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Abstrakt

Lécivé ptipravky analyzované v této praci byly extrakt ze senny stary vice nez 200 let, mast ,,Naso-
Merfen® stard 75 let a mast ,,Sulfathiazol* stara 42 let. Uginnymi latkami v 1é&ivych piipravcich byly
sennosidy A a B (extrakt ze senny), efedrin a menthol (mast ,Naso-Merfen”) a sulfathiazol (mast
»Sulfathiazol“). Extrakt ze senny byl analyzovan metodami RP-HPLC a HPLC-MS. Podminky separace
byly optimalizovany zejména pro separaci enantiomerti sennosidu A a sennosidu B. U¢inné latky nebyly ve
vzorku detegovany. Identifikovan byl jejich degradac¢ni produkt a nékolik slouéenin typickych pro sennu
a byl porovnan jejich vyskyt v historickém a novodobém vzorku. Navrzeno bylo detailni schéma ESI™-MS”
mechanismu fragmentace sennosidu A a B. Extrakt vzorku masti ,,Naso-Merfen* byl analyzovan metodami
HILIC-UV, HPLC-MS, GC-MS a AAS. Podminky separace byly optimalizovany. U¢inné litky byly
kvantifikovany. Nebyly identifikovany zadné degradacni produkty ucinnych latek. Extrat vzorku masti
»Sulfathiazol“ byl analyzovan metodami RP-HPLC a HPLC-MS. Podminky separace byly optimalizovany.
Utinna latka byla kvantifikovana. Nebyly nalezené 7adné degrada¢ni produkty uéinné latky. Byla
potvrzena autenticita v§ech analyzovanych vzorku.

Klicova slova: AAS, dlouhodobd stabilita, degradace, GC-MS, HILIC-UV, historické 1é¢ivé pfipravky,
hmotnostni spektrometrie, HPLC-MS, HPLC-UV

Abstract

Historical pharmaceutical preparations analyzed in this thesis were a senna extract more than 200 years old,
an ointment ,,Naso-Merfen 75 years old, and an ointment ,,Sulfathiazol“ 42 years old. The active
substances in the analyzed samples were sennosides A and B (senna extract), ephedrine and menthol (the
ointment ,,Naso-Merfen‘), and sulfathiazole (the ointment ,,Sulfathiazol*). The senna extract was analyzed
by RP-HPLC and HPLC-MS. Separation conditions were optimized, especially for separation of the
sennoside A and B enantiomers. The active substances were not detected in the sample. One degradation
product and substances characteristic for senna were identified. Their presence in the historical and
contemporary sample was compared. Detailed ESI™-MS” fragmentation mechanisms of sennoside A and B
have been proposed. The sample of the ointment ,,Naso-Merfen* was analyzed by HILIC-UV, HPLC-MS,
GC-MS, and AAS. Separation conditions were optimized. The active substances were quantified.
Degradation products of the active substances were not detected in the sample. The sample of the ointment
»Sulfathiazol“ was analyzed by RP-HPLC and HPLC-MS. Separation conditions were optimized. The
active substance was quantified. Degradation products of the active substance were not detected. The
authenticity of all analyzed historical samples was confirmed.

Key words: AAS, degradation, long-term stability, GC-MS, HILIC-UV, historical pharmaceuticals, mass
spectrometry, HPLC-MS, HPLC-UV
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detektor indexu lomu (angl. refractive index detector)
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trojity kvadrupol ve spojeni s iontovou pasti (angl. tripple quadrupole and ion trap)
fotochemicka generace studené pary rtuti (angl. photochemical cold mercury vapor
generation)
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1 CiL PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace je analyza historickych poztstatki farmak,
zejména studium jejich obsahu, kvantifikace obsahu ucinnych latek a prozkoumani
dlouhodobé¢ stability ucinnych latek. Pro splnéni tohoto cile byl nutny vyvoj
a optimalizace metod vysokoucinné kapalinové chromatografie pro separaci a stanoveni
ucinnych latek a ptipadnou identifikaci degradac¢nich produkti pomoci hmotnostni
spektrometrie a jinych analytickych technik. Jednim z cilii bylo také popsat fragmentacni
mechanismy hmotnostnich spekter studovanych latek, pokud nejsou v literatuie

dostate¢n€ popsané.



2 TEORETICKY UVOD

V této praci byly analyzovany historické pozustatky farmak, které pochéazely ze
sbirek Narodniho muzea, Ceského farmaceutického muzea nebo Katedry analytické
chemie PiF UK. Stafi vzorkil bylo vice nez 200 let (vzorek senny) a 75 nebo 42 let
(vzorky masti). U¢innymi latkami byly anthrachinonové glykosidy, alkaloid, terpen a
sulfonamid. Vzorky byly analyzovany vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s UV
a hmotnostni detekci, plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickym
detektorem a atomovou absorpéni spektrometrii.

Tyto vzorky historickych pozstatkti farmak poskytuji unikatni moznost
prozkoumani dlouhodobé stability ucinnych latek, kterd se normalné sleduje pouze
v rozpéti nékolika malo mésich az let. Na zdklad¢ identifikace ucinnych latek
a degradacnich produktii 1ze také potvrdit autenticitu dané¢ho piipravku a nésledné, pokud
je to mozné, porovnat obsah latek v historickém pozistatku s obsahem deklarovanym
literaturou.

Utinné latky obsazené ve vzorcich historickych poziistatkt farmak mohou béhem
dlouhé doby skladovani degradovat na jiné latky. Ve vzorku se mohou nachazet jak
ucinné latky, tak jejich degradacni produkty. Toto zavisi zejména na struktufe danych
ucinnych latek. Pro hlub$i pochopeni procesti degradace a prozkoumani dlouhodobé
stability U¢innych latek je v této kapitole probrdna stabilita 1é¢iv a degradacni cesty
ucinnych latek. Déle jsou probrany samotné Uc¢inné latky, jejich vlastnosti, stabilita

a degradace.

2.1 Stabilita farmak, faktory, které ji ovlivnuji

a cesty degradace ucinnych latek

2.1.1 Stabilita farmak

Farmaka obsahuji 1éCivé latky s farmakologickou aktivitou [1]. Pro terapeutické

pouziti jsou urceny lécivé piipravky v riznych lékovych forméch, které obsahuji tyto



ucinné latky v kombinaci s dalS$imi, pomocnymi latkami (excipienty). Stabilita 1é¢ivych
ptipravkli po celou dobu jejich trvanlivosti je ve moderni farmacii velmi dulezitou
zalezitosti [2]. Lze ji definovat jako schopnost vyrobku zachovat si charakteristiky
ziskané pii1 vyrobnim procesu, vramci specifickych limiti po dobu skladovani
a pouzivani. Je faktorem pro ur¢eni doby expirace 1éCivych ptipravki, kterd typicky byva
v fadu jednotek let. K nestabilité 1écivého ptipravku vede jakékoliv zména fyzikalnich,
chemickych, mikrobiologickych a terapeutickych vlastnosti v kterékoliv jeho slozce.
Proto se v priabéhu vyvoje nového léCivého piipravku bere zvlastni ohled na to, aby
ucinné latky 1 excipienty zlstaly stabilni a zachovaly si své vlastnosti béhem celé doby
trvanlivosti. Produkt nésledn¢ musi:

e vykazovat minimalné 90 % pivodni terapeutické aktivity,

e mit obsah u¢inné latky minimalné 90 % deklarované koncentrace,

e obsahovat efektivni koncentraci pfidanych konzervacnich latek,

e byt bez jakékoliv pozorovatelné zmény (barva, vznik srazeniny, zapach),

¢ byt netoxicky a nezplisobit zddné podrazdéni.

Stabilitu G¢innych latek ovliviiuje mnoho faktort. Jsou jimi vlhkost, excipienty,
teplota, pH, kyslik a svétlo. Ve vod¢ rozpustnd Gc¢inna latka se pii kontaktu s vlhkosti
rozpousti, coze vede k fyzikdlnim a chemickym zméndm a nédsledné ke ztraté
charakteristickych vlastnosti. Nékteré excipienty (naptiklad Skrob) obsahuji hodné vody
aovliviiuji stabilitu zvySenim obsahu vody v léCivém pripravku. Nékdy ke sniZeni
stability dochazi také v dusledku interakce U¢inné latky a excipientu. V nékterych
ptipadech miva na stabilitu 1éciva velky vliv teplota. Jejim zvySenim vétSinou dochazi
k urychleni hydrolyzy. Na stabilitu 1é¢iv podl¢hajicich hydrolyze v roztocich ma velky
vliv pH, proto se pii vyrobé piipravku pouZivaji pufry (pH, pii kterém je stabilita
nejvyssi) pro minimalizaci tohoto vlivu. U nékterych 1é¢iv pritomnost kysliku podporuje
oxidaci, proto se pfipravky nachylné k oxidaci pfi vystaveni kysliku skladuji naptiklad
v atmosféte dusiku nebo oxidu uhli¢itého. Fotosenzitivni 1é¢iva se rozkladaji na svétle.

Takovéto latky by se mély uchovavat v hnédém skle a ve tmé.
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2.1.2 Degradacni cesty ucinnych latek lé¢ivych pripravku

Nejvice studovany a nejvice pochopeny druh nestability je degradace léCiva
chemickou reakci, jehoz disledkem je pokles ucinku 1é¢ivého pripravku [1]. Nejcastéji se
sleduje pokles koncentrace ucinnych latek. Pokles u¢inku per se riiznymi cestami je vSak
pouze jednim z mnoha divodi pro kvantifikaci a hlubSi zkoumani tohoto poklesu.
Identifikace a kvantifikace degradac¢nich produktdl umoziiuje lep$i pochopeni
mechanismu danych chemickych reakci. Studiem stability uc¢innych latek lze také rizné
optimalizovat vyrobni proces. Dal§imi dalezitymi divody jsou zejména:

1. Degradaci mlize vznikat produkt, ktery je toxicky. Toxicita degradacnich produkta
muze byt, ale také nemusi byt znama. Naptiklad pralidoxim se rozkladd dvéma
cestami v zavislosti na pH. V bazickém prostiedi vznika kyanidovy aniont.
Degrada¢nim produktem tetracyklinu je epianhydrotetracyklin, ktery je spojovan
s Fanconiho syndromem.

2. Lék se po degradaci G¢inné latky stava esteticky nepfijatelny. Pokud v pribéhu Casu
nastane vyznamna zmeéna barvy nebo zapachu, vyrobek je povazovan za expirovany.
Naptiklad adrenalin podléhd oxidaci na adenochrom, €ervenou latku. Jakykoliv 1ék
s rizovym nadechem, obsahujici adrenalin, je povazovan za expirovany.

3. 'V pfipadech, kdy je 1€k urceny k ordlnimu podéni, musi byt mimo samotného
1é¢iveého piipravku stabilni 1 v podminkach gastrointestinalniho traktu. VétSina latek
je dostate¢né stabilni v prostiedi tenkého stfeva s neutrdlnim pH (bez ohledu na
degradaci enzymy) ale miZe byt nestabilni v podminkach v Zaludku. Latky nachylné
na kyselé¢ prostiedi jsou napiiklad rlizné peniciliny a erythromycin a nékteré jeho
analogy. Znalost stability U¢inné latky v pH 1 az 2 pfi teploté 37 °C je dilezita pii
navrhovani latek potencidlné labilnich vici kyselému prostiedi a jejich lékovych
forem.

Utinné latky ptitomné v 1é&ivém piipravku (ale i dalsi piitomné latky) maji
riznou chemickou strukturu a mohou degradovat riznymi cestami, jako jsou hydrolyza,
dehydratace, isomerizace, racemizace, eliminace, oxidace, fotodegradace a interakce
s excipienty a dalSimi latkami. Typ chemické reakce zavisi na struktufe a pfitomnosti
riznych funkénich skupin.

Hydrolyza je jednou nejbézné€jSich degradacnich reakci u farmak. Dochézi k ni pfi

styku s vodou nebo vlhkosti ze vzduchu. Voda mlze byt v malych mnoZzstvich pfitomna
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1 vpevnych Iékovych formach. Je charakteristickd pro latky obsahujici esterovou nebo
amidovou funkéni skupinu ve své struktuie. U esterti tvofenych karbamovou, sulfonovou
nebo amidosulfonovou kyselinou s alkoholy k hydrolyze dochazi nukleofilni adici
hydroxidového aniontu. Rychlost degradace zavisi na druhu substituentdi, pficemz
skupiny odebirajici elektrony hydrolyzu urychluji a elektron-donorové skupiny hydrolyzu
inhibuji. Roli hraji také sterické faktory. Objemné substituenty rychlost hydrolyzy
zmensSuji. Napiiklad nahrazenim isopropylové skupiny n-propylovou v karboxylové ¢asti
molekuly klesne rychlost degradace hydrolyzou pétkrat. Ptiklady latek obsahujicich
esterovou funk¢ni skupinu mohou byt pilokarpin, dalvastatin a warfarin, u kterych
dochdzi v disledku hydrolyzy k otevieni cyklu a vzniku pfislusné karboxylové kyseliny.
Amidova funkéni skupina se také Casto vyskytuje ve strukturdch 1é¢ivych latek, ale je
méné nachylnd k hydrolyze, protoze karbonylovy uhlik amidové vazby je méné
elektrofilni. Odstupujici aminova skupina se proto hiife eliminuje. Napiiklad
paracetamol, chloramfenikol, linkomycin, indometacin a sulfacetamid hydrolyzuji na
amid a karboxylovou kyselinu. B-laktamova antibiotika jako peniciliny a cefalosporiny,
které jsou cyklické amidy (laktamy), rychle podléhaji hydrolyze a jejich cyklus se
otevira. Ptikladem muze byt amoxicilin.

K dehydrataci dochazi casto u sacharidi jako glukéza nebo laktdza, které
poskytuji produkt 5-(hydroxymethyl)furfural. Erythromycin je podeziely zkysele
katalyzované dehydratace, zatimco prostaglandiny E1 a E» podléhaji dehydrataci
anasledné 1isomerizaci. Isomerizaci podléhd 1 napiiklad amfotericin B (trans-cis
isomerizace), cyklosporin A (pfesmyk N, O-acylu) nebo tirilazad (dienon-fenolovy
pfesmyk). Racemizace a epimerizace je reverzibilni pfeména mezi optickymi isomery.
K racemizaci dochazi u benzodiazepint, penicilinii a cefalosporintl, naptiklad oxazepam
podléha racemizaci rychlou reakci v neutrdlnim aZz zasaditém pH. Pilokarpin podléha
epimerizaci za bazické katalyzy, zatimco tetracykliny jako rolitetracyklin nebo ergotamin
podl¢éhaji epimerizaci za kyselé¢ katalyzy. U latek s obsahujicich ve své struktuie
karboxylovou funkéni skupinu je moZznd dekarboxylaéni reakce, naptiklad
u 4-aminosalicylové kyseliny. Existuji i dalsi elimina¢ni reakce, napftiklad trimelamol
eliminuje hydroxymethylové skupiny za vzniku formaldehydu, levotyroxin eliminuje jod.

Oxidace je jiz dlouho zndma cesta chemické degradace. Kyslik ucastnici se
vétSiny oxidacnich reakci se vyskytuje v prostfedi, kterému jsou 1é¢iva vystaveny pfi
vyrobnim procesu i skladovani. V literatufe byla uz vroce 1940 popsana oxidace

askorbové kyseliny a faktory ovliviiujici tuto reakci, jako naptiklad role iontd kovi.
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Mechanismus oxidace zavisi na struktufe reagujicich latek a pfitomnosti reaktivnich
forem kysliku, ptipadné dalSich oxidantl. Katecholaminy jako adrenalin jsou oxidovany
na chinony. Mechanismy fotodegradace byvaji véts§inou velmi komplexni. Casto je
doprovazena oxidaci za ptitomnosti kysliku. Nekteré latky poskytuji rozdilné oxidacni
produkty v zédvislosti na pfitomnosti svétla, naptiklad fumagilin, fenothiaziny

a cholekalciferol.

2.2 Anthrachinonové glykosidy, sennosid A, sennosid B

Charakteristika. Sennosidy patii mezi anthrachinonové glykosidy [5, 6]. Jsou to
derivaty anthracenkarboxylovych kyselin. Anthrachinony jsou slouceniny, které zahrnuji
1,4-diketocyklohex-2,5-dienovou strukturu pfipojenou k fenylovému kruhu z obou stran.

Struktury anthrachinonové jednotky s pfislusnymi aglykony jsou uvedeny na obr. 2.1.

OH O OH ANTHRACHINONOVE AGLYKONY
chrysophanol Ri=-H Rz=-CHs
aloe-emodin Ri=-H Rz =-CH:OH
rhein Ri=-H Rz =-COCH
emaodin Ry =-0H Rz = -CHs
physcion Ri=-0CH: R:=-CH:

Obr. 2.1: Struktura anthrachinonové jednotky a pfislusnych aglykonti. Pfevzato a upraveno z [5].

U vétsiny anthrachinonti se hydroxylové skupiny nachazi na uhlicich C1 a CS.
Pouze uhliky C3 a C6 mohou byt také substituovany: hydroxylovou, hydroxymethylovou
nebo karboxylovou skupinou na uhliku C3 a fenolovou nebo methylovou skupinou na
uhliku C6. Ne vSechny anthrachinony jsou pfimo chinony, napiiklad sennosidy jsou
dianthrony pozlstavajici ze dvou anthronovych jednotek akazdd nese pouze jednu
karbonylovou skupinu [7, 8]. Dianthrony pozlstavajici ze dvou stejnych anthronovych
jednotek se fadi mezi homodianthrony. Patfi sem sennidin A a B, sennosid A a B.
V ptipadé, Ze jsou anthronové jednotky odlisné, fadi se takovéto dianthrony mezi
heterodianthrony (sennosid C a D).

Cukerné jednotky jsou u anthrachinonovych glykosidl pfipojené hlavné na uhlik
C8, C10 nebo hydroxylovou skupinu na uhliku C6 (u kaskarosidi C8 a zaroven C10)

cit. [7-9]. U sennosidi jsou cukerné jednotky pfipojené na hydroxylovou skupinu na
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uhliku C8. Oxidace pifi suSeni vede ke wvzniku anthrachiononli a dimerizaci na
dianthronové glykosidy.

Anthrachinonové derivaty jsou obsazeny, v houbach (Fungi), liSejnicich (Lichen)
a semennych rostlinach (Spermatophyta). Obsazeny jsou také v rostlinach nékterych
Celedi krytosemennych rostlin (Angiospermae), jako bobovité (Fabaceae), liliovité
(Liliaceae), rdesnovité (Polygonaceae), Tteselatkovité (Rhamnaceae), motenovité
(Rubiaceae) a krticnikovité (Scrophulariaceae) [7]. Obsah derivati anthracenu je odlisSny
v Cerstvé odebraném vzorku rostliny a vysuSeném rostlinném materialu.

Senna je 1€civa latka pozistavajici z vysusenych listii (pfilezitostné z vysusenych
luski) nekterych druhti rodu Cassia [10, 11]. Existuji dva hlavni druhy, jeden piivodem
ze severovychodni Afriky, Cassia senna L. (synonymum Senna alexandrina P.Mill.),
a Cassia angustifolia Vahl, piivodem z Indie, také znam4 jako senna indicka [6, 11, 12].

V rostlinach rodu Senna se kromé sennosidii nachazi i velké mnozstvi dalSich
anthrachinonovych derivati, konkrétné palmidin A, aloe-emodin dianthron diglykosid,
aloe-emodin-8-glykosid, rhein-8-glykosid, rhein a emodin-8-soforosid [6, 12]. Pfitomny
jsou také glykosidy odvozené od naftalenu, a to hydroxymusizin glykosid a tinnevellin
glykosid [10, 12, 13]. Dale senna obsahuje flavonoid kaempferol, jeho glykosid
kaempferin, isorhamnetin, sterol a jeho glykosid, pryskyfici a §tavelan vapenaty [14].
V senné jsou obsazeny i tékavé slouceniny (mono- a seskviterpeny, fenylpropanové
slouceniny, mastné kyseliny a jejich estery [15]).

Majoritni zastoupeni ze sennosidii maji predevsim sennosidy A a B. Obsah téchto
latek ve vysusenych listech senny se 1i$i v rozpéti 1,5 az 3,0 %. Sennosid A a sennosid B
jsou enantiomery, rozliSitelné konfiguraci na uhliku C10 a C10°. Sennosid A je
pravotoCivy a sennosid B je levotocivy isomer. Sumarni vzorec sennosidi A i B je
C42H38020. Obé¢ latky maji stejnou relativni molekulovou hmotnost, a to 862,7. Sennosid
A ma ¢islo CAS 81-27-6 a sennosid B CAS 127-57-4. Struktura sennosidii A, B, Ca D je

zobrazena na obr. 2.2.
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OH
o
HO
HO
OH
Sennosid A (R =-COOH) Senncsid B (R = —-COOH)
Sennosid C (R =—-CH,0H) Sennosid D (R =-CH,0H)

Obr. 2.2: Struktura sennosidi A, B, C a D.

Fyzikadlni a chemické vlastnosti. Sennosidy A a B jsou za normalnich podminek
krystalky Zluté barvy, bez zapachu. Jsou dobie rozpustné v methanolu a vodnych
roztocich methanolu, méné rozpustné v acetonitrilu. Dalsi fyzikalni a chemické vlastnosti
nejsou Vv literatufe dobte popsany.

Izolace. Sennosidy se ziskdvaji extrakci aizolaci zrostlinného materialu,
nesyntetizuji se. Existuje vice postupl, jak extrahovat a izolovat sennosidy i dalsi
glykosidy z rostlinného materialu. Vhodny obecny postup podle literatury [16] je:
Material obsahujici glykosidy je zhomogenizovéan na praSek. PraSek se extrahuje béhem
kontinualni perkolace v Soxhletové aparatufe za pouziti ethanolu jako rozpoustédla.
Vlivem tepla jsou deaktivovany rizné enzymy piitomné v ¢astech rostlin. Glykosidy jsou
termolabilni a extrakce by méla probihat pii teploté¢ pod 45 °C. K extraktu se ptidava
octan olovnaty kvili vysrdZeni tfislovin azbaveni se necistot. Piebytek octanu
olovnatého se srazi na sulfid olovnaty probublanim sulfanem. Extrakt se pftefiltruje
a zakoncentruje pro ziskani surovych glykosidid. Glykosidy v Cisté formé se ziskaji
frakénim vytfepavanim, frakéni krystalizaci a preparativnimi technikami jako
preparativni tenkovrstva chromatografie a kolonova chromatografie.

Farmakologie. Senna se pravdépodobné pouZivala na 1écbu zacpy jiz od devatého
nebo desatého stoleti [9, 17]. V soucasnosti je b&zné vypiti odvaru piipraven¢ho
vyluhovanim asi 3 g senny Salkem horké vody po dobu 15 aZz 20 min. Komeréné
dostupné jsou také kapalné nebo vysuSené extrakty, tablety, sirupy a dalsi pfipravky.

Za laxativni U€inky jsou kromé sennosidii odpovédné i dalsi anthrachinonové

derivaty, pfesnéji jejich aglykony. Aby vykazovaly ufinek, je nutnd hydroxylace na
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uhlicich C1 a C8 [5]. Glykosilace je také dilezitd, protoZze pomahé dostat molekuly na
misto ucinku v tlustém stfevé. Tam se glykosidy rozpadaji na pfislusné aglykony.
Dilezity je také stupeni oxidace. Glykosidy anthranolu a anthronti maji siln€jsi laxativni
ucinky nez anthrachinonové glykosidy. Nékteré anthrachinonové aglykony, naptiklad
rhein, alizarin a emodin vykazuji také aktivitu proti lidskému cytomelagoviru [18]. Dalsi
vyuziti je naptiklad procisténi vnitinosti pfed kolonoskopickym vySetienim [13].

Stabilita a degradace. Z nékolika studii vyplyva, ze stabilita vodnych roztokt
sennosidu A i sennosidu B velmi zavisi na podminkach uchovavani téchto roztoki, jako
je pH, cas ateplota [19, 20]. Bylo zjisténo, Ze vodné roztoky jsou nejstabilnéjsi pfi
pH =6,5 (to0o = 8,4 mésicll) a nejmén¢ stabilni pii pH = 8,4 (too = 2,5 mésicti). Béhem
uchovéavani po dobu dvou let pti pokojové teploté¢ vSak nedosSlo k poklesu laxativniho
uc¢inku umyS$i, nezdvisle na pH. Pouze u alkalickych roztokd doslo k vymizeni
laxativniho Gc¢inku po dobé 4,25 let. S ¢asem skladovéani se zvySovala akutni toxicita
roztokll sennosidu.

Bylo zjisténo, Ze sennosid A i B podléhaji fotodegradaci [21]. Vystaveni roztokl
sennosidll dennimu svétlu vedlo k 40 % ubytku sennosidll za jeden den a Uplné degradaci
po tficeti dnech. Sennosidy byly rozpustény v 50% (v/v) methanolu auchovavany
v riznych podminkéch (vystaveni svétlu v inkubatoru po rizné¢ dlouhou dobu, stfidani
svétla a tmy), ¢im bylo prokézéano, ze za degradaci je zodpoveédné svétlo. Prvnim krokem
je pravdépodobné rozdéleni molekuly na pfislusné anthronglykosidové radikaly. Tyto
radikdly bud’ zreaguji za opétovného vzniku sennosidu, nebo vznika pftislusny
anthrachinonglykosid. Piedpokladalo se, Ze =z anthachinonglykosidu vznikne rhein
(z pivodni molekuly sennosidii A a B), pfipadné aloe-emodin (z plGvodni molekuly
sennosidll C, D). Toto vSak prokdzano nebylo. Schéma deagradacnich reakci a struktura
reagujicich molekul jsou zndzornény na obr. 2.3. Stabilitu bylo mozné 1épe zachovat
rozpuSténim sennosidit pouze v 0,1% roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného, bez
pfidavku methanolu. Pfi vystaveni svétlu dochdzi také ke zrychleni isomerizace

sennosidu A na sennosid B [22].
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Obr. 2.3: Fotodegradace sennosidu A a sennosidu B (pievzato a upraveno podle [21]).

Anthrachinonové skupiny jsou velmi reaktivni pii vystaveni UV zafeni s vinovou
délkou 340 az 360 nm [23]. Touto aktivaci ptfechdzi anthrachinonové molekuly na
radikdly. Vysledkem jsou vysoce reaktivni, excitované Castice, které zahrnuji 1 vytvoteni
tripletniho stavu n-n* (silny akceptor elektronil). Tuto reakci lze vyuzit k navazani
anthrachinonovych derivati k vhodnému substratu.

Sennosid A 1 sennosid B podléha hydrolyze na odpovidajici aglykony sennidin A
asennidin B. Degradace obou latek, vcetné¢ hydrolyzy glykosidovych jednotek
ptipojenych B-O vazbou nebo redukce dianthronové struktury rozst€penim vazby mezi
uhliky C10 a C10°, mlzZe byt zplisobena fadou enzymi mikroorganismi [24]. Sennosidy
jsou stabilnéjsi viici oxidaci kvali C10-C10°vazbé. C-C glykosidy jsou obecné stabilnéjsi
vicéi hydrolyze [5]. Bylo prokazano, ze sennosidy A a B nejsou stabilni ve vodnych
roztocich (stabilita siln€ zaleZi na podminkéach uchovani, jak je uvedeno vyse) a rhein-8-
-O-glykosid a rhein jsou hlavnimi degradacnimi produkty [20, 25]. Degradace sennosidil
vSak nesnizuje laxativni ucinky, které jsou zplsobeny anthrachinonovymi derivaty
obecné.

Analytické metody pro stanoveni sennosidii. Pro stanoveni sloucenin obsazenych
v senné se pouzivaji rizné analytické metody. VétSina z nich je zalozena na HPLC

s reverzni fazi s mobilnimi fazemi, které obsahuji methanol a vodu [26], methanol a pufr
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[20, 27, 28], methanol a vodu s iontové parovymi Cinidly [29], acetonitrilové pufry
[25, 30, 31] a tetrahydrofuranovy pufr [32]. Pouziva se spojeni s detektorem diodového
pole a hmotnostné spektrometrickym detektorem (trojity kvadrupdl, ptipadn¢ Q-TOF
jako hmotnostni analyzator) [33]. Pfi métfeni s hmotnostni detekci se vétSinou pouziva
ionizace ESI v negativnim moddu. Pii tomto typu ionizace byly v literatuie [33]
detegovany molekularni ionty s m/z = 861,2172 (sennosid A) a 861,2028 (sennosid B).

Uvedené metody kapalinové chromatografie jsou blize specifikovany v tab. 2.1.

Tabulka 2.1

Blizsi specifikace metod kapalinové chromatografie pouzivanych pro stanoveni sennosida.

Stacionarni faze Mobilni faze Eluce Detekce  Ref.
C18 CH3;0H / H,O gradientova ~ DAD [26]
C18 CH30H /0,1 % HCOOH v H,O gradientova ~ DAD [27]
C18 2 % dioxan / Britton-Robinsontv pufr izokraticka uv [28]
C18 CH30H / (C4Ho)4-N-OP-(OH),0O v H,O izokraticka uv [29]
C18 CH3COONH4 / (C6Hi3)4-N-Br v CH;CN izokraticka DAD [30]
C18 CH3CN / H20 / H3PO4 izokraticka uv [31]
—N(CHs), tetrahydrofuran / HO / CH;COOH izokraticka uv [32]
C18 CH:CN /0,1 % HCOOH v H20 gradientova ~ MS [33]

2.3 Alkaloidy

Béhem nékolika stovek miliont let evoluce si rostliny vytvofily Sirokou $kalu
sekundarnich metabolitii jako prostfedky pro obranu pfed bylozravci, mikroorganismy,
viry a jinymi rostlinami [34]. Pravdépodobné se tak nejedna o Cistou ndhodu, Ze mnoho
alkaloid interaguje naptiklad s receptory neurotransmiterd. Lidstvo pouziva alkaloidy jiz
tisice let [6, 34]. Prvni civilizace, které je pouzivaly, byly pravdépodobné Sumerové
a Egyptané. Prvni dikazy o tom, Ze ¢lovék pouzival rostliny obsahujici alkaloidy, byly
nalezeny na asyrskych tabulkach napsanych klinovym pismem. Na téchto asi 4000 let
starych tabulkdch bylo zminéno asi 250 rostlin, napifiklad mak sety (Papaver
somniferum), rulik zlomocny (Atropa belladona) a mandragora lékatskd (Mandaroga
officinarum). Mimo Mezopotdmii se znalosti o rostlindch obsahujicich alkaloidy rozvijely
i vCing, kde cisat Sen-nung popsal 365 16kt pfibliznd 3000 let p. Kr. Mezi dal3i
civilizace, které bylo rozsifené pouzivani takovych rostlin patii Indie nebo antické Recko.

Minimalné az do 19. stoleti vSak alkaloidy nebyly reprodukovatelné izolovany ani
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analyzovany. Az pozd¢ji, zejména v 20. stoleti, srozvojem analytickych separacnich
technik, jako chromatografie a hmotnostni spektrometrie dosSlo k objasnéni jejich
struktury.

Alkaloid je organicka slouc¢enina obsahujici ve své struktufe dusik, ktera vykazuje
farmakologickou aktivitu u lidi a Zivocichti [6]. Prvni definici alkaloidli zavedl Meissner
vroce 1818 a patfila vS§em organickym slouceninam rostlinného ptivodu s bazickym
charakterem [35, 36]. Dalsi studium odhalilo pfitomnost atomu dusiku
a heterocyklického systému ve struktute alkaloidt. Pak byly alkaloidy klasifikovany jako
primarni, sekundarni, tercidrni a kvartérni aminy. Zjistilo se, ze alkaloidy se vyskytuji
kromé¢ rostlin i u zivocicht, ¢loveka, motskych organismi, hub a mikroorganismii. Do
skupiny alkaloidli byly postupné zatfazovany dalSi slouceniny, napiiklad 1 neutrdlni
metabolity s amidovymi skupinami, slouceniny s atomem dusiku pfitomnym
v postrannim fetézci, ptipadné s nitro skupinou nebo dal$imi jinymi funkénimi skupinami
obsahujicich atom dusiku [37, 38]. Dnes Ize alkaloidy klasifikovat také na zakladé
metabolickych drah aminokyselin, ze kterych jsou odvozeny, ptipadné podle toho, jestli
jejich zakladni uhlikovy skelet pochazi z aminokyseliny nebo ne. Rostliny jsou stale
hlavnim zdrojem alkaloidt, kterych bylo zatim popsano pfiblizn¢ 27 000. Jsou rozsitené
v rostlinnych pletivech, mezi jinym, c¢eledi tojestovité (Apocynaceae), hvézdnicovité
(Astraceae), dtistalovité (Berberidaceae), brutndkovité (Boraginaceae), zimnostrazovité
(Buxaceae), merlikovité (Chenopodiaceae), prysScovité (Euphorbiaceae), makovité
(Papaveraceae), lilkovité (Solanaceae) a mnohych dalsich [39, 40].

Alkaloidy se v rostlinach nachazi spiSe ve formé¢ ve vod¢ rozpustnych soli
organickych kyselin (naptiklad $tavelové, octové, citronové, vinné nebo mlécné), esteri
nebo ve spojenti s tfislovinami nebo sacharidy nez jako volné béaze [5]. VEtSinou se izoluji
z rostlinného materidlu ve form¢ krystalickych, amorfnich a netékavych slouc¢enin bez
zapachu. Alkaloidy s nizkou molekulovou hmotnosti (naptiklad pilokarpin), a alkaloidy
neobsahujici atom kysliku ve své struktufe jsou obvykle za normalnich podminek
kapalné. Vétsina alkaloidi je bezbarvych a ma hotkou chut. Mnohé alkaloidy jsou
opticky aktivni, s L-isomery farmakologicky aktivnéjSimi neZ jejich racemické smési,
které jsou typické nizsi, nebo odliSnou aktivitou (napiiklad enantiomery morfinu). Volné
baze alkaloidii jsou rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech a jejich
rozpustnost ve vodé je mald (vyjimkami jsou kofein a efedrin). Soli alkaloidl jsou
rozpustné ve vodé a zfedénych kyselindch a nerozpustné, piipadné velmi omezené

rozpustné v organickych rozpoustédlech. Tento rozdil v rozpustnosti alkaloidii zavisly na
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jejich formé& se vyuziva ve farmaceutickém primyslu na jejich izolaci z komplexnich
rostlinnych matric a vyrobu farmaceuticky pfijatelnych vyrobkd.

Alkaloidy obecné vykazuji farmakologickou aktivitu u savct [34]. VétSina
alkaloidii s biologickou aktivitou u c¢lovéka ovliviiuje nervovy systém, konkrétné
interakce neurotransmiterti, napiiklad acetylcholinu, adrenalinu, noradrenalinu,
y-aminomaselné kyseliny, dopaminu a serotoninu. Alkaloidy jsou nositeli mnoha dal$ich
druht farmakologické aktivity, naptiklad antihypertenzivni (indolové alkaloidy),
antiarytmické (chinidin, ajmalin, spartein), jsou to u¢innd antimalarika (chinin), ptisobi

proti rakoviné (dimerni indoly, vinkristin, vinblastin).

2.3.1 Efedrin

Charakteristika. Efedrin patfi mezi nejvyznamnéj$i neheterocyklické alka-
loidy [36]. Je to pseudoalkaloid [6], spojeny s metabolickou drahou L-fenylalaninu.
Je obsazeny v rostlindch rodu chvojnik (Ephedra) [6, 41, 42]. Systematicky ndzev
efedrinu je 2-(methylamino)-1-fenyl-propan-1-ol amé cislo CAS 299-42-3. Sumaérni
vzorec efedrinu je CioHisNO arelativni molekulovd hmotnost 165,23. Ziskava se
extrakci zrostlinného materidlu nebo synteticky. Vyskytuje se ve formé CcCtyf
diastereoisomerti. Nejvice zastoupeny v rostlinach a zodpovédny za farmakologickou
aktivitu je ptedev§im L-efedrin [42], nasleduje D-pseudoefedrin. Struktury L-efedrinu a

isomerd jsou zndzornény na obr. 2.4.
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Obr. 2.4: Struktura L-efedrinu a dal$ich isomera.
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Fyzikalni a chemické vlastnosti. Za normalnich podminek existuje Cisty efedrin ve
formé bezbarvych krystald nebo bilého krystalického prasku [41]. Velmi rychle absorbuje
oxid uhlicity a rozklada se pii vystaveni svétlu. Je rozpustny v chloroformu, velmi dobie
rozpustny v ethanolu [41, 43, 44] a prakticky nerozpustny v etheru [45]. Rozpustny je
i ve vod¢ a v tucich [46]. Bod tani a tuhnuti je 217 az 220 °C [44].

Izolace. Stonek rostliny obsahujici efedrin je v ¢inské mediciné zndmy jako Ma
Huang jiz 5000 let [42, 46-48]. Efedrin byl poprvé izolovan z materialu pochazejiciho
z Ciny v roce 1885 japonskym védcem Yamanashim, ne viak v &isté formé. Po jeho smrti
pokrac¢ovali v jeho praci Nagai (izolace Cisté formy [47]) a Hori, ktefi slouceninu
pojmenovali efedrin a také rostlinu — chvojnik obecny (Ephedra vulgaris). Ze stejného
druhu byl efedrin izolovan v roce 1888 némeckou spole¢nosti Merck. V roce 1889
Ladenburg a Oelschigel publikovali své vysledky s bazi pojmenovanou pseudoefedrin,
pripravenou spolec¢nosti Merck zrostliny rodu Ephedra. O tii roky pozd€ji Miller
izoloval pouze pseudoefedrin z druhu rostouciho v Evropé€. Rostlina byla identifikovana
Arthurem Meyerem jako Ephedra vulgaris. Bylo zjisténo, ze rostlina Ephedra vulgaris
obsahuje efedrin, pokud roste v Cin& a pseudoefedrin, pokud roste v Evropé.

Biosyntéza. Prekurzorem pfi biosyntéze efedrinu v rostlinach je L-fenylalanin
[49]. ZjednoduSené schéma biosyntézy je na obr.2.5. Poskytuje fenylovou skupinu
aprvni uhlik postranniho fetézce efedrinu. Skoficova kyselina, benzoova kyselina
a benzaldehyd jsou jednoduse vclenény do struktury efedrinu a zbyvajici dva uhliky
pochéazi z pyruvatu. Pii biosyntéze dochazi k degradaci postranniho ftetézce L-fenyl-
-alaninu za vzniku (frans)-skoficové kyseliny. Tuto reakci katalyzuje L-fenylalanin
amoniumlyasa. Zkracovani fetézce za vzniku benzoové kyseliny je realizovano
B-oxidativni nebo ne-B-oxidativni cestou. Benzoova kyselina mtze byt esterifikovana
acetylkoenzymem A a nasledn¢ acetylovdna pyruvatem a dekarboxylaci vznikd diketon.
Jeho transaminaci vznika kathinon. Z kathinonu vznikd redukci karbonylového uhliku
norefedrin nebo norpseudoefedrin. Kone¢nym produktem po N-methylaci je efedrin nebo

pseudoefedrin.
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Obr. 2.5: Schéma biosyntézy efedrinu v rostlinach rodu Ephedra. Ptevzato a upraveno podle [42].

Syntéza. Efedrin lze ziskat extrakci z rostlinného materidlu nebo synteticky [42].

V komer¢ni produkei se vyuzivaji tfi metody. Prvni je extrakce z rostlinného materialu,

zejména z rostlin rodu Ephedra. Prvnim krokem je vétSinou piidani béaze k alkaloidiim

a nasleduje extrakce organickym rozpoustédlem [49]. Synteticky lze vyrabét racemické

smési efedrinu [50]. Posledni a nejvice rozSifenou moznosti je semisynteticky proces

vyroby [49]. Je zaloZeny na kombinaci fermentace a chemické syntézy. Benzaldehyd je

mikroorganismy biotransformovan na L-fenylacetylkarbinol za katalyzy pyruvat
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dekarboxylasou. Pti fermentaci se vétSinou pouzivaji kvasinky Saccharomyces, ptipadné
1jiné druhy kvasinek. Timto procesem lze s velmi vysokou enantioselektivitou ziskat
Cisty L-efedrin.

Prvni totalni syntéza efedrinu byla provedena Spéathem v roce 1925 [51]. Vychozi
latky byly ethanal, brom a fenylmagnesium bromid. Bromaci ethanalu vznikl a-brom-
-ethanal, ktery po reakci s bromovodikem v prostfedi ethanolu poskytl (1,2-dibrom-
propyl)methylether. Grignardovou reakci s fenylmagnesium bromidem doslo k vymeéné
bromu za fenylovou skupinu. Reakci s methylaminem nasledné doslo k debromaci.
Bromovodikem byla odstranéna methoxy skupina a vznikl L, D-efedrin. Isomery byly
oddéleny pomoci vinné kyseliny. Celé schéma syntézy podle Spitheho je uvedeno na

obr. 2.6.

Br
Brz _ HBr
/ﬁ| > EtDH \_\
0 |
0]
ethanal a-bramethanal (1,2- d|brumprnpyl -methylether
PhMgBr
/EE ' /’EE‘\_‘ o CHalHz /EE
D, L-efedrin -{1-fenyl-1-methoxyizopropyl}-MN-methylamin (1-fenyl-2-brompropyl}-methylether

Obr. 2.6: Schéma prvni totalni syntézy efedrinu.

Efedrin byl syntetizovan naptiklad i Manskem katalytickou redukci 1-fenyl-
propan-1,2-dionu v methanolovém roztoku methylaminu [50]. Isomery efedrinu byly
oddéleny mandlovou kyselinou. Existuje mnoho postupli syntéz racemické smési
efedrinu 1 pouze L-efedrinu.

Produkce L-efedrinu z benzaldehydu je zaloZend na biosyntéze L-fenylacetyl-

karbinolu fermentaci melasy a cukru kvasinkami za pfitomnosti benzaldehydu [42, 52].
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Po dokonceni biosyntézy je 2840 % L-fenylacetylkarbinolu izolovano a ptevedeno
reduktivni methylaminaci v prostiedi dibutyletheru s platinou jako katalyzatorem na Cisty
L-efedrin. Takto ziskany L-efedrin se pievadi na formu hydrochloridu. Schéma reakce je

znazornéno na obr. 2.7.

0 0 OH
Kvasinky '
s
H + HO Pyruvatdekarboxylasa
0 O
benzaldehyd pyruvatova kyselina L-fenylacetylkarbinol
OH
CHaMHz
O Haz/Pt
L-fenylacetylkarbinol L-efedrin

Obr. 2.7: Schéma vyroby efedrinu semisyntetickym procesem. Pfevzato a upraveno z [42].

Stabilita a degradace. Bylo zjisténo, Ze pii extrakci efedrinu z vodného roztoku
do diethyletheru bézné i1 analytické Cistoty dochazi ke ztratam [53]. Minimalné z Casti
vznikly tyto ztraty reakci efedrinu s necistotami (aldehydy) v diethyletheru. SniZzeni ztrat
efedrinu pii extrakci bylo dosazeno promytim diethyletheru disifiitanem sodnym,
fedénou kyselinou chlorovodikovou, roztokem hydroxidu sodného a pfidanim #n-butanolu
do extraktu pied odpaienim. Efedrin (100 g dm>) uchovén v diethyletheru n&kolik tydni
na svétle pfi pokojové teploté se rozpadl na rtizné substituované oxazolidiny. Na
oxazolidiny se efedrin rozpadl v roztocich diethyletheru a benzenu i pfi degradaci UV
zafenim (A =254 nm). Oxidace L-efedrinu peroxidem niklu, uhli¢itanem stiibrnym a
oxidem mangani¢itym poskytla benzaldehyd, smés oxazolidind a 2-methylamino-1-fenyl-

propan-1-on. Struktury degrada¢nich produktii jsou znazornény na obr. 2.8.
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L-efedrin 2-methylamino-1-fenylpropan-1-on

ruzné substituované oxazolidiny

Obr. 2.8: Struktura efedrinu a porovnani se strukturami degradacnich produktt. R; a R, znac¢i rizné

substituenty (—-H, —CH3s, —C>Hs).

Pii vystaveni teplu se hydrochlorid efedrinu rozkladd na fenylethylketon
a methylamin. Efedrin mize byt také enzymaticky degradovan nékterymi bakteriemi
[54]. Pseudoefedrin dehydrogenasa byla schopna selektivni konverze (S,S)-D-pseudo-
efedrinu a (S,R)-D-efedrinu na (S)-methylkathinon a (R)-methylkathinon. Efedrin
dehydrogenasa projevila selektivitu pro oxidaci (R,S)-L-efedrinu a (R,R)-L-pseudo-
efedrinu.

Farmakologie. Efedrin patii mezi nejstarsi 1é¢iva pouzivané v ¢inské medicing jiz
vice nez 5000 let [42, 61-63]. V moderni medicin€ se pouzivd od roku 1923 po
znovuobjeveni efedrinu a prozkouméani jeho hodnotnych vlastnosti. Efedrin je
sympatomimetikum s podobnymi uc€inky jako adrenalin. Proto se wuZiva jako
dekongestivum, pti redukci hmotnosti a zvySeni energie jako dopln€k stravy [42]. U lidi
stimuluje termogenezi, lipolyzu. Diky témto vlastnostem se efedrin rychle stal oblibenym
produktem na trhu s pfipravky na redukci hmotnosti a zvySeni fyzického vykonu. Po
objeveni se nezadoucich ucinkd, pifipadi prfedavkovani a kontraindikaci pfi kombinaci
s jinymi latkami byl vSak pro takovéto ucely v roce 2004 zakdzan americkou Food and
Drug Administration. Dnes se v mnoha zemich prodava ilegalné, protoZe jeho pouzivani
je upraveno prislusnou legislativou.

Nejcist€j$i forma efedrinu se pro jeho sympatomimetické ucinky pouziva pii

bronchodilata¢ni 1écbé (poméha astmatickym pacientim uvolnénim hladkych svalt
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pridusek), jako dekongestivum i jako vazokonstrikéni latka. Vazokonstrikéni u€inek na
mukézni membrany zefedrinu déld vybérové dekongestivum, co je 1 nejveétSim
vyznamem efedrinu v klinické praxi. Pouzivaji se i1 derivaty efedrinu, naptiklad
pseudoefedrin pii 1écbe kasle a nachlazeni.

Adrenergni ucinky zptsobené efedrinem se objevuji hlavné v disledku jeho
schopnosti byt sympatomimetickym agonistou a- i B-adrenergnich receptori. Obecné
v disledku takové stimulace dochazi ke zvySeni tepu, periferni vazokonstrikci,
bronchodilataci a stimulaci centralni nervové soustavy.

Pokud se efedrin pouziva pro terapeutické ucely se sledovanim davkovani, nema
zadnou potencialni toxicitu. Toxicita se miize projevit pii predavkovani a vede
k paranoidni psychéze, blouznéni a halucinacim. Velké davky efedrinu mohou zptsobit
hypertenzi, bolest hlavy, zavraté, zvraceni, nervozitu a nespavost. Efedrin ma velky
distribu¢ni objem, neni vdzan na proteiny krevni plasmy a zlstavd ve volné¢ formé
s velkou afinitou ke tkdnim a kapacitou pro dosazeni velkych koncentraci v centralni
nervové soustavé. VétSina efedrinu je po biotransformaci v jatrech vyloucena moci
v nezménéné forme.

Analytické metody pro stanoveni efedrinu. V literatute je popsano mnoho analyz
produktti obsahujicich efedrin [55]. Obecné se pouzivaji separacni metody. K extrakci
efedrinu z 1écivych ptipravkl a télnich tekutin byly pouzivany metody extrakce kapalina-
-kapalina, extrakce na tuhé fazi, mikroextrakce na tuhé fazi a headspace [56]. Dnes se
vétSinou pouziva extrakce na tuhé fazi, vzhledem k pritoku velkych objemt extrakcni
kolonou a prekoncentraci analytl. V rutinnich laboratofich se pro normalni 1 chirdlni
analyzy pouZzivaji metody plynové chromatografie (GC-NPD [57], GC-FID [58], GCxGC
[59], GC-MS [60-62]), kapalinové chromatografie (LC-UV [63, 64], LC-MS/MS [63,
65—68]) 1 kapilarni elektroforézy [69, 70]. Kapilarni elektroforézou lze separovat
isomery efedrinu a s nim spojenych sloucenin. Vyhoda metod GC-MS je niz$i cena
vybaveni, Casto vSak zahrnuji derivatiza¢ni krok pro zlepSeni pfesnosti a chromato-
grafického profilu analyzy. Metody LC-MS/MS Setii Cas, protoze lze analyzovat
nederivatizované slouceniny a v nékterych piipadech i isomery jako norefedrin a nor-
pseudoefedrin s délkou analyzy 8 min [66, 71]. Podrobnéjsi popisy metod pro stanoveni

efedrinu poskytuji tab. 2.2 a 2.3.
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Tabulka 2.2

BIlizsi specifikace metod plynové chromatografie pro stanoveni efedrinu.

stacionarni faze detekce Ref.
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan NPD [57]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan FID, MS [58]
L. chiralni (B-cyklodextrin), II. polyethylenglykol FID [59]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan MS [60]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan MS [61]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan MS [62]
Tabulka 2.3

Blizsi specifikace metod kapalinové chromatografie pro stanoveni efedrinu.

stacionarni faze  mobilni faze eluce detekce Ref.
—CsHs 0,1 mol dm > KH,PO4, 3,5 % CH;0H v H,O izokraticks UV [63]
—0—CsHs 3 % CH;0H v 50 mmol dm 3 KH,PO4 izokratickd UV [64]
—CsHs CH3COONH,4, CH3COOH, CH3:CN v H;O izokratickh ~ MS/MS [65]
-SO;H 5 mmol dm 3 HCOONH, / CH;CN gradientova MS/MS [66]
C18 HCOOH, CH;CN v H,O / HCOOH v H,O izokratickh ~ MS-Q-TOF  [67]
C8 H>0 /0,1 % HCOOH, CH3COOH v CH3CN izokratickh ~ MS/MS [68]
C18 HCOONH;4 v H,0O / CH3CN gradientova  MS-QQQ [71]

2.4 Terpeny

Terpeny, zndmé 1 jako terpenoidy nebo isoprenoidy, jsou nejpocetnéjsi
a strukturné nejdiverzifikovanéjsi skupinou ptirodnich latek [72]. Bézné jsou obsaZeny
v rostlinach a produkovany ve tkanich, kvétech a pfilezitostn¢ v kotfenech. Jsou také
nejvetsi skupinou sloucenin nalezenou v esencidlnich olejich [73]. Pojmenovani ,,terpen‘
bylo plivodné pouzivano pro uhlovodiky nalezené v terpentynu a piipona ,.en“ znaci
pfitomnost dvojnych vazeb [72].

Terpeny jsou klasifikovany na zékladé¢ poctu a uspotadani atomt uhliku ve
struktufe tvofené linearnim uspofadanim isoprenovych jednotek nasledovaném cyklizaci
a pfeuspofadanim uhlikové kostry podle empirického isoprenového pravidla [74].
Isopren, stavebni jednotka terpentl, je 2-methylbuta-1,3-dien. Jedind isoprenova jednotka
je tedy zastupcem zakladni tfidy terpent — hemiterpenoidu.

Obecné jsou terpeny rozpustné v tucich. VétSina z nich jsou bezbarvé kapaliny

leh¢i nez voda s bodem varu 150 az 180 °C. Jsou tekavé, maji vysoky index lomu
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a opticky aktivni. Terpeny jsou nenasycené¢ slouceniny a obsahuji jednu nebo vice
dvojnych vazeb, coz znamend, ze mohou podstoupit adi¢ni reakce s vodikem, halogeny,
halogenkyselinami a jinymi molekulami. Ne¢které tvoii hydraty. Vytvari také
charakteristické produkty pti adici NO2, NOCIl a NOBr.

Esencidlni oleje obsahujici terpeny mohou byt z chemického hlediska rozdéleny
na monoterpenoidni a seskviterpenoidni na zéklad¢ odlisSné teploty varu
(monoterpenoidni 140 az 180 °C, seskviterpenoidni >200 °C).

Biosyntéza terpenti probihd v cytosolu pfes mevalonat nebo v plastidu pres
2-C-methyl-D-erythriol-4-fosfat. Pres mevalonat jsou syntetizovany hlavné hemi-,
mono-, di- a triterpeny ale existuji i vyjimky a vzajemnd propojeni mezi dvéma zplsoby

syntézy [75, 76].

2.4.1 Menthol

Charakteristika. Menthol je pfirodni monoterpenoidni alkohol ziskany z riznych
druhii matovych olejii rostlin rodu Mentha (mata) [6, 41]. Je to opticky aktivni latka a ma
tfi chiralni centra. V pfirodé se z osmi moznych isomert vétSinou vyskytuje levotocivy
isomer, L-menthol, v konfiguraci (1R,2S5,5R). Struktura L-mentholu je zndzornéna na
obr. 2.9. Systematicky nazev je 5-methyl-2-izopropyl-cyklohexan-1-ol. Jeho relativni

molekulova hmotnost je 156,26; sumarni vzorec C1oH200 a ¢islo CAS 89-78-1.

Obr. 2.9: Struktura L-mentholu.

Fyzikalni a chemické viastnosti. Menthol za normalnich podminek existuje ve
formé bilych krystald nebo krystalického prasku [41]. Je malo rozpustny ve vod¢, velmi
dobfe rozpustny v ethanolu, chloroformu a etheru, volné rozpustny v ledové octové
kyseling€, a mineralnich olejich [41, 77]. Menthol ma rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda

roven log P = 3,4.
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Izolace. Menthol byl poprvé izolovan roku 1771 holandskym botanikem
Gambiusem z matového oleje [78]. Mezi zdroje matového oleje patii Cernd mata peprna
(Mentha piperita var. vulgaris), bila mata peprnd (Mentha piperita var. officinalis), mata
rolni (Mentha arvensis), Mentha canadensis var. piperascens a dalsi [6]. Mata obsahuje
asi 1 az 3 % tekavého oleje. Prvni dva uvedené druhy neobsahuji méné nez 45 %
mentholu, pficemz dal$i druhy obsahuji 70 az 90 % mentholu. Spole¢né s mentholem
jsou v oleji obsazeny i1 dalsi isomery a latky: D-neomenthol, D-isomenthol, menthon,
menthofuran, menthylacetat a cineol. Menthol ziskany z piirodnich zdroji je levotoCivy
(L-menthol) nebo smés enantiomerti (D, L-menthol).

Mentholovy olej se ziskdva hydrodestilaci nebo parni destilaci z Cerstvych
nadzemnich c¢asti rostlin sesbiranych pfed vykvetenim. Pro izolaci L-mentholu z oleje
maty peprné je olej podroben chlazeni. Krystaly mentholu vykrystalizuji z oleje a jsou
oddéleny centrifugaci.

Olej ziskany parni destilaci rostliny Mentha arvensis v dob€ kvétu obsahuje asi 70
az 80 % volného L-mentholu. Olej se zchladi a vypadnou krystaly mentholu. Oddéleny
jsou centrifugaci. Protoze krystalicky produkt obsahuje stopy oleje, takto ziskany
menthol ma jemné bylinny, métovy tén. Cisty L-menthol lze ziskat rekrystalizaci
rozpous$tédly s nizkymi body varu. Zbytek oleje, ktery potfdd obsahuje 40 az 50 %
volného L-mentholu mize byt znovu pouzity k pfipravé L-mentholu.

Biosyntéza. Monoterpeny maty jsou odvozené od plastididlniho 2-C-methyl-D-
-erythriol-4-fosfatu, ktery slouzi jako zdroj univerzalnich prekurzorti Cs isoprenovych
jednotek isopentenyl difosfatu a dimethylallyl difosfatu [79]. Biosyntéza L-mentholu
probiha pfes osm enzymovych reakci [80]. Zahrnuje vytvofeni a naslednou cyklizaci
univerzalniho prekurzoru monoterpend, geranyl difosfatu, na L-(4S)-limonen jako prvni
enzymovou reakci. Nasleduje hydroxylace na uhliku C3 a série ¢ty redoxnich pfemén
a isomerizaci. Na substituovaném cyklohexanovém kruhu vznikaji tfi chiralni centra
a vznikéd L-menthol.

a vytvateni pfichuti riznych produkti [81]. Hojné se pouziva naptiklad v léCivech,
kosmetice a zubnich pastach. Z celkové svétové vyroby mentholu tvoii vétSinu piirodni
menthol. Poptdvka po syntetickém mentholu vSak stidle roste. Pfi¢inou je
nevyzpytatelnost ptirodniho zdroje (Mentha arvensis), protoze péstovani této rostliny
ovlivitluje pocasi, napfiklad monzuny. Existuje mnoho zplsobi, jak syntetizovat

L-menthol a 1i§i se v celkovém vytézku a také slozitosti celého procesu. Vychozimi
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latkami pro syntézu L-mentholu mohou byt napiiklad m-kresol, myrcen, D-limonen,
D-pulegon, L-piperiton, L-B-pinen a L-3-3-karen.

L-menthol lze syntetizovat postupem pbjevenym Fleischerem, Bauerem
a Hoppem v roce 1976. Schéma ¢asti tohoto procesu je znazornéno na obr. 2.10. Vychozi
latkou je m-kresol. Jeho alkylaci vznikd thymol. Katalytickou hydrogenaci thymolu
vznikd smées isomert mentholu. Frakeni destilaci této smési se ziskdva racemickd smés
enantiomert D- a L- mentholu. L-menthol 1 D-menthol 1ze ziskat krystalizaci o¢kovanim.
Do roztoku se ptidaji krystaly ptfislusné enantiomerni formy jeho esteru, které ovliviuji
selektivitu krystalizace v prospéch jednoho nebo druhého enantiomeru. Separaci krystali
a jejich podrobenim hydrolyze se ziskd L-menthol (pfipadn¢ D-menthol). Matecny louh,
bohaty na D-menthol, se vraci do destilacniho cyklu. Celkovy vytézek L-mentholu Cini

asi 90 %.

ﬁj -
m-kresol prop-1-en

thymaol D. L-menthol

Obr. 2.10: Syntéza racemické smési enantiomerti mentholu z m-kresolu. Pfevzato a upraveno z [81].

Syntéza L-mentholu z L-B-pinenu je vyhodnd, protoZze pozadované strukturni
vlastnosti jsou jiz pfitomné a je dostupny v dostatecné optické Cistoté. Schéma je
znézornéno na obr. 2.11. Hydrogenaci L-B-pinenu vznika cis-pinan jako hlavni produkt
reakce. Tento cyklicky systém se pyrolyzou §té€pi na opticky Cisty 2,6-dimethylokta-2,7-
-dien. Pfimou oxidaci ho lze pfeménit na D-citronelol s dobrym vytézkem reakce.
Alternativou pro tento krok je podrobeni 2,6-methylokta-2,7-dienu adici kyseliny
chlorovodikové (podle Markovnikova pravidla), nasledované adici kyseliny
bromovodikové (proti Markovnikovu pravidlu) a solvolyzou produktu se ziskd smés
citronelolii. Katalytickou oxidaci D-citronelolu vznika D-citronelal. L-menthol 1ze ziskat
riznymi procedurami, napiiklad hydrogenaci L-izopulegolu, ktery vznikéd z D-citronelalu

uzavienim cyklu (katalyzovano organokovovou slouc¢eninou hliniku). V produktu
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se nachazi i stopovd mnozstvi D-mentholu kvili vzniku frans-pinanu v prvnim kroku

syntézy.
QHE\/H QHa/H QHE-/H
_pyrolyza _ | __HCI ‘
| Cl
\Uxidace JHEF
CH: H CH: H CH: H CH: H

L-menthol

Obr. 2.11: Syntéza L-mentholu z L-B-pinenu. Pfevzato a upraveno z [81].

Stabilita a degradace. V literatute [82] byla studovana stabilita mentholu
v ethanolovych roztocich (koncentrace mentholu 30 g dm™) pii vystaveni vysokym
teplotam (300 az 900 °C) v prostiedi dusiku 1 v prostiedi dusiku s kyslikem o koncentraci
9 %. Mechanismus degradace vSak zavisel na zvolenych podminkach. V prostfedi
s ptitomnosti kysliku vznikalo vice oxida¢nich produkti. Menthon je produktem oxidace
mentholu a lze ho ziskat ozonizaci nebo dal$i oxidaci mentholu. Pti vysSich teplotach
vznikalo asi 1,4 % menthonu, pfi teplot¢ 300 °C asi 0,6 %. V prostiedi s pfitomnosti
dusiku pfi teploté¢ 300 °C byla koncentrace menthonu pod mezi detekce, pii vysSich
teplotach byla asi 0,06 %. Potvrzen byl tak 1 vliv pfitomnosti kysliku pro tuto reakci. Pii
pouziti vysSich teplot vznikaly také isomery menthenu. Struktury téchto degradacnich

produktl jsou zndzornény na obr. 2.12.
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Obr. 2.12: Degradaéni produkty pyrolyzy mentholu. Pfevzato a upraveno z [82].

Menthol za béznych skladovacich podminek (25 £ 1 °C) po dobu az 18 mésict
nevykazoval Zddnou vyznamnou degradaci [83]. Testovan byl krém s obsahem mentholu
1 % (v/v). Neobjevily se zddné degradacni produkty pii podrobeni alkalickym, kyselym
¢i oxidacnim podminkam. K degradaci (ze 70 %) na menthon dochdzelo az v extrémnich
podminkach, a to po vystaveni extrémné oxida¢nimu prostiedi horké kyseliny chromoveé.
Za béznych skladovacich podminek nebyl po dobé skladovani menthon detegovan.

Farmakologie a toxikologie. Menthol ma obrovské vyuziti v riznych oblastech,
od vyrobkl pro osobni péci a 1ékli pies cukrovinky az po pesticidy a cigarety [84]. Je
vyuziti v oblasti mediciny a farmacie. Dostupny je Casto volné v riznych lékovych
formach, pifipadné¢ 1 na pifedpis. Vykazuje rizné druhy biologické aktivity, jako
protizanétlivou, antibakteridlni, antipruritickou, antifungélni, analgetickou a ptisobi i proti
rakoviné. B&Zné se pouziva naptiklad pii 1é¢bé bolesti v krku a ve sprejich do nosu.

Dobte znamy je pocitové chladivy ucinek L-mentholu po rozzvykani, vdechnuti,
poziti nebo aplikaci na kiZzi. Navzdory jeho rozsahlému pouZzivani byl mechanismus
ucinku prozkouman az nedavno. Pfi¢inou tohoto ucinku je aktivace ,,mentholového
receptoru, iontového kanalu selektivniho pro teplotu, napéti (potencial) a menthol [85].

Aktivovan muze byt teplotami menSimi nez 26 °C a rliznymi latkami (kromé mentholu
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napfiiklad icilinem). Jiné isomery mentholu nevyvoléavaji tento Gc¢inek a lisi se zapachem a
fyzikélné-chemickymi vlastnostmi [84]. Experimenty bylo prokézano také, ze L-menthol
je schopny selektivni aktivace k-opioidniho receptoru (je slabym agonistou) a dasledkem
jsou analgetické vlastnosti [86].

Obecné platnd domnénka, Ze menthol je bezpecna latka bez zadné podstatné
toxicity, byla potvrzena nékolika mélo studiemi. Zidna toxicita nebyla pozorovana
u potkant pfi testovani po dobu 28 dni s davkami do 800 mgkg' denné [87]. Ani
chronicka expozice relativné velkym koncentracim mentholovych par nevyvolala zadné
toxické ucinky [88]. Doporucena denni davka mentholu pro ¢lovéka navrhovana WHO je
0az0,2 mgkg .

Analytické metody pro stanoveni mentholu. Stanoveni mentholu béZzné
pouzivanymi metodami kapalinové chromatografie, naptiklad s UV/VIS nebo hmotnostni
detekci, miize byt problematické vzhledem k jeho nizké absorpci v UV a viditelné oblasti
spektra elektromagnetického zafeni a zlé ionizovatelnosti ESI" i ESI™ ionizaci. Bylo
vyvinuto mnoho metod pro stanoveni mentholu, napiiklad metody RP-HPLC
s derivatizacnim krokem a fluorescencni detekci [89], s detektorem indexu lomu [90]
nebo s polarizovanym fotometrickym detektorem [91]. Pouzita byla i metoda NP-HPLC
pro separaci isomerd mentholu vyuzivajici detektor indexu lomu [92]. Menthol lze
stanovit také naptiklad pomoci neptimé fotometrické detekce [93] nebo kolorimetricky
[94, 95]. VSechny tyto metody maji vice nevyhod, hlavné vSak relativné nizkou citlivost,
az na HPLC s fluorescen¢ni detekci. Problém je 1 nedostatecna pouzitelnost pro redlné
vzorky, jako jsou sirupy a tablety dlouhé a naroéné piipravé vzorku. Plynova
chromatografie je povazovana za citlivou metodu, vhodnou ke stanoveni mentholu [96].
Pouziva se ve spojeni s plamenové ionizacnim detektorem [96-98] a hmotnostnimi
spektrometry [99, 100]. Stacionarni faze byva vétSinou nepolarni a jako nosny plyn se
pouzivéa helium. Metody kapalinové a plynové chromatografie pro stanoveni mentholu

jsou blize specifikovany v tab. 2.4 a 2.5.
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Tabulka 2.4

BIlizsi specifikace metod kapalinové chromatografie pro stanoveni mentholu.

stacionarni faze mobilni faze eluce LOD detekce Ref.
C8 CH;0H / H,O / tetrahydrofuran 80/18/2 izokratickd 1 pmoldm™> FLD [89]
C18 H,O / CH;0H izokratickd 0,76 pg cm™ RID [90]
C18 H,O / CH3CN izokraticka —* PPD [91]
C18 H,O / CH30H izokraticka —¢ nepiima UV [93]

-« Udaj neni k dispozici.

Tabulka 2.5

Blizsi specifikace metod plynové chromatografie pro stanoveni mentholu.

stacionarni faze detekce  Ref.
6 % kyanopropyl- / 94 % dimethylpolysiloxan FID [96]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan FID [97]
5 % difenyl- / 95 % dimethylpolysiloxan FID [98]
100 % dimethylpolysiloxan MS [99]
polyethylenglykol MS-QQQ [100]

2.5 Sulfonamidy a derivaty thiazolu

Termin sulfonamid se vztahuje na derivaty p-aminobenzensulfonamidu

(sulfanilamidu) [101]. Zakladem jeho struktury je aminobenzen a v para poloze ma

navazanou sulfonylovou skupinu s pfipojenou substituovanou aminoskupinou (S-N

vazba). Tato sulfonamidova funkéni skupina obecné neni vyrazné reaktivni. Vazbu mezi

dusikem a sirou v této funk¢ni skupiné by mélo byt relativné obtizné Stépit. Obecna

struktura sulfonamidové skupiny spolu s pfiklady nékterych rtzné substituovanych

sulfonamidt je zndzornéna na obr. 2.13.

34



Rz NH
H
R —Q_n/ N N 2
| ﬂ \ D/ = \\c;
/h
Ra — Dﬁ\&]

O

sulfonamidova
funkéni skupina sulfamethoxazol

= N 0O O

Y

Hx‘
N/?N
OH
sulfasalazin
O
H

Obr. 2.13: Struktura sulfonamidové funk¢ni skupiny, ptiklady rizn¢ substituovanych sulfonamidi.

Sulfonamidy ptedstavuji pomérné velkou skupinu antibiotik s mnoha vyuzitimi
v klinické praxi. Jsou to prvni ucCinné antibiotika zavedené v klinické mediciné
a pouzivaji se jiz od 30. let 20. stoleti [102]. Vyuzivaji se i ve veterinarnim Iékatstvi.
Povazuji se za bakteriostatika a jejich ucinek tkvi v inhibici bakteridlni biosyntézy
tetrahydrolistové kyseliny [101, 102]. Sulfonamidy vykazuji antimikrobialni aktivitu
proti gram pozitivnim i gram negativnim mikroorganismtim [102, 103].

V dnes$ni dobé se sulfonamidy pouZivaji omezené, protoZe si nckteré bakterie
postupné vybudovaly imunitu vic¢i témto sloucenindm a také byly objeveny a zavedeny
obecné ucinngjsi tridy antibiotik [102]. Navzdory tomuto maji sulfonamidy Siroké pouZziti
1 dnes, zejména pii 1écb€ infekci mocCovych cest a 1écbé a prevenci parazitickych
(zejména  malaridlnich) infekci, bézné¢ v kombinaci s trimethoprimem nebo
pyrimethaminem. Sulfabipyridin se nachazi v chemické struktute sulfasalazinu, ktery se
Casto pouziva k lécbé zanétlivych onemocnéni stfev. Kombinace sulfadoxinu a pyri-
methaminu se pouziva jako profylaxe proti malarii rezistentni vii¢i chlorochinu.

Sulfonamidy mohou byt toxické a charakteristicka pro celou tuto tfidu slou¢enin
se zdd byt hepatotoxicita spojena s fadou nezaddoucich ucinkt. Za urcitych podminek
mohou byt také dermatotoxické (naptiklad v ptipadé¢ masti) a vysledkem muze byt

fototoxicka nebo fotoalergicka reakce [104].
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Heterocykly jsou sou¢éasti mnoha ptirodnich i syntetickych organickych sloucenin
spojenych s n¢jakym druhem biologické aktivity [105]. Thiazol je heterocyklicka
sloucenina obsahujici siru a dusik. Jeho struktura je zndzornéna na obr. 2.14 spolu se
dvéma piiklady jeho derivati. Thiazol je soucasti struktury mnoha biologicky aktivnich
pfirodnich i syntetickych latek a ma dilezité misto v medicinalni chemii. Suchozemské
1 motské mikroorganismy jsou dobrym zdrojem thiazolu a benzothiazolu. Oba jsou

sekundarnimi metabolity polyketidi.

o NW@ H
S OH S SN N
G S o

thiazol
RM-4848 (antivirotikum) pramipexazol (antiparkinsonikum)

Obr. 2.14: Struktura thiazolu a pfiklady jeho derivatt, 1é¢ivych latek.

Thiazol a jeho derivaty jsou hojn€ vyuZivany, protoze vykazuji témét vSechny
druhy biologické a farmakologické aktivity jako jsou antibakteridlni, antiprotozoalni,
antimalaridlni nebo protinadorova aktivita (bleomyciny a jejich analogy maji ve své
struktufe zabudovanych 1 vice molekul thiazolu, napiiklad zorbamycin, obr. 2.15), 1écba
alergii, genové modifikacni aktivity. Pouzivaji se také jako antischizofrenika,

-----

mnoho dalSich aktivit spojenych s derivaty thiazolu.

o MNH
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OH J ||,I ﬁ S H
Me?:g—ff‘i N oH N
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o’;L NH, NH

Obr. 2.15: Struktura zorbamycinu. Pfevzato a upraveno z [105].
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2.5.1 Sulfathiazol

Charakteristika. Sulfathiazol je antibiotikum s kratkodobymi G¢inky a patii mezi
sulfonamidy a zaroven derivaty thiazolu [41, 106]. Pouziva se také ve formé sodné soli,
ktera je obecné rozpustn€jsi. Struktura sulfathiazolu je znazornéna na obr. 2.16. Jeho
systematicky nadzev je 4-amino-N-(1,3-thiazol-2-yl)-benzensulfonamid, CASN 72-14-0
a 144-74-1 (sodnd sitil). Sumdarni vzorec sulfathiazolu je CoHoN3O:S, a relativni

molekulova hmotnost 255,31.

0 S
N fif \

N

Obr. 2.16: Struktura sulfathiazolu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti. Za normalnich podminek je sulfathiazol bily
krystalicky prasek bez zapachu. Je velmi malo rozpustny ve vod¢, malo rozpustny
v ethanolu a dimethylsulfoxidu a prakticky nerozpustny v chloroformu a etheru.
Rozpousti se v acetonu, minerdlnich kyselindch a vodnych roztocich hydroxidi nebo
uhli¢itanti. Nevykazuje optickou aktivitu, protoze nema zadné chiralni centrum.

Syntéza. Sulfathiazol lze syntetizovat podle vice postupt [106]. Prvnim krokem
pfi syntéze sulfathiazolu je reakce acetylsulfanilylchloridu s 2-aminothiazolem za vzniku
N-acetylsulfathiazolu. Po deacetylaci hydrolyzou vznik4 sulfathiazol. Schéma reakce

je znazornéno na obr. 2.17.
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Obr. 2.17: Syntéza sulfathiazolu z acetylsulfanilylchloridu a 2-aminothiazolu. Pfevzato a upraveno z [106].

Alternativou miize byt syntéza kondenzaci N*-acetylsulfanilylthiomocoviny s 1,2-dichlor-
ethylmethylketonem. Néslednou hydrolyzou vznik4 sulfathiazol. Schéma reakce je
zndzornéno na obr. 2.18. Sulfathiazol byl pfipraven také reakci karbomethoxy-
sulfanilylchloridu s kyanamidem vapenatym za vzniku methoxysulfanilylkyanamidu.
Jeho reakci s thiosiranem sodnym vznikd karbomethoxysulfanilylthiomocovina. Ta

kondenzuje s chloracetaldehydem a po reakci s hydroxidem sodnym vznika sulfathiazol.

0
0 0 0
N/ 5 | pH 4-5. 70 °C. 60 min,,
H R N Cl I 30% NaOH
H NH Cl

MN*-acetylsulfanilylthiomoEovina 1,2-dichlorethylmethylketon
O 5
LpH4-570°C.60min,. 4 N AQJ\SHX /43
II. 30% MNaOH z "“xN \\N
H
sulfathiazoal

Obr. 2.18: Syntéza sulfathiazolu z N*-acetylsulfanilylthiomocoviny z 1,2-dichlorethylmethylketonu.

Ptevzato a upraveno z [106].

Stabilita, degradace. Sulfathiazol byl podroben nékolika degrada¢nim studiim
a byly nalezeny degradacni produkty. Bylo zjisténo, ze podléhd hydrolyze v kyselém
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prostiedi pfi zvySené teploté (testovano ve ziedéné kyselin€é chlorovodikové o riiznych
koncentracich). Reakce se fidi kinetikou pseudoprvniho fadu. Degradacni produkty
hydrolyzy byly pomoci chromatografickych a spektrometrickych technik identifikovany
jako 2-aminothiazol a sulfanilova kyselina [107]. Jejich struktury jsou znazornény

na obr. 2.19.

S O
H‘ZN\( .
h / H,N ’S\_D NH,
OH

2-aminothiazol sulfanilova kyselina anilin

Obr. 2.19: Struktury degradaénich produktid kyselé hydrolyzy sulfathiazolu.

Sulfathiazol se pouzival spolu s dal§imi sulfonamidy ve formé& masti. Ukézalo se,
ze sulfonamidy obecné i sulfathiazol mohou mit vedlejsi ucinky (reakce s kiizi), spojené
s fotodegradaci téchto latek [104]. V literatuie byla prostudovana stabilita sulfonamidda,
véetné sulfathiazolu, pfi vystaveni UV zafeni. Pfi interakci sulfonamidii s UV zafenim
vznikaji radikdly. Ke §tépeni chemické vazby muze dojit ve tfech mistech. Tato mista

a vznikajici pfislusné radikaly jsou zndzornény na obr 2.20.

a’ a p .

. v, R+ 0:8—NH—R'
R--SOsNH-+R" hv o gr_$0,+HN—R’
| | | . R

| | : P> R—S0,—NH +R’

Obr. 2.20: St&peni vazeb sulfonamidi a piisluiné radikaly. Pfevzato a upraveno z [104].

Byly popsdny i mechanismy vzniku nékterych degradacnich produkta.
Sulfathiazol v methanolovém roztoku byl podrobeny degradaci zafenim s vinovou délkou
254nm (32hod) a 320 nm (172 hod). Identifikovany byly pouze dva degradacni
produkty, a to anilin a 2-aminothiazol (stopové mnozstvi). Identifikace téchto
degradacnich produktii naznacuje, ze ke Stépeni chemické vazby UV zafenim dochazi
pravdépodobné v mistech o’ a a (obr.2.20). Struktura 2-aminothiazolu a anilinu je
znazornéna na obr. 2.19.

Sodna st sulfathiazolu postupné tmavne pii vystaveni dennimu svétlu [106]. Pti

vystaveni vlhkému vzduchu pohlcuje oxid uhlicity a stava se ve vodé nelplné
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rozpustnou. Bylo zjisténo, Ze roztok mocové kyseliny v glycerinu zvysil fotostabilitu
sodné soli sulfathiazolu v roztocich. Fotoprotektivni i¢inek roste s koncentraci mocové
kyseliny v roztoku. Mocova kyselina vykazovala fotoprotektivni u€inek i1 za pfitomnosti
sifi¢itanu sodné¢ho nebo EDTA.

Termdlni stabilita sulfonamidi obecné je podle literatury velmi dobra [108].
Sulfathiazol byl spolu s dal§imi sulfonamidy podroben degradaci pii teplotach 60 az
100 °C po dobu 0 az 180 min. Vyznamny vliv méla doba zahtivani roztoki.

Farmakologie. Sulfathiazol inhibuje syntézu tetrahydrolistové kyseliny [101]. Ta
je prekurzorem pii syntéze purinovych bazi a thymidinu, slozek DNA a RNA,
nezbytnych pro bunécény rlst a rozmnozovani. Sulfonamidy jsou u¢inné pouze proti
mikroorganismim, které si syntetizuji vlastni listovou kyselinu. V pfipadé cloveka
a zvitat se listova kyselina ziskava ze stravy. Bézné se sulfathiazol pouzival ve formé
masti, naptiklad k 1é¢bé hnisavych koznich infekci vyvolanych pyogennimi koky [109].
Ptikladem muze byt 1é¢ba mekkého viedu [110]. Podavat ho Ize i oraln€. U senzitivnich
pacientli vSak miiZze vyvolavat vedlejsi UCinky jak pii aplikaci na kizi, tak pfi interni
aplikaci [111]. Mezi toxické projevy patii dermatitida, nevolnost a zvraceni, retence
dusikatych latek a oligurie, hematurie, horecka, paleni a svédéni o¢i, a anémie. Z klize
muze byt ¢astecné absorbovan do krve. Sulfathiazol 1ze pouzit také k 1écbé subakutni
a chronické osteomyelitidy [112].

Analytické metody pro stanoveni sulfathiazolu. Sulfonamidy jsou slouceniny
znamé¢ relativné dlouhou dobu, a proto existuje v literatuie vice metod pro jejich
stanoveni v riznych matricich, z4dna vSak neni univerzélni [101]. Obecné patii
sulfonamidy mezi polarni a netékavé latky, rozpustné v riiznych rozpoustédlech, proto lze
k jejich separaci a stanoveni pouzit kapalinovou chromatografii. VétSinou se pouZzivaji
nepolarni stacionarni faze. Mobilni faze vétSinou obsahuji acetonitril nebo methanol
a vodu nebo pufr, pfipadné roztok mravenci kyseliny nebo nékterych jinych aditiv. Jako
detektory se pouzivaji hlavné hmotnostni spektrometr, spektrometrické detektory (DAD,
UV-VIS) a fluorescencni detektor.

Ptikladem muze byt metoda [101] vyuZivajici stacionarni fazi C18 a izokratickou
eluci mobilni faze sloZzené z acetonitrilu a 0,2% mravenci kyseliny v poméru 20/80 (v/v).
Prittok mobilni faze byl 1,0 cm®min!. UV-detekce probihala pomoci duélniho
spektrofotometrického detektoru pii vinovych délkadch 260 nm a 280 nm. Celkova doba
analyzy byla 4,5 min.
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V literatufe jsou popsany i metody pro stanoveni sulfathiazolu v matricich jako je
med [113-115] nebo mléko [108, 116]. Naptiklad sulfathiazol, oxytetracyklin a tetra-
cyklin se povedlo separovat a kvantifikovat ve vzorcich medu pomoci micelarni
RP-HPLC s fotometrickou detekci [114]. Mez detekce pro sulfathiazol byla 0,9 ug g'.
V ptipadé LC/MS-MS stanoveni [115] byla mez detekce 0,5 az 10 ppb pro riizna
antibiotika (1 ppb pro sulfathiazol). Metoda zahrnovala i hydrolyzu, kvili sulfonamidim
vazanym na sacharidy. Na vzorcich mléka byla zkouména 1 termalni stabilita
sulfonamidii obecné (efekt pasterizace), kde byla zjisténa dobra teplotni stabilita
sulfonamidt. Sulfonamidy i degrada¢ni produkty byly detegovany metodou LC-MS/MS.

Metody kapalinové chromatografie jsou blize specifikovany v tab. 2.6.

Tabulka 2.6

Blizsi specifikace metod kapalinové chromatografie pro stanoveni sulfathiazolu.

stacionarni faze mobilni faze eluce detekce  Ref.

C18 0,1 % HCOOH v H,0 / CH:CN gradientova MS-QQQ [108]
C18 2 % CH3COOH v H,0O / CH3CN izokraticka FLD [113]
C18 H>O / (COOH),, SDS v CH;CN izokraticka DAD [114]
C18 5% CH3CN, 3% HCOOH /3 % HCOOH izokraticka MS-QQQ [115]
C18 H,O / CH3CN izokraticka UV [116]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky

Vzorky historickych 1é¢ivych ptipravki, analyzovanych v této praci, pochéazi ze
sbirky Narodniho muzea (vzorek extraktu ze senny), Katedry analytické chemie PiF UK

(mast , Naso-Merfen*) nebo Ceského farmaceutického muzea (mast ,,Sulfathiazol®).

3.1.1 Analyzovany vzorek extraktu ze senny

Extrakce je jednou znejstarSich metod piipravy 1€kt [117]. Nazev pochazi
z latinského slova ,.extrahere” (vytdhnout). Je zaloZzena na separaci farmakologicky
aktivnich sloucenin obsazenych v rostlinnych a zivo¢iSnych tkénich od pevného
materidlu, pouzitim selektivnich rozpoustédel. Extrakce hrala také zasadni roli pfi izolaci
a objevech riznych farmakologicky aktivnich sloucenin v 19. stoleti, naptiklad morfinu
z maku setého (Papaver somniferum), alkaloidu kolchicinu ze Safranu, nebo salicylové
kyseliny z kry bilé vrby. Pfistup k ¢istym alkaloidiim a glykosidiim navic znamenal, ze
dneska extrakce zistava dulezitou metodou pouzivanou k pfiprave 1éCiv v primyslu
i vdomdacnosti (pfiprava odvari z bylinek). Zatim byly v literatufe popsany pouze
analyzy pozustatkt historickych alkoholovych extrakta.

Extrakt ze senny zkapucinské barokni lékarny v HradCanech se zachoval
z 18. stoleti. Tato 1ékarna byla zaloZena v roce 1680 a od konce 18. stoleti ziistala v téméf
neporuseném stavu i s uchovanymi pozustatky 1écivych ptipravka [118]. Na obr. 3.1 lze
vidét barokni lékovku s extraktem, vzhled odebraného reprezentativniho vzorku extraktu
ataké plvodni postup pouZivan k extrakci listi senny. Podle 1ékopisit pouZivanych
dobovymi lékérniky, konkrétné Dispensatorium pharmaceuticum Austriaco-Viennense
(Videnisky lékopis vydadn vroce 1729, cit. [119]) a Dispensatorium medico-

-pharmaceuticum Pragense (Prazsky 1€kopis vydan v roce 1739, cit. [120]), se extrakt ze
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senny piipravoval mac¢enim vhodného mnozstvi €istych listl senny v €isté vodé po dobu
24 hodin a v chladu. Barevna tekutina byla dekantovana, listy byly vymackany, ob¢ Casti
extraktu byly spojeny a odpafeny pii nizké teploté. K odparku byl piidan i popel, ktery

vznikal pii spaleni pouzitych listh.

EXTRACTUM
FOLIORUM SENAZ.

®. Fol. Senz mundator. g. p.
Macerentur in {. q. aqua fimpli-
cis in loco calido per viginti qua-
tuor horas » ExtraGum tinéum
effunde, & refiduum foliorum €x-
prime » utrumque conjunge » &
Balnei calore blande ad Extradti
confiftentiam cvapora. Ex fo-
(b) liis exprefTis calcinatis falem ex-
trahe , quem Extratto commi-

— (a) (€) — fec.

Obr. 3.1: a) barokni 1ékovka, ve které je uchovan extrakt ze senny (Narodni muzeum, inventarni ¢islo
H2-4653), b) ukazka reprezentativniho vzorku obsahu lékovky, c¢) pivodni postup ptipravy Extractum

foliorum sennae (Extrakt z listd senny) z Dispensatorium medico-pharmaceuticum Pragense [120].

3.1.2 Analyzovany vzorek masti ,Naso-Merfen“

Mast ,Naso-Merfen“ byla vyrobena firmou Ceské chemické zavody,
Pardubice-Rybitvi vroce 1946. Uchovana byla v bilé plastové nadobce. Uginnymi
latkami byly efedrin a menthol. Mast méa vyrobcem deklarovany obsah siranu efedrinu
0,1 gramu na 10 gramti vyrobku (1 % hm.), co ¢ini asi 0,386 % hm. ¢istého efedrinu.
Deklarovany obsah mentholu je 0,05 gramu na 10 grami vyrobku (0,5 % hm.). Mast
obsahuje také fenylhydrargyrium borat (dezinfekéni Gcinky), 0,0025 gramu na 10 gramii
vyrobku (0,025 % hm.). Jako mastovy zdklad byla pouzita bild vazelina. Krabicka, na
které je deklarované slozeni masti je na obr. 3.2, spolu s plastovou nddobkou, ve které je

mast uchovéna a sklenénou ty¢inkou k aplikaci.
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Obr. 3.2: Krabicka, plastova nadobka s masti ,,Naso-Merfen a sklen¢n4 tycinka k aplikaci.
3.1.3 Analyzovany vzorek masti ,,Sulfathiazol“.
Mast ,,Sulfathiazol byla vyrobena Spojenymi farmaceutickymi zavody (SPOFA)

v roce 1979. Deklarovany obsah sulfathiazolu v masti je 5 % hm. Krabicka a tuba, ve

které je mast uchovana je znadzornéna na obr. 3.3.

Obr. 3.3: Krabicka a tuba, ve které je uchovana mast ,,Sulfathiazol®.
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3.2 Pouzité chemikalie

Pro optimalizaci separace a kvantifikaci uc¢innych latek v historickych vzorcich
byly pouzity standardy: efedrin hydrochlorid (sbirka Katedry analytické chemie, PiF
UK), fenylhydrargyrium borat (Sigma-Aldrich), chlorid rtutnaty (Sigma-Aldrich),
L-menthol (>99 %, Sigma-Aldrich), sennosid A a sennosid B (analytical standard,
Sigma-Aldrich), sulfathiazol (> 98 %, Sigma-Aldrich).

Jako referen¢ni standard senny byl pouzit ¢aj ,,Sennae Folium* v nalevovych
saccich firmy Megafyt Pgarma (CR), zakoupeny v 1ékarng.

Dalsi pouzivané chemikalie byly analytické Cistoty: aceton (Lach-ner), acetonitril
(HPLC Supra-Gradient, Biosolve), amoniak 28 % (Lach-ner), dichroman draselny
(Lachema), ethanol 99 % (Merck), kyselina dusicnd 65 % (Analytika), kyselina
chlorovodikova 36 % (Centralchem), methanol (HPLC gradient grade, Supelco),
2-merkaptoethanol 99 % (Sigma-Aldrich), mraven¢an amonny (Lach-ner), mravenci

kyselina 98 % (Lach-ner), octan amonny (Lach-ner), octova kyselina 99 % (Lach-ner).

3.3 Pouzité pristroje

Pti ptipravé vodnych slozek mobilnich fazi byl pouzivan pH-metr 3510 Jenway
s kombinovanou elektrodou HC 103 (Theta 90, CR). Ke kalibraci elektrody byla
pouzivana tfibodova kalibrace se standardnimi pufry pH =4,00, 7,00 a 10,00. Pro
podpoteni rozpousténi standardii a pii extrakci €¢innych latek z historickych vzorkl byla
pouzivana ultrazvukova lazen Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Némecko).
K centrifugaci pfi extrakci byla pouZivana centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf,
Némecko). Pro odpateni kapalné faze byl pouzivan koncentrator DNA miVac (Genevac).
K filtraci roztokt po extrakci byly pouzivany stiikackové filtry s velikosti péra 0,45 um
a 0,20 um (Whatman).

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie s UV detekci byla realizovdna na
pfistroji UHPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko) s DAD. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci s vysokym rozliSenim byla méfena na
chromatografu Agilent 1200 HPLC System (Agilent, USA) ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Bruker Qq-TOF compact, fizenym softwarem Compass otofControl 4.0

(oboji Bruker Daltonics, Nemecko), sESI ionizaci. Vysokoucinna kapalinova
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chromatografie s hmotnostni detekci s nizkym rozliSenim byla métena na pfistroji Agilent
6460 (Agilent Technologies) s trojitym kvadrup6élovym hmotnostnim analyzatorem a ESI
ionizaci. Plynova chromatografie s hmotnostni detekci byla realizovana na pfistroji
GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu) s kvadrupolovym hmotnostnim analyzatorem a EI
ionizaci. Atomova absorpcni spektrometrie byla realizovana na pfistroji ContrAA 700

(Analytik Jena, Némecko).
3.4 Postupy pripravy vzorkll a podminky méreni

3.4.1 Analyza extraktu ze senny

Do zkumavky bylo piesné navazeno asi 200 mg homogenizované¢ho vzorku.
Nasledné bylo ptiddno 5 cm?® 70% methanolu a zkumavka byla umisténa do ultrazvukové
lazné na 20 min. Po centrifugaci (10 min pfi 500 rpm) byla kapalna faze odebrana
a k pevné fazi bylo ptidano 2 cm® 70% methanolu. Zkumavka byla na 5 min umisténa do
ultrazvukové 14zn¢ a po centrifugaci byla kapalna faze znovu odebrana. Tento krok byl
jesté jednou zopakovan. Tti ziskané extrakty byly odebirdny do odmémé banky
a doplnény 70% methanolem na objem 10 cm®. VytéZnost extrakce, vyjadiena jako
vytéznost sennosidu A, byla 95,2+5,9 %.

Extrakt byl analyzovan metodou RP-HPLC s UV detekci pfi vinové délce
254 nm, méfené pomoci DAD. Separace probihala na koloné XBridge® BEH C18
(150x3 mm; 2,5 um; Waters) pii konstantni teploté¢ 40 °C. Analyza probihala binarni
gradientovou eluci za pouziti methanolu (slozka mobilni faze A) a 0,2% octové kyseliny
(slozka mobilni faze B). Pouzity gradientovy program je uveden v tab.3.1. Priitok

1

mobilni faze byl 0,2 cm® min~! a celkova doba analyzy byla 25 min. Nastfikovany objem

vzorku byl 3 mm®.

Tabulka 3.1
Gradientovy program pouzity pii analyze extraktu ze senny.

¢/ min ’ 0 17,5 18 20 20,5 25

% A ‘ 25 65 80 80 25 25

Pfi hmotnostni detekci s vysokym rozliSenim byla pouzita ESI ionizace

v negativnim modu s napétim na kapilate 2,7 kV. Jako zmlZovaci plyn byl pouzit dusik
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pfi tlaku 50 kPa. Dusik byl pouzit také jako susici plyn pfi pritoku 4,0 dm® min!'

ateplote¢ 250 °C. Rozsah skenu byl 50 az 1000 m/z. Pro kalibraci hmotnostniho
spektrometru byl jako standard pouzity octan sodny. Pro kvantifikaci sennosidu A i B
byly pomoci roztokli standardi zmeéteny kalibracni zavislosti. Pouzita byla metoda
kalibra¢ni pfimky. Sennosidy A a B nebyly vsak v historickém vzorku kvantifikovany,

protoze jejich koncentrace byla pod mezi detekce DAD i hmotnostniho spektrometru.

3.4.2 Analyza vzorku masti ,,Naso-Merfen“

V masti ,,Naso-Merfen* byl stanovovan efedrin, menthol a fenylhydrargyrium
borat. Vzorek masti byl proto analyzovan n¢kolika rtiznymi metodami. Pro stanoveni
efedrinu a mentholu byly pouzity extrakty ziskané nasledujicim postupem: Bylo piesné
navazeno asi 50 mg vzorku masti (vzdy v triplikatech) do uzaviratelné prihledné plastové

3. Knavdzce masti bylo pfidano 0,5 cm® acetonitrilu.

zkumavky o objemu 1,5 cm
Extrakce probihala pfi konstantni teploté¢ 70 °C po dobu 20 min (tfikrat protfepano, vzdy
po dobé 5 min). Nasledn¢ byl extrakt protfepan na minitiepacce (5 min, 2000 rpm)
a podroben centrifugaci (5 min, 10000 rpm). Kapalna faze byla odebrana do uzaviratelné
zkumavky o objemu 1,5 cm®. K pevné fazi bylo opét piidano 0,5 cm® acetonitrilu a cely
postup byl takto zopakovan jesté dvakrat. Extrakty byly spojovany do jednoho a nésledné
odpareny do sucha v koncentrdtoru DNA (80 min, 70 °C). K pevné fazi bylo pfidano
vzdy 1,50 cm® acetonitrilu. Rozpousténi bylo podpoieno ultrazvukovou 14zni (30 min, pii
laboratorni teplot€). Takto pfipraveny extrakt byl nastfikovan do HPLC systému.

Kvantifikace efedrinu probihala metodou HILIC-UV, pfi vinové délce 254 nm,
méfené pomoci DAD. Separace probihala na kolon& XBridge® BEH Amide (150x3 mm;
2,5 um; Waters) pii konstantni teploté¢ 30 °C, binarni izokratickou eluci mobilni faze
poziistavajici z acetonitrilu (slozka A) a 5 mmol dm~> mraven¢anu amonného (slozka B,
pH = 3,00 upraveno mravenci kyselinou) v poméru 88/12 (v/v). Celkovy pritok mobilni
faze byl 0,4 cm® min! a nastfikovany objem vzorku ¢inil 1 mm?.

Pti hmotnostni detekci byla pouzita ESI ionizace v pozitivnim 1 negativnim modu.
Data byla métfena v rozsahu m/z = 50-1000. Teplota susiciho plynu 200 °C pii pratoku
3.0 dm* min~!. Napéti na RSI kapilafe bylo 2,8 kV. K analyze ziskanych dat byl pouZit
software Compass DataAnalysis 4.4 (Build 200.55.2969; Bruker Daltonics, Némecko).

Kvantifikace mentholu byla realizovana pomoci GC-MS. Separace probihala na

kapilarni kolon¢ Rxi-1301 Sil MS (délka 60 m; 0,25 mm i.d.; 0,25 um tloustka filmu)
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se silarylen-kyanidovou stacionarni fazi. Jako nosny plyn bylo pouZzito helium
(99,999 %). Objem nastiiku vzorkdi a standardéi byl 0,5mm’® (split 1:20). Teplota
injektoru byla 230 °C. Pro separaci byl pouzity teplotni program: teplota byla zvySena
z pocatecnich 80 °C na 290 °C rychlosti 30 °C min~! a po dobu 5 min byla konstantni.
Hmotnostni detekce s EI ionizaci pii energii 70 eV a teploté iontového zdroje 200 °C
probihala v modu SIM, zaznamendvajici charakteristické ionty mentholu s m/z=71; 81
a9s.

Pro stanoveni fenylhydrargyrium boratu byl upraven postup extrakce rtuti podle
literatury. Pro pfipravu roztokii bylo do kadinek piesné vazeno asi 150 mg vzorku masti.
K navazce masti bylo pfidano 5 cm® smési kyseliny chlorovodikové, dusiéné a vody
v poméru 4/3/1 (v/v). Kadinky byly pfekryty hodinovym sklem a smés byla vaiena
30 min na vodni l4zni. Po ochlazeni a filtraci byl pfidan 2-merkaptoethanol tak, aby jeho
vysledna koncentrace v bafice 0 objemu 25 cm? byla 0,1 % (v/v) a roztoky byly doplnény
na objem 10 cm?®. Roztoky byly dale fedény odebranim 3,5 cm® do baiiky o objemu
25 cm®. Dale byl pfidan 1cm?® 5% roztoku dichromanu draselného a ledova octova
kyselina tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 0,02 mol dm>. Hodnota pH roztoki byla
upraveno na 4,00. Byl pfidan jesté ethanol tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 40 %
(v/v) a roztoky byly doplnény deionizovanou vodou do objemu 25 cm?.

Kvantifikace fenylhydrargyrium boratu byla realizovana metodou UV-PCMVG-
-AAS. Jako fotochemicky generator byla pouZzita UV-vybojka, okolo které byla ovinuta
teflonovd kapilara (10001 mm i.d., 2 mm o.d.) pro transport vzorku. Vzorek byl
davkovan do proudu argonu pomoci Sesticestného FIA ventilu a ptivadén do separatoru
fazi. Kiemenna detekéni cela s externim vyhfivanim na 150 °C byla pouzita pro detekci
rtuti pii vlnové délce 253,6519 nm atomovym absorpcnim spektrometrem. Pro méfeni
kalibra¢nich zavislosti byl pouZivan standard rtutnatych iontl i1 fenylhydrargyrium

boratu.

3.4.3 Analyza vzorku masti ,,Sulfathiazol“.

Extrakce probihala nasledujicim postupem: Piesné¢ bylo navdzeno asi 50 mg
vzorku masti ,,Sulfathiazol“ do odmérné baiiky o objemu 25 cm®. Nasledné bylo pfidano
15 cm® acetonu. Extrakce sulfathiazolu do acetonu byla podpofena ultrazvukovou ldzni
(30 min pfi laboratorni teploté). Po extrakci v ultrazvukové 1azni byl roztok doplnén

acetonem na objem 25 cm®. Roztok byl promichan a jeho ¢ast byla nasledné odebrana
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a prefiltrovana. Takto pfipraveny extrakt byl nastfikovan do HPLC systému. Extrakce
byla provedena vzdy v triplikatech.

Extrakt byl podroben analyze metodou RP-HPLC s UV detekci pii vinové délce
280 nm, méfenou pomoci DAD. Separace probihala na koloné Kinetex 2,6 um Phenyl-
-Hexyl (100%3 mm) binarni izokratickou eluci za pouziti methanolu (slozka mobilni
fize A) a 0,01 mol dm > octanu amonného o pH = 7,20 (slozka B, pH upraveno vodnym
roztokem amoniaku) v poméru 20/80 (v/v). Behem analyzy byla udrzovana konstantni
teplota 30 °C. Pritok mobilni faze byl nastaveny na 0,5 cm® min!. Nastiikovany objem
vzorku byl 1 mm?. Kazdy ze tfech replikatii historického vzorku byl méfen tfikrat. Pro
kvantifikaci sulfathiazolu byla pomoci roztokii standardu v acetonu zmeéfena kalibracni
zavislost. PouZita byla metoda kalibra¢ni pfimky. Sulfathiazol vykazoval dostatecné
velkou odezvu pro kvantifikaci metodou HPLC-UV.

Pfi hmotnostni detekci byla pouzita ESI ionizace v pozitivnim i negativnim modu.
Data byla métena v rozsahu m/z = 50-1000. Teplota susiciho plynu 200 °C pfi prutoku
3.0 dm* min~!. Napéti na RSI kapilafe bylo 2,8 kV. K analyze ziskanych dat byl pouZit
software Compass DataAnalysis 4.4 (Build 200.55.2969; Bruker Daltonics, Némecko).

3.5 Zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovana statistickymi postupy korespondujicimi s hladinou
vyznamnosti o = 0,05. Pro nalezeni pfipadnych odlehlych vysledkil byl vzdy provadén
Deantiv-Dixontiv test na odlehlost. Kone¢ny vysledek byl vyjadfovan jako median,
opatfeny intervalem spolehlivosti. Grafy a rovnice kalibra¢nich zavislosti byly vytvofeny
pomoci programu OriginPro 6.0 (Microcal Software, USA). Vypocty byly provadény
v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, USA).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza extraktu ze senny

4.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro optimalizaci separace sennosidii A a B 1 dalSich slouc¢enin obsazenych v senné
byla vybrana a optimalizovana metoda podle literatury [27]. Pro separaci byla vybrana
kolona XBridge® BEH C18 (150x3 mm; 2,5 um; Waters). Kolona byla temperovéana na
40 °C. Mobilni faze obsahovala methanol (slozka A) a 0,2% octovou kyselinu (slozka B).
Nasttikovany objem vzorku byl 3 mm?®. Slougeniny senny byly detegovany pii vinové
délce 254 nm, méfené pomoci DAD.

Optimalizace separace byla provadéna na referenénim vzorku caje z listi senny
(Megafyt Pharma ), nasledné¢ na historickém vzorku. Optimalizovan byl pomér
jednotlivych slozek v mobilni fazi i obsah octové kyseliny ve slozce B. Bylo vyzkouseno
nékolik gradientovych programii a jako nejvhodnéj$i byl zvolen program uvedeny
v tab. 3.1. Obsah octové kyseliny ve sloZce mobilni fdze B byl optimalizovan v rozmezi
0,0 az 0,5 % (v/v) a jako nejvhodné;si byl zvolen 0,2 % (v/v). Sennosid A a B se povedlo

separovat s dostate¢nym rozliSenim.

4.1.2 Kalibracni zavislosti

Pro sennosid A 1B byla zméfena kalibraéni zavislost. Méfeni probihalo na
kapalinovém chromatografu s hmotnostni detekci. K sestrojeni kalibracnich zavislosti
byly pouzity plochy pika s m/z = 861,1925 a pouzita byla metoda kalibra¢ni pfimky. Po
vyneseni plochy pika jednotlivych standardl do grafu v zavislosti na koncentraci, byla
pouzita metoda linearni regrese. Popis rovnice pfimky prolozené souborem bodi, mez
detekce, mez kvantifikace pro analyty a linearni dynamicky rozsah detektoru shrnuje

tab. 4.1.
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Tabulka 4.1
Popis rovnic kalibracnich ptimek pro sennosid A a B, meze detekce, kvantifikace a linedrni dynamicky

rozsah detektoru.

Sennosid A Sennosid B
Linearni dynamicky rozsah [mg dm ] 5-40 5-40
Citlivost [10° plocha mg dm 3] 1,61+0,17 1,09+ 0,019
Usek [10° plocha] 6,5+4,2 0,8+0,4
R 0,9881 0,9997
LOD [mg dm™] 0,70 0,07
LOQ [mg dm ™3] 2,31 0,23

4.1.3 HPLC-MS analyza vzorku

Historicky poziistatek extraktu ze senny, referenc¢ni soucasny 1é¢ivy pripravek
asmgs analytickych standardi sennosidu A aB byly analyzovany za pouziti
optimalizovan¢ho postupu extrakce a separace. Naméiené HPLC-MS chromatogramy
jsou zobrazeny na obr. 4.1. Identifikace detegovanych sloucenin byla zaloZena na
porovnéani dat ziskanych ztandemové hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim
s daty uvedenymi v literatuie. Ziskané vysledky poukazuji na Sirokou skalu sloucenin
pritomnych ve vzorku historického pozlstatku extraktu ze senny. Ackoli oba glykosidy
s nejveétsim zastoupenim v senné, sennosid A a sennosid B, nebyly ve vzorku detegovany,
autenticita analyzovaného extraktu mohla byt potvrzena na zidklad¢ detekce jinych
sloucenin typickych pro sennu (tab. 4.2). Porovnadnim chromatogramu analyzovaného
historického vzorku a chromatogramu analyzovaného soucasného vzorku se povedlo
objevit dva mozné degradacni produkty sennosidu A a B. Navzdory snaze se vSak
nepovedlo zjistit jejich struktury. Jednd se o piky (4) a(6) na obr. 4.1, lze se pouze
domnivat na zéklad¢ literatury, ze v piipad¢ piku (6) jde o epikatechin [121]. Dal§im
objevenym degrada¢nim produktem obou sennosidil v historickém vzorku je rhein (pik
(1), obr. 4.1), co je ivsouladu s literaturou [20, 25]. Ackoli se sennosid A i B
v historickém vzorku rozpadly, je pozoruhodné, Ze nékteré glykosidy ve vzorku zlstaly

stabilni vice nez 200 let po jeho ptipravé.
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Tabulka 4.2

Identifikované slou€eniny typické pro sennu, pfitomnost v historickém a referen¢nim vzorku.

Pik m/z Identita Pritomnost ve vzorku
[M—H] historickém referen¢nim

1 283,0252  rhein Ano Ano
2 285,0413 luteolin Ne Ano
3 479,0829 myricetin-3-O-glykosid Ano Ano
4 195,0873 neidentifikovano Ano Ne

5 593,1497 kaempferol-8-O-rhamnosid-O-hexosid Ano Ano
6 441,0837 neidentifikovano Ano Ne

7 861,1925 sennosid B <LOD Ano
8  463,0899 kvercetin-3-O-glykosid Ano Ano
9 609,1457 rutin Ano Ano
10 861,1925 sennosid A <LOD Ano
11 593,1497 kaempferol-3-O-rutinosid Ano Ano
12 447,0947 kvercetin-3-O-rhamnosid Ne Ano
12 393,1204 6-hydroxymusizin-glykosid Ne Ano
13 407,1357 tinnevellin-8-O-glykosid Ne Ano
14 285,0413 kaempferol Ne Ano
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Obr. 4.1: HPLC-MS chromatogram a) historického vzorku extraktu ze senny, b) soucasného vzorku
1é¢ivého pifpravku ze senny, ¢) smési standardii sennosidu A a B. Separace probéhla na koloné XBridge®
BEH C18 (1503 mm; 2,5 um; Waters) gradientovou eluci binarni mobilni faze (slozka A mobilni faze:
methanol, slozka B mobilni faze: 0,2% octovd kyselina) pfi pritoku mobilni fize 0,2 cm’ min™

a konstantni teploté 40 °C.
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4.1.4 Hmotnostni spektrometrie sennosidu A a B

ESI"-MS" spektra sennosidu A a B byly detailné prostudovany s cilem obohatit jiz
publikované informace v literatuie, protoze fragmentace jejich hmotnostnich spekter jsou
v literatuie popsany malo a netplné [122—124].

Vysledkem podobné struktury (isomerie) sennosidu A a B byly, podle oc¢ekévani,
témef totozné zplisoby fragmentace v jejich hmotnostnim spektru. Proto jsou na obr. 4.2
uvedena pouze ESI"-MS” spektra sennosidu A. Sennosid A i B poskytly charakteristicky
produktovy iont s m/z=699,1350 (C3sH27015), ktery znaci ztratu glykosidové jednotky
(165,023 Da). Podobné, fragment s m/z = 537,0973 je aglykon sennosidii po ztraté obou
glykosidovych jednotek [121].

Mechanismus ESI™ fragmentace sennosidu A je popsan pomoci obr. 4.3. Protoze
ionty s m/z = 655,1345; 493,0929; 418,0899 a 195,0455 nebyly v literatuie popsany, l1ze

toto schéma povazovat za detailnéjsi rozsifeni fragmenta¢niho schémata.
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spektrum iontu m/z = 386,1003. Prekurzorovy iont je ozna¢eny modrym kosoctvercem.
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Obr. 4.3: Rozsifené schéma fragmentace sennosidu A.

4.2 Analyza masti ,,Naso-Merfen«

4.2.1 Optimalizace separace efedrinu pomoci HILIC-UV

Pro separaci efedrinu metodou HILIC-UV byla pouzita metoda podle litera-
tury [125]. Pro separaci byla zvolena kolona XBridge® BEH Amide (1503 mm; 2,5 um;
Waters) a izokraticka eluce mobilni fize obsahujici acetonitril (slozka A) a 5 mmol dm>
mravencan amonny, pH = 3,00, (slozka B) v poméru 88/12 (v/v). Separace probihala pfi
konstantni teploté 30 °C a priitoku 0,4 cm® min'. Nastiikovany objem vzorku byl 1 mm?.
Vlnova délka detektoru byla nastavena na 254 nm. Celkova délka jedné analyzy byla
nastavena na 15 min. Ekvilibrace kolony pfed méfenim byla vZzdy minimalné 20 min.
Metoda nebyla dale optimalizovéana, protoze efedrin eluoval v reten¢nim case 4,85 min.
Pozdé&j$i méteni extraktu historického vzorku ukazaly, Ze efedrin se od ostatnich latek
povedlo separovat s dostateCnym rozliSenim. Na obr. 4.4 je zobrazen HILIC-UV

chromatogram standardu efedrinu hydrochloridu o koncentraci 50 mg dm>.
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Obr. 4.4: HILIC-UV chromatogram standardu efedrinu hydrochloridu o koncentraci 50 mg dm™=. Pik (1)
efedrin. Separace probéhla na koloné¢ XBridge® BEH Amide (150%3 mm; 2,5um; Waters) izokratickou

eluci binarni mobilni fize obsahujici acetonitril (slozka A) a 5 mmol dm > mraven¢an amonny, pH = 3,00

(slozka B), pti vlnové délce detekce 254 nm, konstantni teploté 30 °C a pritoku 0,4 cm® min ™.

4.2.2 Optimalizace separace mentholu pomoci GC-MS

Pro separaci a stanoveni mentholu byla vyvinuta metoda plynové chromatografie.
Pocatecni métfeni probihala metodou GC-FID, nebyla vSak dosaZena dostatecna citlivost.
Ukézalo se, Ze metoda GC-MS je dostate¢né citliva pro detekci a stanoveni mentholu ve
vzorku masti ,,Naso-Merfen.” Optimalizovan byl teplotni program a pomér splitu. Bylo
zméteno hmotnostni spektrum mentholu. Citlivost detektoru byla zvySena pouzitim médu
SIM. Zaznamenavany byly charakteristické ionty mentholu s m/z="71; 81 a 95. Zvolené
nejvhodnéjsi podminky jsou uvedeny v kap. 3.4.2. GC-MS chromatogram standardu

mentholu je zobrazen na obr. 4.5.
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Obr. 4.5: GC-MS chromatogram standardu mentholu. Pik (1) menthol. Separace probéhla na koloné
Rxi-1301 Sil MS (60 m x 0,25 mm 1i.d.; 0,25 um tloustka filmu) za pouziti helia jako nosného plynu.
Teplota injektoru byla 230 °C. Hmotnostni detekce s EI ionizaci byla méfena v modu SIM, pii teploté

iontového zdroje 200 °C a energii 70 eV.

4.2.3 Optimalizace extrakce

Konecny postup pro extrakci efedrinu ze vzorku masti, popsan v kapitole 3.4.2,
byl optimalizovan pouze zménou rozpoustédla pro rozpusténi pevné faze po odpareni.
Vyzkousena rozpoustédla byla methanol, 5 mmol dm— mravené¢an amonny (pH = 3,00)
a acetonitril. V prvnich dvou pfipadech mast i po centrifugaci tvofila pevnou vrstvu na
povrchu a bez jejiho naruSeni nebylo mozné kapalnou fazi odebrat a dochézelo by tak ke
ztratam pri extrakci. Jako vhodné rozpoustédlo byl zvoleny acetonitril, protoze detektor
pfi analyze extraktu metodou HILIC-UV vykazoval dostate¢né velkou odezvu pro
efedrin, a navic bylo detegovano vice latek nez v ptipad¢ extrakce do methanolu nebo
mravencanového pufru. Menthol byl extrahovan spolu s efedrinem a v acetonitrilu je

rozpustny velmi dobfe. U¢innost extrakce efedrinu ze vzorku masti ,,Naso-Merfen“ byla
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ovetena extrakcei efedrinu z referenéni masti, vyrobené rozpusténim standardu efedrinu

hydrochloridu v bilé vazelin€ zahfivané na vodni lazni.

4.2.4 Kalibracni zavislosti

4.2.4.1 Kalibraéni zavislost pro stanoveni efedrinu

Metodou HILIC-UV byla pro stanoveni efedrinu ve vzorku masti ,,Naso-Merfen*
zmétena kalibrani zévislost. Pouzita byla metoda kalibra¢ni pfimky (Etyfbodova
kalibrace). Koncentrace efedrinu v pouzitych roztocich standardu efedrinu hydrochloridu
se pohybovala v rozmezi 16,4 az 82,1 mg dm>. Plochy pik@ standard@ byly vyneseny do

grafu v zavislosti na koncentraci. Ziskané body byly prolozeny regresni piimkou, jejiz

rovnice je
A=65c—200 (4.1)
r=0,9994

kde 4 je plocha piku [pAU min] a ¢ je koncentrace efedrinu [mg dm™].

4.2.4.2 Kalibraéni zavislost pro stanoveni mentholu

Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni mentholu ve vzorku masti ,,Naso-Merfen* byla
zmétena pomoci metody GC-MS. Pouzita byla metoda kalibrani pfimky (pétibodova
kalibrace). Koncentrace mentholu v pouzitych roztocich standardu se pohybovala
v rozmezi 1 az 10 mg dm>. Plochy piki standard@ byly vyneseny do grafu v zavislosti na

koncentraci. Ziskané body byly proloZeny regresni ptimkou, jejiz rovnice je

A=17200 ¢ — 800 (4.2)
=0,9999

kde 4 je plocha piku [min] a ¢ je koncentrace mentholu [mg dm™].
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4.2.5 HILIC-UV analyza vzorku

Na obr. 4.6 je zobrazen HILIC-UV chromatogram vzorku extraktu z masti ,,Naso-
Merfen.” Latky, kterym v chromatogramu odpovidaji piky (1) az (5), nebyly touto
metodou identifikovany. Pik (6) s retenénim casem 4,79 min lze prifadit efedrinu na
zaklad¢ shody s retenénim casem standardu i absorpci v UV oblasti. Pro potvrzeni
struktury efedrinu a pokus o identifikaci ostatnich detegovanych latek byla pouzita

hmotnostni detekce s vysokym rozliSenim.
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Obr. 4.6: HILIC-UV chromatogram vzorku extraktu z masti ,,Naso-Merfen.” Piky (1) az (5) neznamé latky,
(6) efedrin. Separace probéhla na koloné XBridge® BEH Amide (150x3 mm; 2,5 pm; Waters) izokratickou
eluci binarni mobilni fize obsahujici acetonitril (slozka A) a 5 mmol dm > mravend¢an amonny, pH = 3,00

(slozka B) pfi vinové délce detekce 254 nm, konstantni teplot€ 30 °C a pritoku 0,4 cm? min™!.
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4.2.6 HPLC-MS analyza vzorku

Extrakt z masti ,,Naso-Merfen*“ a extrakt z referencni masti byly analyzovany
metodou HPLC-MS. Mezi HPLC-MS chromatogramem extraktu historického vzorku
masti ,,Naso-Merfen a extraktu novodobého replikatu nebyl nalezen podstatny rozdil
(obr. 4.7). Z toho plyne, ze nebyly identifikovany zadné degradaéni produkty, které by se
musely na zdznamu projevit. Celkem bylo nalezeno 24 latek, ze kterych se podatilo
pomoci knihovny spekter identifikovat jen nékolik latek. Jejich ptehled je uveden
v tab. 4.3. Latky Ize rozd¢lit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi efedrin a jeho ptibuzné
latky vyskytujici se v pfirodnim materidlu. Mezi témito latkami byl identifikovan
1 2-methylamino-1-fenylpropan-1-on, ktery je sice degradacnim produktem efedrinu,
nicmén¢ jeho mnozstvi v historickém vzorku masti nebylo oproti novodobému replikatu
zvySené a tato latka se bézné vyskytuje v malém mnozstvi v efedrinu izolovaném
z ptirodniho materidlu. Druhou skupinu latek tvofi slouceniny typické pro vazelinu,

pouzitou jako mast'ovy zaklad studovaného historického vzorku.

Tabulka 4.3
Identifikované latky v chromatogramech extraktu z historického vzorku masti Naso-Merfen.
ESIméd t#/min  m/z Nazev latky, CASRN
experimentalni teoreticky ~ A/ppm
pozitivni 4,2 180,1379 180,13830 2,2 methylefedrin, 42151-56-4
4,4 164,1064 164,10700 3,3 2-methylamino- 1-fenyl-propan-1-on, 160977-88-8
4,7 166,1220 166,12260 3,6 efedrin, 299-42-3
5,5 182,1170 182,11760 3,2 etilefrin, 709-55-7
negativni 1,7 349,2419 349,2418 -0.4 oktadecyl sulfat, 143-03-3
1,7 321,2107 321,2105  -0,6 cetyl sulfat, 143-02-2
1,7 265,1481 265,1479  -0,8 dodecyl sulfat, 151-41-7
1,8 255,2332 255,2330 -0,9 palmitova kyselina, 57-10-3
1,8 283,2648 283,2643  -1,8 stearova kyselina, 57-11-4
2,0 271,2281 271,2279  -0,9 10-hydroxypalmitova kyselina, 506-13-8
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Obr. 4.7: ESI"-HPLC-MS chromatogram zéakladniho piku spektra (a) extraktu z historického vzorku masti
»Naso-Merfen,” (b) extraktu z novodobého replikatu masti. Identifikované piky: (1) methylefedrin,
(2) 2-methylamino-1-fenyl-propan-1-on, (3) efedrin, a (4) etilefrin. Podminky méfeni: separace na koloné
XBridge® BEH Amide (150x3 mm; 2,5 um; Waters) pii konstantni teploté 30 °C, binarni izokratické eluce
mobilni fazi 88 % acetonitrilu a 12 % 5 mmol dm™> mraven¢anu amonného (pH = 3,00) pti pritoku 0,4 cm?

min!, nastfikovany objem vzorku 1 mm?, MS kalibrace na octan sodny.

Déle bylo naméfeno fragmentaéni MS? spektrum efedrinu (obr. 4.8), pficemz
spektrum efedrinu z extraktu z historického vzorku masti ,,Naso-Merfen* bylo identické
se spektrem naméfenym pro standard efedrinu. Nameétfené spektrum bylo casteéne

interpretovano (obr. 4.9), nalezené fragmenty jsou v plné shod¢ s literaturou [126]. Tim

byla potvrzena identita efedrinu v analyzovaném vzorku.

62



Intens. |
x108
! 148,113

1.25
1.00

0.751

0.25 1170692 133.0878
\ I 166.1218
70.0642 91,_0_535 Ll ! l *

0.00

60 80 100 120 140 160 ' 180

Obr. 4.8: ESI'-MS? hmotnostni spektrum prekurzorového iontu efedrinu (oznaden modrym kosoétvercem).
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m/z = 166,1226541

m/z = 148,111527

m/z = 117,069328 m/z = 133,088052

Obr. 4.9: Navrh ESI+MS? fragmentace efedrinu (hodnoty m/z vypocitané).
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4.2.7 GC-MS analyza vzorku

Menthol nebyl detegovan pomoci metody HPLC-UV ani pii pouziti standard
o vysSich koncentracich. Pii HPLC-MS se jeho ionizace metodou ESI v negativnim
i pozitivnim modu se ukdzala jako nedostatecnd. Pomoci metody GC-MS byl zmétfen
chromatogram extraktu z masti ,,Naso-Merfen* (obr. 4.10). Pik (1) s retenénim cCasem
5,41 min Ize piifadit mentholu na zdkladé¢ shody sretencnim c¢asem standardu
1 porovnanim s knihovou EI spekter. Pik (2) Ize pfifadit efedrinu na zaklad¢ shody
s knihovnou EI spekter (shoda 94 %). Dale bylo s nedostate¢nym rozliSenim detegovano
mnoho latek uhlovodikové povahy (uhlovodiky, estery mastnych kyselin a mastné
kyseliny), pravdépodobné pochazejicich z vazeliny, kterd byla pfi vyrobé masti pouzita

jako mast'ovy zdklad. Nebyly vSak detegovany zddné degradaéni produkty mentholu.
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Obr. 4.10: GC-MS chromatogram vzorku extraktu z masti ,,Naso-Merfen.“ Piky (1) menthol, (2) efedrin.
Separace probéhla na koloné Rxi-1301 Sil MS (60 m x 0,25 mm i.d.; 0,25 pm tloustka filmu) za pouziti
helia jako nosného plynu. Teplota injektoru byla 230 °C. Hmotnostni detekce s EI ionizaci byla méfena

v modu SIM, pfi teploté iontového zdroje 200 °C a energii 70 eV.
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4.2.8 UV-PCMVG-AAS analyza vzorku

Ke stanoveni fenylhydrargyrium boratu ve vzorku masti ,,Naso-Merfen“ byla
pouzita metoda UV-PCMVG-AAS. Postup extrakce rtuti ze vzorku masti i postup
pfipravy kalibracnich roztokti byl zalozeny na literatuie [127, 128]. Vzorek poskytl
méfitelny signal pro rtut. Koncentrace rtuti ve vzorku vSak byla pod mezi kvantifikace

metody, proto stanovena nebyla.

4.2.9 Kvantifikace u€innych latek
4.2.9.1 Kvantifikace efedrinu

Kvantifikaci efedrinu metodou kalibracni pfimky (meéfeno na HILIC-UV) bylo
zjisténo, ze jeho obsah ve vzorku masti ,,Naso-Merfen* 0,12 £ 0,003 % hm., coZ je mén¢,
nez bylo deklarovédno vyrobcem (0,386 % hm.). Toto znac¢i pouZziti mensiho mnoZstvi
siranu efedrinu pfi vyrobnim procesu, nez bylo tieba k dosazeni deklarovaného obsahu

efedrinu v masti, protoze degradac¢ni produkty efedrinu nebyly detegovany.

4.2.9.2 Kvantifikace mentholu

Menthol byl ve vzorku masti ,,Naso-Merfen kvantifikovan pomoci metody
GC-MS. Zjistény obsah mentholu ve vzorku masti byl 0,01 £ 0,005 % hm., coZ je méné,
nez bylo deklarovano vyrobcem (0,5 % hm.). Pfi¢inou miize byt pouziti mensiho
mnozstvi mentholu pfi vyrobnim procesu, nez bylo potiebné pro dosaZeni obsahu
deklarovaného vyrobcem. Dal§i moznosti, ze menthol mohl také vytékat pii vyrobé

masti, nebo pii jejim skladovani, protoze nebyly detegovany Zadné degradacni produkty.

4.3 Analyza masti ,,Sulfathiazol*

4.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro separaci sulfathiazolu byla vybrdna a dale optimalizovdna metoda podle

literatury [129]. Separace probihala na koloné¢ Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl (100%3 mm)
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izokratickou eluci binarni mobilni faze sloZzené z methanolu (slozka A) a octanového
pufru (slozka B, 0,01 mol dm™ octan amonny, pH = 7,20) v poméru 30/70 (v/v) pii
vlnové délce 280 nm, konstantni teploté 30 °C a priitoku mobilni faze 0,5 cm® min™.
Nasttikovany objem vzorku byl 2 mm?. Pro zvyseni retence sulfathiazolu, nutné zejména
v pripad¢ objeveni se degradacnich produktd, byl obsah methanolu v mobilni fazi snizen
ze 30 % (v/v) na 20 %. Nastiikovany objem vzorku byl snizen na 1 mm?>, s cilem snizit
odezvu detektoru pro aceton a zaroven zachovat dostatecné velkou odezvu sulfathiazolu.
Celkovy cas jedné analyzy byl prodlouzen z ptivodné zvolenych 15 min na 20 min,
protoze nebylo znamo, jestli budou po sulfathiazolu eluovat i dalsi latky. HPLC-UV
chromatogram standardu sulfathiazolu o koncentraci 200 mg dm™> za pouziti piivodni
pfevzaté metody je zobrazen na obr.4.11. HPLC-UV chromatogram toho samého

standardu pfi zménénych podminkach je zobrazen na obr. 4.12. Povedlo se zvysit retenci

sulfathiazolu a zachovat dostate¢né velkou odezvu.
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Obr. 4.11: HPLC-UV chromatogram standardu sulfathiazolu o koncentraci 200 mg dm™. Piky (1) aceton,
(2) sulfathiazol. Separace probéhla na koloné€ Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl (100x3 mm) izokratickou eluci
bindrni mobilni fize sloZzené z methanolu (slozka A) a acetatového pufru (slozka B, 0,01 mol dm™ octan
amonny, pH =7,20) v poméru 30/70 (v/v) pfi vlnové délce 280 nm, konstantni teploté¢ 30 °C a prutoku

mobilni faze 0,5 cm?® min~!. Nastiikovany objem vzorku byl 2 mm?.
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Obr. 4.12: HPLC-UV chromatogram standardu sulfathiazolu o koncentraci 200 mg dm 3. Piky (1) aceton,
(2) sulfathiazol. Separace probéhla na koloné Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl (100%3 mm) izokratickou eluci
bindrni mobilni faze slozené z methanolu (slozka A) a octanového pufru (slozka B, 0,01 mol dm ™ octan
amonny, pH = 7,20) v poméru 20/80 (v/v) pfi vlnové délce 280 nm, konstantni teplote¢ 30 °C a pritoku

mobilni faze 0,5 cm® min~'. Nastfikovany objem vzorku byl 1 mm?>.

4.3.2 Optimalizace extrakce

Pro extrakci sulfathiazolu ze vzorku masti byl pouZzit aceton, protoze v ostatnich
bézné pouzivanych rozpoustédlech nema latka velkou rozpustnost [56]. V uvahu byla
vzata také hydrolyza v pfipad€ pouziti roztokl kyselin. Byly vyzkouSeny tii postupy
extrakce sulfathiazolu ze vzorku masti. Postup nejprve odpovidal postupu pro extrakci
efedrinu, popsanému v kapitole 3.4.2, zménéno bylo pouze pouzivané rozpoustédlo
(acetonitril na mobilni fazi a aceton) a extrakt nebyl zahtivan. Po odpateni kapalné faze
byla pevna fize rozpousténa v 1,00 cm? acetonu, resp. v 1,00 cm® mobilni fize (methanol
a 0,01 mol dm octan amonny, pH = 7,20). Pfi pouziti acetonu doslo k rozpusténi pevné
faze po pouziti ultrazvukové 1azné (30 min pii laboratorni teplot€). Prefiltrované extrakty

byly nastfikovany do HPLC sytému. Pfi pouziti mobilni faze se nepovedlo pevnou fazi
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uplné rozpustit a tomu nasledné odpovidaly i1 nizs§i odezvy detektoru nez v piipadé
rozpousténi v acetonu. Proto byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo vybran aceton. Vytézek
extrakce vztazeny k deklarovanému obsahu sulfathiazolu (za predpokladu, ze sulfathiazol
ve vzorku masti byl stabilni) v masti byl vSak mensi nez 10 %. Toto bylo zpisobeno
pouzitim pfili§ malého mnozstvi acetonu. Postup byl tedy upraven podle kap. 3.4.3.
a vytézek extrakce Cinil vice nez 100 %, coz uz v této fazi znacilo, ze obsah sulfathiazolu

ve vzorku masti je vyssi, nez bylo deklarovano vyrobcem.

4.3.3 Kalibrac¢ni zavislosti

Pro kvantifikaci sulfathiazolu ve vzorku masti byla zméfena kalibra¢ni zavislost
metodou RP-HPLC s UV detekei pii vinové délce 280 nm. Byla pouzita metoda
kalibracni pfimky (pétibodova kalibrace). Plochy pikii jednotlivych standardi
o koncentracich 100 az 300 mg dm™> byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci.

Ziskané body byly prolozeny regresni pfimkou s rovnici

A = 4200 ¢ — 32000 (4.3)
r=0,9998

kde 4 je plocha piku [pAU min] a ¢ koncentrace sulfathiazolu [mg dm>].

4.3.4 HPLC-UV analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram vzorku extraktu z masti ,,Sulfathiazol* je zobrazen na
obr 4.13. Pik (1) sretenénim casem 1,25 min lze pfifadit acetonu na zakladé shody
retencnich Casit pfi méfeni Cistého rozpoustédla a absorpci v UV oblasti. Pik (2)
s reten¢nim Casem 3,44 min lze pfifadit sulfathiazolu na zaklad¢ shody s retencnim ¢asem
méfeného standardu (obr. 4.12). Metodou HPLC-UV nebyly ve vzorku detegovany zadné
degradacni produkty sulfathiazolu ani jiné latky (krom¢ acetonu, do kterého byl

sulfathiazol extrahovéan).

68



0,3 . , . , .

A280

0,2 |- -

0,0 I

0 2 4 6
t, min

Obr. 4.13: HPLC-UV chromatogram vzorku extraktu masti ,,Sulfathiazol*. Piky (1) aceton, (2) sulfathiazol.
Separace probéhla na koloné Kinetex 2,6 um Phenyl-Hexyl (100%3 mm) izokratickou eluci binarni mobilni
faze slozené zmethanolu (slozka A) a octanového pufru (slozka B, 0,01 mol dm™ octan amonny,

pH = 7,20) v poméru 20/80 (v/v) pti vinové délce 280 nm, konstantni teploté 30 °C a prutoku mobilni faze

0,5 cm® min™.

4.3.5 HPLC-MS analyza vzorku

V HPLC-MS chromatogramu extraktu historického vzorku masti ,,Sulfathiazol*
byla — vedle acetonu, pouzitého jako rozpousStédlo — nalezena jediné latka (obr. 4.14).
Porovnanim se standardem sulfathiazolu a naslednym proméfenim ESI-MS? spekter
(obr. 4.15) byla potvrzena identita této latky jako sulfathiazolu. Nebyly tedy
identifikovany 74dné degrada¢ni produkty. Naméfend MS? spektra jsou v plné shodé

s literaturou [130].
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BPC | (a)

t/ min
Obr. 4.14: ESI-HPLC-MS chromatogram zakladniho piku spektra extraktu z historického vzorku masti
»Sulfathiazol” (a) v pozitivnim mddu a (b) v negativnim modu. Separace probéhla na koloné Kinetex
2,6 um Phenyl-Hexyl (100%3 mm) pfi konstantni teploté 30 °C, binarni izokraticka eluce mobilni fazi 20 %
methanolu a 80 % 0,01 mol dm™ octanu amonného (pH = 7,20) pii pritoku 0,2 cm? min™!, nastiikovany

objem vzorku 1 mm? MS kalibrace na octan sodny.
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4.3.6 Kvantifikace sulfathiazolu v historickém vzorku

Kvantifikaci sulfathiazolu metodou kalibra¢ni pfimky (méfeno na HPLC-UV)
bylo zjisténo, Ze jeho obsah v historickém vzorku masti je 7,02+ 0,05 % hm., coz
pfesahuje vyrobcem deklarovany obsah. Toto je pravdépodobné zplisobeno pouzitim
vétsiho mnozstvi sulfathiazolu pfi vyrobnim procesu, neZ bylo tfeba pro dosaZeni obsahu
5 % hm., protoze ani pomoci HPLC-MS nebyly detegovany zadné degradacni produkty.
Zjistény obsah sulfathiazolu v historickém vzorku masti zna¢i mimotfadnou dlouhodobou

stabilitu této ucinné latky (po dobu 42 let) v masti. Potvrzenim struktury sulfathiazolu

160

m/z

byla potvrzena také autenticita poziistatku historického 1é¢ivého ptipravku.
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5 ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace byla analyza pozustatkti historickych
1égivych piipravki. Uginnymi latkami byly anthrachinonové glykosidy senny, alkaloid,
terpen a sulfonamid ve formé extraktu a masti. Vzorky byly analyzovany metodami
RP-HPLC (extrakt ze senny, mast ,,Sulfathiazol*) a HILIC (mast ,,Naso-Merfen*) s UV
a hmotnostni detekci a GC-MS (mast ,,Naso-Merfen). Vzorek masti ,,Naso-Merfen* byl
dale analyzovén i metodou atomové absorpcni spektrometrie.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkti byla potvrzena autenticita vSech analyzovanych
vzorkd.

Pfi analyze extraktu senny nebyly ucinné latky detegovany a nebyla proto
provedena kvantifikaci jejich obsahu. Pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim byly identifikovany degradacni produkty sennosidi a dalsi latky typické pro
sennu. Zarovenl byl prostudovan mechanismus MS/MS fragmentace ucinnych latek
a rozsifeny poznatky z literatury. Vysledky dosazené pii analyze extraktu ze senny byly
publikovany v literatute [117].

Pti analyze masti ,,Naso-Merfen“ byl kvantifikovan obsah vSech u¢innych latek
ve vzorku. Struktury u€innych latek byly potvrzeny pomoci hmotnostni spektrometrie.
Byly detegovany 1 latky pochazejici z vazeliny, pouZzité jako mastovy zaklad. Obsah
efedrinu ve vzorku masti ,,Naso-Merfen“ byl 0,12+ 0,003 % hm., obsah mentholu
0,01 £0,005 % hm. Pfitomnost fenylhydrargyrium boratu byla dokdzana pomoci
atomové absorpcni spektrometrie. Niz§i obsah ucinnych latek byl pravdépodobné
zpisoben jiz pii vyrobe, protoze nebyly detegovany zadné degradaéni produkty.

Pti analyze masti ,,Sulfathiazol* byl kvantifikovan obsah ucinné latky ve vzorku.
Nebyly detegovany Zadné degradacni produkty sulfathiazolu. Obsah sulfathiazolu ve
vzorku masti ,,Sulfathiazol“ byl 7,02 +0,05 % hm. VySs§i obsah ucinné latky byl

pravdépodobné zpiisoben jiZ pii vyrobé.
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