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Abstrakt

Tato prace navazuje na diplomovou praci W, ve které byly nalezeny optimalni

chromatografické podminky pro stanoveni U€innych latek 1éCivého piipravku Valetol,
paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu, a necistoty p-aminofenolu, metodou HPLC.

Soucasti rigordzni prace bylo nalezeni vhodného vnitiniho standardu pro pfesnou kvantifikaci
ucinnych latek a necistoty, kyseliny benzoové. Nasledné byla provedena validace analytické
metody, vCetn€ testu vhodnosti chromatografického systému.

V ramci testu vhodnosti chromatografického systému byla testovana:

« ucinnost kolony vyjadfena poctem teoretickych pater N

« asymetrie chromatografickych pika vyjadfena faktorem T

« rozliSeni chromatografickych piki

* opakovatelnost vyjadfena relativni smérodatnou odchylkou

V ramci validace analytické metody byla testovana:

* pfesnost
* linearita
* spravnost
« selektivita
* robustnost
* stabilita

Test robustnosti prokazal citlivost analyzy na zménu slozeni mobilni faze. Byly testovany dva
parametry mobilni faze: pH a zména obsahu triethylaminu. Bylo dokazéno, ze zména pH
mobilni faze ma vliv pfedevsim na retenéni ¢asy p-aminofenolu a kyseliny benzoové. Zména
obsahu triethylaminu v mobilni fizi ma vyrazny vliv jak na reten¢ni ¢as p-aminofenolu, tak na
velikost plochy piku p-aminofenolu (na jeho kvantifikaci).

Pozadavek na stabilitu roztoku p-aminofenolu v methanolu nebyl splnén pro Zzadnou
z testovanych podminek uchovavani, coz je diikazem jeho vyrazné nestability (viz teoreticka
¢ast). Je proto nutné pripravovat jeho roztok kazdy den Cerstvy.

Z validace analytické metody vyplyva, ze kladenym pozadavkim nevyhovuje parametr
robustnosti a stability. Metoda tedy mtze byt pouzita v praxi, ale pouze s ohledem na vyse
uvedené skute¢nosti.



Abstract

This work extends the graduation thesis which found optimal chromatographic conditions for
a separation of paracetamol, caffeine and propyphenazon, and the impurity p-aminophenol in
the pharmaceutical preparation Valetol by HPLC method.

At first, the benzoic acid was found as a suitable internal standard for the quantification. Next,
the analytical method validation was carried out, including the suitability test of the
chromatographic system.

Within the suitability test of the chromatographic system the following attributes were tested:

« column efficiency expressed as a number of theoretic plates N
« assymetry of chromatographic peaks expressed as factor T

« resolution of chromatographic peaks

« reproducibility expressed as a relative standard error

Within the analytic method validation were tested:

* precision
* linearity

* accuracy

* selectivity
* robustness
* stability

The robustness test confirmed the analysis sensitivity to the change in the character of the
mobil phase. As a part of the robustness test two parameters of mobile phase were tested: pH
and triethylamine concentration changes. It was confirmed that the change of pH of the
mobile phase influences mostly the retention times of p-aminophenol and benzoic acid. The
change of triethylamine amount in the mobile phase influences mostly the retention time of p-
aminophenol and the area under the peak (its quantification).

Demands for p-aminophenol in methanol-solution stability were not fulfilled for any of the
tested storage conditions, and its considerable unstability was proved. It is essential that fresh
p-aminophenol methanol-solution should be prepared every day.

The analytic method validation shows that it does not fulfil the robustness and stability
attributes. Thereafter the method can be used in everyday routine, but a special attention must
be paid to the facts shown above.
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1 PouZité zkratky

HPLC
PAR
KOF
PRO
4AAF
k.BENZ
ACN
TEA
PVC
FIA
COX-3
PGG,, PGH,
NAPQI
PGES
FDA
cGMPs
ISO/IEC

ICH

EPA
SUKL
FaF
MF
PEG

vysokoucinna kapalinova chromatografie
paracetamol

kofein

propyfenazon

p-aminofenol

kyselina benzoova

acetonitril

triethanolamin

polyvinylchlorid

pritokova injekéni analyza
cyklooxygenasa 3

prostaglandiny G, H,
N-acetyl-p-benzochinonimin
prostaglandin endoperoxid-syntetaza

Food and Drug Administration

Facts About Current Good Manufactuting Practices
International Ogranization for Standardization/International Electrotechnical

Committee

The International Conference on Harmonization of Technical Requirements

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

Enviromental Protection Agency
Statni Gstav pro kontrolu lé¢iv
Farmaceuticka fakulta

mobilni faze

polyethylenglykol



> Uvod

Valetol je léCivy pripravek urCeny ke kratkodobé 1é¢beé bolesti. Jeho soucasti je
propyfenazon, paracetamol a kofein. Pfestoze je paracetamol povazovan za pomérné
bezpecné analgetikum-antipyretikum, které je 1ékem prvni volby ke sniZeni horecky a bolesti
u déti do 12ti let, t¢hotnych Zen i star§ich pacientii, dochazi pfi jeho pfedavkovani ke zvysené
tvorbé toxického meziproduktu, ktery mulze zplsobit zavazné poskozeni jater. Tento
meziprodukt vznika z p-aminofenolu, metabolitu a soucasné hlavniho rozkladného produktu
paracetamolu. S ohledem na riziko spojené sjeho pFitomnosti v l1é¢ivych piipraveich je
v souCasné dob&é zaméfena pozornost na stanoveni p-aminofenolu ve velmi nizkych
koncentracich.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je dnes v oblasti analyzy léciv
nejpouzivangjsi analytickou metodou. Jeji piednosti je moznost souc¢asného kvalitativniho i
kvantitativniho stanoveni separovanych slozek smési, dale rychlost a citlivost stanoveni.

V diplomové praci @ byly nalezeny optimalni chromatografické podminky pro HPLC
separaci p-aminofenolu, paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu.

V této praci byla provedena volba vnitfniho standardu pro kvantifikaci v§ech ucinnych
latek a necistoty a validace metody.



3 Cil prace

Cilem prace bylo validovat HPLC metodu optimalizovanou v diplomové praci ) se soucasné
stanovenym vnitinim standardem pro kvantifikaci t¢innych latek — kyselinou benzoovou. Ta
za danych podminek neovliviiuje separaci latek a jeji retencni Cas je blizky retenénimu ¢asu p-
aminofenolu.

Validaci mtizeme definovat jako proces, jejimz cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu
analytické metody ustanovenim definovanych kritérii a méfenim jejich hodnot. Smyslem
validace je tedy ovéfit platnost zvoleného analytického postupu (metody).

Paracetamol, propyfenazon, kofein a p-aminofenol jsou latky s vyrazné rozdilnymi
vlastnostmi (polarita, acidobazicita). Nejoptimalnéjsi podminky pro jejich separaci byly
nalezeny na polyethylenglykolové koloné v systému reverznich fazich. P¥i optimalizaci
metody byla pozorovana vyrazna nestabilita p-aminofenolu v roztoku a zavislost retence p-
aminofenolu na mnozstvi triethylaminu v mobilni fazi.
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4 Teoreticka cast

41 Valetol 2
Valetol je kompozitni pfipravek s analgetickymi vlastnostmi. Jeho hlavnimi u¢innymi latkami
jsou paracetamol (150 mg), propyfenazon (300 mg) a kofein (50 mg). Je vhodny pro
kratkodobou 1écbu bolesti.

Propyfenazon a paracetamol blokuji periferni receptory bolesti, kofein potencuje ucinnost
obou analgetik. Svymi psychostimula¢nimi G¢inky tlumi Gnavu a ospalost a ptsobi jako
centralni analeptikum dychani a ob¢hu predevS§im pii hofecnatych stavech a infekénich
onemocnénich. Propyfenazon je derivat pyrazolonu, plisobi analgeticky, antipyreticky a
antiflogisticky. Paracetamol je rychle pusobici, u¢inné a relativné bezpeéné analgetikum-
antipyretikum, bez antiflogistické aktivity s dobrou gastrointestinalni snasenlivosti.

Analgeticky t¢inek Valetolu nastupuje za 30 minut po podani a trva n¢kolik hodin.

Z nezadoucich reakci se mize objevit rash, kozni alergie a jen zcela ojedinéle
bronchospasmus. Dale tlak v epigastriu, nechutenstvi, vomitus, prijem, vzacné poruchy
krvetvorby, velmi ziidka palpitace, nespavost a zvySena drazdivost.

Zvlastni opatrnosti je zapotiebi u pacientt s viedovou chorobou gastroduodena v anamnéze a
chronickou pankreatitidou, tyreotoxikozou, hypertenzi, srde¢ni arytmii, pfi zavaznych
onemocnénich kardiovaskularniho systému, u pacientt s krevni dyskrazii, dale pti tizkostnych
stavech a u nespavosti.

Béhem 1é¢by neni vhodné piti alkoholickych napoja.
Ptipravek je balen v blistru z PVC nebo hliniku po deseti tabletach.

Tablety jsou téméf bilé, nepotahované, o praiméru 13 mm s pulici ryhou uprostied.



4.1.1 Kompletni sloZeni piipravku )

Paracetamol 150 mg
Kofein 50 mg
Propyfenazon 300 mg

Pomocné latky: Maydis amylum praegelatum
Povidonum
Croscarmellosum natricum,
Talcum
Stearinum,
Magnesii stearas
Maydis amylum
Carboxymethylamylum natricum
Cellulosum micocrystallinum

4.1.2 Paracetamol
Fyzikdlni a chemické viastnosti: ®

Paracetamol je bily krystalicky prasek. Je mirné€ rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu
96%, velmi tézce rozpustny vetheru a vdichlormethanu. Chemicky je to N-(4-
hydroxyfenyl)acetamid, patfi mezi derivaty anilinu. Dnes je nejvyznamnéj$im analgetikem
této rady.

Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti paracetamolu je uveden v tabulce ¢.1.

Struktura:
HO
)CL
N~ “CH,
H
Sumdrni vzorec: CgHgNO,
M;: 151,16
Teplota tani: 168 °C az 172 °C

Hlavnim rozkladnym procesem probihajicim u 1éCiv se strukturou amidu je hydrolyza.
8



Pro diikaz paracetamolu se vyuziva jeho kyselé hydrolyzy na p-aminofenol a nasledné
oxidace na intenzivng zbarveny fialovy produkt. ©

Paracetamol je citlivy na svétlo, a pokud obsahuje stopy p-aminofenolu, oxiduje se, coz se
projevi barevnymi zménami. ® p-Aminofenol, jeho metabolit a zaroven hlavni rozkladny
produkt, je soucasné hlavni pfic¢inou jeho toxicity. @

Farmakodynamické uéinky: @ ®

Paracetamol je analgetikum-antipyretikum bez antiflogistické aktivity, s dobrou
gastrointestinalni snasenlivosti, vhodné v pediatrii i u dospélych pacientti. Jeho analgeticko-
antipyretické ucinky jsou srovnatelné s kyselinou acetylsalicylovou, proti které vSak ma
mnohem lepsi snasenlivost. Neovliviiuje glykémii a je tedy vhodny i u diabetikd. Dale
neptisobi na krevni srazlivost, proto ho lze pouzit u pacientd uzivajicich peroralni
antikoagulancia a u hemofiliki. Nema vliv na hladinu kyseliny mocové a jeji vylucovani do
moci. Lze jej pouzit vSude tam, kde jsou kontraindikovany salicylaty. @

Paracetamol patii do skupiny analgetik-antipyretik s mirnym analgetickym G¢inkem. Tyto
latky nedosahuji aktivity silnych analgetik morfinového typu, proto se Casto nazyvaji
neopioidni (nenarkotickd) analgetika. Kromé toho maji vlastnosti antipyretické, tj. schopnost
snizovat nemoci zvysenou télesnou teplotu inhibici cyklooxygenasy v hypotalamu, centralni
mechanismus se podili rovnéz na analgetickém G¢inku.

s

Od klasickych nesteroidnich antiflogistik se 1isi absenci protizanétlivého ucinku. Slaba
analgetika se Casto pouzivaji ve smésich, obsahujicich jesté dalsi 1éCiva jako je napt. kofein,
ktera jejich analgeticky ucinek potencuji. Vysledna analgeticka aktivita je vyS$i neZ suma
ucinkt jednotlivych soucasti.

Pouiti: ®

Paracetamol je 1ékem prvni volby ke snizeni horecky a bolesti u déti do 12ti let, t€hotnych Zen
1 starSich pacientti. U dospélych se podava hlavné v situacich, kdy je na zavadu antiagregacni
ucinek a nékteré dalsi nezadouci GcCinky kyseliny acetylsalicylové. Po terapeutickych davkach
je vyskyt jeho nezadoucich ucinkid maly.

4.1.3 Kofein

Fyzikalni a chemické vlastnosti: @O

Kofein je bily krystalicky prasek nebo jemné bilé krystalky, snadno sublimujici. Je mirné
rozpustny ve vodg, snadno rozpustny ve vrouci vodé, té€zce rozpustny v etanolu a v etheru.
Rozpousti se v koncentrovanych roztocich alkalickych benzoanti a salicylantl.

Chemicky je to 1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion.

9



Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti kofeinu je uveden v tabulce ¢&. 1.

Struktura:
CH3
|
N O
¢ ]
N N‘“
/ CH;
CHj; o
Sumdrni vzorec: CgH10N4O>
M;: 194,19
Teplota tani: 234 °C az 239 °C

Kofein patii mezi purinové alkaloidy odvozené od xantinu (2,6-dioxopurin) nahradou vodika
v NH skupinach methyly. Bazicitu kofeinu zplsobuje volny elektronovy par na dusiku
Vv poloze 9. Jeho nizka rozpustnost ve vodé se fesi piipravou rozpustnych soli se slabymi
organickymi kyselinami, napt. s kyselinou citronovou.

Vyskyt a vyroba: @

Mezi farmaceuticky vyznamné purinové alkaloidy patii kromé kofeinu teofylin (1,3-
dimethylxantin) a teobromin (3,7-dimethylxantin). Vyskytuji se v drogach Semen coffeae,
Folium theae, Folium maté, Semen colae, Guarana a Semen cacao, které jsou spiSe
pozivatinami nez 1éCivy a slouzi jako zdroje téchto alkaloidi. Kofein se ziskava také
polosynteticky z teobrominu z kakaovych odsevii nebo zcela synteticky.

Farmakodynamické vlastnosti: @

Kofein patii do skupiny methylxantinti, pfevazné se vSak uziva jako adjuvans v nekterych
analgeticko-antipyretickych a dal$ich smésich. Ma centralné stimula¢ni u¢inky a mirné Géinky
kardiostimula¢ni a diuretické. Pii piedavkovani mize vyvolat nespavost, bolesti hlavy,
nauzeu aZz zvraceni, tachyarytmie, iritabilitu a svalovy tfes. ZvySuje zaludecni sekreci HCI.
Mechanismus u¢inku  methylxantinG  spociva v inhibici fosfodiesterasy I-IV a
Vv antagonistickém piisobeni na adenosinové receptory.

Farmakokinetické viastnosti: ®

Methylxantiny se vcelku dobie resorbuji z traviciho ustroji (potrava resorpci zpomaluje),
distribuuji se do vSech tkani, biotransformuji se v jatrech a vylucuji se moci. Prochazeji
placentarni bariérou a do matef'ského mléka.

10



Pouziti:

Kofein se u nas dnes pouziva jako adjuvans v analgeticko-antipyretickych smésich, pro
prevenci kinetéz v kombinaci s Hi-antihistaminiky (pfedev$im s moxastinem), ve smési
s efedrinem mutize potencovat anorekticky ucinek dalsich latek (Elsinorské prasky).

Kofein a teobromin jsou také obsazeny v fadé napoji s psychostimula¢nimi ucinky (kava, ¢aj,
kakao aj.). Retardované 1ékové formy methylxantinll se uzivaji pfi 1écbé stfedné tézkych a
predevsim tézkych forem perzistujiciho astmatu. Jako analeptikum dechového a ob&hového
systému se u nas kofein uziva ve veterinarni medicing i parenteralng.

4.1.4 Propyfenazon (1)

Fyzikdlni a chemické vlasnosti:

Propyfenazon je bily nebo slabé nazloutly krystalicky prasek. Je téZce rozpustny ve vode,
snadno rozpustny v dichlormethanu a v lihu 96%, dobie rozpustny v etheru. Propyfenazon je
slabou bazi, je fazen k latkam spiSe polarniho charakteru. Chemicky je to 2-fenyl-4-isopropyl-
1,5-dimethyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on.

Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti propyfenazonu je uveden v tabulce €. 1.

Struktura:

~N—CHg
CH,
Sumdrni vzorec: C14H1sN,O
M;: 230,31
Teplota tdni: 102 °C az 106 °C.

Propyfenazon je fazen spolecné s paracetamolem do skupiny neopioidnich (nenarkotickych)
analgetik-antipyretik (viz vyse). Jde 0 4-substitu¢ni derivat pyrazolonu. Propyfenazon se stal
vhodnou nahradou za aminofenazon, ze které¢ho v kyselém prostiedi a v pfitomnosti dusitani
vznika potencialni kancerogen dimethylnitrosamin.

11



Farmakodynamické vlastnosti:

Cela skupina pyrazolonovych analgetik se vyznaCuje vyraznymi analgetickymi a
antipyretickymi 0¢inky, které doprovazeji Gicinky antirevmatické a spasmolytickeé.

V minulosti patfily tyto latky k velmi oblibenym latkam. Po jejich podani vsak casto
dochazelo ke vzniku gastroduodendlnich vied s krvacenim nebo dokonce perforaci. Zivot
ohrozujici komplikaci byly poruchy hemopoézy (pfedev§im po fenylbutazonu).
Aminofenazon byl podeziran z kancerogenity. Pro zna¢nou toxicitu se od derivati pyrazolonu
upousti.

Farmakokinetické vlastnosti:

Po peroralnim podani je propyfenazon rychle resorbovan (v prub&éhu 30 minut) a z pfevazné
Casti rychle vylucovan ledvinami. Prostupuje placentarni bariérou, eliminacni polocas je 1-1,5
hodiny.

Pouziti:

Propyfenazon se nejcastéji pouziva do viceslozkovych kombinovanych analgetik, resp.
antiflogistik. Vyskyt zavaznych nezadoucich ucinkti se s prodluzovanim doby podavani
zvySuje, proto neni pro dlouhodobé rutinni pouziti doporuc¢ovan.

42 p-Aminofenol(®

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

p-Aminofenol je bily nebo slabé zbarveny krystalicky prasek. Vlivem svétla a vzduchu
tmavne. Je rozpustny v horké vodé, alkoholu a etheru.

Jde o latku amfoterni, spiSe polarniho charakteru. Aminoskupina v para poloze snizuje
kyselost fenolického hydroxylu.

Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti p-aminofenolu je uveden v tabulce €. 1.

Struktura:
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Sumarni vzorec: CsH;NO
M;: 109,1
Teplota tani: 184 °C az 186 °C

Charakteristika a poufiti p-aminofenolu:p-Aminofenol je metabolit a zarovefi primarni
hydrolyticky rozkladny produkt paracetamolu. Je hlavni pfi¢inou jeho toxicity, proto je
mnozstvi této hlavni necistoty Evropskym lékopisem limitovano na nizké hodnoté 50 ppm
(0,005% wiw).

p-Aminofenol je dale dilezitym chemickym meziproduktem pouZzivanym pii vyrobé nékolika
1é¢iv s analgetickym a antipyretickym Uc¢inkem, napf. paracetamolu, acetanilidu, fenacetinu
aj. Vedle farmaceutického primyslu je pouzivan pii vyrobé riznych primyslovych barviv,
jako fotograficka vyvojka a to bud’ sam, nebo v kombinaci s hydrochinony. Je silnym
redukénim ¢inidlem.

Oxalatova stl p-aminofenolu se pouziva jako inhibitor koroze v natérovych lacich a jako
antikorozivni mazani do dvoufazovych spalovacich motort.

Primyslové je p-aminofenol vyrabén hydrogenaci nitrobenzenu a p-nitrofenolu.
Stabilita p-aminofenolu:

Aminofenoly obecné, zvlasté orto a para-aminofenoly, jsou dlouhodobym ptlisobenim
vzduchu a svétla velmi ochotné oxidovany. V prvnim stupni oxidace vznikaji chinoniminy, ve
druhém stupni chinony. Zpétnou reakci chinoniminli s p-aminofenoly vznikaji semi-
chinoniminy. Vsechny vyse uvedené reakce se vyznacuji barevnymi zménami.

H,N
OH

chinoniminy chinony semichinoniminy

p-Aminofenoly ochotné reaguji s chinony za vzniku cervené zbarveného roztoku. Ten je
nerozpustny v kyselém prostredi, zato pomérné dobife rozpustny v prostiedi zasaditém za
vzniku modrého zbarveni. Semi-chinoniminy jsou rozpustné v kyselém i v zasaditém
prostiedi za vzniku modrého a zlutého zbarveni. Redukci se semi-chinoniminy odbarvuji.
Vsechny vyse uvedené slouceniny vykazuji v redukované formé vyrazné kyselé vlastnosti,
diky kterym mohou byt od p-aminofenolu separovany.

Nestabilita aminofenoltt v roztoku je zpusobena pravé jejich vyraznymi oxida¢nimi
vlastnostmi. V nepfitomnosti slune¢niho svétla jsou mnohem stabiln&j$i. Dal§imi faktory,
které ptizniv€ ovliviluji jejich schopnost se oxidovat, je pravé pfitomnost chinonll a
chinonimind a alkalické prostiedi.

13



Chinony nejsou rozpustné ve vodé, zato se ochotné rozpoustéji téméf ve vSech organickych
rozpoustédlech. Hydrochinony, redukéni produkty chinonti, jsou na rozdil od chinonii
rozpustné ve vodnych roztocich, zvlast¢ pak v bazickych. Jejich rozpustnost v bazickych
vodnych roztocich je natolik vyraznd, ze z nich nejsou extrahovatelné pomoci organického
rozpouitédla. Cervené zbarveny komplex vznikajici reakci chinonti s p-aminofenoly je
nerozpustny v kyselém prostiedi, ale rozpustny v organickych rozpoustédlech.

Téchto vlastnosti 1ze vyuzit k ziskani Cistého p-aminofenolu. Lze ho ziskat rozpusténim
zneCisténého p-aminofenolu ve zfedéném kyselém roztoku o pH 1,5 - 2.5, ze kterého jsou
chinony, chinoniminy a semi-chinoniminy odstranény bud’ filtraci, nebo extrakci organickym
rozpoustédlem. V prubchu této reakce jsou vsechny pritomné chinony, chinoniminy a semi-
chinoniminy redukovany.

Stabilita p-aminofenolu v 50% methanolu a v 0,5% kyseling octové po dobu 24 a 48 hodin je
podrobné popsana v praci autora Bloomfielda. @9 p-Aminofenol byl stanovovan metodou
prutokové injekéni analyzy (FIA).

Z této prace vyplyva, ze p-aminofenol je stabilngjsi v 0,5% kyselin€ octové.

Na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv byla sledovana stabilita p-aminofenolu
v 50% methanolu pii rizném skladovani. @D Stanoveni p-aminofenolu bylo provadéno
pomoci HPLC metody.

Z této prace vyplyva, Ze p-aminofenol je v 50% methanolu nejstabilngjsi pii 7°C bez piistupu
svétla.

Piisobeni v Zivych organismech a metabolismus p-aminofenolu:

p-Aminofenol je Casto pouZivanou prumyslovou chemikalii, na krysy ptsobi vyrazné
nefrotoxicky. U mysi zpusobuje akutni poSkozeni jater. Na mife poskozeni jaternich bun¢k
indukované p-aminofenolem se podili jednak glutathion, jednak N-acetylace p-aminofenolu
na acetaminofen. Pfesny mechanismus hepatotoxicity v§ak neni znam.

Dalsim disledkem toxického plsobenim p-aminofenolu je vznik methemoglobinémie. p-
Aminofenolem vyvolana methemoglobinémie byla prokazana u kocek, psu, krys a mysi. U
koéek miize methemoglobinémii zplisobit i paracetamol.

Osud p-aminofenolu v organismu neni dosud pIné objasnén. U krys p-aminofenol
pravdépodobné podléha N-acetylaci za vzniku acetaminofenu, jeho metabolismus pak probiha
podobnou cestou jako metabolismus paracetamolu.

Podobné jako paracetamol miiZze p-aminofenol podléhat konjugaci s kyselinou glukuronovou
nebo sulfaty. Rovnéz mize podléhat konjugaci s glutathionem, pravdépodobné po predchozi
oxidaci na benzochinonimin. Je dokazéano, ze glutathion je nutny nejen k ochrané proti
paracetamolem zptisobené hepatotoxicité, ale i proti jaternimu poskozeni indukovanému p-
aminofenolem. Reakci toxickych metabolitd p-aminofenolu s glutathionem vznika netoxicky
konjugat.
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43 Kyselina benzoova

Fyzikdlni a chemické viastnosti: ® 12

Kyselina benzoova je nejjednodussi aromaticka jednosytna karboxylova kyselina. Za
normalnich podminek je to bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly bez pachu nebo
s velmi slabym charakteristickym pachem. Je téZce rozpustna ve vodé, dobfe rozpustna ve
vrouci vodg, snadno rozpustna v lihu 96%, v etheru a v mastnych olejich.

Jedna se o slabou kyselinu. Vyuziva se jako konzervaéni prostiedek, 1é¢ivo proti koznim
infekcim a je velice dalezitym prekurzorem v organické syntéze.

Struktura:

OH

Sumdrni vzorec: C;HgO,
M;: 122,12

Teplota tani: 124 °C

Vyskyt a vyroba: 12
V piirodé se vyskytuje jak volné tak i ve slouCenindch, hlavné v pryskyfici benzoe a v
esterech (tzv. balzamech).

Kyselina benzoova se prumyslové vyrabi oxidaci toluenu kyslikem za katalyzy kobaltu nebo
manganistanu draselného, reakce probihd s velmi vysokymi vytézky a vychazi z lehce
dostupného prekurzoru.

Dalsi zpiisob vyroby spociva v dekarboxylaci kyseliny ftalové.

PouZiti: 12

Kyselina benzoova a jeji soli (sodné, draselné a vapenaté) se pouzivaji jako konzervacni
prostiedky. Dale je velice dllezitym prekurzorem pro syntézu mnoha dalSich organickych
latek (napf. benzoylchlorid, benzoylperoxid, fenol atd.).

V lékatstvi se pouziva v kombinaci s kyselinou salicylovou pfi 16¢bé koznich infekei, mize se
pouzivat také proti akné.

Nezadouci u¢inky kyseliny benzoové pii nadmérné expozici na té¢lo mohou vyvolat kopfivku,
astma, rinitidu nebo anafylakticky Sok.
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44 Toxicita paracetamolu

Paracetamol byl prvné popsan jako analgetikum a antipyretikum Von Meringem v roce 1893.
V roce 1940 Brodie a Axelrod potvrdili jeho analgetické a antipyretické G¢inky. Usuzovali, Ze
je terapeuticky aktivnim metabolitem acetanilidu a fenacetinu, ale na rozdil od nich neni
odpovédny za vyvolani methemoglobinémie. Nartistal zjem o jeho klinické vyuziti. PAR byl
predstaven na kanadském trhu v roce 1950 jako antipyretikum a analgetikum k levé od

slabych a stfedn¢ silnych bolesti. @3

4.4.1 Mechanismus ucinku () (14)

Antipyretické G¢inky paracetamolu se vysvétluji inhibici cyklooxygenasy v hypotalamu,
centralni mechanismus se podili rovnéz na analgetickém u¢inku (selektivni inhibice COX-3,
nepiimé plisobeni na serotoninové receptory v mise).

Na periferii paracetamol urychluje pfeménu prostaglandinu PGG; na PGH; a tim snizuje
Po peroralnim podani se dobie absorbuje z traviciho ustroji. Maximalni koncentrace dosahuje
za 30-60 minut. Vazba na plazmatické bilkoviny je nizka.

Paracetamol je dnes obecné pouzivané analgetikum-antipyretikum, ze vSech &kl je vSak
celosvétoveé nejcastéjsi pri¢inou otrav. Vazné nezadouci ucinky PAR dosazené pii béznych
terapeutickych davkach (500 mg 3-4krat denné€) jsou neobvyklé. Vzacné se objevi
hypersenzitivni reakce, pouze v n¢kolika malo pripadech musel byt 1ék vysazen a symptomy
léCeny. K otraveé paracetamolem dochdzi bud’ akutnim pfedavkovanim (jednordzové poziti
vysoké davky paracetamolu), nebo velmi Casto opakovanym uzitim 1éku s léCebnym
zdmeérem.

4.4.2 Paracetamol - hepatotoxicita (13) (15) (16) (17)

Hepatotoxicita vyvoland PAR je vyrazné¢ zavisla na davce a muze byt pficinou zédvazného
hepatocelularni poskozeni, které obvykle vyzaduje akutni poziti nejmén¢ 10—15g léku.
Hlavnim patologickym znakem poskozeni jater pisobenim PAR je centralizovana nekrosa.
Mnoho zakladnich mechanismi podilejicich se na vzniku nekrosy poskytl Mitchell a jeho
spolupracovnici. Studie na zvifatech ukazuji, ze vétSina podaného paracetamolu (vice nez
90%) je metabolizovana glukuronidaci a sulfataci na netoxické metabolity. Ptiblizn€é 5%
terapeutické davky je metabolizovano cytochromem P 450 2E1 na elektrofilni N-acetyl-p
benzochinoniminu (NAPQI). NAPQI je vysoce reaktivni sloucenina, toxicky meziprodukt,
ktery poskozuje jaterni buiky kovalentni vazbou na proteiny jaterni tkan¢. 9

N-acetyl-p-benzochinonimin je norméalné okamzité inaktivovan reakci s jaternim glutationem
a nasledné vytvorené konjugaty s cysteinem a merkapturovou kyselinou jsou vylu¢ovany
ledvinami. V ptipadé predavkovani (jednorazovym nebo opakovanym podavanim vysokych
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davek paracetamolu) muze dojit k vyCerpani zasob glutationu. Je-li vyCerpan z 25 — 30%,
zustava N-acetyl-p- benzochinoniminu nevazany, vzrista jeho vazba na proteiny jaterni tkané
a tim dochazi k jejimu poskozeni. (15)

Ukazalo se, Ze slouceniny obsahujici sulfhydrylové skupiny napf. cysteamin, cystein, N-
acetylcystein, mohou zabranit jaterni nekrose vyvolané paracetamolem. Z vySe uvedenych
slou¢enin je vSeobecné preferovan N-acetylcystein (Mucomyst). Ackoli nékteré tyto
slouceniny mohou zabranit vzniku toxického metabolitu paracetamolu a mechanismus jejich
ucinku je komplexni, pro jejich ochranny efekt na jaterni tkan ma vsak hlavni vyznam
znovuobnoveni zasob glutationu a z toho vyplyvajici jejich schopnost zabranit kovalentni
vazb¢ reaktivnich meziproduktti na proteiny jaterni tkané. (16)(19)

Uziti N-acetylcysteinu vyznamné zvySilo procento preziti pacientd piedavkovanych
paracetamolem. Oralni i intravenosni podani bylo navrhovano libovolné. Bezpec¢nosti a
ucinnosti intravenosné podaného N-acetylcysteinu pii otravé paracetamolem se zabyvali lan
M. Whyte a kolektiv, kteti reprospektivné analyzovali data o pacientech pfedavkovanych
paracetamolem v letech 1987 — 2003. ™ Dogsli k zavéru, Ze i.v. podani N-acetylcysteinu bylo
v prevenci hepatotoxicity a jaterniho poSkozeni nejucinnéjsi, byl-li podan béhem osmi hodin
od poziti paracetamolu. S rostoucim ¢asovym intervalem mezi otravou lé¢ivem a zahajenim
1é¢by N-acetylcysteinem soucasné roste riziko vzniku hepatotoxicity a jaterniho poskozeni.

Po oralnim podéni je terapie N-acetylcysteinem ¢asto komplikovana nauzeou a zvracenim, po
intravenosnim podani se muze objevit anafylakticka reakce zahrnujici vyrazku, svédéni,
angioedém, bronchospasmus, tachykardii a hypotenzi. Velmi zavazny nezadouci uéinek se
miZze objevit po intravenosnim podani nespravnych davek N-acetylcysteinu u déti

Protoze je 1é¢ba N-acetylcysteinem pomérné bezpeéna, ale vyrazné zavisla na Gase, je lepsi i
Vv pripadé pochybnosti zacit terapii co nejdiive. (1318

Studie na zvifatech ukazuji, Ze zasoby jaterniho glutationu jsou pfimo ovlivnény stavem
vyzivy, tudiz riziko poskozeni jater pii predavkovani PAR je zvySeno u podvyZziveného
jedince.

Jaterni poskozeni se objevi teprve po vycerpani zasob glutationu. V praxi to znamena, Ze PAR
ma velmi Siroké bezpe€nostni rozpéti do doby, neZ je zapotiebi se obavat poSkozeni jater.
Prahova hodnota $kodlivé davky u dospélych je obvykle 10 - 15 g (cca 20 — 30 500 mg
tablet). Déti 1éCivo toleruji dokonce 1épe nez dospéli, snad kvili odlisSnému metabolismu a
zvySené premén¢ glutationu. Toxickéa prahova hodnota je nejméné 150 mg/kg pro déti do 12ti
let a jaterni poskozeni je neobvyklé dokonce i pii vyssich davkach. @3

Studie mikrosomalnich enzyma u zvifat ukazuji, ze chemicka stimulace mulze snizit a
chemicka inhibice naopak zvysit davku PAR potiebnou k vyvolani poskozeni jater. Vyznam
tohoto faktu v lidském metabolismu zavisi na relativni indukci hlavni a vedlej$i metabolické
cesty. Chronické uzivani alkoholu zvySuje aktivitu cytochromu P 450, v disledku ¢ehoz
soucasné dochazi ke zvySeni produkce N-acetyl-p-benzochinoniminu i po terapeutickych
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davkach PAR. Stejné tak uziti 1ékli vyvolavajicich jaterni indukci (napf. phenytoin, isoniazid
atd.) mlze snizit prahovou hodnotu PAR vyvolavajici hepatotoxicitu. @)

Cimetidin, zndmy enzymovy inhibitor, inhibuje oxidaci mnohych lé¢iv vcetn€ paracetamolu
plisobenim na cytochrom P 450 a byl zkouman jako latka vhodna k prevenci produkce
toxického metabolitu pfi pfedavkovani PAR. Selektivni inhibici oxidace paracetamolu a jeho
toxicity cimetidinem a dal$imi antagonisty histaminovych H2 receptord u krys a u ¢lovéka se
zabyval Mitchell a kolektiv. (16) Vysledky jeho studii potvrzuji, ze cimetidin inhibuje
potencialné toxickou cestu oxidace paracetamolu in vitro. Naproti tomu, jedna z hlavnich cest
jeho metabolizace, glukuronidace, je cimetidinem relativné malo ovlivnéna. Proto je cimetidin
oznacovan jako relativné selektivni inhibitor potencialné toxické oxidace paracetamolu,
obzvlasté pii nizkych koncentracich, kterych je v jatrech pravdépodobné obvykle dosazeno.
Tento ucinek cimetidinu je toxikologicky nesmirné vyznamny predevsim proto, ze disledkem
inhibice oxidaéni cesty metabolizace paracetamolu je potlaen vznik reaktivniho toxického
meziproduktu, zodpovédného za poSkozeni jaternich bunék. U pacienti predléCenych
cimetidinem doSlo tedy k vyraznému snizeni deplece jaterniho glutationu vyvolané
paracetamolem. Se schopnosti cimetidinu potlacovat vznik reaktivniho toxického
meziproduktu paracetamolu, souvisi i jeho ochrana lidskych lymfocytl pted toxicitou
paracetamolu.

Prestoze je cimetidin povazovan za 1€k vyrazné bezpecny, pfestoze inhibice oxidace
paracetamolu nastupuje velmi rychle a je reverzibilni, a pfestoze soucasné studie poukazuji na
prospéch cimetidinu pfi 1é¢bé predavkovani paracetamolem u lidi, je v téchto pifipadech
standardné pouzivanou latkou N-acetylcystein. P#i podani cimetidinu k prevenci poskozeni
jater nastava problém ve chvili, kdy doslo k otravé vice 1éCivy, coz byva pomérné cCasté.
V takovém piipadé muze cimetidin prodlouzit metabolizaci ptredevS§im barbiturati a
benzodiazepini. Proto nemiiZe byt cimetidin pro 1é¢bu predavkovani paracetamolem v téchto
piipadech doporucen.

4.4.3 Akutni jaterni selhani po piredavkovani paracetamolem (13) (15) (18)

Akutni jaterni selhani je dramaticky a vysoce nepfedvidatelny klinicky syndrom
charakterizovany nahlym vyskytem koagulopatie a encefalopatie. Ackoli chorobnych procest
vyvolavajicich akutni jaterni selhani je mnoho, pfedavkovani paracetamolem je v USA hlavni
vyvolavajici pri¢inou. Pii ¢asném zahajeni 1écby N-acetylcysteinem a podptrné péci je 66ti %
Sance na zotaveni. Edém mozku a infek¢ni komplikace jsou vétSinou téZko rozpoznatelné a
1écitelné a mohou vést k poskozeni mozku a k multiorganovému selhani.

Diagnoéza akutniho jaterniho selhani je zalozena na zdravotni prohlidce a laboratornim nalezu.
PocateCni symptomy akutniho jaterniho selhani jsou obvykle nespecifické jako nauzea,
zvraceni, malatnost atd. Dokonce po smrtelnych davkach se pacient prvnich 36 — 72 hodin
obvykle citi dobfe s vyjimkou obcasného nechutenstvi a zvraceni. Lékafi by tedy u takového
pacienta neméli prehlizet masivni pfedavkovani jen proto, Ze se u néj nemoc je$t€ neprojevila.
Je nezbytné, je-li to mozné, pokusit se odhadnout pozitou davku PAR pohovorem
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s nemocnym nebo s jeho ptibuznymi. Zhor§ené védomi poukazuje na doprovodné uziti jinych
1éka.

Zéavazné akutni jaterni poSkozeni €asto vede ke zhorSenému vyluc¢ovani bilirubinu, projevujici
se jako Zloutenka. Navic snizena syntéza a masivni spotieba srazecich faktori vede ke
komplexni koagulopatii. Niz§i produkce glukosy, zvySend intracelularni produkce laktatu a
snizené jaterni vychytavani laktatu mtze vést k hypoglykémii a metabolické acidoze. U tiiceti
az Ctyficeti procent pacientil se objevi zhorSena funkce ledvin a s tim souvisejici nahromadéni
dusikatych latek a oligurie. Zmény mentalniho stavu nebo encefalopatie jsou charakteristické
pro akutni jaterni poskozeni a pravdépodobné jsou zpisobeny mozkovym edémem.
Charakteristicky znak hepatotoxicity vyvolané paracetamolem je pfitomnost zvySené hladiny
sérové aminotransferasy se sou¢asnou hypoprotrombinémii, metabolickou acidézou, a renalni
selhani. Mnozi pacienti maji normalni nebo miniméaIné zvySené hladiny sérového bilirubinu a
to hlavné v disledku prudkého jaterniho poskozeni.

Minimalni davka paracetamolu, ktera vyvola jaterni poSkozeni, kolisa v rozmezi 4 — 10g.
Soucasné studie dokazaly slabé jaterni poskozeni po terapeutické davce paracetamolu 1g
podané kazdych Sest hodin u zdravych dobrovolnikil. Hepatotoxicita vyvolana paracetamolem
by proto méla byt zvazovana pokazdé, kdyz pozita davka prevysi 4g/den.

Sérové hladiny paracetamolu mohou pomoci odhadnout riziko jaterniho poskozeni nasledujici
po jednorazovém uziti, atkoli nizké hladiny nevylucuji vyznamné predavkovani.

Predavkovani PAR je unikatni tim, ze jaternimu poskozeni lze zabranit ¢asnou prevenci
vycerpani zasob jaterniho glutationu. Tento princip vychazejici z patogenese poskozeni, ucini
dokonce potencialné fatalni predavkovani neskodnym. Lécba vSak musi byt zahajena béhem
osmi aZ dvanacti hodin od poziti 1éku, pfed tim, nez dojde k ireverzibilni vazbé toxického
metabolitu. Jakmile se vyvine jaterni poskozeni, neexistuje zadna specificka terapie.
Standardni terapie pfi zndmém nebo predpokladaném predavkovani paracetamolem zahrnuje
vyvolani zvraceni, vyplach zaludku a podani ¢erného uhli. Pravdépodobnost nasledné
hepatotoxicity je odhadovana u pacientl, kteti pozili davku jednordzové, pomoci
jednoduchych grafii tykajicich se plazmatickych hladin 1é¢iva, ¢asu uplynulého od poziti 1éku
a pravdépodobnosti jaterni nekrosy (RUMACK nomogram). Mnoho vefejnych nemocnic
v soucasné dob& dovede urcit krevni koncentraci PAR béhem hodiny.

Symptomy a vysoka hladina aminotransferasy se podobaji akutni virové hepatitide€, a proto je
pro rozliseni zasadni 1ékova historie. Méfeni plazmatické koncentrace PAR je rozhodujici, je-
li podezieni na predavkovani, navzdory pacientovu odmitnuti. Jaterni biopsie mtze odlisit
tato dvé onemocnéni, ale normalné neni potieba. Na rozdil od virové hepatitidy PAR
charakteristicky zpiisobi sbihajici se centrolobularni nekrosu s relativné malym zanétlivym
pranikem.

U alkoholikii mutize byt hepatitida zptisobena paracetamolem Spatné diagnostikovana,
poskozeni jaterni tkané¢ byva pripisovano alkoholu, obzvlasté u pacientil s jaterni cirhosou
nebo jinymi pfiznaky chronického jaterniho poskozeni. Zde je diilezitym zachytnym bodem
mira zvySeni hladiny aminotransferasy. I pfi vaznych hepatitiddch vyvolanych plsobenim
alkoholu jsou hladiny aminotransferasy obvykle nizsi nez 300 U/L, hladiny vyssi nez 500
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U/L témeét vzdy odrazeji proces vyvolany poskozenim jaterni tkané lé¢ivem. Hladiny
aminotransferasy mohou dosahovat az nékolik tisic jednotek na litr pfi otravé PAR a
soucasnym pozitim alkoholu. U nékolika takovych pacientli byla soucasné pozorovana
nezvykla metabolicka acidoza, ktera by mohla byt zachytnym bodem pti diagnoze.

Pacienti, ktefi se pokusili védomé otravit PAR, Casto soucasné uzivali jesté jina 1éCiva,
zejména benzodiazepiny nebo jiné psychotropni latky. Tato 1é¢iva mohou zkomplikovat
klinicky obraz, obzvlasté neurologickymi pfiznaky, jsou v§ak malokdy odpovédna za jaterni
poskozeni.

Roztrousené zpravy o chronické hepatotoxicité zptisobené PAR se objevuji obvykle u
alkoholiku, kteti uzivaji tfi i vice gramu 1éku denné. Tito pacienti maji onemocnéni podobné
chronicky aktivni hepatitidé s progresivnim jaternim poSkozenim a kolisanim hladin
aminotransferasy.

V poslednich nékolika letech pravdépodobné vzrostl pocet piedavkovani PAR. Ackoli vétSina
pripadi nevyustila v jaterni selhani, potencial smrtelné jaterni nekrosy vyvolal zajem o
toxické davky, projevy jaterniho poSkozeni az po urCité dob€, moznost zabranit jaterni
nekrose pomoci N-acetylcysteinu a doba dlouhd pouze nékolik hodin, ve které mize byt 1é¢ba
ucinna. Lékari, ktefi jsou si védomi téchto principd mohou pomoci minimalizovat nebezpeci
vyplyvajici z predavkovani PAR.

Metabolismem paracetamolu a diikladnym popisem putisobeni jednotlivych metaboliti na mysi
organismus se dikladné zabyval ¢lanek autord Chi Chen a kol. (19

4.4.4 Paracetamolem vyvolana nefrotoxicita (20)

Paracetamolem vyvolana jaterni nekrosa byla podrobn¢ studovana, ale extrahepatalni projevy
toxicity paracetamolu nejsou v soucasné literatuie dobfe popsany. Renalni nedostate¢nost se
objevi asi u 1-2% pacienti po pfedavkovani paracetamolem. A¢koli je glutation povazovan za
dualezity prvek pii detoxifikaci po otravé paracetamolem a jeho metabolitl, ucastni se jeho
konjugaty vzniku nefrotoxickych sloucenin.

Paracetamolem vyvolané rendlni selhani je po hepatotoxicité¢ patrné v mnoha ptipadech, ale
mélo by byt odliSeno od hepatorenalniho syndromu, které muze komplikovat nahlé jaterni
selhani. Role N-acetylcysteinu pii 1é¢b¢ paracetamolem vyvolaného renalniho selhani je
nejasnd. Omezena data ziskana retrospektivné z pripadd pediatrickych pacientd
hospitalizovanych po otravé paracetamolem poukazuji na to, Ze souvisejici nefrotoxicita je
vice obvykla u déti a adolescentd.

Patofyziologie:

Vjaterni i v extrahepatalnich tkanich vyplyva primarni toxicky efekt paracetamolu
Z metabolismu 1éciva. Jen 1% 1éCiva je vyluCovano moci v nezménéné forme. U dospélych je
priblizné 63% terapeutické davky paracetamolu metabolizovano glukuronidaci a asi 34%
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sulfataci. Tato reakce probiha primarné v jatrech a vznikaji tak ve vod¢ rozpustné metabolity,
které jsou vylucovany ledvinami. Z terapeutické davky je méné nez 5% paracetamolu
oxidovano mikrozomalnim P 450 enzymovym systémem na reaktivni meziprodukt N-acetyl-
p-benzochinonimin (NAPQI). (viz vyse)

Proces vazby N-acetyl-p-benzochinoniminu na bun&né proteiny, z toho vyplyvajici bunééna
smrt a naslednd organova dysfunkce, byla na zvifecich modelech demonstrovana v obou
tkanich, jaterni i ledvinové. Mechanismus toxicity paracetamolu je dobfe popsan v jatrech, ale
mén¢ jasné vysvétlen v ledvinach. Vyskytuje se zde nékolik mechanismti poskozeni ledvin
zahrnujicich cestu cytochromu P 450, prostaglandin syntetazu a N-deacetyla¢ni enzymy.

Mikrozomalni enzymy cytochromu P 450 zahrnuty v tomto procesu se v obou tkanich trochu
li$i. Izoenzym cytochromu P 450, ktery se primarné podili na biotransformaci v ledvinach je
cytochrom 2E1, ktery je indukovatelny testosteronem. Dusledkem toho byly piedpokladany
vyznamné pohlavni rozdily v metabolismu a toxicité paracetamolu v ledvinach. Definitivni
souvislost mezi pohlavim a nefrotoxicitou nebyla u lidi zaznamenana.

Zda se, ze metabolismus paracetamolu probihajici v ledvinach je nezavisly na tomtéz procesu
probihajicim v jatrech. Rendlni toxicita byla pozorovadna na izolovanych mysSich ledvinach a
v nékterych pfipadech se rendlni onemocnéni objevilo bez soucasné pfitomné vyznamné
hepatotoxicity.

Ackoli je glutation tradicné povazovan za dulezity detoxifikacni prvek pii otravé
paracetamolem a jeho metabolitl, tiCastni se jeho konjugaty vzniku nefrotoxickych sloucenin.
Neni vSak jisté, zda je renalni poskozeni zplsobeno piimo vySe uvedenymi konjugaty
S glutationem nebo jejich metabolity. Dalsi moznosti je, ze vznik téchto konjugatti mize
prispivat k vycerpani zasob glutationu.

Jiny potencialni mechanismus toxicity vyvolané paracetamolem souvisi s prostaglandin
endoperoxid-syntetazou (PGES). Jeji efekt je vSak vyznamnéjs$i pii chronickém nez pii
akutnim pusobeni. PGES je enzym nachazejici se v ledvinach, ktery aktivuje pfeménu
paracetamolu na toxické metabolity, nejpravdépodobné&ji NAPQI. Poskozeni renalnich bunék
pak probiha stejné jako v jatrech: kovalentni vazba toxickych metabolitl na bunééné proteiny
nasledovana bunéc¢nou smrti a tkaiiovou nekrosou.

Klinické disledky tohoto procesu musi byt jesté objasnény.

Enzym N-deacetylasa se také podili na vzniku nefrotoxicity vyvolané paracetamolem, ackoli
je jeho role stale nejista. Je znamo, Ze tento enzym deacetyluje paracetamol na p-aminofenol.
Ten je dale pfeménén na volné radikaly, které vazi bunétné proteiny. Na zvifecich modelech
bylo demonstrovano, Ze tento proces probiha v kombinaci s cestou cytochromu P 450.

Pacienti s potencialné¢ vy$§im rizikem ke vzniku paracetamolem vyvolané nefrotoxicity
odpovidaji pacientim nachylnéjsim ke vzniku hepatotoxicity vyvolané tou samou latkou. Jde
0 pacienty s vyCerpanymi zasobami glutationu v disledku hladovéni nebo alkoholismu.
Navic léky, které indukuji systém enzyml cytochromu P 450 mohou zhorSit toxicitu
paracetamolu a zptisobit zvySeny vznik reaktivnich meziprodukti. Ackoli je pfi¢ina nejasna,
bylo zjisténo, Ze mladi pacienti jsou vice nachylni ke vzniku rendlni insuficience po
predavkovani paracetamolem.
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Vztah mezi davkou a nefrotoxicitou neni tak jasné definovan jako pfi paracetamolem
zpusobené hepatotoxicité. PAR vyvolana nefropatie se mize objevit i pii niz$ich davkach nez
takovych, které vyvolaji hepatotoxicitu. Tento jev je vysvétlovan tim, Ze produkce toxinil
v obou tkanich je nezavisla. Je pochopitelné, ze pacienti s multisystémovym organovym
selhanim maji tendence ke klinicky hor§imu prib&hu.

N-acetylcystein hraje vyznamnou roli pfi prevenci jaterni nekrosy vyvolané paracetamolem,
ale nebyl dokazan jeho prospéch pro prevenci nefropatie. To dale posiluje fakt, ze
mechanismus toxicity paracetamolu probiha v jatrech a v ledvinach nezavisle na sob&. N-
acetylcystein vSak prubéh nefropatie nezhorsuje.

Na zéklad¢ dosud provedenych studii je 1écba N-acetylcysteinem zahajena pouze v piipadé
rizika jaterni nekrosy, ne vSak pro prevenci renalni dysfunkce.

Zaver:

PAR indukovana nefropatie se pfilezitostné objevi u pacientll po poziti paracetamolu, neni
vsak tak dobfe popsana jako hepatotoxicita. Mechanismus vzniku nekrosy je v obou organech
podobny, ackoli jsou zde drobné rozdily, které zistavaji nejasné. Rendlni toxicita se muaze
projevit jako izolovana nebo jako multiogranové selhani. VétSinou dojde k zotaveni,
vyjimecné je nutné provést hemodialyzu. Nebyl prokazan zadny prospéch po podani N-
acetylcysteinu pro prevenci renalniho selhani.

Dukladné znalost pacientovy historie, zdravotni prohlidka s rozeznanim rizikovych faktort,
terapie N-acetylcystinem zaloZena na potencidlu vzniku hepatotoxicity, podpurna péce,
pravidelny rozbor mo¢i a monitorovani krevniho tlaku a markerd glomerularni filtrace jsou
nezbytné pro 1écbu po predavkovani paracetamolem.
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45 Chromatografické separa¢ni metody (3) (21)

Chromatografické metody jsou vysoce UCinné separacni metody, slouzici k oddé€leni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni i kvantitativni analyze. Slozky
vzorku jsou rozdélovany mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, z nichz jedna je stacionarni a
druhd mobilni. Stacionarni fazi mize byt pevna latka (sorbent) nebo kapalina nanesend na
tuhy nosi¢ nebo gel, mize byt naplnéna do kolon, rozprostfena do vrstvy nebo filmu atd.
Mobilni faze miize byt kapalna (eluent, elu¢ni ¢inidlo), plynna (nosny plyn) nebo kapalina
Vv superkritickém stavu.

Hybnou silou v chromatografickém systému je tok mobilni faze, ktera unasi ionty nebo
molekuly. Vlastni déleni latek v systému vsak zévisi na brzdici sile (retenci), kterd ptsobi
selektivné (néktera latka je zadrZovana vice, jind mén¢). Pii chromatografickém procesu se
ustanovuje dynamicka rovnovaha mezi vratnou sorpci na stacionarni fazi a desorpci do
mobilni faze. Rychlost postupu latky zavisi na sorpéni rovnovaze, tj. ¢im pevnéji se latka
sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji v chromatografickém systému postupuje.

Separace muize byt zalozena na adsorpci, rozdélovani, vymén¢ ionti nebo na rozdilech ve
fyzikalné chemickych vlastnostech molekul jako je velikost, hmotnost, objem atd.

CL uvadi definice a vypodty spoleénych parametri chromatografickych separaénich metod a
obecné pozadavky pro zpiisobilost systému.

Graficky nebo jiny zdznam odezvy detektoru pfedstavuje chromatogram.

Pro identifikaci sloZzek smési jsou vyznamna retenéni data jako je retenéni Cas tg, tj. doba od
nastfiku po maximum daného piku, a retenéni objem Vg. Z reten¢niho ¢asu mtizeme vypocitat
retencni objem podle vzorce

VR:tR.V,

kde tg znadi reten¢ni Cas nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke kolmici
spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce,
v znaci pritokovou rychlost mobilni faze.

Kvantitativni zastoupeni slozky ve smési je za uréitych podminek dano plochou pod pikem
dané slozky. U symetrickych piki lze ke jisténi koncentrace stanovované slozky cyx vyuzit
zpusob piimého srovnani vysek pikl standardu hs a stanovované slozky hy:

hy :hs=cCx:Cs

Moderni pfiistroje jsou vybaveny digitalnimi integratory s vystupem do tiskarny, jenz
umoznuje automaticky zdznam reten¢nich dat pro ptesnou kvantifikaci analyzy.

Obsah latky ve vzorku se zjistuje vzdy relativn€ s pouzitim standardl. Pii metodé vnéjsiho
standardu se porovnava plocha piku stanovované slozky s plochou piku standardu
chromatografovaného za stejnych podminek. Pfi metodeé vnitiniho standardu se ptida presné
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zndmé mnozstvi standardni latky pfimo do analyzované smési. Protoze standard i vzorek jsou
pii tomto zpiisobu provedeni vystaveny stejnym vliviim, dochazi tim k jejich eliminaci. @V

4.5.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (1)

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) je v soucasné dobé jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik, ktera nachazi
stale vetsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1é¢iv. HPLC je Siroce vyuzivana ve vSech
modernich lékopisnych monografiich.

Jde o separac¢ni metodu, kterd umoziuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni separovanych
slozek smési. Jeji dalsi hlavni pfednosti je rychlost analyzy a citlivost stanoveni (v zavislosti
na pouzitém detektoru). Pro analyzu postacuje minimalni mnozstvi vzorku. Soucasné
nejmodernéjsi HPLC chromatografy jsou vybaveny automatickymi davkovaci, které umoznuji
automatizaci. HPLC je prakticky srovnatelna s plynovou chromatografii, pro analyzu 1é¢iv je
vsak vhodné;jsi technologii pfedev§im z diivodu netékavého charakteru vétsiny 1éciv.

Principem chromatografického procesu je postupné mnohonasobné vytvafeni rovnovaznych
stavll délenych latek mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fadzemi. Nepohybliva stacionarni
faze riznou mérou zadrzuje jednotlivé soucasti analyzované smési, pohybliva mobilni faze je
ze stacionarni faize vymyva a odnasi je ve sméru toku rtiznou rychlosti v zavislosti na rozdilné
afinit¢ delenych latek ke stacionarni fazi. V ptipadé HPLC nastava déleni latek mezi
stacionarni fazi naplnénou v kolon& a mobilni fazi prochazejici kolonou za vysokého tlaku.
Separac¢ni Gcinnost kapalinové kolonové chromatografie zavisi na velikosti Castic stacionarni
plocha a separa¢ni u¢innost. Pro dostate¢né rychly pritok mobilni faze je zapotiebi ji protladit
kolonou pomoci ¢erpadla pod vysokym tlakem.

Rychly rozvoj HPLC byl umoznén nalezenim vhodnych, vysoce u¢innych stacionarnich fazi a
citlivych detektorti. K déleni latek lze pfitom vyuzit vSech vratnych dvoufazovych
separac¢nich mechanismii (adsorpce, rozdélovani, iontova vyména, sitovy efekt gelu). Proto je
dnes mozné nalézt selektivni a 0¢inny chromatograficky systém k déleni smési prakticky
vSech organickych latek rozpustnych ve vodé, zfedénych kyselinach nebo organickych
rozpoustédlech.
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4.5.2 Separace paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a p-aminofenolu metodou
HPLC(

V dostupné literatufe byla nalezena jedina prace zabyvajici se separaci paracetamolu, kofeinu,
propyfenazonu a p-aminofenolu pomoci HPLC metody. Je ji rigor6zni prace Jany Daikové
@ Cilem této prace byla optimalizace separa&nich podminek pro stanoveni vyse uvedenych
latek v hromadné vyrabéném lé¢ivém ptipravku Valetol. Z diivodu problematického chovani
latek Vv izokratickém rezimu byla v praci zvolena gradientova eluce za nasledujicich
podminek:

* Mobilni faze: ACN : voda (bez Gpravy pH)

« Stacionarni faze: kolona Discovery RP-AMIDE C 16 (250 x 4,6mm, 5 pm)
* Pratok: 1 ml/min

* Teplota méfeni: 40°C

* Detekce UV 270 nm

* Gradientovy rezim: 0-1min. - 5:95
1-8min. — 40:60
8.-9.min - 5:95
9.-13min. - 5:95®

4.5.3 Separace paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu metodou HPLC

V dostupné literatute byly nalezeny tfi metody zabyvajici se separaci paracetamolu, kofeinu a
propyfenazonu. Pfevzato z rigorézni prace o,

1. Kolona Nucleosil 100-5 Cig, 5 pm, 250 x 4,5 mm, detekce UV 254 nm. SloZeni
mobilni faze: voda : metanol 20 : 80. Jako vnitini standard byl pouzit cetrimid,
rychlost pratoku mobilni faze 1 ml/min, davkovany objem 10 pl, laboratorni teplota,
izokraticky rezim.

2. Kolona Spherisorb 5 ODSI, 250 x 4,6 mm, detekce UV 273 nm. SloZeni mobilni faze:
fosfatovy pufr (1,3g (NH4)HPO, v 1000ml vody) : 2-propanol : diethylamin :
methanol (50 + 15 + 3 + 32 (v/v)). Davkovany objem 5 pl, rychlost prutoku mobilni
faze 0,5 ml/min, teplota 25°C, izokraticky rezim.

3. Kolona ODS Hypersil, 250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um, detekce UV 273 nm.
Slozeni mobilni faze: voda : 2-propanol : diethylamin : metanol (50 + 15 + 3 + 32)
upraveno kyselinou fosfore¢nou na pH 7,5. Davkovany objem 5ul, rychlost pritoku
mobilni faze 0,5 ml/min, laboratorni teplota, izokraticky rezim.
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4.5.4 PEG kolona v systému reverznich fazi (1)

Tradi¢nim problémem analytickych metod je souCasné stanoveni latek rozdilné polarity
(rozdilné hodnoty log P). Obtiznost stanoveni vychazi z vyrazné odlisné retence latek na
kolon€. Problém casto nespociva ve vzdjemné separaci analytd, ale v délce analyzy, ktera
hraje pii kontrole kvality a stability pfipravk(l vyznamnou roli.

Paracetamol, kofein, propyfenazon a p-aminofenol jsou latky vyrazné se lisici lipofilitou a
acidobazickymi vlastnostmi. Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti latek vyse
uvedenych viz. tabulka ¢. 1.

Tabulka ¢.1: Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti PAR, KOF, PRO a AMF

Nazev sgél‘fjgni Primér logP | exp.log P pKa (kys) pKb (baze)
Paracetamol CgHygNO, 0,44 £ 0,19 0,46 10,2 -
Kofein CgH1oN4O, | -0,25+0,27 -0,07 - -
Propyfenazon | C14H1sN,O | 2,27 £ 0,68 1,94 - 1,3
p-aminofenol CeH;NO 0,30 +0,19 0,04 10,4 54

Pouziti klasickych kolon s reverzni fazi je proto pro jejich vzajemnou separaci problematické
predevsim z diivodu jejich vyrazné rozdilné retence, chvostovani pikl a odlisné ionizace latek
pfi rizném pH.

Polyethylenglykolova kolona se ukézala jako vhodna pro efektivni separaci latek vyrazné se
lisicich svou polaritou, v systému reverznich fazi poskytuje specifickou selektivitu. Efektivita
se projevuje predevsim ve zkraceni celkové doby analyzy, coz je vyznamné predevSim pii
analyzéach velkych sérii vzorka.
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46 Validace analytickych metod (23) (24) (25)

Validace analytické metody je postup uzivany k ovéfeni vhodnosti této metody pro zamyslené
pouziti. Cilem validace je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup pouzitelny a zajistit
stejnou spolehlivost pii opakovaném pouziti v jedné nebo i v riiznych laboratofich. Validaci
mizeme definovat jako proceduru, jejimz cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu
analytické metody ustanovenim definovanych kritérii a méfenim hodnot téchto kritérii.
Zjednodusené feceno je validace ovéfeni platnosti zvolného analytického postupu (metody).
Predmétem validace je validovana vlastnost. MiiZze ji byt napf. koncentrace hlavni latky,
koncentrace necistoty, fyzikalné chemicky parametr atd.

Valida¢ni program slouzi ke statickému prokazani spolehlivosti analytické metody vetné
celého obsluzného analytického systému. Tento program stanovuje zékladni pravidla pro
planovani a organizaci validace analytickych dat a pro planovani a uziti takto stanovenych
ukazatel v praxi.

Validace se provadi pfi vyvoji nové metody, jestlize byla metoda zménéna, pti prevodu
validované metody (napf. z vyvojové do piijimaci laboratofe, publikované validované
metody), pii prikazu rovnocennosti dvou metod, pfi kontrole zpulsobilosti systému a pii
revalidaci metody, kdy podminky revalidace jsou striktné stanoveny.

Zjisténé hodnoty valida¢nich parametri se zpracovavaji do valida¢niho protokolu, ktery musi
obsahovat piislusnou dokumentaci.

Validaci metody je v soucasné dob€ vénovana zna¢na pozornost.

Americkd FDA (Food and Drug Administration) cGMPs (Facts About Current Good
Manufacturing Practices) vyZzaduje validaci metod, ktera soucasné s dokumentaci musi byt
provedena podle predem stanovenych pravidel. FDA soucasné navrhla vedeni Analytickych
Procedur a Validaci Metod.

ISO/IEC (International Ogranization for Standardization/International Electrotechnical
Committee) obsahuje kapitolu o validaci metod a seznam deviti validacnich parametri.

ICH (The International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) vytvofila spole¢ny text o validaci
analytickych postupl pro Evropu, Japonsko a Spojené staty americké. Dokument zahrnuje
definici osmi validaénich charakteristik. ICH rovnéz vytvofila smémice s podrobnou
metodikou.

Americkda EPA (Enviromental Protection Agency) vytvofila smérnice pro vyvoj metod a
validaci pro Zakon o ochrané a obnové piirodnich zdroja.

AOAC je mezinarodni neziskova organizace, kterd se zabyva vyvojem a validaci analytickych
metod, zvySovanim kvality a bezpecnosti laboratornich postupil a profesnim zdokonalovanim
védeckych pracovnikt.

EPA, AOAC a jiné védecké organizace poskytuji metody, které jsou validovany multi-
laboratornimi studiemi.

V Ceské republice je nejvyssi autoritou pro kontrolni laboratofe SUKL.
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Validace v ramci jedné laboratofe se nazyva interni, vnitini. Podle ucelu pouziti mize byt
pruzkumova, plna atd. Cilem priizkumové validace je na omezeném poctu vzorkil stanovit,
zda je zvolena analyticki metoda vhodna pro plnou validaci. Ukolem plné validace je
demonstrovat vhodnost metody k zamyslenému pouziti vyhodnocenim vSech pozadovanych
valida¢nich parametrii. Externi (vn&j$i) validace srovnava vysledky validaci internich z vice
laboratoti (mezilaboratorni porovnavaci zkousky) a zahrnuje vypocet reprodukovatelnosti
metody.

4.6.1 Validace analytické metody (24) (25) (26) (27)

O sjednoceni hlavnich validacnich parametrti pro farmaceutické pouziti se pokusila ICH. Patii
mezi né tyto parametry:

* spravnost

* pfesnost -  opakovatelnost
- intermedialni pfesnost
- reprodukovatelnost

« selektivita

* detekeni limit

* kvantitativni limit

* linearita

* rozsah

* robustnost

4.6.1.1 Spravnost

Spravnost metody je definovana jako té€snost shody vysledkii méfeni a skute¢né hodnoty
meétené veliCiny. Jedna se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a skutec¢nou
hodnotou dané veli¢iny.

Hodnocenim spravnosti metody se urCuje pfitomnost ¢i nepfitomnost nahodné soustavné
slozky chyby, nej¢astéji sledovanim odchylky vysledkd od spravné hodnoty. To se provadi
bud’ porovnanim se standardem, porovnanim analyz ovéfené a osvédcené (zavedené) metody,
srovnanim s referen¢nim materialem nebo s vysledky z referen¢ni laboratote.

Spravnost se oznaCuje také jako vytéznost metody — recovery a udadva pomér mnoZstvi
analytu ziskaného danou analytickou metodou k pfijaté referenéni hodnoté. Hodnota recovery
se miize vyjadiovat jako desetinny zlomek nebo v procentech (%)

R, =100- 2,
CO

kde ¢ je vloZena koncentrace a ¢ je koncentrace stanovena HPLC.
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4.6.1.2 Presnost

Pesnost analytické metody urcuje blizkost shody (stupen rozptylu) mezi mnozstvim vysledkii
ziskanych opakovanym méfenim jednoho homogenniho vzorku za predepsanych podminek.
Obvykle se tento vzorek nezavisle Sestkrat analyzuje kompletnim postupem véetné piipravy
vzorkt. Piesnost vysledkt se uruje pomoci tzv. dovolené diference paralelnich stanoveni, tj.
maximalnim rozpétim, které charakterizuje pfesnost vysledkli a dovoluje toto rozpéti vysvétlit
pfitomnosti ndhodnych chyb. Urceni dovolené diference vychéazi z vypoctené smeérodatné
odchylky, ktera se znaéi feckym pismenem ¢ a je definovana jako odmocnina z rozptylu
nahodné veli¢iny X. Jeji hodnota charakterizuje rozptyleni jednotlivych hodnot x; okolo
pruméru x. N oznacuje pocet méfeni.

P 2N = )T = 2Lt I
N N

Protoze je smérodatna odchylka ndhodna veli¢ina, nemtize byt pokladana za obecné platnou
charakteristiku dané analytické metody.

Relativni mirou pfesnosti série paralelnich stanoveni je tzv. relativni smérodatna odchylka s,
(diive variacni koeficient), vétSinou uvadény v procentech. Pouziva se pro posouzeni miry
variability.

S SR
Sl = —resp. SLH = — s)., =100 s s
% % ': r:'/, r

kde S, resp. Sg je relativni smérodatna odchylka.

Varia¢ni koeficient je pouzitelny i pfi porovnani rliznych proménnych, které jsou v rtiznych
mérnych jednotkach.

Smérodatna odchylka i relativni smérodatna odchylka budou tim mensi, ¢im ptesnéjsi budou
vysledky méteni. Pro danou analytickou metodu je tedy urcitou veli¢inou, ktera charakterizuje
reprodukovatelnost daného poctu paralelnich méfeni.

Pfesnost muze byt hodnocena pomoci opakovatelnosti, intermedidalni presnosti a
reprodukovatelnosti.

Opakovatelnost vyjadiuje piesnost za zcela stejnych operaénich podminek v kratkém
Casovém intervalu.

Intermedialni presnost vyjadiuje kolisani v ramci laboratofe napt. jiny den, jiny pracovnik,
jiné vybaveni, jiny vzorek atd.

Reprodukovatelnost vyjadiuje piesnost mezilaboratorni (porovnani vysledkd z rtznych
laboratofi), vyuziva se ke standardizaci analytické metody.
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4.6.1.3 Selektivita

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost pfesného a spravného urceni
analytu i v ptitomnosti interferujicich latek (matrice). Témi mohou byt dalsi u¢inné latky u
slozenych ptipravki, pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty, zbytkova
rozpoustédla. Selektivni metoda je tedy takova metoda, ktera za urcitych podminek umoziuje
pfesné a spravné stanoveni obsahu slozky ve vymezené smési jinych slozek. Selektivita
analytické metody je testovana porovnanim vysledkl vzorkd standardd s vysledky vzorki
s matrici. Interference matrice se projevuje tim, ze analyticky signal neodpovida
stanovovanému analytu, ale je superponovan signalem rusivé slozky. Prokazovani selektivity
metody je do jisté miry zavislé na pouzité instrumentalni technice a proto je nutné pro kazdy
pouzity systém vypracovat individudlni program prokazovani selektivity metody.

Je-1i dostupna matrice vzorku, k zjisténi selektivity metody se analyzuji srovnavaci vzorky
matrice, srovnavaci vzorky metody (vzorek bez pfitomnosti matrice a analytu — rozpoustédla)
velikost a rozptyl signali pozadi a vyznamnost téchto signalti vzhledem k vysledku
kalibra¢niho standardu.

V piipad¢é prokazatelné statistické vyznamnosti pozadi signalu pochazejiciho ze srovnavaciho
vzorku metody se musi odstranit zdroj interference (kontaminace rozpoustédla, laboratorniho
nadobi, pfistroji). Pochazi-li signal ze srovnavaciho vzorku matrice je nutné optimalizovat
extrakci vzorku predseparaci (Cisténim vzorku) nebo chromatografickou separaci.

analytu ve vzorku.

Neni-li dostupna matrice vzorku, pouziji se misto analyz srovnavacich vzorkli matrice
pozitivni vzorky s analytem a sleduji se kvalitativni data signalu, zda je signal tvofen pouze
sledovanym analytem (UV spektra, IR spektra pro standardni substanci a vzorek).
Neumoznuje-li detekéni metoda sbirat kvalitativni data, pouZzije se k prokazani Cistoty signalu
jina technika nebo se pouzivaji certifikované materialy s piijatou referencni hodnotou a
selektivita metody se takto prokazuje nepiimo.

4.6.1.4 Detekcni limit

[Rye

kterou ale nemusi byt mozné kvantitativné stanovit.

Mez detekce odpovidd koncentraci, pro kterou je analyticky signédl stasticky vyznamné
odlisny od Sumu.

U neinstrumentalnich metod se detekéni limit hledd experimentalng, u instrumentalnich metod
se muze uréit jako koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3.
Nalezeny detekéni limit se ovéii analyzou piislu§né koncentrace vzorku.
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4.6.1.5 Kvantitativni limit

Kvantitativni limit je téZ parametrem citlivosti metody. Vyjadfuje nejnizsi koncentraci analytu
ve vzorku, kterd muze byt kvantifikovana s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Obvykle to
byva trojnasobek detekéniho limitu. Casto se vyjadiuje jako koncentrace s pomérem signalu
k Sumu s hodnotou 10.

Kvantitativni limit je prakticky pouzivan pro stanoveni necistot a/nebo degradacnich
produktti.

4.6.1.6 Linearita

Linearita odrazi schopnost metody davat vysledky pfimo umérné koncentraci analyzované
latky. Obvykle se stanovuje minimalné pét rtiznych koncentraci v rozmezi 50 — 150%
deklarovaného obsahu. Je chéapana jako piimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu.
Tésnost vzajemné zavislosti dvou ndhodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient
(r). Pfi linearni zavislosti nabyva hodnoty + 1 a ¢im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou
proménnych tésnéjsi.

Je-li metoda linearni, lze uréit smérnici z jednoho kalibraéniho bodu, pokud neni, je tfeba
vyhodnocovat vysledky z celé kalibracni kiivky.

4.6.1.7 Rozsah

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody. Jde o intervaly mezi horni a dolni
koncentraci analytu ve vzorku, pro které analytickd metoda poskytuje pfijatelnou hodnotu
presnosti, spravnosti a linearity.

4.6.1.8 Robustnost

Robustnost metody je definovana jako mira vlivu kolisani urovné jednotlivych parametrd na
vysledek analytického stanoveni. Sbiraji se poznatky z vyvoje metody a cilem je upozornit na
podminky, které mohou ovlivnit vysledky. Napt. u metody vyuzivajici HPLC se sleduji vlivy:
slozeni mobilni faze, pH vodné slozky mobilni faze, teplota na kolonég, rychlost pratoku atd.

31



4.6.2 Test zpiisobilosti chromatografického systému 3) (24 (25) (26) (28) (29)

Test zptsobilosti analytického systému je nedilnou soucasti validace analytické metody a
slouzi k zajisténi pfiméfené Gcinnosti chromatografického systému. Test zptisobilosti definuje
urCitd kritéria, ktera musi byt splnéna, a zajistuje, ze predepsané parametry jsou na
pozadované urovni pro spravné provedeni stanoveni obsahu ¢i zkousky na Cistotu.

Pro hodnoceni ucinnosti kolony se pouzivaji nasledujici parametry: zdanliva ucinnost,
kapacitni faktor (hmotnostni distribu¢ni pomér Dm), rozliSeni, relativni retence a faktor
symetrie, které musi odpovidat pfedepsanym lé¢kopisnym hodnotam.

4.6.2.1 Ucinnost chromatografické kolony
Utinnost kolony (zdanliva) charakterizuje jeji schopnost separovat jednotlivé slozky smési a
miZze byt vypoéitana jako zdanlivy polet teoretickych pater (N). Cim je separatni Gi¢innost
chromatografické kolony vétsi, tim méné€ je rozmyvana zona separované latky pii prichodu
kolonou a pik v chromatogramu je uz$i. Pro vypocet se pouzije nasledujici vzorec, v némz
veli¢iny tgr & Wy 05 musi byt vyjadreny ve stejnych jednotkach:

2
N:5,545-[ fe J ,
WO,OS

kde tr je retenéni ¢as (min.) a Wy g5 je $itka piku v poloving vysky (min.).

4.6.2.2 Rozliseni chromatografickych pika
Rozliseni udava vzdalenost mezi piky dvou slozek. Pro vypocet pouzijeme nasledujici vzorec:
_ 2"tRi _tRj‘

TOwW W,

kde tr je retenéni ¢as (min.) a W je Sitka piku v zakladné (min.)
Rozliseni vetsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikd na zakladni linii.

4.6.2.3 Relativni retence

Relativni retence (r) je retence sledované latky srovnavana se standardem, ktery je soucasti
vzorku, nebo je alespon chromatografovan za stejnych podminek. Nejjednodussim zpiisobem
vyjadreni relativni retence je pomér redukovanych reten¢nich casut:
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4
Nz = -
IR,

kde R je retenéni &as sledovaného piku redukovany o mrtvy &as a R,

je retencni Cas
referencniho piku redukovany o mrtvy cas.

Vyjadienim retence relativn€ ke standardu se vylou¢i chyby vzniklé nepfesnym méfenim
pracovnich podminek i parametrii kolony.

4.6.2.4 Faktor symetrie

Zvysovanim asymetrie piku roste moznost chyby pfi vypocétu plochy piku. Faktor symetrie
piku (faktor chvostovani piku) se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

T :W0,01
2-f

1

kde Wo 1 je Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky a f je vzdalenost mezi kolmici spusténou
z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci uplnou (ideélni) symetrii piku.

Pokud neni v 1ékopisném ¢lanku stanoveno jinak, faktor symetrie hlavniho piku ma byt mezi
0,8 az 1,5.

Jednotlivé ¢asti pouzitého zafizeni musi byt kvalifikovany a musi byt schopny dosahnout
presnosti pozadované pro provedeni zkousky nebo stanoveni obsahu.

4.6.2.5 Opakovatelnost analyzy

Opakovatelnost analyzy je definovana jako tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi
vysledky zkousek ziskanych za podminek opakovatelnosti (opakované pouziti téze zkuSebni
metody na identickém materialu, v téZe laboratofi, tymz pracovnikem za pouziti stejnych
pfistrojii a zafizeni, béhem kratkého casového rozmezi).

Ziskava se ze Sesti az deseti méfeni standardniho roztoku a vyjadiuje se jako relativni
smérodatna odchylka s; (%). (viz pFesnost metody)
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5 Experimentalni cast
5.1 Materialy a pomiicky

5.1.1 Chemikalie, standardy, vzorky

Paracetamolum, $. 0440713, vz. 78496, Anqiu Pharmaceutical Co Ltd, Cina
Coffeinum anhydricum, §. 200411057, vz. 73854, Jilin Shulan Synt. Pharm. Factory, Cina
Propyphenazonum, §. PPE2391204, vz. 79387, Vani Chemicals, Hyderabad, Indie
p-Aminofenol, Riedel de Haén

Methanol 99,9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Acetonitril 99,9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Kyselina octova koncentrovana, Fluka

Triethylamin, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Ultracista voda, ¢isténa systémem MILLI Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
Kyselina o-chlorbenzoova, Lachema N.P. Brno

Kyselina 4-aminobenzoova, Balex, Pardubice

Benzamid, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Sulfanilamid, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Anilin, Sigma Aldrich GmbH, SRN

4-Chloranilin, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Prilocain, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Atenolol, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Norepinefrin, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Amilorid, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Furosemid, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Pindolol, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Salbutamol, Sigma Aldrich GmbH, SRN
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5.1.2 Pristroje, podminky separace

Kapalinovy chromatograf

Chromatograficka sestava:

Pumpy:

Degasser:

Autosampler:

Termostat kolony:
Detektor:

Vyhodnoceni:

Kolony:

Davkovani:

Detekce:
Mobilni faze:

Izokraticky rezim

Teplota:

pH metr:

Ultrazvukova lazer:

Centrifuga:

Analytické vahy:

52

Priprava vzorku

Shimadzu LC-10

LC-10 AD VP

DGU-14 A

SIL-HTA

CTO-10 AC VP

DAD detektor SPD-M10A VP

Chromatograficky software LC Solution

Discovery HS PEG (15 x 4 mm, 3 pm)

Sul

UV 210 nm

Pro ptipravu byla pouzita ultracisténd voda pro HPLC. pH
upraveno na pH metru. Pfed pouzitim byla mobilni faze
prefiltrovana pomoci filtra¢niho zafizeni Millipore, filtr ze

sklenénych vlaken o velikosti port 0,45 pm.

laboratorni

Hanna intrumens

Tescon 1, Tesla, CR

EBA 21, Hettich Zentrifugen, Germany
Sartorius GENIUS, SRN

Dobfe rozdrtime a zhomogenizujeme 10 tablet Valetolu v tieci misce. Z této smési odvazime
presné 50,00 mg do 50 ml odmérné bainky. Doplnime methanolem po rysku. Baiku
S roztokem umistime na 30 minut do ultrazvukové 1azné, poté je roztok centrifugovan po dobu

15 min. pfi rychlosti 6000 otacek/min. Supernatant je davkovan piimo na kolonu.
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53 Priprava roztoku standardut

Navazime presné 230,0 mg paracetamolu, 460,0 mg propyfenazonu, 76,0 mg kofeinu, 5,0 mg
p-aminofenolu a 200,0 mg kyseliny benzoové do 100 ml odmérné banky a doplnime
methanolem po rysku.

54 Priprava smésného roztoku standardi

Odmeéiime 200 pl z kazdého roztoku standardli do vialky, vznikly roztok promisime a pfimo
davkujeme.

55 Izolace ucinnych latek - paracetamolu, propyphenazonu a kofeinu

Pro izolaci paracetamolu, propyfenazonu a kofeinu z daného piipravku byl vybran extrakéni
postup pouzivany na katedfe analytické chemie FaF, urceny pro 1ékové ptipravky ve formé
tablet. Ucinnost izolace byla dostate¢na i pro analyzovany 1é¢ivy piipravek Valetol.

Pti pripravé vzorku se postupuje takto:

K navazené rozdrcené tabletoviné umisténé do 50 ml odmérné banky se pfida methanol a
doplni se jim po znacku. Smés se ponoii na 30 minut do ultrazvukové lazné. Poté se 15 min.
centrifuguje pii 6000 otackach/min. Po nastiiknuti do HPLC se analyzuje mobilni fazi
octanovy pufr o pH 4,5 s obsahem 0,04% triethylaminu.

36



6 VysledKky a diskuze

6.1 Optimalizace chromatografickych podminek (1)

Optimalizace chromatografickych podminek pro separaci paracetamolu, propyfenazonu,
kofeinu a p-aminofenolu byla provedena v ramci diplomové prace ). Byla pouzita PEG
kolona v systému reverznich fazich, kterd se ukdzala jako vhodna pro efektivni feSeni
problému spolecného stanoveni latek odlisné polarity. Zavérem prace bylo nalezeni
optimalnich chromatografickych podminek pro separaci vySe uvedenych latek. Tyto
podminky soucasné vyhovuji pozadavkim na jednoduchost a ¢asovou nenaro¢nost metody pii
zachovani vysoké spolehlivosti.

6.1.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze (1)

V ramci optimalizace slozeni mobilni faze byla testovana rizna organicka rozpoustédla a
jejich zastoupeni v mobilni fazi. Dale bylo testovano pH mobilni faze v rozmezi 4 — 7 a rizné
pufry.

Béhem testovani slozeni mobilni faze byl zjistén vyrazny vliv obsahu triethylaminu na retenci
p-aminofenolu na kolon€. Bylo tedy stanoveno piesné mnozstvi triethylaminu v mobilni fazi,
pfi kterém dojde k separaci latek.

Vyznamné bylo dale kone¢né desetinasobné zfedéni mobilni faze, za Gcelem zvysSeni retence
p-aminofenolu na koloné.

6.1.2 Volba vnitiniho standardu

Bylo vyzkouseno né¢kolik latek, které odpovidaly pozadavkiim na vnitini standard pro
kvantifikaci v8ech u¢innych latek a neéistoty. Viz. tabulka ¢. 2.

Tyto latky se strukturné podobaji p-aminofenolu a maji podobnou retenci na koloné. Jako
vnitini standard byla zvolena kyselina benzoova, ktera svym chromatografickym chovanim
nezasahuje do separace vySe uvedenych latek. Na kolon¢ je nejméné zadrzovana, neovliviiuje
délku analyzy.
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Tabulka ¢&. 2: Volba vnitiéniho standardu

Testovana latka Rt Komentaf
anilin 3,545 neseparovan
4-chloranilin 6,635 neseparovan
prilocain 6,723 neseparovan
atenolol 4,861 neseparovan
norepinefrin 4,233 neseparovan
amilorid 4,750 neseparovan
sulfanilamid 2,624 neseparovan
benzamid 2,987 neseparovan
furosemid 8,527 separovan
pindolol 1,566 neseparovan od mrtvého
objemu
salbutamol 4,794 neseparovan
kyselina 4-aminobenzoova 2,985 neseparovana
kyselina o-chlorbenzoova 4,233 neseparovana
kyselina benzoova 2,060 separovana

6.1.3 Volba vinové délky detektoru

Proméfena UV spektra roztoki paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a p-aminofenolu
V methanolu pro volbu vinové délky detektoru byla pievzata z rigorézni prace Jany Dankové

(22)

Absorpéni spektrum kyseliny benzoové proméfovano nebylo. Koncentrace roztokt

nebyly pfesné definovany, jelikoz se jednalo zejména o zjisténi absorpcnich maxim a minim

téchto latek.

Z hlediska velkych rozdili absorpénich maxim méfenych latek byla pro detekci zvolena

vlnova délka 210 nm, kde vétSina latek dostatecné absorbuje UV zafeni a detekce mlze byt

tudiz dostate¢né citliva.

|
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KomentafF [s1]: Tady s tim si dovolim
nesouhlasit, protoze jsme tu integraci ploch
délali pfi 210 nm urcité proto Ze odezva pro
4-amf byla ur¢ité vetsi nez pfi 254 nm.
Mozna by to bylo pfi 230 nm jesté
citlivgjsi, ale tam by nam zas neabsorboval
ten kofein. Navic ten obrazek je hodné
orientaéni a je to méfeno tusim v metanolu.
V mobilce se ty spektra pak mizou trosku
posouvat diky jinému pH. Véfim ze to
meéfeni pii 210 nm jsem tenkrat vybral

z téchto logickych divodi vétsi absorbance
vsech latek. Miizu si to ovéfit, ale to bych
musel bézet zase na zamosti a to se mi ted’
nechee...
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Obrazek 1- UV spektra roztokii paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a p-aminofenolu v metanolu

6.1.4 Volba davkovaného objemu a rychlosti pritoku mobilni faze

Optimalni objem davkovaného vzorku byl zvolen 5 pl. Optimalni priitokova rychlost je 1
ml/min.

39



6.1.5 Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Staciondrni faze: Supelco Discovery HS PEG kolona (15 x 4 mm, 3 um)
Mobilni faze: octanovy pufr pH 4,5 s obsahem triethylaminu 0,04%
Priprava mobilni faze: Do 0,5 1 vody byly pfidany 2 ml triethylaminu, roztok byl

koncentrovanou kyselinou octovou pufrovan na pH 4.5,
takto pfipravena mobilni faze byla nasledné 10x zfedéna
destilovanou vodou.

Rychlost priitoku mobilni faze: 1 ml/min

Detekce: UV 210 hm

Izokraticky reZim

Teplota: laboratorni

Za téchto podminek jsou latky separovany az na zakladni linii s rozliSenim vét§im nez 1,5,
délka analyzy je do sedmi minut.
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6.2 Validace metody

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

6.2.1.1 Ucinnost chromatografického systému — pocet teoretickych pater (N)

Ukinnost kolony byla ovéfena proméfenim roztoku standardi v testu na opakovatelnost a

vypocet byl proveden z priméri tfi méfeni podle vzorce:

2
N:5,545-( te J . kde

0,05

tr je reten¢ni ¢as (min.)

W 05 je Sitka v poloving€ vysky (min.)

Tabulka &. 3: Podet teoretickych pater

Analyzovana latka tr (mMin) Wo 05 N

Kyselina benzoova 2,06 0,09 2954,72
Kofein 2,52 0,09 4606,70
Paracetamol 3,16 0,09 6684,62
p-Aminofenol 4,49 0,13 6559,77
Propyfenazon 5,89 0,15 8654,72

Pozadavek na pocet teoretickych pater N > 1500 je splnén pro vsech pét latek.

6.2.1.2 Asymetrie chromatografickych pika (T)

Hodnoty pro ovéfeni asymetrie chromatografickych pikli byly ziskany z analyz

roztoku

standardd pro opakovatelnost. Vypocet byl proveden z praméri tfi méteni podle vzorce:

W
001 kde
2. f

T=

Wo 01 je sitka piku ve vzdalenosti 5% vysky piku
f je mensi ¢ast useCky Wo o1, kterd vznikne protnutim tGisecky kolmici spusténou z vrcholu piku
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Tabulka &. 4: Asymetrie chromatografickych piki

Slou¢enina Wo 01 f Asymetrie (T)
Kyselina benzoova 0,18 0,08 1,11
Kofein 0,17 0,06 1,39
Paracetamol 0,20 0,10 1,03
p-Aminofenol 0,30 0,14 1,07
Propyfenazon 0,33 0,11 1,56

Pozadavek na asymetrii chromatografickych pikt T < 2 byl splnén pro vSech pét latek.

6.2.1.3 Rozliseni chromatografickych pika (R)

Rozliseni bylo vypocitano z priméru tii hodnot ziskanych proméfenim roztokt standardi pii
zkousce opakovatelnosti pomoci tohoto vzorce:
2ty —ty
oow, +W,

, kde

tri, trj jsou retenni Casy slozek (min.)
Wi, W; jsou §itky pikt na zdkladné (min.)

Tabulka &. 5: RozliSeni chromatografickych piki

Hodnocené latky Rjj

Kyselina benzoova- Kofein 3,06
Kofein — Paracetamol 4,19
Paracetamol-p-Aminofenol 7,05
p-Aminofenol-Propyfenazon 5,91

Pozadavek na rozliSeni chromatografickych pikd Rjj> 1,5 byl splnén u vSech hodnocenych
chromatografickych piku.
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Obrazek 2 — Chromatogram u¢innych latek 1é¢ivého piipravku Valetol, neéistoty p-aminofenolu a
vnitiniho standardu Kkyseliny benzoové

6.2.1.4 Opakovatelnost analyzy

Byl opakované davkovan roztok analyzovanych latek v mobilni fazi o koncentraci:

Paracetamol 229,6 mg/100 ml
Kofein 71,9 mg/100 ml
Propyfenazon 458,5 mg/100 ml
p-Aminofenol 45 mg/100 ml
Kyselina benzoova 198,9 mg/100 ml

N vyjadfuje pocet méfeni, x aritmeticky primér, ¢ smérodatnou odchylku, s, (%) relativni
smérodatnou odchylku.
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Tabulka &. 6: Opakovatelnost analyzy - paracetamol

PARACETAMOL

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenéni ¢as (tg) (min)
1 3323076 3,17
2 3316243 3,16
3 3312247 3,17
4 3309344 3,17
5 3312545 3,17
6 3312217 3,17
N 6 6

X 3314278,7 3,17
c 4415,62 0,00
sr (%) 0,13 0,00

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 1 % byl splnén.

Tabulka &. 7: Opakovatelnost analyzy - Kofein:

KOFEIN

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenéni ¢as (tg) (min)
1 2335987 2,52
2 2333579 2,52
3 2332397 2,53
4 2332379 2,52
5 2335041 2,52
6 2334181 2,53
N 6 6

X 2333927,3 2,52
c 1317,03 0,00
Sr (%) 0,06 0,00

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 1 % byl splnén.
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Tabulka &. 8: Opakovatelnost analyzy - propyfenazon

PROPYFENAZON

Cislo pokusu

Plocha piku (A)

Retenéni ¢as (tg) (Min)

1 6148229 5,92
2 6132719 5,91
3 6117101 5,91
4 6132301 5,91
5 6141571 5,91
6 6132592 5,91
N 6 6

T 6134085,5 5,91
G 9590,16 0,00
s (%) 0,16 0,00

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 1 % byl splnén.

Tabulka &. 9: Opakovatelnost analyzy — p-aminofenol

P - AMINOFENOL

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenéni ¢as (tg) (min)
1 37330 4,51
2 37271 4,50
3 36580 4,50
4 37347 4,50
5 37258 4,50
6 37275 4,50
N 6 6

X 37176,8 4,50
c 268,86 0,00
Sr (%) 0,72 0,00

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 1 % byl splnén.
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Tabulka & 10: Opakovatelnost analyzy — kyselina benzoova

KYSELINA BENZOOVA

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenéni ¢as (tg) (min)
1 2657467 2,07
2 2670170 2,06
3 2670138 2,07
4 2663995 2,06
5 2665256 2,06
6 2661914 2,06
N 6 6

X 2664823,3 2,06
S 4477,46 0,00
Sr (%) 0,17 0,00

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 1 % byl splnén.
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6.2.2 Validace analytické metody

6.2.2.1 Pfesnost

Byly analyzovany roztoky vzorku Valetol HERBACOS-BOFARMA 8. ¢. 2230905, které byly
paralelné pfipraveny samostatnym postupem uvedenym v Kkapitole 5.2. Plochy piki jsou
pfepoéteny na navazku 50,00 mg tabletoviny.

Tabulka &. 11: PFesnost

Roztok |Plocha piku (m = 50 mg)
k. Benzoova | Paracetamol Kofein Propyfenazon |p-Aminofenol
1 688593 3380257 2146643 6522480 418500
2 699117 3639361 2222697 6435380 424600
3 683858 3531632 2236551 6348364 425056
4 689852 3464516 2217480 6347486 420933
5 687499 3200743 2148429 6428530 418478
6 686045 3250393 2165597 6637083 426322
n 6 6 6 6 6
X 689160,7 3411150,3 2189566,2 6453220,5 4223148
s 4839,3 153031,80 36954,01 101410,77 3161,7
sg (%) 0,70 4,49 1,69 1,57 0,75

Pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 5% byl splnén.

6.2.2.2 Linearita

Byla pouzita metoda absolutni kalibrace. Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokl pracovnich
standardd paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a kyseliny benzoové v rozmezi 50 — 150% a
necistoty p-aminofenolu v rozmezi 20 — 100% deklarovaného obsahu. (koncentrace pro
kazdou latku jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach — obr. 1 az 5). Plochy pikt latek pro
kazdou koncentraci jsou primérem ze tfi méfeni a pro dalsi vypocty byl bran primér z téchto
tii hodnot. Zavislost absorbanci kalibra¢nich roztokd na jejich koncentraci byla vyhodnocena
metodou linearni regrese.
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¢ (mg/100 | plocha

PARACETAMOL

I g plocha piku
m pik 6000000

114,8 1651022 5000000

4000000
160,7 2325709 3000000
2000000
195,2 2838675 1000000
2296 | 3300415 0 - ' ' ' '
100 200 300 400
287,0 4084948
¢ (mg/100 ml)
3444 4900277
Obrazek 3:Testovani linearity - paracetamol

|Regresn1’ funkce : kx + g
| pocet: bodi n = 6
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k = 14072,06 + 124,3218
absolutni ¢len q = 6171416 + 29191,51
koeficient korelace R = 0999844
rezidualni odchylka Sre; = 2333554

Zavislost y na x

byla prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

Pozadavek na linearitu — korela¢ni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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KOFEIN

¢ (mg/100 plocha plocha piku
ml) piku
4000000
38,6 1163702 3500000
3000000
2500000
53,9 1641505 5000000
1500000
65,6 1993548 1000000
500000
771 2311442 0 ‘ ' ‘
0 50 100 150
96,4 2845746
¢ (mg/ml)
115,6 3392875
Obrazek 4: Testovani linearity - kofein
|Regresni funkce: y = kx + @
| pocet: bodi n = 6
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k = 28699,97 + 353,7367
absolutni ¢len q = 8522068 + 27899,04
koeficient korelace R = 0,999696
rezidualni odchylka Srez =  22305,55
Zavislost y na x byla  prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

Pozadavek na linearitu — korela¢ni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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PROPYFENAZON

¢ (mg/100 plocha

. plocha
ml) piku piku
229,3 3041896 10000000
9000000
3210 | 4273811 5866000
! Q00000
s
390,0 5204089 3000000
7668309
458,5 6086014 0 | f f |
0] 200 400 600 800
573,1 7575221
c (mg/ml)

687,8 9112209

Obrazek 5: Testovani linearity - propyfenazon

|Regresni funkce: y = kx +q

| pocet: bodi n = 6

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 13194,86 + 49,02344
absolutni ¢len q = 3314691 + 22989,28
koeficient korelace R = 0,999972
rezidualni odchylka Sre, =  18372,58

Zavislost y na x byla  prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

PoZzadavek na linearitu — korela¢ni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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P - AMINOFENOL

¢ (mg/100 | plocha
m|) piku plocha piku
60000
0,9 14278 50000 .
40000 e
1,8 22581 30000 ,,.»""-/
20000 e
2,3 28305 10000 -
o]
2,7 33279 o > 4 s
3,6 42070 c (mg/mil)
4,5 52710

Obrazek 6: Testovani linearity — p-aminofenol

|Regresni funkce: y = kx +q

| pocet: bodi n = 6

[Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smeérnice k = 10721,93 + 222,6771
absolutni ¢len q = 3969415 + 641,7842
koeficient korelace R = 0999138
rezidualni odchylka Se; = 638,945

Zavislost y na x byla  prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

Pozadavek na linearitu — korela¢ni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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KYSELINA BENZOOVA

¢ (mg/100 plocha

ml) piku plocha piku
4500000
99,5 1323711 4000000
e
139,2 1901599 2500000
e
169,0 2318251 1000000
500000 . . ‘ ‘
1989 | 2712541 0 ' ' ‘ ‘
0 100 200 300 400
248,6 3383420
¢ (mg/ml)

298,4 4102519

Obrazek 7: Testovani linearity — kyselina benzoova

|Regresn1’ funkce: y = kx + q

| pocet: bodi n = 6

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 13853,79 + 105,8664
absolutni ¢len q = -39949,29 + 21533,84
koeficient korelace R = 0999883
rezidualni odchylka S, = 1721584

Zavislost y na x byla  prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

Pozadavek na linearitu — korela¢ni koeficient r » 0,9990 byl splnén.

Kalibraéni kiivky jsou linearni vrozsahu 114,8 — 344,4 mg/100ml pro paracetamol,
38,6 — 115,6 mg/100ml pro kofein, 229,3 — 687,8 mg/100ml pro propyfenazon, 0,9 — 4,5
mg/100ml pro p-aminofenol a 99,5 — 298,4 mg/100mg pro k.benzoovou.
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6.2.2.3 Spravnost

Byly zméfeny roztoky standardi: ¢, = 229,6 mg/100 ml (paracetamol), 77,1 mg/100 ml
(kofein), 458,5 mg/100 ml (propyfenazon), ¢ = 4,5 mg/100 ml (p-aminofenol), ¢ = 198,9
mg/100 ml (k. benzoové), n = 3.

Byly analyzovany modelové vzorky (placebo tabletoviny + paracetamol + kofein +
propyfenazon), které byly paralelné pfipraveny samostatnym postupem uvedenym v kapitole
5.2. s pfidavkem roztoku standardl o koncentraci c,.

Vytéznost R; byla vypoctena podle vzorce:

R, :100-%‘, kde

o

Coje koncentrace vlozena
Ci je koncentrace stanovena HPLC

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 12 - 16.

Tabulka €. 12:  Spravnost - paracetamol

Vzorek ¢. Co (mg/100 ml) Ci (mg/ 100 ml) R (%0)

1 228,7 99,61

2 227,4 99,04

3 229,6 228,1 99,35

4 227,8 99,22

5 227,4 99,04

6 228,2 99,39
n==6
x=99,28
c=10,2019
Sgr = 0,2034
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Tabulka & 13: Spravnost - kofein

Vzorek ¢.

Co (mg/100 ml)

Ci (mg/ 100 ml)

Ri (%)

1

o OB WD

77,1

77,4

100,39

77,3

100,26

77,4

100,39

77,4

100,39

71,7

100,78

78,1

101,30

Tabulka & 14: Spravnost - propyfenazon

n=6

x = 100,59
s =0,3580
sr = 0,3559

Vzorek ¢.

Co (mg/100 ml)

Ci (mg/ 100 ml)

Ri (%)

1

o OB W DN

458,5

464,5

101,31

458,0

99,89

460,6

100,46

459,5

100,22

460,2

100,37

460,7

100,48
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Tabulka & 15: Spravnost - p-aminofenol

Vzorek €. | Co (mg/100 ml) Ci (mg/ 100 ml) Ri (%0)

1 4,40 96,92

2 4,47 98,46

3 4,54 4,47 98,46

4 4,43 97,58

5 4,40 96,92

6 4,49 98,90
n==6
x=97,87
s =0,7795
Sg = 0,7965

Tabulka & 16: Spravnost - kyselina benzoova

Vzorek &. | Co (mg/100 ml) Ci (mg/ 100 ml) Ri (%)

1 206,8 103,97

2 207,3 104,22

3 198,9 206,3 103,72

4 206,9 104,02

5 205,3 103,22

6 205,4 103,27
n==6
x =103,74
s =0,3771
sr = 0,3635

Pozadavek na vytéznost R v intervalu 100 + 5 % vyhovuje. Relativni smérodatnd odchylka
Sr< 5 % je splnéna u vSech péti latek.
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6.2.2.4 Selektivita
Separace standardnich latek paracetamolu (¢ = 229,6 mg/100 ml), kofeinu
(c = 77,1 mg/100 ml), propyfenazonu (c = 458,5 mg/100 ml), p-aminofenolu (c = 4,5 mg/100
ml) a k. benzoové (¢ = 198,9 mg/100 ml) je dokumentovana na chromatogramu standardnich
latek (viz. obr. 8).

Na chromatogramu placeba (obr. 9) je patrno, ze v retenénich ¢asech odpovidajicich

sledovanym latkam nejsou ptitomny zadné piky interferujicich latek.

AU
750-210nm.4nm (1.00) PRO
7004
650
6007

K. BENZ PAR
550

500 KOF

350
300
250
200
150

100

s0] 4AF

05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 70 75 min

Obrazek 8: Chromatogram separace standardnich latek
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Obrazek 9: Chromatogram placeba

Predlozena HPLC metoda umoziuje selektivné zméfit plochy pikd odpovidajici u€innym
latkam paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu, necistoté p-aminofenolu a vnitfnimu standardu
k. benzoové.

6.2.2.5 Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni obsahu analyt u
roztoku o slozeni:

Paracetamol (c = 229,6 mg/100 ml)
Kofein (c = 77,1 mg/100 ml)
Propyfenazon (c = 458,5 mg/100 ml)
p-Aminofenol (c= 4,5 mg/100 ml)

Kyselina benzoova (c= 198,9 mg/100 ml)
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Vliv sloZeni mobilni faze na plochu chromatografickych pikii

1) Zména pH pufiu

Kazda mobilni faze byla prométena trikrat.

A, =100-— A Kde

pH4,5

Aj- plocha piku za testovanych podminek
ApHas — plocha piku za standardnich podminek

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 17 - 20.

Tabulka €. 17: Vliv pH na plochu piku (paracetamol)

Paracetamol

A AR(%)
PH 5,0 3288114 99,91
PH 3,5 30556823 92,85
n=3
Tabulka €. 18: Vliv pH na plochu piku (kofein)

Kofein

Ai AR(%)
PH 5,0 2347230 101,4
PH 3,5 2002112 86,49
n=3
Tabulka &. 19: Vliv pH na plochu piku (propyfenazon)

Propyfenazon

Ai AR(%)
PH 5,0 6113571 100,49
PH 3,5 5355796 88,04

n=3
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Tabulka €. 20: Vliv pH na plochu piku (kyselina benzoova)

Kyselina benzoova

Ai AR(%)
PH 5,0 2855052 105,58
PH 3,5 2697675 99,76

Pii zméné pH mobilni fize nebyl pik p-aminofenolu v pribéhu analyzy detekovan.
Plochy jeho piki proto nejsou uvedeny.

Pii pH 5,0 byla retence k. benzoové shodna s mrtvym objemem, to zdtivodiuje jeji vEtsi pik.
Pii pH 4.0 se k. benzoova témét shoduje s retenénim ¢asem paracetamolu — piky se neoddéli.

2) Zména obsahu trietylaminu v mobilni fizi

Tabulka €. 21: Vliv mnoZstvi obsahu TEA v mobilni fazi na plochu piku - paracetamol

Paracetamol
Mnozstvi TEA v % A Agr(%0)
0,03% 3281304 99,71
0,05% 3256618 98,96

Tabulka ¢. 22: V1iv mnoZstvi obsahu TEA v mobilni fazi na plochu piku - kofein

Kofein
Mnozstvi TEA v % A Ar(%0)
0,03% 2340931 101,13
0,05% 2278034 98,41

Tabulka €. 23: Vliv mnoZstvi obsahu TEA v mobilni fazi na plochu piku - propyfenazon

Propyfenazon
Mnozstvi TEA v % A Ar(%0)
0,03% 6124377 100,67
0,03% 6054810 99,53

Tabulka ¢&. 24: Vliv mnoZstvi obsahu TEA v mobilni fazi na plochu piku — kyselina benzoova

Kyselina benzoova

Mnozstvi TEA v % A Ar(%)
0,03% 2716225 100,44
0,05% 2668807 98,69
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Tabulka & 25: Vliv mnoZstvi obsahu TEA v mobilni fazi na plochu piku — p-aminofenol

p-Aminofenol
Mnozstvi TEA v % A Ar(%)
0,03% 24231 83,47
0,05% 24476 84,31

P-AMF méni pii zméné obsahu TEA vyrazné reten¢ni ¢asy: 0,03% TEA 4,959 min, 0,05%
TEA 3,964 min. Hodnota plochy piku je za téchto podminek tedy vyrazné odlisna.

6.2.2.6 Stabilita

Stabilita roztoku standardnich latek v methanolu o koncentraci ¢ = 229,6 mg/100 ml
paracetamolu, ¢ = 77,1 mg/100 ml kofeinu, ¢ = 458,5 mg/100 ml propyfenazonu, ¢ =
4,5mg/100 ml p-aminofenolu a ¢ = 198,9 mg/100 ml k. benzoové byla testovana
pfi uchovéavani:

1) za snizené teploty (4 °C), chranéné pied svétlem
2) za laboratorni teploty, chranéné pted svétlem

Vysledky uvedené v tabulkach ¢. 26 - 30 jsou primérem ze tii méfeni.

s o= 00 A AL g
A

A, je plocha piku za danych podminek
Ay je plocha piku za standardnich podminek

t je ¢as od pfipravy roztoku vzorku
A je plocha piku

Tabulka &. 26: Stabilita paracetamolu v methanolu v zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani

Paracetamol

t A (4°C) St (%0) A (=20°C) St (%)

0 3309415 0,00 3309415 0,00

24 h 3290926 0,56 3295175 0,43

48 h 3332954 0,71 3352848 1,31

72h 3325719 0,49 3240019 2,10
=3
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Pozadavek na stabilitu (St<1 %)

jeho pripravy.

roztoku paracetamolu v methanolu je splnén pfi jeho
uchovani za sniZené teploty po dobu 72 hodin nebo za laboratorni teploty po dobu 24 hod od

Tabulka €.27: Stabilita kofeinu v methanolu v zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani

Kofein

t A (4°C) St (%) A (=20°C) St (%)
0 2311442 0,00 2311442 0,00
24 h 2314840 0,15 2319952 0,37
48 h 2322827 0,50 2319760 0,36
72h 2337228 1,12 2338808 1,18
n=3

Pozadavek na stabilitu (St<1l %) roztoku kofeinu v metanolu je splnén pfi jeho uchovani
za snizené teploty nebo za laboratorni teploty po dobu 48 hod od jeho piipravy.

Tabulka &. 28: Stabilita propyfenazonu v methanolu v zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani

Propyfenazon

t A (4°C) St (%0) A (=20°C) St (%)
0 6086014 0,00 6086014 0,00
24h 6083573 0,04 6093187 0,12
48 h 6092311 0,10 6119293 0,55
72h 6124794 0,64 6127176 0,68
n=3

Pozadavek na stabilitu (St<1 %) roztoku propyfenazonu v methanolu je splnén pii jeho
uchovani za snizené teploty nebo za laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho piipravy.

Tabulka &. 29: Stabilita p-aminofenolu v methanolu v zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani

p-Aminofenol

t A (4°C) St (%) A (=20°C) St (%)
0 33279 0,00 33279 0,00
24 h 29030 12,77 27615 17,02
48 h 24779 25,54 24779 25,54
72h 22330 32,90 1888 94,33
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Roztoky p-aminofenolu jsou obecné vyrazné nestabilni. Pozadavek na stabilitu (St<1 %)
roztoku p-aminofenolu v metanolu neni splnén pro zadny z vySe uvedenych zpusobu
uchovani. Je proto nutné pfipravovat roztok p-aminofenolu v methanolu kazdy den Cerstvy.
(viz teoreticka cast)

Tabulka &. 30: Stabilita kyseliny benzoové v methanolu v zavislosti na dobé a zpisobu uchovavani

Kyselina benzoova

t A (4°C) St (%) A (=20°C) St (%)
0 2712541 0,00 2712541 0,00
24 h 2704288 0,30 2707212 0,20
48 h 2703380 0,34 2721320 0,32
72h 2722078 0,35 2723773 0,41

Pozadavek na stabilitu (St (%)<1 %) roztoku k. benzoové v methanolu je splnén pfi
jeho uchovani za snizené teploty nebo laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho ptipravy.
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7 Zavér
Tato prace navazuje na diplomovou praci ¥, ve které byly optimalizovany chromatografické

podminky pro stanoveni u¢innych latek 1é¢ivého piipravku Valetol, paracetamolu, kofeinu a
propyfenazonu, a necistoty p-aminofenolu.

Soucasti prace bylo nalezeni vhodného vnitiniho standardu pro kvantifikaci v§ech G¢innych
latek a necistoty, kyseliny benzoové. Nasledné byla provedena validace analytické metody,
véetné testu vhodnosti chromatografického systému.

V ramci testu vhodnosti chromatografického systému byla testovana:

« u¢innost kolony vyjadiena poctem teoretickych pater N

* asymetrie chromatografickych pikli vyjadrend faktorem T

« rozliseni chromatografickych pikl

* opakovatelnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka

Pozadavek na uc¢innost kolony vyjadiené poctem teoretickych pater N > 1500 byl splnén pro
vSech pét analyzovanych latek. Asymetrie chromatografickych pikd vyjadfena faktorem T
byla mensi nez 2 u v8ech latek. Pozadavek na rozli§eni chromatografickych pikt Rjj> 1,5 byl
splnén u v8ech hodnocenych chromatografickych pikd. Opakovatelnost vyjadiena jako
relativni smérodatna odchylka sg byla splnéna rovnéz pro v§ech pét analyzovanych latek.

V ramci validace analytické metody byla testovana:

* pfesnost
* linearita
* spravnost
* selektivita
* robustnost
« stabilita

Pti testovani presnosti analytické metody byl pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg
< 5% splnén pro vsech pét latek.

Pozadavku pro parametr linearity na hodnotu korela¢niho koeficientu R > 0,9990 bylo
vyhovéno u vsech péti latek.

Spravnost stanoveni je vyjadfena veli¢inou vytéznost (R;). Pozadavek na vyté€znost R;
v rozmezi 100 £ 5% byl splnén pro vSechny latky. Jeji hodnoty se pohybovaly v intervalu
99,04 — 99,61% pro paracetamol, 100,26 — 101,30% pro kofein, 99,89 — 101,31% pro
propyfenazon, 96,92 — 98,90% pro p-aminofenol a 103,22 — 104,22% pro k.benzoovou.

Parametr selektivity byl ovéfen porovnanim chromatogrami roztokd standardi a placeba.
Latky jsou vzajemné separovany s rozliSenim vétsim nez 1,5. Na chromatogramu placeba
nebyl nalezen zadny pik, ktery by interferoval s retenénim Casem nékteré ze standardnich
latek.
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Testovani robustnosti prokdzalo citlivost analyzy na zménu slozeni mobilni faze. V ramci
robustnosti byly testovany dva parametry mobilni faze: pH a zména obsahu triethylaminu.
Bylo prokazano, ze zména pH mobilni fize ma vliv predev§im na retencni Casy p-
aminofenolu a kyseliny benzoové. Zména obsahu triethyaminu v mobilni fazi ma vyrazny vliv
jak na retenéni Cas p-aminofenolu, tak na wvelikost plochy p-aminofenolu (na jeho
kvantifikaci).

Roztok paracetamolu v methanolu je stabilni pfi jeho uchovani za sniZené teploty po dobu 72
hodin a za laboratorni teploty po dobu 24 hodin od jeho pfipravy.

Pozadavek na stabilitu St<1 % pro roztok kofeinu v methanolu je splnén pii jeho uchovani
za snizené teploty nebo za laboratorni teploty po dobu 48 hod od jeho piipravy.

Roztok propyfenazonu v methanolu je stabilni po dobu 72 hodin od jeho pfipravy pfi jeho
uchovani za snizené i laboratorni teploty. To samé plati i pro roztok kyseliny benzoové
vV mobilni fazi.

Pozadavek na stabilitu roztoku p-aminofenolu v methanolu nebyl splnén pro Zadnou
z testovanych podminek uchovani, coz je dikazem jeho vyrazné nestability (viz teoreticka
cast). Je proto nutné piipravovat jeho roztok kazdy den Cerstvy.

Z validace analytické metody vyplyva, ze kladenym pozadavkiim nevyhovuje parametr
robustnosti a stability. Metoda tedy miize byt pouZita v praxi, ale pouze s ohledem na vyse
uvedené skutecnosti.
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