekulova hmotnost 339.4. Je to bily krystalicky praSek s teplotou tani 147 °C. Je
témer nerozpustny ve vode, lehce rozpustny v chloroformu a etheru, dobie rozpustny
V horkém benzenu, bezvodé kyseliné octové a acetonu. Pomoci kyseliny se pfevadi na

formu soli, bud’ na papaverin hydrochlorid nebo papaverin sulfat.
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Obr. 2.4 Chemicka struktura papaverinu.

Papaverin hydrochlorid je bily krystalicky prasek s teplotou tani 220-225 °C. Je
rozpustny v chloroformu, $patné€ rozpustny ve vod¢ a v ethanolu, prakticky nerozpustny
v etheru.

Papaverin sulfat je bily krystalicky prasek. Je rozpustny ve vodé a v etanolu, Spatné
rozpustny v etheru a v chloroformu.

Papaverin byl izolovan Merekem jiz roku 1848 z mate¢nych louhli po oddé€leni
morfinu a kodeinu z opia. Prvni syntézu papaverinu vypracovali Pictet a Gams jiz roku
1909, ptesto se az do druhé svétové valky ptipravoval prevazné izolaci z opia. Jeho
konstituce byla objasnéna v osmdesatych letech [10, 13].

Papaverin se fadi mezi spasmolytika neboli latky uvoliujici kiece prevazné hladkého
svalstva dutych organt. Pusobi také jako vazodilator — zplsobuje rozsifeni cév a tim
snizuje krevni tlak. Patfi mezi isochinolinové derivaty alkaloidi opia. Na rozdil od
fenantrenovych opiovych alkaloidii nepiisobi na CNS a nema analgeticky, euforicky,
antitusicky (= kasSel tlumici) ani spasmogenni (= kiece vyvoldvajici) Gc¢inek. Pro tyto
vlastnosti byl dfive farmaceuticky pouzivan, sam nebo v kombinaci s dal$imi latkami,
nejcastéji analgetiky nebo atropinem. Pouzival se jako spasmolytikum traviciho ustroji,
mocovych cest a také jako spasmolytikum cévni. Papaverin se dobie resorbuje po
peroralnim podani, Casté bylo také jeho pouziti pro intravendézni podani. Mezi
nezéadouci ucinky papaverinu se fadi arytmie, pokles krevniho tlaku, sniZeni periferniho
prokrveni. Dnes se papaverin jiz nepouZziva pro jeho nedostate¢nou specifitu ucinku a
omezenou terapeutickou §ifi [9, 11, 25].

Po oralnim podani je papaverin snadno a uplné absorbovan, ale podléha zna¢nému
»first-pass*“ metabolismu, coZ znamend, Ze znacnd cCast l1éCiva je metabolizovana

Vv jatrech béhem procesu vstfebavani. V organismu je metabolizovan demethylaci,
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nasleduje glukuronova a sulfatova konjugace vysledné fenolové skupiny. Okolo
50-80 % davky je vylouceno moc¢i béhem 48 hodin jako konjugované fenolové
metabolity, pfedev§im 6-hydroxypapaverin (37% davky) a 4’-hydroxypapaverin (okolo
8,5% davky). Méné nez 1 % je vylouceno moci jako nezménény papaverin [13].
Ptehled analytickych technik pro stanoveni papaverinu v riznych matricich podava

tabulka 2.3.

Tabulka 2.3
Vybrana stanoveni papaverinu v riznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda [ng mi] citace

komeré&ni vzorek LC-MS/MS (ESI) - [16]

moé UHPLC-MS/MS (ESI*) 3 [22]

moé LC-MS/MS (ESI) - [26]

plazma, krev, posmrtnd krev  LC-MS/MS (ESI") 10 [27]

sliny LC-MS/MS (APCI*) 10 [28]
2.6 Theobromin

Theobromin je derivat xantinu a alkaloid obsaZeny v semenech kakaovniku pravého
(Theobroma cacao). Poprvé byl z kakaovych bobt izolovan roku 1883. Da se vyrobit
I synteticky. V pfirodé¢ se obycejné vyskytuje spoleéné s kofeinem, jehoz je

metabolitem.

Systematicky nazev theobrominu je 3,7-dimethylpurin-2,6-dion, CASN 83-67-0,
struktura je uvedena na obr. 2.5. Jeho sumarni vzorec je C7HgN,O, a relativni
molekulova hmotnost 180,2. Je to bily krystalicky prasek hotké chuti s bodem tani
350 °C, pti pomalém zahfivani sublimuje pii teploté 290-295 °C. Je $patné rozpustny
ve vode, v etanolu a v chloroformu, témét nerozpustny v benzenu a etheru. Dobie se
rozpousti ve zifedénych mineralnich kyselindch a ve vodnych roztocich alkalickych

hydroxidi.

17



/

N ~
/
T
/

Obr. 2.5 Chemicka struktura theobrominu.

Theobromin patii do skupiny centralnich analeptik neboli centralnich stimulanti.
Tyto latky stimuluji zivotné diilezita centra v prodlouzené miSe nebo v mozkové kire,
odkud se jejich ptisobenim v mens$i nebo vétsi mife §ifi do ostatnich oblasti CNS.
Theobromin se do této skupiny fadi predevSim diky své strukturalni podobnosti
s kofeinem. Jeho uc€inky jsou ale ve srovnani s kofeinem odli$né, ma predevSim ucinky
vasoditalatacni a diuretické, analeptické ucinky vykazuje velmi nizké. Kromé rozsiteni
cév zpusobuje theobromin zesileni a zrychleni srde¢ni ¢innosti a mirny pokles krevniho
tlaku. Také puasobi jako svalovy relaxant hladkého svalstva. Theobromin se pouziva
jako hypotensivum, nékdy v kombinaci s trolnitratem (tablety Nitrothesal), dale je
obsaZzen v léCivech proti astmatu (naptf. Propyre T) a diuretikach (Urodonal). BéZna

davka se pohybuje mezi 300 a 600 mg [10-13].

Theobromin je pfi ordlnim podani velmi dobfe absorbovan. V organismu je
metabolizovan demethylaci, zejména na 7-methylxanthin, ktery je dale oxidovan na
7-methylmocovou kyselinu. V mensi mife vznika i 3-methylxanthin. Okolo 90 %
absorbované davky je vylouceno do moci s polo¢asem asi 8 hodin, z toho 40 % piipada
na 7-methylxanthin, 20 % na 3-methylxanthin, 11 % na 7-methylmocovou kyselinu,
15 % je nezménény theobromin a zbyvajicich 16 % ptipada na dalsi metabolit 6-amino-

-5-(N-methylformylamino)-1-methyluracil [13].

Prehled analytickych technik pro stanoveni theobrominu v riiznych matricich podava

tabulka 2.4.
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Tabulka 2.4
Vybrana stanoveni theobrominu v riznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng mI™]
Mo LC/MS a LC/MS (ESI) 0,75 [29]
plazma LC-MS (ESIY) 0,002 [30]
sliny, mo¢, plazma ~ UPLC-MS/MS (ESI") 0,02 [31]
kakao UPLC-MS/MS a HPLC-MS/MS (ESI) 0,09 [32]
2.7 Hydromorfon

Systematicky nazev  hydromorfonu je 4,5-a-epoxy-3-hydroxy-17-methyl-
-morfinan-6-on, CASN 466-99-9, struktura je uvedena na obr. 2.6. Jeho sumarni vzorec
je Ci7H19gNO;3 a relativni molekulova hmotnost 285,3. Je to jemny bily krystalicky
prasek s bodem tani 266 °C. Je mirné rozpustny ve vod¢, Iépe rozpustny v ethanolu a
uplné rozpustny v chloroformu. Ve formé soli se nejcastéji vyskytuje jako hydromorfon
hydrochlorid, ktery je zndm pod farmakologickym nédzvem Dilaudid. Dilaudid je bily
krystalicky prasek, ktery je citlivy na svétlo. Taje v rozmezi teplot 305 a 315 °C, pii
nichZ dochazi k Gplnému rozkladu. Je rozpustny ve vod¢, $patné rozpustny v ethanolu a

prakticky nerozpustny v chloroformu.

4 A\
HO O 0

Obr. 2.6 Chemicka struktura hydromorfonu.

Hydromorfon je polosynteticky derivat morfinu (hydrogenovany keton). Poprvé byl
syntetizovan v roce 1921, od roku 1926 je terapeuticky pouzivan. Radi se mezi opioidni
analgetika, pouziva se pfi 1écbé chronickych bolesti. Pfi perordlnim uziti mé zhruba
petkrat vyssi analgeticky ucinek nez morfin aplikovany touto cestou, bohuzel vSak také
vyvolava euforii a zavislost. U zavislych osob plné¢ nahradi morfin. U nékterych jedinct

jsou nezédouci Uc€inky nizsi nez u morfinu, je v§ak mozny i opak. Kromé peroralniho
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podéani hydromorofonu se vyuziva I¢kovych forem pro parenteralni, rektalni a spinélni
aplikaci [9-13].

Hydromorfon se dobfe vstiebava z gastrointestindlniho traktu. Je metabolizovan
Vjatrech glukuronidaci za vzniku hydromorfon-3-glukuronidu nebo redukci
ketoskupiny a néslednou konjugaci. Vylucuje se moci, pfiblizné¢ 6 % davky je moci
vylou¢eno béhem 24 hodin jako nezménény hydromorfon, piiblizné 30 % jako
konjugovany hydromorfon a pouze stopové mnozstvi jako 6a a 6p-hydroxy metabolity.
Hydromorfon je metabolit hydrokodonu [13].

Ptehled analytickych technik pro stanoveni hydromorfonu v riznych matricich

podava tabulka. 2.5.

Tabulka 2.5.
Vybrana stanoveni hydromorfonu v riznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng mI™]

plazma LC-MS/MS (ESI) 1,0 [33]

plazma LC-MS/MS (ESI) 0,01 [34]

moé LC-MS/MS (ESI*) 3,0 [21]

moé LC-MS/MS (ESI*) 15 [35]

mod, serum, plazma, - - o1 gy 2,0 [36]

krev, mekonium

2.8 Morfin

Morfin je hlavnim alkaloidem obsaZenym v opiu, d4 se vyrobit i synteticky.
Systematicky nazev morfinu je (50,6a)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorfinan-
3,6-diol, CASN 57-27-2, struktura je uvedena na obrazku 2.7. Sumarni vzorec morfinu
je C17H19NO3 a relativni molekulova hmotnost 285,3. Je to bily krystalicky prasek nebo
bilé piipadné bezbarvé jehlicovité krystalky. Teplota tdni se pohybuje v rozmezi
254-256 °C, pfi niz dochazi k uplnému rozkladu. Analgeticky Gc¢inny je (—)-morfin,
(+)-isomery jsou netéinné. M¢El by byt uchovavan v dobfe uzavienych nadobach,
chranén pred svétlem. Je dobie rozpustny v glycerolu a ethanolu, hiife rozpustny ve
vod¢ a v chloroformu, prakticky nerozpustny v etheru. Rozpustnost se miize ménit
podle zplisobu ptipravy a krystalického stavu. Ve formé soli se vyskytuje morfin
hydrochlorid, morfin sulfat a morfin acetat. Soli jsou bilé ptipadné bezbarvé krystalické

prasky, krystalky nebo bilé objemové hmoty. Jsou dobie rozpustné ve vod¢ a
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Vv ethanolu, prakticky nerozpustné v chloroformu (kromé morfinu acetatu) a v etheru.

Jejich roztoky vzniklé rozpusténim piislusné soli ve vodeé jsou levotocivé [10, 13].

N/

4

HO O OH

Obr. 2.7 Chemick4 struktura morfinu.

Morfin se rychle absorbuje po podkozni, nitrozilni i nitrosvalové aplikaci.
Absorpce pifi oralnim podani je proménliva, funguje zde znaény ,,first-pass®
metabolismus a biodostupnost je vtomto piipadé 20-30 %. Muze se vyskytnout
enterohepatické cirkulace. Nejvyssi koncentrace se dostanou do ledvin, jater, plic a do
sleziny, v nizsich koncentracich je obsazen ve svalech a v mozku, v tkanich se
neakumuluje. Morfin prochéazi pfes hematoencefalickou bariéru a pies placentu, byl
nalezen v matetském mléku a potu. Metabolizovano je ptiblizné€ 90 % aplikované davky

morfinu [13, 14].

Mezi jeho hlavni metabolity patii morfin-6-glukuronid a morfin-3-glukuronid.
Morfin-6-glukuronid vykazuje podobnou afinitu k opioidnim receptorim jako samotny
morfin a je vice analgeticky U¢inny, zatimco morfin-3-glukuronid pisobi jako
antagonista. Dalsi metabolické reakce zahrnuji N-demethylaci, O-methylaci a N-oxid
formaci, vznikd normorfin, kodein a morfin étericky sulfat.

Morfin je vylu¢ovan moci, asi 10 % z celkového mnozstvi je vylu¢ovéano Zluci do
stolice. Po parenterdlnim podani je vice nez 90 % aplikované davky vylou¢eno moci
béhem 24 hodin. Z toho 10 % pfipad4 na nezménény morfin, 65-70 % na konjugovany
morfin, az 10 % je morfin-3-étericky sulfat, 1 % je normorfin a 3 % je normorfin
glukuronid. Po oralni aplikaci je zhruba 60 % aplikované davky vylouc¢eno mo¢i béhém
24 hodin a pfiblizn¢ 3 % jako nezménény morfin béhem 48 hodin. Vylucovani moci
morfinu je ovlivnéno pH moci. Pokud je moc¢ vice kyseld, je vylouceno vice

nezménéného morfinu a naopak pii vice zésadit¢ moci stoupa obsah konjugovanych
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glukuronidd. V mrtvém téle je morfin pomalu pfeménovan na pseudomorfin, ktery
muze byt nalezen pti exhumaci. Morfin je hlavni metabolit heroinu a kodeinu [13, 37].

Ve vodnych roztocich je morfin oxidovan na pseudomorfin a morfin N-oxid.
Oxidace morfinu v pevné fazi nejspi§ probihd podle jiného mechanismu, protoze
Vv krystalickém morfinu sulfatu byl objeven 10-S-hydroxymorfin a v bazi morfinu
stopové mnozstvi 10-oxomorfinu [38].

Nejcastéji je davkovan ve formée injekéniho roztoku hydrochloridu. Pouzivéa se pii
krutych bolestech napt. u zhoubnych nadorovych onemocnéni, po tézkych urazech, po
operacich apod. Jeho tlumivé U¢inky na dechové centrum se daji vyuzit pii prudce
probihajicim plicnim edému. Vzhledem k jeho navykovosti je tfeba uvazit jeho pouziti.
Pti kratkodobém uzivani, pfiméfeném davkovani a vhodném zptsobu aplikace je pii
krutych bolestech témét vyloucen vznik zavislosti [9, 14].

Piehled analytickych technik pro stanoveni morfinu v rliznych matricich podava

tabulka 2.6.

Tabulka 2.6.
Vybrana stanoveni morfinu v riiznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng ml™]
historické 1ékové formy  LC-MS/MS (APPI*) [8]
komeréni vzorek TLC-MS/MS - [15]
komeré&ni vzorek LC-MS/MS (ESI) - [16]
mo¢ LC-MS/MS (ESI) 1,2 [39]
mo¢ LC-MS/MS (ESI*) 3,0 [35]
sérum LC-MS/MS (ESI™) 9,1 [40]
plazma LC-MS/MS (ESI™) 4,7 [41]
sliny UHPLC-MS/MS (ESIY) 1,92 [42]
sliny UHPLC-MS/MS (APCI) 0,69 [42]
sliny UHPLC-MS/MS (APPIY) 2,08 [42]
2.9 Atropin

Atropin (obr. 2.8), systematicky [(1R,5S)8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oktan-3-yl]-
-3-hydroxy-2-fenyl-propanoat, je esterem tropinu a kyseliny tropové. Je to bezbarvy az
bily krystalicky prasek nahotklé chuti. Sumarni vzorec atropinu je C17H23NO3, relativni
molekulova hmotnost 289.4, teplota tani 114-118 °C. Atropin je dobie rozpustny

v ethanolu a chloroformu, téméf nerozpustny ve vode. Ve formé soli je vyuZivan siran
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atropinu, ktery se velmi snadno rozpousti ve vodé, v ethanolu a glycerinu. V etheru a

chloroformu je prakticky nerozpustny. V pfitomnosti vlhkosti se z¢asti hydrolyzuje
[10, 13].

CHS CH3
/

o) OH o) :
o) \ll/\@

(@)

Obr. 2.8 Chemicka struktura (a) atropinu a (b) hyosciaminu.

Atropin je hlavnim ucinnym alkaloidem lilkovitych rostlin, zejména ruliku (Atropa
belladonna), blinu (Hyoscyamus niger) a durmanu (Datura stramonium), ale lze jej
ptipravit i synteticky [9, 10]. V rostlinach se nativné vyskytuje alkaloid (—)-hyosciamin,
ktery se v roztoku spontanné méni na racemicky (+)-hyoscyamin, tedy na atropin.
V uvedenych rostlinach se v rozdilnych mnoZstvich vyskytuje i skopolamin (hyoscin),

ktery je chemicky a v fad¢ hledisek i ucinkem blizky atropinu.

Z tarmakologického hlediska se atropin fadi mezi parasympatolika, tedy 1éky tlumici
¢innost parasympatického systému [10, 11]. Ma anticholinergni vlastnosti, coz
znamena, ze blokuje U¢inek neurotransmiteru acetylcholinu. Jeho Gcinek je odstupiiovan
nasledovné: zlazy > oko, srdce > hladké svalstvo > CNS. Jako prvni projev ucinku
atropinu nastava vétSinou utlum sekrece slinnych a potnich zlaz, coz zptisobuje sucho
Vv ustech a ztizené polykani. Poté nasleduje sniZeni sekrece 714z dychacich cest (chrapot)
I sekrece slz. K blokade sekrece zaludec¢nich zlaz je nutna vysoka davka atropinu. U o¢i
atropin zpusobuje dlouhodobou mydriazu (rozsifeni o¢ni zornice), akomodaci a zvySeni
nitroo¢niho tlaku. U srdce ptlisobi ptiznivé pii poruchich rytmu. U hladkého svalstva
uvolnuje kiece (spasmolytikum). Na centralni nervovou soustavu plisobi az v relativné
vysokych davkach. Zpisobuje neklid, podrazdéni, halucinace, zaSkuby az kiece.
Vysoké davky atropinu také vyvoldvaji hypertermii, pfedev§im blokddou poceni.

Mizeme jej zafadit i mezi antiparkinsonika, vyrazné zlepsuje svalovou ztuhlost [9-11].
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Pti peroralnim podéni se atropin dobie absorbuje a dobie pronika biologickymi
membranami [13]. Pfiblizn¢ 80-90% pivodni davky je vylou¢eno moc¢i béhem 24
hodin, z toho pfipada polovina na metabolity a polovina na nemetabolisovany atropin.
Stopova mnozsti atropinu se vylucuji i stolici. Mezi nalezené metabolity atropinu patfi
tropin, kyselina tropova, noratropin, N-demethyltropin, N-demethylatropin,
p-hydroxyatropin, p-hydroxyatropin N-oxid, glukuronidové konjugaty a sulfatové
konjugaty atropinu, N-demethyltropin a p-hydroxyatropin [43, 44].

Ptehled stanoveni atropinu v jednotlivych matricich je uveden v tabulce 2.7.

Tabulka 2.7

Vybrana stanoveni atropinu v riznych matricich chromatografickymi metodami
vzorek metoda limit detik ce citace

[ng ml™]

tablety RPHPLC-UV - [45]
mod LC-MS/MS (ESIY) 5 [43]
mod LC-UV, MS, NMR - [44]
mo¢ LC-MS/MS (ESIY) - [46]
plazma  LC-MS (APCI) 1 [47]
plazma  LC-MS/MS (ESI") 1 [47]

2.10 Thebain

Thebain (obr. 2.9) je opioidni alkaloid, da se vyrobit i synteticky. Systematicky
nazev thebainu je (5a)-6,7,8,14-tetradehydro-4,5-epoxy-3,6-dimethoxy-17-
-methylmorfinan, CASN 115-37-7. Sumarni vzorec thebainu je C19H2;NOj3 a relativni
molekulova hmotnost 311,4. Je to bily prasek s teplotou tani 193 °C. Je rozpustny
V horkém ethanolu, chloroformu a benzenu, hife rozpustny v etheru a velmi Spatné se

rozpousti ve vode.

N
g@ O
0 o)kCHs
(b)

Obr. 2.9 Chemicka struktura (a) thebainu a (b) thebakonu.
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Mezi derivaty thebainu patii acetyldemethyldihydrothebain neboli thebakon.
Systematicky nazev thebakonu je (5a)-6,7didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17-
-methylmorfinan-6-ol acetat, CASN 466-90-0. Sumarni vzorec je CooH23NO, a relativni
molekulova hmotnost 341,4. Je to bily prasek s teplotou tani 154 °C. Je rozpustny
v ethanolu, chloroformu a etheru, prakticky nerozpustny ve vodé. Mezi jeho soli patii
thebakon hydrochlorid, ktery je zndm pod farmaceutickym nazvem Acedicon. Jeho bilé
krystalky jsou rozpustné ve vodé a taji v rozmezi teplot 132—135 °C, pfi nichz dochazi
K uplnému rozkladu [13].

Thebain je jednim z vedlejSich alkaloidi vyskytujicich se v opiu, izoluje se jako
odpadni produkt pii extrakci morfinu z opia. Jeho obsah v maku setém (Papaver
somniferum) je pfiblizné¢ 0,2%. Vedle maku setého zname i mak listenaty neboli
thebainovy (Papaver bracteatum), jehoz hlavnim alkaloidem je pravé thebain. Tento
mak ma semena bila a jeho vyuziti neni tak Siroké jako u méaku setého.

Thebain je uzivan jako slozka analgetik, ptfedevs§im téch nendvykovych. Acedikon je
pomérné malo uzivanym analgetikem. M4 asi polovicni analgetickou Uc¢innost nez
morfin, ve srovnani s kodeinem je Ctyfikrat u¢inngjsi. Kromé tiSeni bolesti tlumi také
kasel. Denni davka je obvykle 10-30 mg.

V jatrech je thebakon metabolizovan na thebain. Hlavnim metabolitem thebainu je
oripavin (3-O-demethylthebain), ktery se naslednou O-demethylaci rozpada postupné na
kodein a dale na morfin. Mezi dal§i metabolity thebainu patii nororipavin (3-O,N-di-
-demethylthebain) a northebain. Volny thebain a jeho metabolity se vylucuji moci
béhém 96 hodin, stopové mnozstvi je vylouceno stolici [14, 48, 49].

Piehled analytickych technik pro stanoveni thebainu v riiznych matricich podava

tabulka 2.8.

Tabulka 2.8
Vybrana stanoveni thebainu v riznych matricich chromatografickymi metodami

limit kvantifikace

matrice metoda 1 citace
[ng mI™]

komer¢ni vzorek ~ TLC-MS/MS - [15]

komeréni vzorek  LC-MS/MS (ESI*) - [16]

komeréni vzorek ~ LC-MS/MS (ESI*) - [53]

mo¢ LC-MS (APCI") 0,3 [54]
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3 EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Analyzované vzorky historickych 1é¢ivych pripravki

Studované vzorky historickych 1é&ivych piipravkt byly ziskany z Ceského
farmaceutického muzea v Kuksu, ¢ast vzorkll pochézela ze sbirek Katedry analytické
chemie PiF UK. Podminky skladovani vzorki nebyly pfesné znadmy, ptredpoklada se
jejich ulozeni v temnu pii laboratorni teploté. Datace vzorka byla provedena bud’ na
zéklad¢ vytisténé Sarze, nebo v nékterych ptipadech jen piiblizn¢ podle informaci na
obalu (podle ndzvu firmy a udané ceny). Vzorky lze rozdélit do dvou skupin podle

druhu I€kové formy (tablety a injek¢ni roztoky) a dale podle G€inné latky.

3.1.1 Analyzované vzorky tablet

Peroralni tablety ,,Codein phosphoric. Dr. Heisler 0,05 g (obr. 3.1) byly vyrobeny
Vv rozmezi let 1944-1945. Analyzované tablety byly lehce nazloutlé barvy, deklarovany
obsah fosfore¢nanu kodeinu byl 0,05 g v jedné tableté.

20 COMPROID

Nomen registratum,

1 tab.=—0.05 g Codeinl
phosph.

PRETIUM: K 17°50.
Nro reg. 1680,

Obr. 3.1 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku kodeinu
,»Codein phosphoric. Dr. Heisler 0,05 g* z let 1944-1945.

Tablety s hydrochloridem ethylmorfinu, jako Uc¢innou latkou, byly k dispozici
v n€kolika druzich (obr. 3.2). Prvni druh ptedstavovaly peroralni tablety ,,Diolan*
vyrobené firmou Spolek pro chemickou a hutni vyrobu (SChHV) v rozmezi let

1944-1945. Analyzované tablety byly nazloutl¢ barvy, deklarovany obsah byl 0,01 g,
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0,015 g nebo 0,03 g hydrochloridu ethylmorfinu v jedné tableté. Druhym druhem byly
peroralni tablety ,,.Diolan“ vyrobené firmou Slovakofarma Hlohovec v roce 1952.
Analyzovana tableta byla bil¢ barvy, deklarovany obsah hydrochloridu ethylmorfinu byl
0,03 g v jedné tableté. Tretim druhem byly peroralni tablety ,,Diolan* vyrobené firmou
Spofa v roce 1991. Analyzovana tableta byla bilé barvy, deklarovany obsah
hydrochloridu ethylmorfinu byl 0,03 g v jedné tableté.

Nomen re;lsmtud?-ﬁ‘
"9

1 tab, == 0,01 g Acthyl- T
morphini hydrochl, 17 15 1 0, == 0,08 g Aetigi-
" o o byarat,
PRETIUM: K 13—, | | PRETIUM: K 10-50.

8
Nro, reg, 603 Nre. reg, “&'

PRETIUM : K 11—,
Nro. reg, 608,

(d)

Obr. 3.2 Obaly analyzovanych historickych 1é¢ivych ptipravki hydrochloridu ethylmorfinu:
(a) ,,Diolan* 0,01 g z let 1944—1945, (b) ,,Diolan* 0,015 g z let 1944—-1945, (c) ,,Diolan* 0,03 g
z let 1944-1945, (d) ,,Diolan“ 0,03 g z roku 1952, (e) ,,Diolan* 0,03 g z roku 1991.

Peroralni tablety ,,Papaverin-Thesal* (obr. 3.3) byly vyrobeny firmou Spofa v roce
1954. Analyzovana tableta byla lehce Sedého zbarveni, deklarovany obsah ucinnych

latek byl 0,3 g theobrominu a 0,025 g hydrochloridu papaverinu v jedné tableté.
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Obr. 3.3 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku papaverinu a
theobrominu ,,Papaverin-Thesal“ z roku 1954.

Peroralni tablety ,,Dilaudid hydr.” (obr. 3.4) byly vyrobeny jako klinicky vzorek
firmou Sanomedia (Praha) v roce 1941. Analyzovana tableta byla bilé barvy,

deklarovany obsah hydrochloridu hydromorfonu byl 0,0025 g v jedné tableté.

Obr. 3.4 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku
hydrochloridu hydromorfonu ,,Dilaudid hydr.* z roku 1941.

3.1.2 Analyzované vzorky injekc¢nich roztokt

Injekéni roztok ,,Morphin-Atropin pro injectione Dr. Heisler” (obr. 3.5) byl vyrobeny
firmou Spojené farmaceutické zavody (Chrast u Chrudimi) v rozmezi let 1946-1948.
Analyzovanym vzorkem byl €iry roztok o objemu 1 ml uchovavany v zatavené sklenéné
ampulce, deklarovana koncentrace byla 0,02 g ml ™ hydrochloridu morfinu a
0,0002 g ml™* siranu atropinu.
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Obr. 3 5 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku
,,Morphin-Atropin pro injectione Dr. Heisler* z let 1946-1948.

Injekéni roztok ,,Papaverin-Atropin® (obr. 3.6) byl vyroben firmou Dr. Klan (Praha)
v rozmezi let 1937-1945. Analyzovanym vzorkem byl nazloutly roztok o objemu 1 ml
uchovavany v zatavené sklenéné ampulce, deklarovana koncentrace byla 0,04 g ml™

siranu papaverinu a 0,001 g ml™ siranu atropinu.

Illll]lIIIlllImIlllIIIlllllllmllhlllllllmlIIIIIlIlIIlIIII|ll|l||||llllllllllllllllIIIIIlllllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIlIlIIIIHIIIIIIlllII_L_l
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: o
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Obr. 3.6 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku
~Papaverin-Atropin® z let 1937-1945.

Injekéni roztok ,,Acedicon® (obr. 3.7) byl vyroben firmou C. H. Boehringer Sohn,
Hamburk, v rozmezi let 1930-1939. Analyzovanym vzorkem byl ¢iry roztok o objemu
1 ml uchovavany v zatavené sklenéné ampulce, deklarovana koncentrace byla

0,01 g ml* acetyldemethyldihydrothebainu hydrochloridu.
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Obr. 3.7 Obal analyzovaného historického 1é¢ivého piipravku
,»Acedicon® z let 1930-1939.

3.2 Pouzité chemikalie

Ke kvantifikaci U¢innych latek analyzovanych historickych 1ékovych forem byly
pouzity nasledujici standardy: hemihydrat fosfore¢nanu kodeinu Ph. Eur. 2012 97%
(Zentiva), papaverin hydrochlorid > 98% (Sigma-Aldrich), monohydrat siranu atropinu
> 97% (Sigma-Aldrich), theobromin > 99% (Sigma-Aldrich).

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni udano jinak) analytické Ccistoty:
acetonitril pro HPLC (Lach-Ner), amoniak 25% vodny roztok (Lach-Ner), diethylether
(Merck), hydroxid sodny (Lachema), chlorid sodny (Lachema), methanol pro HPLC
(Lach-Ner), chloroform pro HPLC (Lach-Ner), mravenéi kyselina 86% (Lachema),
pyridin (Sigma-Aldrich), siran  hofe¢naty  bezv. (Lachema), smes

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethylchlorosilanu 99:1 (Supelco).

3.3 Postupy méreni a vyhodnocovani vysledkii

3.3.1 Pouzité ptistroje
K vézeni byly pouzity analytické¢ vahy Kern ALJ 220-4 (Némecko). Pti rozpousténi
byla pozivana ultrazvukovd ldzen Sonorex Bandelin (Némecko). Roztoky byly

pipetovany pomoci automatickych pipet Biohit Proline (Finsko). K méfeni pH byl
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pouzit pH metr IQ 125 (Scientific Instruments, USA). Roztoky byly filtrovany pomoci
filtra Iso-Disc Filters N-13-2, Nylon 13 mm x 0,2 um (Supelco, USA).

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci byla méfena na
chromatografu HP 1100 (Hewlett-Packard) s wvnitinim diode-array detektorem,
spojenym s hmotnostnim spektrometrem Bruker Esquire 3000 s iontovou pasti a ESI
inoizaci.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci byla méfena na plynovém
chromatografu QP 2010 spojeném s jednoduchym kvadrupoélem s elektronovou ionizaci
(Shimadzu). Byla pouzita kolona DB5 o délce 25 m, vnitinim priméru 0,25 mm a

tloust’ce filmu 0,25 pm a nosnym plynem bylo He 5.1.

3.3.2 Analyza vzorku kodeinu

Analyzovana tableta byla zhomogenizovana v tfeci misce, bylo odvazeno asi 100 mg
presné a rozpusténo v 50,00 ml acetonitrilu v odmérné batice. Rozpustény vzorek byl
piefiltrovan.

Naredény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné Prontosil Cig o délce
200 mm, praméru 2 mm a velikosti zrn 3 um. Teplota kolony byla nastavena na 25 °C.
Byla pouZita izokratickd eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mraven€anovy pufr
o pH = 3,00 (50:50, v/v). Pritok mobilni faze byl 0,200 ml min™. Bylo davkovéno
10 pl vzorku a celkova doba analyzy byla 6 min. Detekce probihala pfi vlnové délce
285 nm. Za DAD detektor byl sériové pfipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci
Vv pozitivnim moédu. Jako zmlzovaci plyn byl pouzit dusik (40 psi). Jako susici plyn byl
pouzit dusik s pritokem 7,51 min™ o teplotd 315 °C a napéti na kapilafe 4kV. Rozsah
méfeni byl 50-600 m/z.

3.3.3 Analyza vzorku ethylmorfinu

Analyzovana tableta byla zhomogenizovana v tfeci misce, bylo odvaZzeno asi 10 mg
pfesné a rozpusténo v 5,00 ml acetonitrilu v odmérné barnce. Rozpustény vzorek byl
ptefiltrovan.

Natedény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné¢ Watrex RP Cyg
o délce 250 mm, priméru 4 mm a velikosti zrn 5 pm. Teplota kolony byla nastavena na
25 °C. Byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy

pufr o pH = 3,00 (40:60, v/v). Priitok mobilni faze byl 0,650 ml min™t. Bylo davkovano
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10 pl vzorku a celkova doba analyzy byla 15 min. Detekce probihala pti vinové délce
284 nm. Za DAD detektor byl sériové piipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci
V pozitivnim modu. Jako zmlzovaci plyn byl pouzit dusik (45 psi). Jako susici plyn byl
pouzit dusik s pritokem 8,5 | min o teplot& 325 °C a napé&ti na kapilafe 4kV. Rozsah
méfeni byl 50-700 m/z.

3.3.4 Analyza vzorku papaverinu a theobrominu

Analyzovana tableta byla zhomogenizovana v teci misce. Pro stanoveni papaverinu
bylo odvazeno asi 25 mg piesné a rozpusténo v 5,00 ml smési acetonitril-voda
(1:1, v/v) v odmérné bance. Rozpustény vzorek byl piefiltrovan. Pro stanoveni
theobrominu bylo odvazeno asi 10 mg pfesné a rozpusttno v 50 ml smési
acetonitril-voda (1:1, v/v) v odmérné bance. Rozpustény vzorek byl piefiltrovan a
0,50 ml filtratu bylo zfedéno acetonitrilem v odmérné banice na celkovy objem
10,00 ml.

Natedény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné¢ Watrex RP Cig
o délce 250 mm, priméru 4 mm a velikosti zrn 5 um. Teplota kolony byla nastavena na
25 °C. Byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy
pufr o pH = 3,00 (50:50, v/v). Priitok mobilni faze byl 0,650 ml min™t. Bylo davkovano
10 pl vzorku a celkova doba analyzy byla v pifipadé papaverinu 10 min v piipadé
theobrominu 15 min. Detekce papaverinu probihala pfi vinové délce 240 nm, v piipadé
analyzy theobrominu byla poZita vlnova délka 272 nm. Za DAD detektor byl sériové
pfipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci v pozitivnim moddu. Jako zamlZovaci
plyn byl pouzit dusik (45 psi). Jako susici plyn byl pouzit dusik s pritokem 8,5 | min™
0 teploté¢ v ptipadé papaverinu 325 °C v piipad¢ theobrominu 315 °C a napéti na

kapilate 4kV. Rozsah méteni byl 50-600 m/z.

3.3.5 Analyza vzorku dilaudid chloridu

Analyzovana tableta byla zhomogenizovana v tfeci misce, bylo odvaZeno asi 10 mg
ptesné a rozpusténo v 10,00 ml smési acetonitril-voda (1:1, v/v) v odmérné bance.
Rozpustény vzorek byl piefiltrovan a 1,00 ml filtratu bylo zfedéno acetonitrilem
v odmérné baiice na celkovy objem 10,00 ml.

Natedény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné¢ Watrex RP Cig

o délce 250 mm, priméru 4 mm a velikosti zrn 5 um. Teplota kolony byla nastavena na
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25 °C. Byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy
pufr o pH = 3,00 (40:60, v/v). Pritok mobilni faze byl 0,650 ml min. Bylo davkovano
20 pl vzorku a celkova doba analyzy byla 15 min. Detekce probihala pfi vinové délce
280 nm. Za DAD detektor byl sériové pfipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci
V pozitivnim modu. Jako zamlzovaci plyn byl pouzit dusik (45 psi). Jako susici plyn byl
pouzit dusik s pritokem 8,5 | min o teplot& 325 °C a napéti na kapilafe 4kV. Rozsah
méfeni byl 50-700 m/z.

3.3.6 Analyza vzorku morfinu a atropinu

Z analyzovaného roztoku bylo odpipetovano 10 pl a bylo zfedéno acetonitrilem
v odmérné banice na celkovy objem 10,00 ml.

Naredény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné Supelcosil RP Cig
o délce 150 mm, praméru 4,6 mm a velikosti zrn 5 um. Teplota kolony byla nastavena
na 25 °C. Byla pouzita gradientova eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM
mravenc¢anovy pufr o pH = 3,00. Bylo davkovano 5 ul vzorku a celkova doba analyzy
byla 25 min. Detekce probihala pii vinové délce 252 a 269 nm. Za DAD detektor byl
sériové piipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci v pozitivnim modu. Jako
zmlzovaci plyn byl pouzit dusik (45 psi). Jako sus$ici plyn byl pouzit dusik s pratokem
8,5 I min o teploté 325 °C a napéti na kapilafe 4kV. Rozsah mékeni byl 50-600 m/z.

3.3.7 Analyza vzorku papaverinu a atropinu

Z analyzovaného roztoku bylo odpipetovano 5 ul a zfedéno 10,00 ml acetonitrilu
vV odmérné baiice. Dale bylo 0,10 ml takto pfipraveného roztoko zfedéno acetonitrilem
Vv odmérné batice na celkovy objem 10,00 ml.

Naredény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na kolon€¢ Watrex Cig o délce
250 mm, praméru 4 mm a velikosti zrn 5 pm. Teplota kolony byla nastavena na 25 °C.
Byla pouzita gradientova eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy pufr
opH = 3,00. Bylo davkovano 10 pl vzorku a celkova doba analyzy byla 25 min.
Detekce probihala pii vlnoveé délce 252 nm. Za DAD detektor byl sériové piipojen
hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci v pozitivnim moddu. Jako zmlzovaci plyn byl
pouzit dusik (45 psi). Jako susici plyn byl pouzit dusik s pritokem 8,5 | min™ o teploté
325 °C a napéti na kapilafe 4kV. Rozsah méfeni byl 50-600 m/z.
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3.3.8 Analyza vzorku acetyldemethyldihydrothebainu

Z analyzovaného roztoku bylo odpipetovano 10 pl a bylo zfedéno vodou
v odmérné barice na celkovy objem 10,00 ml.

Natedény vzorek byl analyzovan metodou HPLC-MS na koloné¢ Watrex RP Cig
o délce 250 mm, pruméru 4 mm a velikosti zrn 5 um. Teplota kolony byla nastavena na
25 °C. Byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy
pufr o pH = 3,00 (40:60, v/v). Pritok mobilni faze byl 0,650 ml min. Bylo davkovano
10 pul vzorku a celkova doba analyzy byla 25 min. Detekce probihala pti vinové délce
281 nm. Za DAD detektor byl sériové piipojen hmotnostni spektrometr s ESI ionizaci
V pozitivnim modu. Jako zmlzovaci plyn byl pouzit dusik (45 psi). Jako susici plyn byl
pouzit dusik s pritokem 8,5 | min™ o teplotd 325 °C a napéti na kapilare 4kV. Rozsah
méfeni byl 50-600 m/z.

Z analyzovaného roztoku bylo odebrano 0,50 ml a pfidano 50 pl vodného roztoku
amoniaku o koncentraci 25 %. Tim doslo K pfevedeni analyzovaného roztoku na bazi.
K této smési bylo pfidano 0,50 ml destilované vody, 1,00 ml diethyletheru a 0,5 mg
chloridu sodného. Po protepani a oddé€leni fazi byla odebrana vrchni organicka ¢ast. Po
piidavku 0,5 mg siranu hofe¢natého byl roztok odpaien do sucha proudem argonu.
Nasledné byl vzorek derivatizaci upraven pro GC-MS analyzu. K odparku bylo ptidano
100 ul pyridinu a 50 ul smési N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethyl-
-chlorosilanu. Roztok byl zahtat na 80 °C a sonifikovan po dobu 30 minut. Poté byl
vzorek odpatfen do sucha v proudu argonu a nasledné rozpustén ve 100 ul chloroformu.

Nasilylovany vzorek byl analyzovan metodou GC-MS na koloné DBS5 o délce 25 m,
vnitinim priméru 0,25 mm a tloust'ce filmu 0,25 pm. Teplota kolony byla nastavena na
100 C. Teplota injektoru byla 250 °C. Prutok mobilni faze (Helium) v koloné byl
0,53 ml min*. Hodnota tlaku byla nastavena na 100 kPa. Bylo davkovano 6 pl vzorku a
celkova doba analyzy byla 11 min. K analyze eluovanych latek byl pouzit hmotnostni
spektrometr s elektronovou ionizaci. Teplota iontového zdroje byla 200 °C a teplota

interface byla 280 °C. Rozsah méfeni byl 35-400 m/z.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza tablet ,,Codeinphosphoric. Dr. Heisler 0,05 g*

4.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku peroralnich tablet kodeinu byla provadéna metodou HPLC/MS. Pii
optimalizaci metody jsem vychazela z diive publikovanych praci, jejichz piehled je
podan vyse v kap. 2.3. Nejprve jsem se zaméfila na vybér nejvhodnéjsi stacionarni faze
s ohledem na jeji celkovou selektivitu. Vzhledem k charakteru analytu a s vyuzitim
informaci z literatury jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii.

Jako prvni jsem testovala kolonu Supelco RP Cig 0 délce 150 mm, vnitinim priméru
4,6 mm avelikosti zrn 5 um. Mobilni fazi byla smés methanol-voda testovana
v riznych pomérech MeOH:H,O (90:10, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 50:50,
25:75). Ziskané chromatogramy vykazovaly symetricky a Uzky pik kodeinu, ale
analyzovana latka méla relativné kratky retenéni cas lezici v blizkosti piku
odpovidajicimu mrtvému Casu.

Z tohoto divodu jsem presla k testovani kolony Watrex RP Cig o délce 250 mm,
vnitinim priméru 4 mm a velikosti zrn Spm. Nejprve jsem pouzila izokratickou eluci
smobilni fazi ve slozeni methanol-voda Vv riznych pomérech MeOH:H,O (90:10,
80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90). Bylo zjisténo, Ze
separacni proces probiha mnohem lépe v mirné kyselém prostiedi a proto jsem presla
K mobilni fazi tvofené acetonitrilem a mraven¢anem amonnym (10mM) okyselenym na
pH = 3,00 mravenc¢i kyselinou. Byly testovany nasledujici poméry organické a vodné
faze 20:80, 30:70, 35:65, 40:60 a 50:50, jako optimalni pomér byl stanoven 50%
organické faze a 50% vodné faze. Dale byl testovan vliv priitokové rychlosti mobilni
faze na separac¢ni ucinnost kolony. Rychlost pritoku byla variovana v intervalu
0,3-0,7 mi min?t a bylo sledovano reten¢ni chovani analytu. BohuZzel se ukazalo, ze
prutokova rychlost, ktera by byla optimalni z hlediska chromatografie je pfili§ vysoka
s ohledem na pouzitou hmotnostni detekci s ESI ionizaci.

Proto byla k separaci pouzita kolona s menS$im vnitinim primérem a jemnéjsi

zrnitosti, konkrétn¢ kolona Prontosil Cig 0 délce 200 mm, vnitinim priméru 2 mm a
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velikosti zrn 3um. Byla pouzita izokratickd eluce s mobilni fazi acetonitril a 10mM

mravencanovy pufr o pH = 3,00 (50:50, v/v). Pritok mobilni faze byl 0,2 ml/min.

4.1.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace
hmotnostnich spekter
HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety kodeinu je zobrazen na
obr. 4.1, kodeinu nalezi pik s reten¢nim ¢asem 2,6 min. Rozmyty pik S retenénim ¢asem
14,5 min byl identifikovan jako necistota z methanolu (m/z = 365), S analyzovanym
vzorkem kodeinu tedy nesouvisi. Odpovidajici hmotnostni spektrum piku kodeinu

s hlavnimi ionty [M+H"] je zobrazeno na obr. 4.2.

g Y
ugt

Obr. 4.1: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety kodeinu na koloné
Prontosil Cig 200 x 2 mm X 3um izokratickou eluci s mobilni fazi acetonitril a

10mM mravencanovy pufr o pH = 3,00 (50:50, v/v) s pratokem 0,200 ml/min,
tg kodeinu je 2,6 min.
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Obr. 4.2: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného kodeinu
z analyzovaného vzorku, b) vypocitané izotopické zastoupeni iontu CigH,oNOs,
¢) nasimulované izotopické zastoupeni pro iont C;gH,;NO3Na.

Z obrazku 4.2 je patrna dobrd shoda protonizovaného iontu kodeinu s teoretickym
izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 300 a iontu m/z = 322, ktery je aduktem se
sodikem. Dale bylo zmétfeno hmotnostni spektrum kodeinu, které je zobrazeno na
obr. 4.3 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 300 nalezi protonizovanému kodeinu
(C18H22NO3), hodnota m/z 322 odpovida kodeinu se sodikem (C1gH2:NOsNa), hodnota
m/z 621 odpovida dimeru kodeinu se sodikem (CzsHs2N,OgNa). Molekularni iont
s hodnotou m/z 365 nenalezi ke kodeinu, tento iont byl identifikovan jako necistota

Z rozpoustédla.
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Obr. 4.3: Hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku tablety kodeinu ESI ionizaci
V pozitivnim modu: a) HPLC/MS/MS spektrum kodeinu, b)dcetiné spektrum vznikajici
z iontu m/z = 300.

Pro potvrzeni identity piku m/z = 300 byla provedena MS/MS analyza. Jako
prekurzor byl vybran iont protonované molekuly kodeinu s hodnotou m/z = 300. Jeho
fragmentaci v iontové pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamendny jako
spektrum dcetinych iontG (obr. 4.3 b)). Hlavnimi rozpadovymi produkty jsou ionty
s hodnotami m/z 282, 243, 225, 215, 199 a 183. Mechanismus fragmentace je uveden na
obr. 4.4. Z prekurzorového iontu m/z = 300 vznika iont 243 odsStépenim skupiny
—CH2CHNHCH3;, nasledujicim odstépeni molekuly vody vznikd iont 225. Z tohoto
iontu odstépenim skupiny —HCOCH vznikéd iont 183. Ziontu 243 vznikd iont 199
(odstépenim skupiny —C,H;0) a také 215 (odstépenim skupiny —CO). Z iontu 215
vznikd iont 183 odstépenim skupiny —CH3OH. lont 282 vznikad od$tépenim molekuly
vody z prekurzorového iontu m/z = 300.

V porovnani s piedchozi praci [8] byla namisto ionizace za atmosférického tlaku
pouzita ionizace elektrosprejem. V tomto piipadé dochazi k u€innéjsi fragmentaci
molekularniho iontu za vzniku vyss$iho poctu dcefinych iontl a tim se zvySuje citlivost

stanoveni.
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Obr. 4.4: Zakladni fragmentace protonizované molekuly kodeinu.

Identita kodeinu byla dale potvrzena porovnani UV spektra piku na chromatogramu
(obr. 4.5), které se shodovalo se spektrem publikovanym v literatufe [13], zejména
shodou absop¢nich maxim (kodein ve slabé kyselém prostfedi vykazuje tfi absorpcni

maxima pfi vinovych délkach 215 nm, 240 nm a 285 nm).
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Obr. 4.5:

UV spektrum kodeinu zméfeno na DAD detektoru.
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4.1.3 Stanoveni obsahu kodeinu ve vzorku
Stanoveni obsahu kodeinu ve vzorku bylo provedeno metodou standardniho ptidavku
na zéklad¢ ploch chromatografickych pikt. Kalibracni pifimka tohoto stanoveni je
zobrazena na obr. 4.6. Analyzovana tableta kodeinu obsahovala 49,0+0.4 mg kodeinu,
coz odpovida 98,0 + 0,7 % deklarované hodnoty (varia¢ni koeficient nepiesahl 5%).
Hodnota nalezeného obsahu byla tedy shodna s deklarovanou hodnotou a to i po
sedmdesati letech skladovani. Kodein v tableté zlstal i po tolika letech stale stabilni,

chromatografie neprokéazala piitomnost zadnych produkti degradace 1é¢iva.

2,50E+07

y = 1,01E+07x + 5,26E+06
A R2 = 1,00E+00
2,00E+07

1,50E+07

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00 : : :
0,00 0,50 1,00 150 cugmH] 2,00

Obr. 4.6: Stanoveni obsahu kodeinu v analyzovaném vzorku tablety metodou
standardniho ptidavku - graf kalibraéni zavislosti plochy piki A na Kkoncentraci
analyzované latky ¢ [pg ml™].
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4.2 Analyza tablet ,,Diolan*

4.2.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku peroralnich tablet Diolanu s ethylmorfinem jako u¢innou latkou byla
provadéna metodou HPLC/MS. Pii optimalizaci metody jsem vychézela z diive
publikovanych praci, jejichz piehled je podan vyse v kap. 2.4. Nejprve jsem se zaméfila
na vybér nejvhodnéjsi stacionarni faze. Vzhledem k charakteru analytu a s vyuzitim
informaci z literatury jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii. Proces
optimalizace byl provadén se vzorky pfipravenymi z tablety Diolan 0,03g SChHV,
protoze u této tablety byl deklarovan nejvyssi obsah ucinné latky.

Na zakladé zkuSenosti z meéfeni kodeinu jsem jako prvni testovala kolonu
Prontosil Cig 0 délce 200 mm, vnitinim priméru 2 mm a velikosti zrn 3 um. Mobilni
fazi byla smés acetonitril-mravencanovy pufr (10mM, pH = 3,00) testovand v poméru
50:50 a 60:40. Do vSech méfenych vzorkl s ethylmorfinem byl pfidavan kodein, jako
vnitini standard. Ziskané chromatogramy vykazovaly nesymetricky a ,,hrbolaty* pik
ethylmorfinu, ktery mél podobny elu¢ni ¢as jako pouzity vnitini standard. Pti pokusu
0 separovani téchto dvou pikii byla testovdna i1 gradientova eluce, kdy byl s ¢asem
ménén pomer organické a vodné faze z plivodnich 35% az do 65% organické faze
béhem 10 minut. Ani tato metoda vSak neptispéla k lepSimu rozliseni.

Dale byla testovana kolona Watrex Cig 0 délce 250 mm, vnitinim priméru 4 mm a
velikosti zrn Sum. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu a mraven¢anového
pufru (10mM, pH = 3,00). Byly testovany nasledujici poméry organické a vodné faze:
20:80, 30:70, 35:65, 40:60 a 50:50, jako optimalni pomér byl stanoven 40% organické
faze a 60% vodné faze. Dale byl testovan vliv pritokové rychlosti mobilni faze na
separaéni  uéinnost kolony. Rychlost pritoku byla variovana v intervalu
0,30-0,70 mImin™ a bylo sledovano retendni chovani analytu. Optimalni pritokové
rychlost byla ur€ena na zdklad¢ tlakovych moznosti kolony a s ohledem na pouZitou

hmotnostni detekci s ESI ionizaci na 0,65 ml min .

4.2.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace
hmotnostnich spekter
HPLC/MS chromatogram analyzované¢ho vzorku tablety diolanu je zobrazen na

obr. 4.7, byl nalezen pouze jeden pik s reten¢nim ¢asem 6,3 min. Ostatni malé piky
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srovnatelné s velikosti Sumu pfislusi tetrabutylamoniu, necistot¢ obazené

V mravencanovém pufru.

nnnnnn

sssss min)

Obr. 4.7: HPLC/MS chromatogram analyzované¢ho vzorku tablety Diolanu 0,03 g
(Spolek pro chemickou a hutni vyrobu) na koloné¢ Watrex RP C15250 x 4 mm x 5 pm
izokratickou eluci s mobilni fazi acetonitril a 10 mM mravencanovy pufr o pH = 3,00
(40:60, v/Vv) s pritokem 0,650 ml min*.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku ethylmorfinu a jeho vypocitané izotopické
zastoupeni je zobrazeno na obr. 4.8, ze které¢ho je patrnd dobra shoda protonizovaného

iontu ethylmorfinu (obr. 4.8 a)) s teoretickym izotopovym zastoupenim u iontu
m/z = 314 (obr. 4.8 b)).
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Obr. 4.8: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného ethylmorfinu
z analyzovaného vzorku, b) vypoéitané izotopické zastoupeni iontu C1gH,4NO3.
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Dale bylo zméfeno hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku Diolanu, které je
zobrazeno na obr. 4.9 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 314 nalezi protonizovanému
ethylmorfinu (C19H24NO3), hodnota m/z 242 tetrabutylamoniu — necistoté obsazené
v mravencanovém pufru. Molekularni ionty s hodnotou m/z 365, 381 a 413 nenalezi k

ethylmorfinu, tyto ionty byly identifikovany jako necistoty z rozpoustédla.
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Obr. 4.9: Hmotnostni spektrum analyzované¢ho vzorku tablety Diolanu ESI ionizaci
v pozitivnim modu: a) HPLC/MS/MS spektrum ethylmorfinu, b) nasimulované
izotopické zastoupeni pro iont Ci;gH4NOs, ¢) dcefiné spektrum vznikajici z iontu
m/z = 314.

Pro potvrzeni identity piku m/z = 314 byla provedena MS/MS analyza. Jako
prekurzor byl vybran iont protonované molekuly ethylmorfinu s hodnotou m/z = 314,
Jeho fragmentaci v iontové pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamenany
jako spektrum dcefinych iontd (obr. 4.9 c)). Hlavnimi rozpadovymi produkty jsou ionty
s hodnotami m/z 296, 257, 239, 229, 213, 201 a 183. Mechanismus fragmentace je
uveden na obr. 4.10. Z prekurzorového iontu m/z = 314 vznika iont 296 odstépenim
molekuly vody, z néhoz naslednym odstépenim —C4HsN vznika iont 229. Z tohoto iontu
odstépenim skupiny —C,H,4 vznika iont 201. Z prekurzorového iontu m/z = 314 vznika
iont 257 odstépenim skupiny —C3H7N, z néhoz vznikaji dalsi dva ionty: odstépenim
molekuly vody vznika iont 239 a ods$tépenim skupiny —C,H40 vznika iont 213. Z iontu

239 vznika iont 183 odstépenim skupiny —C3H,O.
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Obr. 4.10: Zakladni fragmentace protonizované molekuly ethylmorfinu.

Identita ethylmorfinu byla dale potvrzena porovnani UV spektra piku na
chromatogramu (obr. 4.11), které se shodovalo se spektrem publikovanym v literatuie
[13], zejména shodou absopénich maxim (ethylmorfin ve slabé kyselém prostiedi

vykazuje tfi absorpéni maxima pii vinovych délkach 215 nm, 240 nm a 284 nm).
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Obr. 4.11: UV spektrum ethylmorfinu zméteno na DAD detektoru.

4.2.3 Stanoveni obsahu ethylmorfinu ve vzorcich

Toto stanoveni prob&hlo pouze orientacné, protoZe jsem b&hem méfeni nemcéla
k dispozici standard ethylmorfinu. Diky pfidanému vnitinimu standardu kodeinu bylo

mozné provést pomérové porovnani obsahu ethymorfinu v jednotlivych tabletach.
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Metoda HPLC/MS neprokazala v tabletach Diolanu pfitomnost zadnych degradac¢nich
produktii ethylmorfinu a Ize tedy predpokladat, ze obsah uCinné latky se po letech
vyrazné nezmeénil. U tablety Diolan 0,03g SChHV byl obsah ucinné latky urcen jako
100% a obsah ethylmorfinu v ostatnich tabletach byl stanoven vici ni. Prehled

procentualniho zastoupeni ethylmorfinu v jednotlivych tabletach Diolanu je znazornén

v tabulce 4.1.
Tabulka 4.1
Stanoveni obsahu ethylmorfinu v jednotlivych tabletach
tableta %
Diolan 0.01 g SChHV 98,4
Diolan 0.015 g SChHV 114,6
Diolan 0.03 g SChHV 100,0

Diolan 0.03 g Slovakofarma  117,9
Diloan 0.03 g Spofa 1991 109,3

4.3 Analyza tablet ,,Papaverin-Thesal“

4.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku peroralnich tablet Papaverin-Thesal byla provadéna metodou
HPLC/MS. Pii optimalizaci metody jsem vychézela z dfive publikovanych praci, jejichZ
prehled je podan vyse v kap. 2.5. Nejprve jsem se zaméfila na vybér nejvhodngjsi
stacionarni faze s ohledem na jeji celkovou selektivitu. Vzhledem k charakteru analytu a
s vyuzitim informaci z literatury jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii.

Byla pouzita kolona Phenomenex Synergi RP o délce 250 mm, vnitinim praméru
2 mm a velikosti zrn 4pm. Jako mobilni faze byla pouZita smés acetonitrilu a mraven-
¢anového pufru (10mM, pH = 3,00) s izokratickou eluci, testovana v riznych pomérech
ACN:MP (50:50, 60:40). S pouzitim tohoto slozeni mobilni faze nebyl detekovan pik
theobrominu a pik papaverinu byl pfili§ rozmyty. Byla pouZzita mobilni fdze ACN:H,0
v riznych pomérech (90:10, 70:30, 60:40, 55:45, 50:50). V tomto piipad¢ doslo ke
zvySeni symetrie piku papaverinu, ale pik theobrominu stale nebyl detegovan.

Dale byla pouzita kolona Watrex RP Cig 0 délce 250 mm, vnitinim priméru 4 mm a
velikosti zrn Spm. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu a mravencanového

pufru s izokratickou eluci, tato smés byla testovana v riznych pomérech (90:10, 70:30,
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60:40, 50:50, 40:60). Pricemz jako optimalni pomér, pii kterém doslo k nejlepsSimu

rozliSeni obou pikt, byl ur¢en pomér 50:50.

4.3.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace

hmotnostnich spekter
HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety Papaverin-Thesal je
zobrazen na obr. 4.12. Pik sreten¢nim c¢asem 2,9 minut piislusi theobrominu, pik
sretencnim casem 4,7 minut piislusi papaverinu. Ostatni malé piky pfislusi

tetrabutylamoniu, necistoté obazené v mravencanovém pufru.

Obr. 4.12: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety Papaverin-Thesal na
kolon¢ Watrex RP C15 250 x 4 mm X 5 pm izokratickou eluci s mobilni fazi acetonitril a

10 mMmravenéanovy pufr o pH = 3,00 (50:50, v/v) s pritokem 0,650 ml min. Piky
(1) theobromin, (2) papaverin.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku papaverinu a theobrominu s jejich

vypocitanym izotopickym zastoupenim je zobrazeno na obr. 4.13. Je zde patrna dobra

shoda protonizovaného iontu papaverinu (4.13 a)) s teoretickym izotopovym

zastoupenim u iontu m/z = 340 (4.13 b)) a shoda protonizovaného iontu theobrominu

(4.13 ¢)) s teoretickym izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 181 (4.13 d)).
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Obr. 4.13: Hmotnostni spektra: a) nameéfené spektrum eluovaného papaverinu
z analyzovan¢ho vzorku, b) vypocitané izotopické zastoupeni iontu CyHzNO,
c) naméfené spektrum eluovaného theobrominu z analyzovaného vzorku, d) vypocitané
izotopické zastoupeni iontu C;HgN4O,,

Dale bylo zméfeno hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku Papaverin-Thesal,
které je zobrazeno na obr. 4.14 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 340 nalezi
protonizovanému papaverinu (CyoH22NO,), molekularni iont s hodnotou m/z 181 nalezi

protonizovanému theobrominu (C;HgN4O5).
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Obr. 4.14: Hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku tablety Papaverin-Thesal ESI
ionizaci v pozitivnim modu: a) HPLC/MS/MS spektrum Papaverin-Thesal, b) dcefiné
spektrum vznikajici z iontu m/z= 340 (papaverin) c) dcetiné spektrum vznikajici z iontu
m/z= 181 (theobromin).

Pro potvrzeni identity piku m/z = 340 a m/z = 181 byla provedena MS/MS analyza.
Jako prekurzor byl vybran iont protonované molekuly papaverinu s hodnotou m/z = 340
a iont protonované molekuly theobrominu s hodnotou m/z = 181. Jejich fragmentaci
Viontové pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamenany jako spektrum
dcetinych ionti papaverinu (obr. 4.14 b)) a theobrominu (obr. 4.14 c)).

Hlavnimi rozpadovymi produkty papaverinu jsou ionty s hodnotami m/z 324, 296,
250, 202 a 171. Mechanismus fragmentace je uveden na obr. 4.15. Z prekurzorového
iontu m/z = 340 vznika odstépenim skupiny —CH, iont 324, z néhoz naslednym
odstépenim skupin —CH,O z isochinolinového kruhu a —COO z benzylového kruhu
vznika iont 250. Z prekurzorového iontu m/z = 340 dale vznikd odstépenim
—CgH100; iont 202, z néhoz naslednym odstépenim skupiny —CH3O vznika iont 171.
Iont 296 vznika odstépenim —C,H4O z prekurzorového iontu m/z = 340.

Hlavnimi rozpadovymi produkty theobrominu jsou ionty s hodnotami m/z 181, 163,
138 a 110. Mechanismus fragmentace je uveden na obr. 4.16. Z prekurzorového iontu
m/z = 181 vznika odstépenim —CHNO iont 138, z néhoz naslednym odstépenim —CO
vznik4 iont 110.

Iont 163 vznika odstépenim vody z prekurzorového iontu m/z = 181.
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Obr. 4.15: Zakladni fragmentace protonizované molekuly papaverinu.
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Obr. 4.16: Zakladni fragmentace protonizované molekuly theobrominu.

Identita papaverinu a theobrominu byla dale potvrzena porovnanim UV spektra piku
papaverinu na chromatogramu (obr. 4.17) a UV spektra piku theobrominu na
chromatogramu (obr. 4.18). Spektra se shodovala se spektry publikovanymi v literatufe
[13], zejména shodou absopénich maxim. Papaverin ve slabé kyselém prostiedi
vykazuje absorpéni maxima pii vinovych délkach 250 nm a 310 nm. Theobromin ve

slabé kyselém prostiedi vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 272 nm.
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Obr. 4.17: UV spektrum papaverinu zméfeno na DAD detektoru.
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Obr. 4.18: UV spektrum theobrominu zméfeno na DAD detektoru.
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4.3.3 Stanoveni obsahu papaverinu a theobrominu ve
vzorku

Stanoveni obsahu papaverinu a theobrominu v tablet¢ Papaverin-Thesal bylo
provedeno metodou standardniho pfidavku na zakladé ploch chromatografickych pikd.
Kalibra¢ni zavislosti téchto stanoveni jsou zobrazeny na obr. 4.19 a 4.20. Analyzovana
tableta obsahovala 13,4+0,2 mg papaverinu, coz odpovida 53,7+0,8 % deklarované
hodnoty. Daéle tableta obsahovala 279,2+1,1 mg theobrominu, coz odpovida
93,140,4 %. (varia¢ni koeficient obou stanoveni neptesahl 5%).

Degradacni produkty v tomto vzorku nebyly detegovany. Vzhledem k tomu, Ze ke
stanoveni papaverinu byl pouzit certifikovany kalibraéni standard, je jedinym
pravdépodobnym vysvétlenim jeho nizkého obsahu (nalezena polovina deklarovaného

mnozstvi) chyba pii vyrob¢ tohoto 1é¢ivého ptipravku.

2,00E+06
y = 1,92E+07x + 6,80E+05
A R2 = 1,00E+00
1,50E+06
1,00E+06
4
5,00E+05

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
¢ [ug mi]
Obr. 4.19: Stanoveni obsahu papaverinu v analyzovaném vzorku injekéniho roztoku

metodou standardniho ptidavku - graf kalibra¢ni zavislosti plochy piktt A na koncentraci
analyzované latky ¢ [ug ml™].
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Obr. 4.20: Stanoveni obsahu theobrominu v analyzovaném vzorku injekéniho roztoku
metodou standardniho ptidavku - graf kalibra¢ni zavislosti plochy piki A na koncentraci
analyzované latky ¢ [pg ml™].

4.4 Analyza tablet ,,Dilaudid hydr.*

4.4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku peroralnich tablet Dilaudid hydrochlorid s obsahem wUc¢inné latky
hydromorfonu byla provadéna metodou HPLC/MS. Pifi optimalizaci metody jsem
vychazela z difive publikovanych praci, jejichz piehled je podan vyse v kap. 2.6.
Nejprve jsem se zaméfila na vybér nejvhodngjsi stacionarni faze s ohledem na jeji
celkovou selektivitu. Vzhledem k charakteru analytu a s vyuzitim informaci z literatury
jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii.

Byla pouzita kolona Watrex RP Cig o délce 250 mm, vnitinim priméru 4 mm a
velikosti zrn Spm. Byla pouzita izokratickéd eluce s mobilni fazi ve slozeni acetonitril-
-mravenc¢anovy pufr (10mM, pH = 3,00), a byla testovana v nékolika pomérech
ACN:MP (60:40, 50:50, 40:60), pticemz jako optimalni byl uren pomér 40:60.
Rychlost pritoku mobilni fize byla variovana v intervalu 0,3-0,7 mlmin™ a jako
optimélni byla uréena rychlost priitoku 0,650 ml min*. Pik hydromorfonu byl soumérny

a Vv dostatec¢né intenzité pro identifikaci a stanoveni.
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4.4.

2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace

hmotnostnich spekter

HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety Dilaudid hydrochloridu je

zobrazen na obr. 4.21, byl nalezen pouze jeden pik s retenénim ¢asem 5,8 min. Ostatni

malé piky srovnatelné s velikosti Sumu pfislusi tetrabutylamoniu, neéistoté obazené

V mravencanovém pufru.

nnnnnn

Obr. 4.21: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku tablety dilaudid chloridu na
koloné¢ Watrex RP Cig 250 X 4 mm x 5 um izokratickou eluci s mobilni fazi acetonitril a
10mM mravenéanovy pufr o pH = 3,00 (40:60, v/v) s pritokem 0,650 ml min 2.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku hydromorfonu a jeho vypocitané izotopické

zastoupeni je zobrazeno na obr. 4.22, ze které¢ho je patrna dobra shoda protonizovaného

iontu hydromorfonu (obr. 4.22 a)) s teoretickym izotopovym zastoupenim u iontu
m/z = 286 (obr. 4.22 b)).

2)

uuuuu

:::::

nnnnn

b)

Obr. 4.22: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného hydromorfonu
z analyzovaného vzorku, b) vypocitané izotopické zastoupeni iontu C;7H;oNOs.
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Déle bylo zmeéfeno hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku dilaudid
hydrochloridu, které je zobrazeno na obr. 4.23 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 286
nalezi protonizovanému hydromorfonu (C17H20NO3), hodnota m/z 242 tetrabutylamoniu
— necistoté obsazené v mraven¢anovém pufru. Molekularni ionty s hodnotou m/z 142 a
186 nenalezi k hydromorfonu, tyto ionty byly identifikovany jako necistoty

Z rozpoustédla.
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Obr. 4.23: Hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku tablety Dilaudid hydrochloridu
ESI ionizaci v pozitivnim moéddu: a) HPLC/MS/MS spektrum hydromorfonu,
b) nasimulované izotopické zastoupeni pro iont Ci7HzoNOj, ¢) dcefiné spektrum
vznikajici z iontu m/z = 286.

Pro potvrzeni identity piku m/z = 286 byla provedena MS/MS analyza. Jako
prekurzor byl vybran iont protonované molekuly hydromorfonu s hodnotou m/z = 286.
Jeho fragmentaci v iontové pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamenany
jako spektrum dcefinych iontd (obr. 4.23 c)). Hlavnimi rozpadovymi produkty jsou
ionty s hodnotami m/z 268, 255, 243, 229, 211, 199, 185 a 157. Mechanismus
fragmentace je uveden na obr. 4.24.

Z prekurzorového iontu m/z = 286 vznika iont 229 odstépenim —C3H;N, z néhoz
vznikaji dalsi tf1 ionty: odstépenim —COO vznika iont 185, odSt€penim molekuly vody
vznika iont 211 a odstépenim —CH,O vznika iont 199. Z iontu 185 vznika odstépenim

—CO iont 157. Z prekurzorového iontu m/z = 286 vznika iont 268 odstépenim molekuly
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vody. Dale z prekurzorového iontu m/z = 286 vznika iont 255 odStépenim skupiny
—CHsN. lont 243 vznika z prekurzorového iontu m/z = 286 odstépenim skupiny
—C,HsN.

CH 3
i E/N H
O
m/z 255 m/z 286 m/z 268

+/

m/z 243
N

ﬁﬁ

O HO

m/z 229

m/z 185

|

m/z 211 m/z 199

+

m/z 157

Obr. 4.24: Zakladni fragmentace protonizované molekuly hydromorfonu.
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Identita hydromorfonu byla dale potvrzena porovnani UV spektra piku na
chromatogramu (obr. 4.25), které se shodovalo se spektrem publikovanym v literatuie

[13], zejména shodou absopénich maxim (hydromorfon ve slabé kyselém prostiedi

vykazuje tii absorpéni maxima pii vinovych délkach 205 nm, 230 nm a 280 nm).
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Obr. 4.25: UV spektrum hydromorfonu zméfeno na DAD detektoru.
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4.4.3 Stanoveni obsahu hydromorfonu ve vzorku

Pfesné ani semikvantitativni stanoveni nebylo u tohoto vzorku mozné, protoze
standard hydromorfonu neni dostupny. Ve vzorku nebyly detekovany zadné degradacni
produkty hydromorfonu a lze tedy usuzovat na jeho dlouhodobou stabilitu v tomto

1éCivém piipravku.

4.5 Analyza injek¢éniho roztoku ,Morphin-Atropin pro injectione

Dr. Heisler*

4.5.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku injek¢niho roztoku Morphin-Atropin byla provadéna metodou
HPLC/MS. Pti optimalizaci metody jsem vychazela z dfive publikovanych praci, jejichz
ptehled je podan vyse v kap. 2.7. Nejprve jsem se zaméfila na vybér nejvhodnéjsi
stacionarni faze s ohledem na jeji celkovou selektivitu. Vzhledem k charakteru analytu a
s vyuzitim informaci z literatury jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii.

Byla pouzita kolona Supelcosil RP Cig 0 délce 150 mm, vnitinim priméru 4,6mm
avelikosti zrn 5 pum. Pfi izokratické eluci byla mobilni fazi smés methanol—
mravenéanovy pufr (10mM, pH = 3,00) testovana v riznych pomérech MeOH:MP
(80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60). Za téchto podminek nebyl atropin
Vv chromatogramu identifikovan a tak byla organickd slozka mobilni fize zménéna
z methanolu na acetonitril a s nim byla pouzita gradientova eluce. Byly testovany tii
ruzné gradientové eluce, jejichz podminky jsou zndzornény v grafu na obrazku 4.26.
Podminky gradientu s oznacenim ,,Gradient 1 poskytovaly nejlepsi moznost

identifikace piku atropinu, jenz jsou detailn¢ uvedeny v tabulce 4.2.
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Obrazek 4.26: Casovy pribéh riiznych gradientii optimalizovanych pro HPLC stanoveni
injekéniho roztoku Morphin-Atropin.

Tabulka 4.2

HPLC gradient pouzivany pro analyzu injekéniho roztoku Morphin-Atropin. Roztok A predstavuje
acetonitril a roztok B 10mM mraven¢anovy pufr o pH = 3,00

t

slozeni gradientu

pratokova rychlost

min roztok A, %  roztok B, % ml min*
0,00 35 65 0,800
2,00 80 20 0,600
10,00 85 15 0,600
15,00 35 65 0,600
20,00 35 65 0,800
4.5.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace

hmotnostnich spekter

HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku Morphin-

-Atropin je zobrazen na obr. 4.27. Pik s retenénim ¢asem 3,4 minut ptislusi morfinu, pik

s reten¢nim Casem 6,4 minut piislusi atropinu, pik s retencnim casem 4,7 minut byl

identifikovan jako kodein. Pik sreten¢nim Casem 11,3 minut nalezi degradac¢nimu

produktu morfinu s m/z = 201. Ostatni malé piky pfislusi tetrabutylamoniu, necistoté

obazené v mravencanovém pufru a dalS§im necistotam, které se nepodafiilo identifikovat

a které byly obsazeny i ve slepém vzorku, tudiz nemaji s injekénim roztokem vzorku

Morphin-Atropin nic spole¢ného.
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Obr. 4.27: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku
Morphin-Atropin na kolon¢ Supelcosil RP Ci;g3 o délce 150 x 4,6 mm x 5 um
gradientovou eluci s mobilni fazi acetonitril a 10mM mravenéanovy pufr o pH = 3,00.
Pik: 1) morfin, 2) kodein, 3) atropin a 4) degradaéni produkt morfinu m/z = 201.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku morfinu a atropinu s jejich vypocitanym
izotopickym zastoupenim je zobrazeno na obr. 4.27. Je zde patrnd dobrd shoda
protonizovaného iontu morfinu (4.28 a)) s teoretickym izotopovym zastoupenim u iontu
m/z = 286 (4.28 b)) a shoda protonizovaného iontu atropinu (4.28 c)) s teoretickym

izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 290 (4.29 d)).
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Obr. 4.28: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného morfinu
z analyzovaného vzorku,b) vypoéitané izotopické =zastoupeni iontu Ci7HyNOs,
) naméfené spektrum eluovaného atropinu z analyzovaného vzorku, d) vypocitané
izotopické zastoupeni iontu C;7H4NO3.

Dale bylo zméfeno hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku Morphin-Atropin,
které je zobrazeno na obr. 4.29 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 286 nalezi
protonizovanému morfinu (Ci7H20NO3), molekularni iont s hodnotou m/z 290 nalezi

protonizovanému atropinu (C17H24NOs3).
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Obr. 4.29: Hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku injekéniho roztoku
Morphin-Atropin ESI ionizaci v pozitivnim mdodu: a) HPLC/MS/MS spektrum vzorku
injek¢éniho roztoku Morphin-Atropin b) dcetfiné spektrum vznikajici z iontu m/z= 286
(morfin) ¢) dcefiné spektrum vznikajici z iontu m/z= 290 (atropin).

Pro potvrzeni identity piku m/z = 286 a m/z = 290 byla provedena MS/MS analyza.
Jako prekurzor byl vybran iont protonované molekuly morfinu s hodnotou m/z = 286 a
iont protonované molekuly atropinu s hodnotou m/z = 290. Jejich fragmentaci v iontové
pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamenany jako spektrum dcefinych iontt
morfinu (obr. 4.29 b)) a atropinu (obr. 4.29 c)).

Hlavnimi rozpadovymi produkty morfinu jsou ionty s hodnotami m/z 268, 229, 211,
201, 183 a 155. Mechanismus fragmentace je uveden na obr. 4.30. Z prekurzorového
iontu m/z = 286 vznika odstépenim molekuly vody iont 268, z néhoz naslednym
odstépenim —C4HsN vznika iont 201. Z prekurzorového iontu m/z = 286 dale vznika
odstépenim—CsH7N iont 229, z néhoz naslednym odstépenim molekuly vody vznika
iont 211. Z iontu 211 vznika odstépenim —CO iont 183, z né¢hoz naslednym ostépenim
—CO vznika iont 155.

Hlavnimi rozpadovymi produkty atropinu jsou ionty s hodnotami m/z 260, 124 a 93.
Mechanismus fragmentace je uveden na obr. 4.31. Z prekurzorového iontu m/z = 290
vznika odStépenim skupiny —CgH1003 iont 124, z néhoz naslednym odstépenim —CHsN
vznika iont 93. Z prekurzorového iontu m/z = 290 dale vznika odstépenim—CH,0 iont
260.
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Obr. 4.30: Zakladni fragmentace protonizované molekuly morfinu.
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Obr. 4.31: Zakladni fragmentace protonizované molekuly atropinu.
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Identita morfinu byla dale potvrzena porovnanim UV spektra piku morfinu na
chromatogramu (obr. 4.32). Spektrum se shodovalo se spektrem publikovanym
V literatute [13], zejména shodou absopénich maxim. Morfin ve slabé kyselém prostiedi
vykazuje tfi absorpéni maxima pii vinovych délkach 220, 240 a 285 nm. Atropin

nevykazuje v celém rozsahu UV-VIS spektra pozorovatelné absorpéni maximum.
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Obr. 4.32: UV spektrum morfinu zméfeno na DAD detektoru.
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4.5.3 Stanoveni obsahu morfinu a atropinu ve vzorku
Stanoveni morfinu nemohlo byt provedeno z davodu nedostupnosti standardu. Jeho
obsah byl stanoven na Ustavu soudniho 1ékaistvi a toxikologie 1LF metodou vnitiniho
standardu pomoci GC-MS, kdy jako vnitini standard byl pouzit morfin-d3. Timto
zpiisobem byl stanoveny obsah na 15 mg mI™ morfinu, coz odpovida 75 % deklarované

koncentrace.

Obsah atropinu byl stanoven metodou standardniho pfidavku na zakladé ploch
chromatografickych pikd. Kalibra¢ni zavislost tohoto stanoveni je zobrazena na obr.
4.33. Analyzovany injekéni roztok Morphin-Atropin obsahoval 0,59+0,02 mg atropinu,

coz odpovida 58,2 + 2,0 % deklarované koncentrace (varia¢ni koeficient nepiesahl 5%).

Hodnoty obsahu ucinnych latek se po letech snizily oproti deklarovanym hodnotam,
degradac¢ni produkty morfinu (kodein a m/z = 201) byly v injekénim roztoku nalezeny,
pficemz  jejich  koncentrace  stanovovana  nebyla.  Degrada¢ni  produkt
m/z = 201 nebyl bliZe identifikovan. Jako degrada¢ni produkt morfinu byl uréen podle
fragmentace této ucCinné latky. Degradacni produkty atropinu Vroztoku nebyly
detegovany. Vzhledem k tomu, Ze ke stanoveni atropinu byl pouzit certifikovany
kalibra¢ni standard, je jedinym pravdépodobnym vysvétlenim nalezen¢ho polovi¢niho

obsahu chyba pii vyrobé tohoto 1é¢ivého ptipravku.

1,60E+07
y = 3,52E+06x + 1,03E+06
A Rz =9,97E-01
1,20E+07
8,00E+06
4,00E+06
L 3
0,00E+00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,0

€ fug mi 1%
Obr. 4.33: Stanoveni obsahu atropinu v analyzovaném vzorku injekéniho roztoku
metodou standardniho ptidavku - graf kalibracni zévislosti koncentrace analyzované

latky ¢ [pg ml™] na plose pikii A.
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4.6 Analyza injekéniho roztoku ,,Papaverin-Atropin“

4.6.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku injek¢niho roztoku Papaverin-Atropin byla provadéna metodou
HPLC/MS. Pti optimalizaci metody jsem vychdzela z diive publikovanych praci, jejichz
prehled je podan vyse v kap. 2.8. Nejprve jsem se zaméfila na vybér nejvhodnéjsi
stacionarni faze s ohledem na jeji celkovou selektivitu. Vzhledem k charakteru analytu a
s vyuzitim informaci z literatury jsem se rozhodla pro RP-HPLC chromatografii.

Jako prvni jsem testovala kolonu Supelco RP Cig 0 délce 150 mm, vnitinim primeéru
4,6 mm a velikosti zrn 5 um. Mobilni fazi byla smés acetonitril-mravencanovy pufr
(10mM, pH = 3,00) v usporadani s gradientovou eluci, ktera byla pouzita s ohledem na
nizkou koncentraci atropinu a se zkuSenostmi se vzorkem Morphin-Atropin. Ani za
téchto podminek nebyla separace latek dostate¢né G€inné a proto byla zménéna kolona.

Byla pouzita kolona Watrex RP Cig o délce 250 mm, vnitinim priméru 4 mm a
velikosti zrn Sum. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitril-mravencanovy pufr
(10mM, pH = 3,00) s gradientovou eluci, jejiz parametry jsou uvedeny Vv tabulce 4.3.
Oproti pfedchozimu gradientu byla snizena pritokova rychlost s ohledem na délku

kolony a tlak v kolong.

Tabulka 4.3
HPLC gradient pouZivany pro analyzu vzorku Papaverin-Atropin. Roztok A pfedstavuje acetonitril a
roztok B 10mM mraven¢anovy pufr o pH = 3,00

t sloZzeni gradientu pratokova rychlost
min roztok A, %  roztok B, % ml min™*
0,00 35 65 0,750
2,00 80 20 0,600
10,00 85 15 0,600
15,00 35 65 0,600
20,00 35 65 0,800
4.6.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace

hmotnostnich spekter
HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku Papaverin-
-Atropin je zobrazen na obr. 4.34 a). Pik s reten¢nim ¢asem 4,8 minut pfislusi atropinu,

pik s reten¢nim ¢asem 6,8 minut pfislusi papaverinu. Na obrazku 4.34 b) je zobrazen
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izolovany pik papaverinu pii m/z = 340 a na obrazku 4.34 c) je zobrazen izolovany pik
atropinu pii m/z = 290.

7
a)

c)

Obr. 4.34: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku
Papaverin-Atropin na koloné Supelco RP C13150 x 4,6 mm x 5 um gradientovou eluci
S mobilni fazi acetonitril a 10mM mravenc¢anovy pufr o pH = 3,00: a) naméteny TIC

chromatogram eluovaného vzorku, piky (1) atropin, (2) papaverin, b) izolovany pik
papaverinu pii m/z = 340, c) izolovany pik atropinu pii m/z = 290.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku papaverinu a atropinu s jejich vypocitanym
izotopickym zastoupenim je zobrazeno na obr. 4.35. Je zde patrnd dobrda shoda
protonizovaného iontu papaverinu (4.35 a)) S teoretickym izotopovym zastoupenim

uiontu m/z = 340 (4.35 b)) a shoda protonizovaného iontu atropinu (4.35 c))
s teoretickym izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 290 (4.35 d)).
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Obr. 4.35: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného papaverinu
z analyzovaného vzorku, b) vypocitané izotopické zastoupeni iontu CyoHyNOy,
c) naméfené spektrum eluovaného atropinu z analyzovaného vzorku, d) vypoditané
izotopické zastoupeni iontu C;7H24NO3.

Dale bylo zméfeno hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku Papaverin-Atropin,
které je zobrazeno na obr. 4.36 a). Molekularni iont s hodnotou m/z 340 nalezi

protonizovanému papaverinu (CyoH2oNOy).
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Obr. 4.36: Hmotnostni spektrum analyzovaného vzorku injekéniho roztoku Papaverin-
-Atropin ESI ionizaci v pozitivnim modu: a) HPLC/MS/MS  spektrum vzorku
injekéniho roztoku Papaverin-Atropin b) deetiné spektrum vznikajici z iontu m/z= 340
(papaverin) c) dcefiné spektrum vznikajici z iontu m/z= 202, d) dcefiné spektrum
vznikajici z iontu m/z= 324.

Pro potvrzeni identity piku m/z = 340 byla provedena MS/MS analyza. Jako
prekurzor byl vybran iont protonované molekuly papaverinu s hodnotou m/z = 340.
Jejich fragmentaci v iontové pasti vznikly produkty rozpadu, které jsou zaznamenany
jako spektrum dcefinych iontl papaverinu (obr. 4.36 b)).

Hlavnimi rozpadovymi produkty papaverinu jsou ionty s hodnotami m/z 324, 296,
202, 187 a 171. Mechanismus fragmentace je uveden na obr. 4.37. Z prekurzorového
iontu m/z = 340 vznika odstépenim skupiny —CH, iont 324, z néhoz naslednym
odstépenim skupin —CH3 a —C;HgO, vznika iont 187. Z prekurzorového iontu m/z = 340
dale vznika odstépenim —CgH100, iont 202, z n¢hoZ naslednym odstépenim skupiny
—CH30 vznika iont 171. Tont 296 vznika odstépenim —C,H40 z prekurzorového iontu

m/z = 340.
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Obr. 4.37: Zakladni fragmentace protonizované molekuly papaverinu.

Identita papaverinu byla dale potvrzena porovnanim UV spektra piku papaverinu na
chromatogramu (obr. 4.38). Spektrum se shodovalo se spektrem publikovanym
Vv literatute [13], zejména shodou absop¢nich maxim. Papaverin ve slabé kyselém

prostfedi vykazuje dvé absorpcni maxima pii vinovych délkach 250 nm a 310 nm.
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Obr. 4.38: UV spektrum papaverinu zméfeno na DAD detektoru.
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4.6.3 Stanoveni obsahu papaverinu a atropinu ve vzorku

Stanoveni obsahu papaverinu a atropinu v injekénim roztoku bylo provedeno
metodou standardniho ptidavku na zéklad¢ ploch chromatografickych pika. Kalibracni
zavislosti téchto stanoveni jsou zobrazeny na obr. 4.39 a 4.40. Analyzovany injekéni
roztok obsahoval 44,8+0,3 mg papaverinu, coz odpovida 111,9+0,7 % deklarované
hodnoty. Injekéni roztok obsahoval 0,58+0,02 mg atropinu, coz odpovida 57,8+2,0 %
(variacni koeficient obou stanoveni neptesahl 5%).

Chromatografick¢ stanoveni neprokdzalo zadné degradacni produkty. Obsah
papaverinu lze povazovat i po letech za stabilni. U vzorku atropinu byl k jeho stanoveni
pouzit certifikovany kalibracni standard, tudiz jedinym pravdépodobnym vysvétlenim
jeho nizkého obsahu (nalezena polovina deklarovaného mnozstvi) je chyba pii vyrobé

tohoto 1é¢ivého piipravku.

1,80E+07
A y = 5,95E+07x + 6,66E+06
R2 = 9,99E-01
1,40E+07
1,00E+07
<
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0,00 0,05 0,10 015 ¢ugmiy 020

Obr. 4.39: Stanoveni obsahu papaverinu v analyzovaném vzorku injek¢éniho roztoku
metodou standardniho ptidavku - graf kalibra¢ni zavislosti plochy pikit A na koncentraci
analyzované latky ¢ [ug ml™].
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Obr. 4.40: Stanoveni obsahu atropinu v analyzovaném vzorku injekéniho roztoku
metodou standardniho pfidavku - graf kalibraéni zavislosti plochy pik A na koncentraci
analyzované latky ¢ [pg ml™].

4.7 Analyza injekéniho roztoku ,,Acedicon*

4.7.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Analyza vzorku injekéniho roztoku Acedicon sobsahem Uc¢inné latky
acetyldemethyldihydrothebainu byla provadéna metodou HPLC/MS. Vzhledem
K ptredchazejicim méfenim byla pouzita kolona Watrex RP Cig o délce 250 mm,
vnitinim priméru 4 mm a velikosti zrn Spm. Jako mobilni faze byla pouZita smés
acetonitrilu a mravenc¢anového pufru (1L0mM, pH=3,00)v poméru 40:60. Touto metodou
byly detekovany piky s m/z = 300 a m/z = 215, které nepfislusi stanovované ucinné
latce. Naslednou MS/MS fragmentaci bylo zjisténo, ze pik s m/z = 300 pfislusi dvéma
latkam. Tyto dvé latky byly separovany metodou GC/MS s pomoci silylacni

modifikace.

4.7.2 Identifikace latek ve vzorku a interpretace
hmotnostnich spekter
HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku Acedicon je
zobrazen na obr. 4.41. Byly nalezeny dva piky, ovSem ani jeden z nich nepftislusi

acetyldemethyldihydrothebainu. Piky s reten¢nim ¢asem 6,9 min byl identifikovan jako
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degradaéni produkt s m/z = 300, pik s retenénim ¢asem 15,4 min byl identifikovan jako

degradaéni produkt s m/z = 215.
e 1

Obr. 4.41: HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku injekéniho roztoku
Acedicon na koloné Watrex RP C13250 x 4 mm x 5 um izokratickou eluci s mobilni
fazi acetonitril a 10mM mravencanovy pufr o pH = 3,00 (40:60, v/v) s pratokem
0,650 ml min™. Piky: (1) degradaéni produkt m/z = 300, (2) degradaéni produkt
m/z = 215.

Pik s m/z = 300 byl ptfedbézné identifikovan jako kodein (C1gH2,NO3), ktery vznikl
deacetylaci z acetyldemethyldihydrothebainu. Na zakladé fragmentace vzorku kodeinu,
ktera je popsana v kapitole 4.1.2 byl pik sm/z = 215 ptedbézné identifikovan jako
degrada¢ni produkt kodeinu (Ci4Hi1sNO,). Odpovidajici hmotnostni spektrum piku
kodeinu a jeho vypocitané izotopické zastoupeni je zobrazeno na obr. 4.42, ze kterého je
patrna dobra shoda protonizovaného iontu kodeinu (obr. 4.42 a)) s teoretickym
izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 300 (obr. 4.42 b)). Pik 322 nalezi kodeinu
s aduktem sodiku. Teoretické izotopové zastoupeni iontu m/z = 322 je zobrazeno na
obr. 4.42 c).
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Obr. 4.42: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluovaného kodeinu
z analyzovaného  vzorku, b)  vypocitané  izotopické  zastoupeni  iontu
C1gH22NO3,c) nasimulované izotopické zastoupeni pro iont CigH,;NO3sNa.

Odpovidajici hmotnostni spektrum piku degrada¢niho produktu s m/z = 215 a jeho
vypocitané izotopické zastoupeni je zobrazeno na obr. 4.43, ze kterého je patrna dobra
shoda protonizovaného iontu degrada¢niho produktu (obr. 4.43 a)) S teoretickym

izotopovym zastoupenim u iontu m/z = 215 (obr. 4.43 b)).
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Obr. 4.43: Hmotnostni spektra: a) naméfené spektrum eluované¢ho degradacniho
produktu m/z = 215 z analyzovaného vzorku, b) vypocitané izotopické zastoupeni iontu
C14HisNO,.

Pro potvrzeni identity piku m/z = 300 byla provedena MS/MS analyza. Jako
prekurzor byl vybrdn iont protonované molekuly ptedbéZné urceného kodeinu
s hodnotou m/z = 300. Jeho fragmentaci v iontové pasti vznikly produkty rozpadu, které
jsou zaznamenany jako spektrum dcefinych iontd (obr. 4.44). Pro srovnani byla
provedena MS/MS analyza standardu kodeinu, jehoz spektrum dcefinych iontl je
zobrazeno na obr. 4.45. Pii srovnani téchto dvou spekter bylo zjisténo, ze dcetiné ionty
naSeho vzorku a standardu kodeinu Uplné nesouhlasi. Hlavnimi rozpadovymi produkty
kodeinu (standardu) jsou ionty s hodnotami m/z 282, 243, 225, 215, 193, 183 a 165. Pti
fragmentaci piku m/z = 300 eluovaného ze vzorku Acedicon byly hlavnimi
rozpadovymi produkty ionty s hodnotami m/z 285, 269, 257, 243, 225, 199, 183 a 165.
Fragmenty, které zde byly navic, musely pochézet z latky, ktera ma stejnou molekularni
hmotnost a stejny sumdarni vzorec jako kodein. Tato latka byla predbézné¢ identifikovana
jako hydrokodon. Mechanismus fragmentace hydrokodonu je uveden na obr. 4.46.

Mechanismus fragmentace kodeinu je uveden na obr. 4.4 v kapitole 4.1.
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Obr. 4.44: MS/MS spektrum analyzovaného vzorku injekéniho roztoku Acediconu
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V pozitivnim modu ESI ionizaci: dcetiné spektrum vznikajici z iontu m/z = 300.
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Obr. 4.45: MS/MS spektrum standardu kodeinu v pozitivnim moédu ESI ionizaci:
dcefiné spektrum vznikajici z iontu m/z = 300.

Z prekurzorového iontu m/z = 300 wvznika iont 285 odstépenim —CHs.
Z prekurzorového iontu m/z = 300 vznika odStépenim —CH3O iont 269, z n€hoz
naslednym odstépenim —C4HgN vznika iont 199. Z prekurzorového iontu m/z = 300

vznika odstépenim —C3HgN iont 241.
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Obr. 4.46: Mechanismus fragmentace hydrokodonu.

Ve vzorku injekéniho roztoku Acedicon doSlo k deacetylaci U¢inné latky

acetyldemethyldihydrothebainu na kodein, ktery byl nasledné oxidovan na hydrokodon.



Z kodeinu vznikal také degradacni produkt m/z = 215, ktery byl identifikovan pfi
HPLC/MS analyze.

/ O
/lkCH3

OCH; O o)
m/z 342
CH3 CH3
/ /
NH* / \ NH*
A\
H3C-O O OH H3CO 0] o)
m/2300 m/z 300

H3C-0

m/z 215

Obr. 4.47: Mechanismus vzniku degradaénich produktd
acetyldemethyldihydrothebainu.

Separace kodeinu a hydrokonu byla provedena pomoci GC/MS s pomoci silylaéni
modifikace. Pfislusny chromatogram je zobrazen na obr. 4.48. Piky se rozdélily, pik

sm/z = 371 piislusi nasilylovanému kodeinu. Druhy pik sm/z = 299 piislusi
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hydrokodonu, ktery na rozdil od kodeinu nemé volnou hydroxylovou skupinu, tudiz

nemohl byt nasilylovan, ¢imz se potvrdila jeho identita.

347,253 f

TIC*1.00
/299 15%5.16

/" 371.20%729

min

Obr. 4.48: GC/MS chromatogram nasilylovaného vzorku Acedicon s pouZitim kolony
DB5 25 m x 0,25 mm x 0,25 pm s priitokem mobilni faze (Helium) 0,53 ml min " a's El
ionizaci.

4.7.3 Stanoveni obsahu acetyldemethyldihydrothebainu ve
vzorku

Ve vzorku nebyl detekovan Zadny acetyldemethyldihydrothebain, ale pouze jeho

degradac¢ni produkty, kterymi jsou hydrokodon, kodein a degradaéni produkt kodeinu

sm/z = 215. Kodein a hydrokodon, jejichz m/z = 300 pro ob¢ latky, nebylo mozné

pomoci metody HPLC/MS separovat a tudiz ani stanovit jejich koncentraci. Je vSak

ziejmeé, Ze acetyldemethyldihydrothebain je v ¢ase nestabilni a samovolné se rozklada.
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5 ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo analyzovat historické 1€Civé pripravky opiati a
alkaloidi, které byly ve form¢ tablet nebo injek¢nich roztokl. K analyze byla pouzita
metoda HPLC/MS a GC/MS. Pro kazdy analyzovany I1éCivy pfipravek byly
optimalizovany podminky stanoveni. Byla studovéana piitomnost ti¢innych latek a jejich
degradacnich produkti. Na zakladé interpretace MS/MS spekter byly identifikovany
hlavni fragmenta¢ni produkty ucinnych latek. Téméi u vsSech l€ékovych forem byl
metodou standardniho pifidavku na zdklad¢ ploch chromatografickych pika stanoven
obsah ucinné latky. Piehled analyzovanych vzorkd a stanovenych obsahti u¢innych

latek podava tab. 5.1.

Tabulka. 5.1
Piehled analyzovanych vzorkd historickych 1é¢ivych pripravki a stanovenych obsaht Gi¢innych latek
nazev pripravku ucinna latka nalezeny obsah
(%)
Codein phosphoric. kodein 98,0
Diolan 0,01 g SChHV ethylmorfin 98,4
Diolan 0,015 g SChHV ethylmorfin 114,6
Diolan 0,03 g SChHV ethylmorfin 100,0
Diolan 0,03 g Slovakofarma  ethylmorfin 1179
Diolan 0,03 g Spofa ethylmorfin 109,3
Papaverin-Thesal papaverin 53,7
theobromin 93,1
Dilaudid hydr. hydromorfon -2
Morphin-Atropin morfin 75,0
atropin 58,2
Papaverin-Atropin papaverin 111,9
atropin 57,8
Acedicon acetyldemethyldihydrothebain b

& Nebylo mozné stanovit vzhledem k nedostatku standardu.
® Uginna latka se zcela rozlozila.

Jak je z tabulky patrné, obsah nékterych t¢innych latek v 1é¢ivych piipravcich zustal
témet nezménén. Predevsim kodein, ethylmorfin a theobromin zistal 1 po letech stale
stabilni. VSechny tyto tfi latky pochazely z lé¢ivych ptipravkil ve form¢ tablet. Naopak
acetyldemethyldihydrothebain byl v injekénim roztoku Acedicon zcela rozlozen.

U atropinu, ktery byl analyzovan vzdy ve form¢ injek¢niho roztoku, at’ uz ve smési
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s morfinem nebo papaverinem, nebyly detegovany zadné degradacni produkty a piesto
byl jeho obsah stanoven jako polovina ptivodniho deklarovaného obsahu. Jelikoz byl
k jeho stanoveni pouzit certifikovany kalibra¢ni standard, je jedinym pravdépodobnym
vysvétlenim nalezeného nizkého obsahu chyba pfi vyrobé téchto dvou lécivych
pripravki. Analogicky je tomu stejné u vzorku tablety Papaverin-Thesal, kde bylo

stanoveno zhruba polovi¢ni mnoZzstvi papaverinu.
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