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Abstrakt

Lécivé pripravky obsahujici chinin (injekéni roztoky), sulfanilamid, aminofenazon, barbital (tablety), kofein,
fenobarbital (drazé) a theofylin (Cipek) staré sedmdesat let byly analyzovany pomoci RP-HPLC. Kvanti-
fikace probihala metodou HPLC-UV a UV-spektrofotometrii. Degradacni produkty byly detegovany
metodami HPLC-UV, a HPLC-MS. Separa¢ni podminky byly optimalizovany. Chininové vzorky obsahuji
92 %, resp. 87 % deklarovaného obsahu chininu. Chinotoxin byl identifikovan jako rozpadovy produkt
chininu. Koncentrace theofylinu a kofeinu v pfislusnych formach zlstala po letech nezménéna. Nizsi
mnozstvi ucinné latky (pokles o 8-22 %) bylo nalezeno v piipravcich obsahujici sulfanilamid, barbital,
fenobarbital a aminofenazon. Degradaéni produkty nebyly u téchto 1é¢iv nalezeny.

Klic¢ova slova: degradace, dlouhodoba stabilita, 1é¢iva, RP-HPLC, spektrometrie

Abstract

Pharmaceutical preparations of quinine (injection solutions), sulfanilamide, aminophenazone, barbital
(tablets), caffeine, phenobarbital (dragee), and theophylline (suppositories) about seventy years old were
analyzed using RP-HPLC. Samples were quantified by HPLC-UV and UV-spectrophotometry. Products of
degradation were identified using HPLC-UV and HPLC-MS. Conditions of separation were optimized. The
samples of quinine injection solutions consist of 92% or 87% of declared quinine content. Quinotoxine has
been identified as the product of quinine degradation. The quantification of theophylline in suppositories and
caffeine in dragee did not show any degradation after more than 67 years from their manufacturing. Decrase
of potent amount (decrase about 822 %) were found in drugs containing sulfanilamide, barbital,
phenobarbital and aminophenazone. Products of degradation of these pharmaceuticals were not found.

Key words: degradation, long-term stability, pharmaceuticals, RP-HPLC, spectrometry
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

APCI

DAD
ESI
FLD
HPLC
MS

Q-TOF

QTrap
Ry,
TISP
TOF

uv
Wi
Ao
Aex

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (angl. atmospheric pressure chemical ionization)
faktor asymetrie piku

detektor s diodovym polem (angl. diode array detector)

ionizace elektrosprejem (angl. electrospray ionization)

fluorescencni detekce

vysokoucinna kapalinova chromatografie (angl. high-performance liquid chromatography)
hmotnostni spektrometrie (angl. mass spectrometry)

pocet meteni

nebo pocet teoretickych pater

trojity kvadrupdl ve spojeni s analyzatorem ,,doby letu” (angl. triple quadrupole and time of
flight)

trojity kvadrupol ve spojeni s iontovou pasti (angl. triple quadrupole and ion trap)

rozliseni piku

turboionspray ionizace

doba letu (angl. time of flight)

retencni ¢as (min)

ultrafialovy

sitka piku v poloving vysky piku (min)

emisni vlnova délka

excita¢ni vlnova délka



1 CiL PRACE

Cilem predkladané diplomové prace je analyza historickych 1é¢ivych piipravki, stanoveni
obsahu ucinné latky a identifikace ptipadnych degradacnich produkta. Stabilita 1éciv
se obvykle sleduje po dobu maximalné péti let. V tomto casovém useku by méla byt
zachovana jakost 1éciva, které je skladovdno za optimalnich specifikovanych podminek.
Analyzou historickych lé¢ivych pfipravkll je mozné posoudit stabilitu ucinnych latek
a identifikovat ptipadné degradacni produkty v 1é€ivu v delSim Casovém horizontu. Prave
znalosti kvality a kvantity aéinné latky lze posuzovat, zda doslo ke zmén¢ terapeutické

ucinnosti lé¢ivého piipravku.



2 TEORETICKY UVOD

Analyticka chemie hraje vyznamnou roli pii studiu slozeni materiali pouzivanych nebo
vyrabénych v minulosti. Vysledky takovych analyz poskytuji obraz o technologii,
socialnich zvycich a jind zajimava zjisténi v kontextu analyzovaného objektu, zaroven
mohou byt dilezité pro piipadné restaurdtorské a konzervatorské tucely. Jednou
ze zajimavych oblasti aplikace analytické chemie na historické objekty je studium slozeni
historickych vzorkl 1é¢ivych ptipravki, at’ jiz za ucelem jejich identifikace (v piipade, ze
neni znamo, o jaké 1é¢ivo se jednd), objasnéni neznamé ¢i nejasné receptury, ziskani
informaci o kvalité pouzitych surovin ¢i stanoveni degradacnich produktl starnuti 1é¢ivych
latek. Ptikladem mize byt analyza léc¢ivého piipravku z cinové pyxidy nalezené
ve starovékém lodnim vraku v zalivu Baratti, datované do let 140—130 pt. Kr. Podle
identifikovanych komponent (hydrozincit, smithonit, hematit, Skrob, zviteci a rostlinny tuk
a smula z borovice) se jednalo pravdépodobné o oftalmologicky preparat [1]. Jinymi
ptiklady jsou analyza masti ze 16. stoleti [2] nebo pryskyfic a balzamt z 18. stoleti [3].
Analyzovanymi vzorky v této praci byly historické 1é€ivé ptipravky (injekéni roztoky,
tablety, drazé a Gipek) ziskané ze sbirek Ceského farmaceutického muzea v Kuksu.
Utinnymi latkami 1é¢iv byly alkaloidy, sulfonamidy, derivaty barbiturové kyseliny
apyrazolu, staffi v rozmezi sedmdesati a osmdesati let. Vzorky byly analyzovany
separa¢nimi metodami HPLC s fluorescencnim a UV detektorem a HPLC-MS, a dale
spektrometrickymi metodami. Postupy pievzaté z literatury byly optimalizovany. Ug¢inné

latky byly kvantifikovany a ptipadné degradacni produkty byly identifikovany.

2.1 Stabilita IéCivych latek a |ékovych forem

Léciva latka mize podléhat riznym chemickym reakcim, jejichZz nésledkem dochazi

k ubytku 1éCivé latky a k tvorbé produktu, ktery muze byt toxicky [4]. Z toho diivodu je
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dilezité, aby kvalita 1é¢ivé latky, nebo presnéji jejiho 1é€ivého piipravku zlistala zachovana
az do data expirace. Terapeutickd ucinnost souvisi s mnozstvim 1écivé latky, proto se
nejcastéji sleduje jeji ubytek ve zvoleném cCasovém useku [4, 5]. Léciva latka muze
podléhat riznym degradacnim reakcim, jejichz produkty mohou byt toxické. Identifikaci
téchto produktli lze objasnit degrada¢ni mechanismus U¢inné latky, jehoz znalost je
dilezita z n€kolika davodi:

1. Degradac¢ni reakci vznika toxicky produkt. Pfikladem je malo toxicky pralidoxim, ktery
v bazickém prosttedi podléha rozpadové reakci za tvorby toxického kyanidu [4, 6].

2. Léciva latka by méla byt stabilni nejen ve své I€kové formé, ale také po jeji aplikaci.
Mnoho 1é¢ivych latek mize byt stabilni pfi neutralnim pH, které je shodné s prostiedim
tenkého stfeva, ale mohou podléhat rozpadu pii nizkych hodnotach pH Zaludec¢nich
stav [4].

Lécivé latky mohou na zdkladé své chemické struktury podléhat nejriznéjSim
degrada¢nim reakcim. NejCastéji se jednd o hydrolyzu, dehydrataci, izomerizaci
a racemizaci, eliminaci, oxidaci, nebo o komplexni interakci s pomocnymi, nebo jinymi
ucinnymi latkami. Tyto reakce mohou byt ovlivnény fadou faktori, jako je svétlo, teplota,
vlhkost, pristup vzduchu (vzdusna oxidace), pH, nebo kontaminace mikroorganismy.

Hydrolyza je jednou z nejcastéjSich degradacnich reakci. Pro mnoho Ilécivych
ptipravki je bézné, ze se dostanou do kontaktu s vodou. Lé€ivé ptipravky v pevné forme
Casto pfichazeji do kontaktu se vzduSnou vlhkosti [4]. K hydrolyze dochéazi nejcastéji
u lécivych latek obsahujici esterovou funkéni skupinu, jako jsou tropanové alkaloidy,
kokain a n¢kterd lokalni anestetika (prokain, tetrakain). Hydrolyze také podléhaji 1écivé
latky obsahujici amidovou funkéni skupinu. Jedna se napiiklad o alkaloid ergometrin, nebo
barbituraty [5].

Dalsi ¢astou degradacni reakci je oxidace. Lécivé ptipravky jsou vystaveny vzduSnému
kysliku béhem procesu piipravy, nebo béhem dlouhodobého skladovani. Oxidacni
mechanismus 1é¢ivé 1atky souvisi s jeji strukturou a s ptitomnosti reaktivniho kysliku nebo
jinych oxidantd.

Eliminaci nej¢astéji podléhaji karboxylové kyseliny, které mohou odsté€pit molekulu
oxidu uhli¢ité¢ho. Piikladem muze byt dekarboxylace 4-aminosalycilové kyseliny [4].

Lékové formy malokdy obsahuji samotnou tu¢innou latku. Casto byvaji pfitomny
podplrné latky, které mohou s lé¢ivou latkou reagovat, stejné tak mohou byt v 1ékové

formé ptitomny dvé i vice 1é¢ivych latek, které mezi sebou reaguji.
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Vnitini faktory, jako je struktura 1é¢ivé latky, nebo faktory vnéjSiho prostredi jako je
pH, iontova sila, vlhkost, svétlo, kyslik ¢i pfisady a pomocné latky maji vliv na degradacni
reakce. Stabilita pevnych latek pak zalezi také na bodu tani, krystalizaci a hygroskopicit¢.
Na stabilitu 1é¢ivého piipravku bude mit vliv i jeho forma. Injek¢ni roztoky, které jsou
zataveny ve sklenénych ampulich, budou pravdépodobné stabilngjsi delsi dobu, protoze
jsou lépe izolovany od okolniho prostfedi. Pro skladovani 1éCivych piipravki je obecné
vhodnéjsi zamezit vys$Sim teplotam, ptistupu vzduchu a svétla.

Lécivé 1 pomocné latky existuji v mikroskopickych fyzikalnich stavech s riiznou mirou
usporddani. Ptikladem mohou byt amorfni, krystalické, hydratacni a solvatacni stavy.
Lécivé i pomocné latky mohou tak s ¢asem piechazet z nestabilnich ¢i metastabilnich stavi
do termodynamicky stabilnich stavii. Fyzikalni stabilita je ovlivnéna mnoha faktory

shodnymi s faktory, které maji vliv na chemickou stabilitu [4].

2.2 Chinin

Charakteristika. Chinin je alkaloid s chinolinovym kruhem. Jde o dvojsytnou bazi,
kterd s kyselinami vytvaii soli chininu. Lze jej pfipravit synteticky, nebo ziskat z klry
chinovniku cerveného (Cinchona succirubra) a chinovniku lékaiského (Cinchona
officinalis). Jeho systematicky nazev je (R)-(6-methoxychinolin-4-yl)((2S5,4S,8R)-8-vinyl-
-1-azabicyclo[2,2,2]oktan-2-yl)methanol, CASN 130-95-0, struktura je wuvedena
na obr. 2.1. Sumarni vzorec chininu je Cy0H24N>O, a relativni molekulovd hmotnost je

324,42 (cit. [6, 7)).

Obr. 2.1: Strukturni vzorec chininu.

Fyzikalni a chemické viastnosti. Je to bily mikrokrystalicky prasek s teplotou tani
57 °C, bez zapachu, velmi hotké chuti. Je dobfe rozpustny ve vod¢, v etheru a

alkoholu [6, 7].


https://cs.wikipedia.org/wiki/Methanol
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Izolace. Roku 1820 byl chinin izolovan z klry chinovniku francouzskymi chemiky
Pierre-Joseph Pelletierem a Joseph-Bienaime Caventou. Tato metoda je dosud jedinou
ekonomicky vyhodnou metodou ziskavani chininu. Praskovana kira chinovniku je
smichana s oxidem vapenatym, vodou a s roztokem hydroxidu sodného a ponechana
24 hodin. Smés je pak extrahovéana benzenem pod zpétnym chladicem. Benzenovy extrakt
je za horka filtrovan do délici nalevky obsahujici kyselinu sirovou za ucelem vytvoteni
hydrogensiranu chininu. Oddélenda smés kyseliny a hydrogensiranu chininu je pak
zahfivana a neutralizovana uhli¢itanem sodnym (hydrogensiran je pfeveden na siran).
Procisténi smési se provadi, po okyseleni par kapkami kyseliny sirové, piidanim aktivniho
uhli, zahiivdnim a néslednym filtrovanim. Chinin sulfat se po vychladnuti filtratu odd¢li
od roztoku filtraci. Pro pfipravu ¢istého chininu se chinin sulfat rozpousti ve vrouci vodé
spolu s uhli¢itanem sodnym a nésledné se nechdva krystalizovat [7].

Syntéza. V poloviné 19. stoleti se August Wilhelm von Hofman zabyval syntézou
chininu z uhelného dehtu. Predpokladal reakci dvou ekvivalenti naftylaminu se dvéma
molekulami vody. Roku 1854 byl Adolfem Streckerem upifesnén sumérni vzorec chininu
ao dva roky pozdéji se William Henry Perkin pokusil syntetizovat chinin za pomoci
N-allyl-o-toluidin a kysliku se soucasnym odstépenim molekuly vody, coz ale mélo
za nasledek tvorbu barviva mauveinu. V t¢ dobé Louis Pasteur provedl degradaci chininu
kyselinou sirovou na chinotoxin (obr. 2.2), ktery byl roku 1918 pouzit Paulem Rabem jako
vychozi latka pro zpétnou syntézu chininu, respektive jeho stereoizomerti. Koncem
2. svétové valky (1944) byla navrzena Robertem B. Woodwardem syntéza chinotoxinu.
Vladimir Prelog demonstroval degradaci chinotoxinu na homomerochinin, ktery je snaze
syntetizovatelny a nasledné predstavil i zpétnou rekonstrukci chinotoxinu [§8, 9]. Milan
Uskokovi¢ v roce 1970 piedstavil syntézu chininu se stereochemickou kontrolou na vét§ing

chiralnich center, na kterou pozd¢ji navazal Gilbert Stork [8].

o ://CHQ
" 7 \ ;
NH
o)
/

H;C

Obr. 2.2: Strukturni vzorec chinotoxinu.
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Farmakologie. Chinin piisobi jako protoplazmaticky jed, inhibuje fadu enzymi a ma
dlouhotrvajici lokélni anesteticky ucinek. Roztoky chininu a jeho soli maji silné hotkou
chut' [6, 9]. Pouziva se v medicin¢ jako antipyretikum a antimalarikum. Pfi rychlém
intravenoznim podéani dochazi k tézké hypotenzi, arytmii a akutnimu obéhovému selhani.
Doporuc¢ena déavka chininu pro dospélého je 600 mg infuzi, pomalu podéavané.
Pro intraven6zni podani je vhodné chinin rozpustit ve fyziologickém roztoku s 5%
obsahem dextrosy. Pfi 1écbé malarie je obvykld ordln€¢ podavana davka v podobé kapsli
chininu nebo jeho soli o obsahu 325 mg Ctyfikrat denné po dobu jednoho tydnu. Letalni
davka chininu oralné pro dospélého jedince je ptiblizn¢ 8 g. Podle literatury [11, 12] je
chinin jak v pevné formé¢ (v tableté), tak i v roztoku (jako jeho dihydrochloridova stl pro
intravenozni podani) v ¢ase stabilni a nedochazi k jeho degradaci. Pfi zahfivani na teplotu
prevySujici 100 °C v ptitomnosti kyseliny, napf. acetylsalicylové, dochédzi k oxidaci
hydroxylové skupiny a k rozruSeni chinuklidinového kruhu za vzniku toxictéjsiho
chinotoxinu, ktery je bez antipyretického ucinku. Antimalaricky ucinek je slab$i nez
u chininu [12]. K exkreci metabolitii chininu dochazi pfedev§im moci [6], podle literatury
[13, 14] se vylucuje v nejvétsim zastoupeni jako 3-hydroxychinin, jehoZz struktura je spolu

s dal§imi metabolity uveden na obr. 2.3.
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(b)

(d)
Obr. 2.3: Metabolity chininu: (a) (3S)-hydroxychinin, (b) 2'-chininon, (c) (10R)-10,11-dihydroxy-
dihydrochinin, (d) (105)-10,11-dihydroxydihydrochinin.

Analyza. Chinin lze analyzovat pomoci separatnich metod. Vedle plynové
chromatografie [7] se chinin stanovuje kapalinovou chromatografii [6, 7]. V literatuie je
popsano stanoveni reversni kapalinovou chromatografii s fluorescen¢ni detekci v 1é¢ivech
a biologickych tekutinach s kvantifikaénim limitem 0,5 mg dm™ [15] a ve standardu
chininu [16]. Pro stanoveni chininu v léCivech byla popsana kvantifikace kapalinovou
chromatografii s UV detekci [17]. Kapalinova chromatografie ve spojeni s Q-TOF jako
hmotnostnim detektorem byla popsana pro analyzu standardu chininu s elektrosprejovou
ionizaci [14]. Byla popsana [18] analyza standardu chininu za pouZiti trojit¢ho kvadrupolu
jako hmotnostniho analyzatoru s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim moddu.
Kvantifika¢ni limit této metody je 10 pg dm™. V literatufe [19] je popsana analyza chininu
metodou hmotnostni spektrometrie s elektronovou a elektrosprejovou ionizaci.

Ke stanoveni chininu lze také pouzit UV-spektrofotometrii a spektrofluorimetrii [6, 7].
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2.3 Sulfanilamid

Charakteristika. Sulfanilamid se fadi mezi sulfonamidy, které jsou derivaty sulfonovych
kyselin. Pfipravuji se syntézou substituentli na amidovou (—SO,—NH—-R) nebo aminovou
(-NH») skupinu sulfanilamidového jadra. Vyskytuje se samotny a Casto i ve formé sodnych
soli [6, 20]. Systematicky nazev je 4-aminobenzensulfonamid, CASN 63-74-1. Struktura je
uvedena na obr. 2.4. Sumarni vzorec sulfanilamidu je CcHgN,O,S a relativni molekulova

hmotnost je 172,20 (cit. [6]).
NH,

HZN\S
AN
o O

Obr. 2.4: Strukturni vzorec sulfanilamidu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti. Jde o bily krystalicky prasek, ktery se pti zahfivani
barvi fialovo-modfe za vzniku anilinu a amoniaku. Taje pifi 165 °C. Je rozpustny ve vode¢,
ethanolu a acetonu. V chloroformu a etheru je prakticky nerozpustny. Dobie se rozpousti
v roztocich alkalickych hydroxidua a kyselin¢ chlorovodikové [6].

Syntéza. Sulfanilamid objevil Paul Gelmo zacatkem 20. stoleti [21, 22], ktery latku
syntetizoval ze 4-(acetylamino)-benzensulfonyl chloridu. V roce 1932 bylo patentovano
azobarvivo prontosil, u kterého Domagk, Mietzsch a Klarer [23] objevili in vivo
antibakterialni uc¢inky. Prontosil se pfi aplikaci metabolizuje na sulfanilamid [24]. Syntéza
podle Gelma [22] je uvedena na obr. 2.5. Podle literatury [25] je mozné vychozi produkt
syntézy podle Gelma pfipravit z anilinu (obr. 2.6).

o%‘/c:H3

NH NH, NH HClI NH,
/©/
Cl /( j H,N /[ ]
\S 2 \S H2N\S

//N\\ //\\ /N
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o CHj
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O

Obr. 2.5: Syntéza sulfanilamidu podle Gelma.
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Obr. 2.6: Syntéza 4-(acetylamino)-benzensulfonyl chloridu z anilinu.

Farmakologie. Sulfanilamid plisobi jako antibiotikum na bakterie, které syntetizuji
listovou kyselinu. Inhibuje gram pozitivni i negativni bakterie, zejména pak na Chlamydia
trachomatis, Escherichia coli, klebsiella, nocardia, salmonella, shigella a enterobakterie.
Bakterie rodu rickettsia sulfanilamid naopak stimuluje k rlstu. Listovou kyselinu tyto
bakterie syntetizuji pomoci dihydropteroat synthasy (EC 2.5.1.15), kterou sulfanilamid
kompetitivn¢ inhibuje, protoze je strukturné blizky substratu enzymu (p-aminobenzoové
kyseling). Zivocisné buiiky jsou proti sulfanilamidu rezistentni, protoZe nesyntetizuji
listovou kyselinu. Sulfanilamid se podava oraln€, absorbuje se pak v Zaludku, méné
v tenkém stievu. Terapeuticka koncentrace v krvi se pohybuje v rozmezi 40-100 mg dm .
Cast absorbované latky se v jatrech acetyluje a glukuronizuje. Sulfanilamid se véetné
inaktivnich metaboliti vylu¢uje moci [20], jejich struktury jsou uvedeny na obr. 2.7.
Hlavnim metabolitem sulfanilamidu je 4-acetylaminobenzensulfonamid, dalSimi
metabolity pak jsou 2-aminofenol-5-sulfonamid a N-(4-acetamidobenzensulfonyl)-acet-

amid [26, 27].

NH _CHj NH,
H2N\S O HaN< o on
0//\\0 (a) O//\\O (b)
a
NH T(CH3
HC NH O
~S
T /N
(@) o O

(c)

Obr. 2.7: Metabolity sulfanilamidu: (a) 4-acetylaminobenzensulfonamid, (b) 2-aminofenol-5-sulfonamid a

(c) N-(4-acetamidobenzensulfonyl)-acetamid.
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Analyza. Sulfanilamid se analyzuje pomoci plynové i kapalinové chromatografie [6].
V literatufe je popséna analyza metodou reversni kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (QTrap analyzator) s elektrosprejovou ionizaci v matrici veterinarnich
1é&iv (limit kvantifikace 2,9 ng g ') [28]. Reversni kapalinovéa chromatografie s UV detekci
byla popsana pro stanoveni standardu sulfanilamidu s kvantifikatnim limitem
025 mg dm™ [29]. Sulfanilamid v 1&¢ivu lze stanovit také metodou UV-spektro-

fotometrie [30].

2.4 Aminofenazon

Charakteristika. Aminofenazon, nebo také aminopyrin, je pyrazolonovym derivatem.
Aminofenazon lze pfipravit z fenazonu, ktery vznikd syntézou fenylhydrazinu a ethyl-
acetoacetatu [31, 32]. Vyskytuje se ve formé soli, naptiklad jako stl salycilové a askorbové
kyseliny. [6, 24]. Systematicky ndzev je 4-dimethylamino-1,5-dimethyl-2-phenyl-4-
-pyrazolin-3-on, CASN 58-15-1. Struktura je uvedena na obr. 2.8. Sumarni vzorec

aminofenazonu je C;3H;7N30 a relativni molekulova hmotnost je 231,29 (cit. [6]).

N

o§; y.—CHs
HsC~N\ CH,
CHj

Obr. 2.8: Strukturni vzorec aminofenazonu.

Fyzikalni a chemické viastnosti. Tvoti malé bezbarvé krystaly, krystalicky praSek ma
bilou barvu. Teplota tani se pohybuje v rozmezi 107-109 °C. Je dobie rozpustny
v chloroformu a ethanolu. Rozpousti se také ve vod¢, benzenu a v etheru [6].

Syntéza. V osmdesatych letech 19. stoleti byl Ludwigem Knorrem patentovan Iék
Antipyrin s fenazonem, jako U¢innou latkou. V roce 1896 byl uveden lék Pyramidon
s u¢innou latkou aminofenazonem, ktery ma tfikrat siln€js$i antipyreticky Uc¢inek neZ
fenazon [32]. Aminofenazon lze pfipravit z fenazonu, ktery byl Knorrem syntetizovan

z fenylhydrazinu a ethylacetoacetdtu [31]. Kondenzaci reaktantli vznikd meziprodukt
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1-fenyl-3-methylpyrozolon, jehoz methylaci vzniké fenazon. Schéma syntézy je zobrazeno

na obr. 2.9.

OH (o]
CH,I/(CH,),SO
+ | C)\/U\O/\CH — ’ A
3 3 N N
HN\ O~ \NH O~ \N/CH3
NH, o _

CHj CH,

Obr. 2.9: Syntéza fenazonu z fenylhydrazinu a ethylacetoacetatu.

Aminofenazon pak lze prfipravit bromaci fenazonu a naslednou reakci

s dimethylaminem (obr. 2.10) (cit. [32]).

Br, (CH;),NH
Ny—CHs — —

0=\, _CH, O=_N\,,_CH,

N N

CHs Br CHs HsC~N\ CHy
CHj

Obr. 2.10: Bromace fenazonu a reakce s dimethylaminem za vzniku aminofenazonu.

Dalsim zpisobem piipravy je diazotace fenazonu a nasledna redukce za vzniku
1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolonu (obr. 2.11) a jeho reakci s dvéma ekvivalenty
chloroctové kyseliny (obr. 2.12), nebo katalyticky za vysokého tlaku reakci 1-fenyl-2,3-
dimethyl-4-amino-5-pyrazolonu s dimethyletherem (obr. 2.13) (cit. [32]).

NaNO,/HCI Zn/CH,COOH

N N
—> ,
Oﬁ/m-b Oﬁ/CHe’ ﬁ/CHs

CHg O=N CH; HoN CH;

Obr. 2.11: Syntéza meziproduktu 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolonu.
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2 CICH,COOH 2 CO,
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Obr. 2.12: Reakce 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolonu s dvéma ekvivalenty chloroctové kyseliny za

vzniku aminofenazonu.

y (CH,),0
O~ Ny —CHs i - > N
N katalyza: vysoky tlak O “n—CHs
HoN CHg HC—N CH;
\
CHs3

Obr. 2.13: Katalyticka reakce 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolonu s dimethyletherem pfi vysokém

tlaku za vzniku aminofenazonu.

Farmakologie. Aminofenazon ma podobné jako fenazon antipyretické ucinky a tadi se
nepouziva, protoze léCivé pripravky obsahujici aminofenazon zplsobuji agranulocytézu
[24]. Za plsobeni dusitanu sodného v kyselém prostiedi vznik4d dimethylnitrosamin, ktery
je potencidlnim karcinogenem [24, 33]. Aminofenazon se podava oralné [6]. Terapeuticka
davka se pohybuje mezi 300-500 mg [32], davka 5 g je letalni [6]. VyluCuje se predevSim
moci. Metabolizuje se nejvetsi mérou na 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-(methylamino)-5-pyra-
zolon, 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolon a 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-(acetamido)-
-5-pyrazolon (obr. 2.14) (cit. [6, 34, 35]).
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Obr. 2.14: Metabolity aminofenazonu: (a) 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-(methylamino)-5-pyrazolon,
(b) 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-amino-5-pyrazolon, (c) 1-fenyl-2,3-dimethyl-4-(acetamido)-5-pyrazolon.

Analyza. Aminofenazon se kvantifikuje pomoci reversni kapalinové chromatografie
s UV detekci. Byl stanoven v krysi moc¢i pfi 251 nm [35], v ¢ipku pfi 253 nm [36]
a v lidské moci pii 254 nm [37]. Analyzuje se také reversni kapalinovou chromatografii ve
spojeni s tandemovou hmotnostni detekci v 1é¢ivu elektrosprejovou ionizaci (limit
kvantifikace je 0,3ngg ') [38] a v biologické matrici elektrosprejovou ionizaci (limit

kvantifikace je 5,0 ng g ') [39].

2.5 Barbital

Charakteristika. Barbital, jinak nazyvany diethylbarbiturova kyselina, je derivatem
barbiturové kyseliny. Existuje samotny a Casto také ve form¢ sodné soli, ktera je ve vodé
Iépe rozpustna [6, 24]. Systematicky nazev je 5,5-diethyl-2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidi-
netrion, CASN 57-44-3. Struktura je uvedena na obr. 2.15. Sumdarni vzorec barbitalu je
CsH,N,03 a molekulova hmotnost je 184,192 (cit. [6]).

H
N

O /O

HsC NH

HaC O

Obr. 2.15: Strukturni vzorec barbitalu.
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Fyzikalni a chemické viastnosti. Tvoti bezbarvé krystaly, nebo bily krystalicky prasek.
Teplota tani se pohybuje v rozmezi 188—192 °C. Je rozpustny v ethanolu a etheru mén¢ pak
v chloroformu a vod¢. Rozpousti se také v acetonu a v zasaditych roztocich [6].

Syntéza. Barbital byl objeven v roce 1884 Josephem von Meringem, tedy dvacet let po
objeveni barbiturové kyseliny Adolfem von Baeyerem. Barbital byl patentovan
von Meringem a Emilem Fischerem roku 1903 pod ndzvem Veronal [31]. Barbital lze
pripravit kondenzaci mocoviny a diethyl-2,2-diethylmalonatu [32]. Kondenzaci reaktanti
za pritomnosti ethoxidu sodného vznika, za soucasné eliminace dvou ekvivalentli ethanolu,

diethylbarbiturova kyselina. Schéma syntézy je zobrazeno na obr. 2.16.

H
0. _N_ _O
@ 9 N /ﬁ\ C,H,ONa Y
> NH

Hse” O 07 TCH;  H,N NH, HsC

HsC CHj Hec” O

Obr. 2.16: Syntéza barbitalu z mo¢oviny a diethyl-2,2-diethylmalonatu.

Farmakologie. Barbital patifi mezi hypnotika, pouziva se taky pro 1écbu epileptickych
zachvatl [32]. V zévislosti na ddvce dochdzi umérné k Gtlumu centralni nervové soustavy.
Nizké davky vedou k sedaci. Pii pfekroceni hypnotické davky miize dojit k celkové
anestezii a kone¢n¢ pak k utlumeni respiranich a vasomotorickych center v prodlouzené
miSe, coz ma za nasledek koma a pripadné smrt. Barbital se, podobné& jako jiné barbituraty
s vyjimkou fenobarbitalu, biotransformuje v jatrech oxiddzami na alkoholy, kyseliny
a ketony, které se pak moci vylucuji ve formé glukuronidovych konjugata [20]. Velka cast
absorbované davky se ale vyluuje v nezménéné form¢, mensi podil barbitalu se
metabolizuje na 5-ethylbarbiturovou kyselinu a 5-ethyl-5(2-hydroxyethyl)barbiturovou
kyselinu (obr. 2.17) [40]. VétSina barbiturdti se metabolizuje pomalu, barbital
a fenobarbital patfi do skupiny hypnotik s dlouhym biologickym polo¢asem [6, 20, 40].
Barbital se podava oralné [6, 32]. Davka podavana oralné se pohybuje mezi 300—600 mg
(terapeuticka koncentrace v plazmé je 5-30 mg dm™) [6, 32], davka 2 g je letalni. Vyluuje

se predevs§im moci [6].



22

H
o _N_ O
H
O _N_ 0O
HsC NH
HsC NH S
0 (a) OH (b)

Obr. 2.17: Metabolity barbitalu: (a) 5-ethylbarbiturova kyselina, (b) 5-ethyl-5(2-hydroxyethyl)barbiturova

kyselina

Analyza. Barbital se kvantifikuje pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci [6] a pomoci reversni kapalinové chromatografie s UV detekci pti 254 nm [6, 41]
a ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekei (trojity kvadrupdlovy analyzator, TISP, ESI

a APCI ionizace), limit kvantifikace je 0,5 ng g ' [42].
2.6 Fenobarbital

Charakteristika. Fenobarbital, je derivatem barbiturové kyseliny. Vyskytuje se volny,
ale i ve formé soli, naptiklad sodné, kterd je 1épe rozpustnd ve vod¢ [6, 43]. Systematicky
nazev je 5S-ethyl-5-fenyl-2,4,6(1H,3H,5H)-pyrimidintrion, CASN 50-06-6. Struktura je
uvedena na obr. 2.18. Sumarni vzorec fenobarbitalu je C;;H,N,Os3 a relativni molekulova

hmotnost je 232,24 (cit. [6]).
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Obr. 2.18: Strukturni vzorec fenobarbitalu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti. Fenobarbital tvofi bezbarvé krystaly, nachdzi se také
jako bily krystalicky prasek [6]. Taje v rozmezi teplot 174—178 °C. Volny se dobfe
rozpousti v ethanolu, etheru a chloroformu, Spatné¢ se rozpousti ve vodé a benzenu. Jako
sodna stl se velmi dobfe rozpousti ve vodé a ethanolu, ve chloroformu a etheru je pak

prakticky nerozpustny [6, 43]. Je stabilni v kyselém prostiedi, v roztocich s vysokym pH



23

podléhd hydrolyze, dochdzi k rozruseni vazby 1-6 v barbitalovém kruhu mezi
karbonylovym atomem uhliku a sousednim dusikem a nasledné dekarboxylaci.
Pti zahtivani se pak latka rozpada na a-ethylbenzenoctovou kyselinu a mocovinu [43].
Syntéza. Poprvé byl syntetizovan Heinrichem Horleinem v roce 1911 a von Baeyerem
proddvan o rok pozd¢ji pod nazvem Luminal [44]. Fenobarbital 1ze podle literatury [43]
pfipravit kondenzaci 1,2-diethyl-2-fenyl-3-methylesteru propandiové kyseliny a mocoviny
(obr. 2.19) nebo kondenzaci fenylacetonitrilu a diethylkarbonéatu za vzniku esteru, jehoz

ethylaci, naslednou kondenzaci s mocovinou a hydrolyzou vznikd fenobarbital

(obr. 2.20) (cit. [43]).

CHs3
H;C )
~o o o)
C,H,ONa
7 + T .
0 o H,N NH,

H;C

Obr. 2.19: Kondenzace 1,2-diethyl-2-fenyl-3-methylesteru propandiové kyseliny a mocoviny za vzniku

fenobarbitalu.
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Obr. 2.20: Syntéza fenobarbitalu kondenzaci vychozich latek fenylacetonitrilu a diethylkarbonatu.

Farmakologie. Fenobarbital byl nejprve podavan jako hypnotikum, antikonvulzivni
ucinky byly objeveny pozdéji Alfredem Hauptmannem. Pouzivd se dodnes pii 1é€bé
generalizovanych tonicko-klonickych zachvat [20]. Mezi nezadouci ucinky patii sedace,
zhorSeni kognitivnich a pamétovych funkci, mize mit i1 depresivni ucinky [24].
V zévislosti na davce dochdzi, podobné¢ jako u barbitalu, umérné k utlumu centralni
nervové soustavy [20]. Davka podavand oralné se snadno absorbuje [6]. Fenobarbital se
z Casti vylucuje moci v nezménéné podobé (20-30 %). Eliminaci lze urychlit zvysenim pH
mo¢i [6, 20]. Hlavnim metabolitem je p-hydroxyfenobarbital (obr. 2.21a)
(cit. [6, 20, 40, 43]) a N-glukopyranosylfenobarbital (obr. 2.21b) (cit. [6]).
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Terapeuticka koncentrace v plasmé se pohybuje mezi 2-30 mg dm™, denni davka
podavana oralné je v rozmezi 60—180 mg [6], jiny zdroj uvadi 30-120 mg [32]. Davka
1,5 g oraln¢ mtize byt letalni [6].

H;C
HO
O
NH
= /g
O N O
H (a) (b)

Obr. 2.21: Metabolity fenobarbitalu: (a) p-hydroxyfenobarbital, (b) N-glukopyranosylfenobarbital.

Analyza. Fenobarbital 1ze analyzovat reversni kapalinovou chromatografii s UV detekci
pti 254 nm [45], pfi 220 nm v moci a plasmé (limit detekce 0,1 pg dm™) [46], pfi 241 nm
v séru (limit kvantifikace 0,37 mg dm™) a pfi 215nm v lé&ivech (limit kvantifikace
0,11 mg dm™) [47]. Analyza fenobarbitalu metodou reversni kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekei byla popséana v literatute [48] v moci za pouziti trojitého kvadrupolu
jako hmotnostniho analyzitoru a elektrosprejové ionizace, limit detekce metody byl
10 pg dm™. Fenobarbital byl podle jiného zdroje [49] analyzovan v plasmé kvadrupolem
s iontovou pasti jako tandemovym hmotnostnim analyzéatorem s elektrosprejovou ionizaci.
Reversni kapalinovou chromatografii ve spojeni s trojitym kvadrupolem a ESI ionizaci byl
analyzovan fenobarbital v masnych vyrobcich. Limit kvantifikace metody byl 0,50 ng g'

(cit. [42]).

2.7 Kofein

Charakteristika. Kofein je podobn¢ jako theofylin xanthinovy alkaloid [9]. Jde o latku
rostlinného pivodu. Vyskytuje se napiiklad v Cajovniku cinském (Camellia sinensis),
v kavovniku arabském (Coffea arabica), v kakaovniku pravém (Theobroma cacao), nebo
v paulinii napojné (Paullinia cupana). Lze jej izolovat z rostlinnych materiald, nebo
piipravit synteticky [8, 32]. Vyskytuje se volny 1 vdzany ve form¢ soli [6]. Systematicky
nazev je 1,3,7-trimethyl-2,6-dioxopurin, CASN 58-08-2. Struktura je uvedena na obr. 2.22.

Sumarni vzorec kofeinu je CgH;oN4O, a relativni molekulovd hmotnost je 194,191

(cit. [6]).
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Obr. 2.22: Strukturni vzorec kofeinu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti. Kofein tvoii hedvabné bilé krystaly, obvykle slepené
dohromady. Nachazi se také jako bily krystalicky prasek. Taje pti 238 °C, ale sublimuje jiz
pfi 178 °C. Pokud kofein krystalizuje z vodného roztoku, vznikd monohydrat.
Pti krystalizaci z ethanolu, chloroformu nebo etheru vznika bezvody. Dobfe se rozpousti
v pyrrolu, ethylacetatu, chloroformu a tetrahydrofuranu. Je rozpustny ve vodé, alkoholu
a acetonu. Méné se pak rozpousti v etheru [6].

Izolace. Kofein byl poprvé izolovan v roce 1821 Ferdinandem Friedliebem Rungem
z kdvovych zrn. Chemicka struktura byla objasnéna Emilem Fischerem v roce 1882. O tii
roky pozdéji Fischer kofein syntetizoval [31]. Kofein lze extrahovat z listi ¢ajovniku.
Ze suSenych rozetienych listli se kofein extrahuje Soxhletovym extraktorem do ethanolu,
ze kterého se adsorbuje na oxid hofeénaty. Redénou kyselinou sirovou se pak desorbuje
a extrahuje chloroformem. Nakonec se ponecha krystalizovat. Kofein se také ziskava
ze zelenych kédvovych zrn vafenim v pare a naslednou extrakei chloroformem [50].

Syntéza. Kofein lze syntetizovat z mocoviny podle Traubeho. Meziproduktem syntézy
kofeinu je theofylin, ze kterého methylaci vznika kofein. Schéma syntézy theofylinu je
uvedeno v kapitole 2.8. Methylace theofylinu za vzniku kofeinu je uvedena na obr 2.23

(cit. [32, 50]).
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Obr. 2. 23: Syntéza kofeinu methylaci theofylinu.

Farmakologie. Kofein stimuluje centralni nervovou soustavu. Plsobi také na srde¢ni

sval a ledviny [8, 32]. M4 ve srovnani s theofylinem slabsi bronchodilata¢ni ucinky [24].
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Pisobi skrze nekolik metabolickych cest: antagonismus adenosinovych receptort, inhibice
fosfodiesterasy, uvolilovani intracelularniho vapniku a antagonismus benzodiazepinovych
receptortt [20, 24, 51]. Pro stimulaci centralni nervové soustavy se uziva oraln¢ davka
v rozmezi 50-200 mg kazdé 3 hodiny, maximaln¢ 1 g denné [6, 24]. Letalni davka se
pohybuje mezi 5-50 g oraln¢, ale bylo popsdno zotaveni po davce 30 g. Toxicky ucinek

nastavd pii koncentraci 15 mgdm™

kofeinu v krvi, letdlni koncentrace je pak
80 mg dm™ [6]. Kofein se v lidském t&le metabolizuje ze 70-80 % na paraxanthin, dale
pak natheofylin a theobromin, které se metabolizuji na 1-methylmocovou kyselinu,
I-methylxanthin a 1,7-dimethylmoc¢ovou kyselinu [52, 53]. Struktura primarnich

i sekundarnich metabolitl je uvedena na obr 2.24.
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Obr. 2.24: Metabolity kofeinu: (a) paraxanthin, (b) theofylin, (c) theobromin, (d) 1-methylmocova kyselina,
(e) 1-methylxanthin, (d) 1,7-dimethylmoc¢ova kyselina.

Analyza. Existuje mnoho chromatografickych metod pro analyzu kofeinu, jejich vycet
je uveden v citaci [54]. Kofein lze napiiklad kvantifikovat pomoci kapalinové
chromatografie s UV detekci pfi 265 nm v zeleném caji [55], nebo ve spojeni s
tandemovou hmotnostni detekci (QTrap analyzator, ESI ionizace) v moc¢i s limitem

kvantifikace 10 pg dm™ [56].
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2.8 Theofylin

Charakteristika. Theofylin je xanthinovy alkaloid, ktery je obsazen v listech ¢ajovniku,
v kdvovniku a v kakaovniku. Lze jej pfipravit také synteticky. Jeho systematicky nazev je
1,3-dimethyl-7H-purin-2,6-dion, CASN 58-55-9, jeho struktura je uvedena na obr. 2.25.

Sumarni vzorec theofylinu je C;HsN4O, a relativni molekulovd hmotnost je

180,17 (cit. [6, 57]).
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Obr. 2.25: Strukturni vzorec theohylinu.

Fyzikalni a chemické vlastnosti. Bezvody theofylin tvofi bilé krystalky bez zapachu
s teplotou tani mezi 270 a 274 °C. Vyskytuje se ve formé jak bezvodé a monohydratované,
tak ve formé& zésaditych soli. Ve slouceniné, ktera je tvotfena dvéma ekvivalenty theofylinu
a jednim ekvivalentem ethylendiaminu (pak se jednd o aminofylin) tvoii ve vodé lépe
rozpustnou stl, coz je vyhodné pii peroralnim podani [57]. Theofylin je rozpustny ve vodé,
chloroformu 1 ethanolu, méné pak v etheru. Rozpousti se také v fedénych kyselinach,
v roztocich alkalickych hydroxidl a v amoniaku [6, 57].

Izolace a syntéza. Theofylin byl poprvé izolovan Albrechtem Kosselem roku 1888 [58].
Ackoliv jej lze ziskat z kavovniku, ¢ajovniku nebo kakaovniku, vyrdbi se nejcastéji
synteticky z mocoviny podle Traubeho, ktery theofylin jako prvni syntetizoval coby
meziprodukt syntézy kofeinu [57]. Schéma syntézy je uvedeno na obr. 2.26.
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Obr. 2.26: Schéma syntézy theofylinu z mocoviny podle Traubeho [57]

Farmakologie. Theofylin ma bronchodilatac¢ni G€inky, proto se pouziva pii respiracnich
onemocnénich jako je chronicka obstrukéni plicni nemoc nebo astma [6, 59]. Terapeuticky

rozsah davky theofylinu v plasmé je velmi uzky (820 mg dm ), pokud dojde k jeho



30

prekroceni, mize dojit u pacienta k nevolnosti, zvraceni ¢i bolestem hlavy, také ale mtize
dojit k Zivot ohrozujicim staviim, jako je srde¢ni arytmie, nebo epilepticky zachvat
[57, 60]. Theofylin se bézné¢ podava ve formé tablet ordln€, ale také v podobé cipkt,
zejména u déti trpicich astmatem [57]. Pti identifikaci metaboliti theofylinu v moci byla
podle literatury [57, 60] zastoupena 1,3-dimethylmocova kyselina, v mensim mnozstvi pak
také 1-methylmocova kyselina a 3-methylxanthin (obr. 2.27). Podle literatury [59] dochazi
k ubytku theofylinu ve formé tablety v zavislosti na pH prostiedi. Pfi zahtivani na 80 °C
po dobu 24 hodin v 0,1M kyselin¢ chlorovodikové dochazi k nejvétsimu ubytku theofylinu
(az z 60 %), naopak v bazickém prostfedi 0,1M hydroxidu sodného pii 24 hodinovém
zahtivani na 80 °C se puvodni koncentrace theofylinu snizuje o 10-12 %. Bezvody
theofylin je pfi vysokych teplotach (80 °C po dobu 48 hodin) pomérné stabilni.
Pii vystaveni theofylinu oxida¢nimu vlivu 3% peroxidu vodiku po dobu 48 hodin
pii laboratorni teplot¢ dochéazi k 25% ubytku ptvodniho mnozstvi. Theofylin vazany
v podobé¢ ethylendiaminové soli (jako aminofylin) je podle Browera a kol. [61] v ¢ipku po

zahtivani na 40 °C po dobu 3 mésict stabilni.
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Obr. 2.27: Metabolity theofylinu: (a) 1,3-dimethylmocova kyselina, (b) 1-methylmocova kyselina,

CHs3

(¢) 3-methylxanthin.

Analyza. Theofylin absorbuje zéafeni v ultrafialovém spektru, je mozné ho stanovit
UV-spektrofotometrii. Ve form¢ ethylendiaminové soli se theofylin extrahuje
0,1M hydroxidem sodnym [57, 62], v alkalickém prostfedi ma pak absorpéni maximum
pfi 275 nm [6]. Kvantifikace theofylinu metodou reversni kapalinové chromatografie
s UV detekci byla popsana v 1é¢ivech pii 275 nm [63] a pfi 235 nm s kvantifikaénim
limitem 0,8 mg dm™ [59], v plasmé krysy pii 280 nm [60] a Glovéka p¥i 272 nm s limitem
kvantifikace 0,1 pgdm™ [64]. Reversni kapalinova chromatografie ve spojeni s TOF
hmotnostnim analyzatorem a elektrosprejovou ionizaci byla pouzita pro analyzu theofylinu
v krvi a plicni tkani [65]. K analyze lze také pouzit plynovou absorp¢ni chromatografii

[61], nebo plynovou chromatografii s hmotnostni detekci [6].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky

Vzorky historickych 1é¢ivych piipravkil byly ziskany z Ceského farmaceutického muzea
v Kuksu. Datace vzorkd byla provedena na zéklad¢ vytisténé Sarze (1937-1948). Pod-
minky skladovani vzorkii nebyly pfesné¢ znamy, lze ale ptedpokladat, ze byly uloZeny

v temnu za laboratorni teploty.
3.1.1 Analyzované vzorky injekcnich roztokui

Injekéni roztok ,,Chinin-calcium® byl vyroben firmou Pragochemia v roce 1948 (obr. 3.1).
Analyzovany roztok byl uchovavan v ampuli vyrobené z hnédého skla o objemu 5 ml.
Roztok zluté barvy mél deklarovany obsah chininu (jako baze) 3 %, jako pomocna latka
byl v roztoku pfitomny glukonat vapenaty [CASN 299-28-5] v podilu 10 %. Po otevfeni
ampule doslo béhem 24 hodin pfi laboratorni teploté i v chladu k tvorbé bilé sraZeniny.
Pti skladovani v teplotach pod bodem mrazu k tvorbé sraZzeniny nedochdzelo. Podle
literatury by se mohlo jednat o fosforenan vépenaty, vznikajici pravdépodobné

mikrobidlnim rozkladem glukonatu vapenatého [66].
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Obr. 3.1 Obal analyzovaného injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium® firmy Pragochemia, vyroben v roce

1948.

Injekéni roztok ,,Cardiazol-chinin® byl vyroben firmou Sanomedia s. r. 0. (Praha) v roce
1937 (obr. 3.2). Roztok nahnédlé barvy o objemu 1 ml byl uchovavan v ¢iré sklenéné
ampuli. Vyrobcem deklarovany obsah laktatu chininu [CASN 749-49-5] byl 0,25 g v 1 ml.
Roztok dale obsahoval 0,1 g pentamethylentetrazolu [CASN 54-95-5] v 1 ml.
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Obr. 3.2 Obal analyzovaného vzorku ,,Cardiazol-chinin“ vyrobeného firmou Sanomedia v roce 1937.

3.1.2 Analyzované vzorky tablet

Lécivy ptipravek ve formé tablet ,,Proseptol” byl vyroben firmou Dr. Klan Praha v roce

1945 (obr. 3.3). Kulaté bilé tabletky s délici ryhou o hmotnosti ptiblizn€ 0,5 g obsahuji dle
vyrobce 0,5 g Gcinné latky sulfanilamidu [CASN 63-74-1].

Obr. 3.3: Obal analyzovaného vzorku ,,Proseptol* vyrobce Dr Klan Praha z roku 1945.
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Lécivy piipravek ve formé tablet ,,Veraethyl” byl vyroben firmou Pragochemia kolem
roku 1945. Obal ptipravku je zobrazen na obr. 3.4. Jde o bilé kulaté tablety s délici ryhou
uprostied o hmotnosti ptiblizn¢ 0,4 g. Tableta obsahuje podle vyrobce 0,254 ¢
aminofenazonu [CASN 58-15-1] a 0,102 g barbitalu [CASN 57-44-3].

Obr. 3.4: Obal analyzovaného vzorku ,,Veraethyl®, ktery byl vyroben firmou Pragochemia kolem roku 1945.

3.1.3 Analyzované vzorky drazé

Lécivy piipravek ,,Guaral” jako drazé byl vyroben firmou Pragochemia pied rokem 1945.
Obal piipravku je zobrazen na obr. 3.5. Hmotnost kulovitych Sedych drazé se pohybovala
okolo 1 g. Vzorek obsahuje podle vyrobce 0,1 g fenobarbitalu [CASN 50-06-6] a 0,013 g
kofeinu [CASN 58-08-2]. Dal§imi latkami obsazenymi v ptipravku podle vyrobce byly:
fosfolaktat vapenaty (0,05 g), vaje¢ny lecithin (0,005 g), Extractum strychni siccum
(0,002 g), Extractum valerianae (0,09 g) a Extractum guaranae siccum (0,025 g).

Obr. 3.5: Obal analyzovaného vzorku ,,Guaral“, ktery byl vyroben firmou Pragochemia pfed rokem 1945.
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3.14 Analyzované vzorky Cipki

Lécivy pripravek ,,Syntophyllin“ Spolku pro chemickou a hutni vyrobu (nérodni podnik,
farmaceutické oddéleni, Praha 11), byl vyrobeny roku 1948 (obr. 3.6). Cipek byl
zlutohnédé barvy, zabaleny po jednotlivych kusech v alobalu. Deklarovany obsah uc¢inné

latky aminofylinu dihydratu [CASN 317-34-0] v jednom ¢ipku byl 0,35 g.

Obr. 3.6 Obal analyzovaného vzorku ,,Syntophyllin®“ Spolku pro chemickou a hutni vyrobu, vyrobeny roku
1943.

3.2 Pouzité chemikalie

Ke kvantifikaci u¢innych latek v analyzovanych vzorcich byly pouZity standardy:
chinin hydrochlorid dihydrat (analyticky standard, Sigma-Adrich), theofylin (> 99 %,
Sigma-Aldrich), sulfanilamid (analyticky standard, Sigma-Adrich), aminofenazon
(Sigma-Aldrich), barbital (Lachema), kofein (Zentiva) a fenobarbital (Sigma-Aldrich).
Pro stanoveni vapniku byl pouZit certifikovany referencni material (Analytika) s obsahem
1000 mg dm™ uhli¢itanu vapenatého v matrici 2% kyseliny dusiéné. Chinotoxin byl

pfipraven v laboratofi metodou dle Biddleho [67].
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Ostatni pouzité chemikalie byly analytické Ccistoty: acetonitril pro HPLC (Sigma-
-Aldrich), octan amonny (Lach-ner), octova kyselina 99 % (Lach-ner), hydroxid sodny
(Penta).

3.3 Postupy méreni a vyhodnoceni vysledki

3.3.1 PouZité pfistroje

Pro navazovani pevnych vzorki a standardi byly pouzity analytické véhy
Sartorius R 200 D. Rozpousténi bylo podpoieno ultrazvukovou lazni Sonorex RK 100
(Bandelin Electronic). Pti pfipravé pufri byl pouzit pH-metr 3510 znacky Jenway,
kalibrovany na standardni pufry. Roztoky byly filtrovany pomoci stiikackovych filtri FP
30/0,45CA (Whatman) o velikosti poru 0,45 pm.

Kapalinova chromatografie s fluorescenéni a UV detekei byla realizovdna na pfistroji
UHPLC Nexera XR (Shimadzu).

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci probihala na pfistroji Agilent Serie
1290 (Agilent Technologies) s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6460 (Agilent Technologies) a ESI ionizaci.

Atomova absorpcni spektrometrie byla realizovdna pfistrojem ContrAA 700 firmy
Analytikjena.

Pro UV-spektrofotometrii byl pouzit piistroj HP 8453 (Hewlet Packard), meéfeni

probihalo v kfemennych kyvetach s optickou drahou 1 cm.

3.3.2 Analyza vzorku ,,Chinin-calcium”

Analyzovany injekéni roztok, ktery obsahoval ucinnou latku v deklarované koncentraci
30 g dm, byl fedén mobilni fazi na predpokladanou koncentraci chininu 60 mg dm .
Natedény vzorek byl analyzovan metodou RP-HPLC za detekce DAD pfii vinové délce
254 nm a za fluorescencni detekce s excitani vlnovou délkou 325 nm a emisni vinovou
délkou 375 nm. Separace byla uskutecnéna na kolon¢ Zorbax Eclipse C18 (150 mmx4,6,
3,5 um; Agilent), kterd byla temperovana na 30 °C. Kvantifikace chininu probihala
metodou kalibracni pfimky izokratickou eluci za pouziti smési acetonitrilu

a 0,02M acetatového pufru (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH =4,00 (20:80, v/v). Priatok
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mobilni fize byl nastaven na 1,00 ml min '. Pro sestrojeni kalibraéni pfimky bylo pouZito
pét pfedem pfipravenych standardnich roztokti chininu hydrochloridu v koncentracnim
rozsahu 20-100 mg dm™. Pro statistické vyhodnoceni byl vzorek méfen tfikrat. Objem
nasttiku vzorku Cinil 5 pul a celkova doba analyzy trvala 20 minut. Hmotnostni detekce byla
uskuteénéna za pouziti ESI ionizace v pozitivhim a negativhim médu. Pro zmlZzeni byl
pouzit dusik (55 psi). Jako susici plyn byl pouzit dusik o pritoku 11 dm > min ', teploté
350 °C a napé¢ti na kapilaie 4 kV. Méfeni probihalo v rozsahu 100-700 m/z.

Pro ovéfeni kvantifikace chininu byla pouzita metoda UV-spektrofotometrie.
Analyzovany injekéni roztok byl fedén mobilni fazi v odmémé bance z pivodni
koncentrace 30 g dm > na predpokladanou koncentraci chininu 1,20 mg dm >, coz odpovida
3,70x10 *mol dm™. Analyza probihala pfi vinové délce 254 nm metodou pétibodové
kalibraéni piimky v koncentradnim rozsahu 1-5x10°mol dm™. Pro statistické
vyhodnoceni byl vzorek méten tiikrat.

Stanoveni glukonanu vapenatého bylo uskute¢néno atomovou absorpcni spektrometrii
metodou kalibraéni pfimky. Byl stanoven celkovy obsah vapniku, ktery v molekule
glukonanu vépenatého vdze dvé molekuly glukonanu. Podle obsahu vépniku byla zpétné
vypocitana koncentrace glukonanu vapenatého. Absorbance byla méfena na spektralni ¢are
vapniku o vinové délce 422,6728 nm. Pomér acetylenu (palivo) a oxidu dusného (oxidant)
byl 0,572. Obsah ampule byl kvantitativné pieveden, vcetné bilé srazeniny, do 100 ml
kyseliny dusi¢né ziedéné v pomeéru 1:99. Roztok byl dile fedén v destilované vodé
(s ptidavkem 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 10 ml roztoku chloridu draselné¢ho
o koncentraci 10 g dm ). Pfedpokladani koncentrace vapenatych kationtd fedéného
vzorku byla 0,375 mg dm”. Pro metodu kalibraéni piimky bylo piipraveno pét
standardnich roztoki v koncentracnim rozsahu 0,10-2,00 mg dm” fedénim
certifikovaného referenéniho materialu vapniku od Analytika, ktery obsahoval 1 g dm™
uhli¢itanu vapenatého v matrici 2% kyseliny dusi¢né. Kazdy roztok byl okyselen 0,5 ml
kyseliny dusi¢né a bylo piidano 5 ml chloridu draselného o koncentraci 10 g dm™,
nasledné byl roztok doplnén destilovanou vodou na objem 50 ml. Statistické vyhodnoceni

bylo provedeno z triplicitniho stanoveni vzorku.

3.3.3 Analyza vzorku ,,Cardiazol-chinin®

Vzorek obsahujici laktat chininu jako u&innou latku o deklarované koncentraci 250 g dm™

(obsah samotného chininu tedy byl 196 g dm™) byl fedén mobilni fazi na ptedpokladanou
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koncentraci laktdtu chininu 77,40 mg dm™ (odpovidajici koncentrace chininu je
60,65 mg dm ). Pro analyzu metodou UV-spektrofotometrie byl vzorek fedén mobilni fazi
na koncentraci 2,51 mg dm™ laktatu chininu, coz odpovida 6,06><1076 mol dm™> , Tesp.
1,97 mg dm™ chininu odpovidajici 6,06x107° mol dm™.

Natedény vzorek byl analyzovan kapalinovou chromatografii a UV spektrofotometrii

metodikou popsanou v kap. 3.3.2.
3.34 Analyza vzorku ,, Proseptol”

Analyzovana tableta o deklarovaném obsahu uc¢inné latky 0,5 g sulfanilamidu byla zvazena
(m=478,2 mg) a rozpusténa ve 100 ml mobilni faze. Rozpousténi bylo podpoieno
ultrazvukem. Vznikl tak roztok o teoretické koncentraci 4782 mg dm >, ktery byl filtrovan
a fedén mobilni fazi na ptfedpokladanou koncentraci 47,82 mg dm™.

Natedény vzorek byl analyzovan metodou RP-HPLC za detekce DAD pfi vinové délce
262 nm. Analyt byl separovan na koloné¢ Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 pm;
Agilent), kterd byla temperovdna na 30 °C. Kvantifikace probihala metodou kalibracni
pfimky izokratickou eluci za pouziti smési acetonitrilu a 0,1% octové kyseliny
(10:90, v/v). Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,75 ml min'. Objem néstiiku vzorku
byl 5 ul a celkovd doba analyzy trvala 5 minut. Kalibra¢ni pfimka byla strojena z péti
predem ptipravenych standardnich roztok sulfanilamidu v koncentratnim rozsahu
20-100 mg dm . Pro statistické vyhodnoceni bylo stanoveni vzorku provedeno tiikrat.

Hmotnostni detekce byla uskutecnéna za pouziti ESI ionizace v pozitivnim
a negativnim modu. Pro zmlZeni byl pouzit dusik (55 psi). Jako suSici plyn byl pouzit
dusik o pritoku 11 dm™ min', teploté 350 °C a napéti na kapilafe 4 kV. M&feni probihalo
v rozsahu 100400 m/z.

Kvantifikace sulfanilamidu byla ovéfena metodou UV-spektrofotometrie. Roztok
rozpuiténé tablety o pfedpokladané koncentraci sulfanilamidu 4782 mg dm™ byl filtrovan

3, coz odpovida 5,55x107° mol dm™.

a fedén mobilni f4zi na koncentraci 0,96 mg dm"
Analyza probihala pfi vlnové délce 259 nm metodou pétibodové kalibraéni ptimky
v koncentraénim rozsahu 2-10x10° mol dm™. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno

z triplicitniho stanoveni vzorku.
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3.3.5 Analyza vzorku ,Veraethyl”

Analyzovana tableta ,,Veraethyl* o deklarovaném obsahu 0,254 g aminofenazonu a 0,102 g
barbitalu byla zvazena (m =396,6 mg) a rozpuSténa za pomoci ultrazvukové lazné
ve 100 ml smési acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (CH3COOH/CH3;COONHjy)
o pH = 3,40 v poméru 15:85 (v/v). Vysledny roztok o ptedpoklddané koncentraci
aminofenazonu 2540 mg dm ™ a barbitalu 1020 mg dm™ byl filtrovan a déale fedén. Byly
piipraveny dva fedéné¢ vzorky. Pro analyzu aminofenazonu byl pfipraven vzorek
o piedpokladané koncentraci aminofenazonu 50,8 mg dm™. Pro analyzu barbitalu byl
pripraven vzorek o predpokladané koncentraci 204,0 mg dm .

Natedény vzorek byl analyzovan metodou RP-HPLC za detekce DAD. Aminofenazon
byl stanoven pii vinové délce 260 nm, barbital pak pfi 223 nm. Analyty byly separovany
na koloné Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent), kterd byla temperovana
na 30 °C. Kvantifikace probihala metodou kalibra¢ni piimky izokratickou eluci za pouziti
smési acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (CH;COOH/CH3;COONH,) o pH = 3,40
v poméru 30:70 (v/v). Priitok mobilni faze byl nastaven na 1,00 ml min . Objem nasttiku
vzorku byl 5 pl a celkova doba analyzy trvala 4 minuty. Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni
aminofenazonu byla strojena z péti pfedem pripravenych standardnich roztokt
v koncentraénim rozsahu 20-100 mg dm . Kalibra&ni ptimka pro stanoveni barbitalu byla
sestrojena z péti predem pfipravenych standardnich roztokii v koncentracnim rozsahu
80-400 mg dm . Statistické vyhodnoceni bylo provedeno z triplicitnich stanoveni obou
vzorkl.

Hmotnostni detekce byla uskuteénéna za pouziti ESI ionizace v pozitivnim
a negativnim modu. Pro zmlZeni byl pouZit dusik (55 psi). Jako susici plyn byl pouzit
dusik o pritoku 11 dm™ min™', teploté 350 °C a napéti na kapilate 4 kV. M&feni probihalo
v rozsahu 100-700 m/z.

Kvantifikace aminofenazonu byla ovéfena metodou UV-spektrofotometrie. Roztok
rozputéné tablety o piedpokladané koncentraci aminofenazonu 2540 mg dm™ byl
filtrovan a fedén vodou na koncentraci 5,1 mg dm™, coz odpovida 2,20x10~ mol dm™.
Analyza probihala pfi vinové délce 268 nm metodou standardniho pfidavku. Do kiemenné
kyvety obsahujici 2,00 ml natedéného vzorku byly pipetovany ptidavky o objemu 100 pl
(n=6) o koncentraci 92,5 mg dm™, coz odpovidd molarni koncentraci

4,00x10~* mol dm™. P¥i vypoctech byla provedena korekce objemu.
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3.3.6 Analyza vzorku ,,Guaral”

Analyzovany vzorek drazé ,,Guaral” o deklarovaném obsahu 0,013 g kofeinu a 0,01 g
fenobarbitalu byl zvazen (m = 1,008 g) a rozpustén ve 100 ml mobilni faze, ktera sestavala
z acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH =4,00 v po-
meéru 30:70 (v/v). Rozpousténi bylo podpoteno ultrazvukem a roztok byl pak prefiltrovan.
Pro stanoveni kofeinu byl filtrdt fedén mobilni fazi obsahujici acetonitril a
0,02M acetatovy pufr (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH=4,00 vpoméru 15:85 (v/v).
Piedpokladana koncentrace kofeinu v fedéném vzorku byla 65 mgdm™. Pro stanoveni
fenobarbitalu byl filtrat fedén mobilni fazi obsahujici acetonitril a 0,02M acetatovy pufr
(CH3COOH/CH3COONHy4) o pH = 4,00 v poméru 30:70 (v/v). Pfedpokladana koncentrace
fenobarbitalu v fedéném vzorku byla 15 mg dm™.

Natedéné vzorky byly analyzovany metodou RP-HPLC za detekce DAD. Kofein byl
stanoven pii vinové délce 272 nm, fenobarbital pak pfi 209 nm. Analyty byly separovany
na koloné Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent), kterd byla temperovana
na 30 °C. Kvantifikace probihala metodou kalibracni pifimky v pfipadé kofeinu
gradientovou eluci (viz kap. 4.5.3), fenobarbital byl stanoven izokraticky za pouziti smési
acetonitril a 0,02M acetatovy pufr (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH=4,00 v poméru
30:70 (v/v). Priitok mobilni faze byl nastaven na 1,00 ml min'. Objem nastiiku vzorku byl
5 pl. Celkova doba analyzy kofeinu trvala 13 minut, fenobarbitalu pak 6 minut. Kalibracni
pfimka pro stanoveni kofeinu byla strojena z péti pfedem piipravenych standardnich

roztoki v koncentraénim rozsahu 20-100 mg dm .

Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni
fenobarbitalu byla sestrojena z péti predem pfipravenych standardnich roztoka
v koncentraénim rozsahu 5-25mg dm™. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno
z triplicitnich stanoveni vzork.

Hmotnostni detekce byla uskuteénéna za pouziti ESI ionizace v pozitivnim
a negativnim modu. Pro zmlzeni byl pouzit dusik (55 psi). Jako susici plyn byl pouzit
dusik o pritoku 11 dm™ min™', teploté 350 °C a napéti na kapilate 4 kV. M&feni probihalo
v rozsahu 100-500 m/z.

Kvantifikace kofeinu byla ovéfena metodou UV-spektrofotometrie. Roztok rozpusténé
drazé o predpokladané koncentraci kofeinu 130 mg dm > byl filtrovan a fedén mobilni fazi
na koncentraci 1,3 mg dm™, coZ odpovidd 6,69x10° mol dm™. Analyza probihala

pti vlnové délce 272 nm metodou standardniho pfidavku. Do kifemenné kyvety obsahujici

2,00 ml natedéného vzorku byly pipetovany piidavky o objemu 15 pul (n = 6) o koncentraci
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100 mg dm™, coZ odpovida molarni koncentraci 5,15x10°* mol dm™. Pfi vypoctech byla

provedena korekce objemu.
3.3.7 Analyza vzorku ,,Syntophyllin“

Analyzovany ¢ipek (m = 1,9253 g) byl rozpustén v 250 ml mobilni faze v odmérné bance
v ultrazvukové lazni a piefiltrovan. Pkipraveny filtrat obsahujici teoreticky 1104 mg dm™
theofylinu (coZ odpovida deklarované koncentraci aminofylinu 1400 mg dm™) byl fedén
mobilni fazi, aby vznikl roztok o predpokladané koncentraci theofylinu 44,16 mg dm .

Vysledny roztok byl pouzit pro analyzu metodou RP-HPLC s detekci DAD pii vinové
délce 270 nm. Separace byla uskute¢néna na koloné Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm,
3,5 um; Agilent) temperované na 30 °C. Theofylin byl kvantifikovan metodou kalibracni
pfimky izokratickou eluci za pouziti smési acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru
(CH3COOH/CH3COONH,4) o pH = 4,00 (20:80, v/v). Priitok mobilni faze byl nastaven
na 0,50 ml min'. Objem nastiiku vzorku byl 5 ul a celkova doba analyzy byla 6 minut.
Pro sestrojeni kalibracni pfimky bylo pouzito pét pfedem pfipravenych standardnich
roztokii theofylinu v koncentraénim rozsahu 20-100 mg dm . Statistické vyhodnoceni
bylo provedeno z triplicitniho stanoveni vzorku.

Hmotnostni detekce probihala za pouziti ESI ionizace v pozitivnim a negativnim
modu. Pro zmlzeni byl pouzit dusik (55 psi). Jako suSici plyn byl pouzit dusik o pritoku
11 dm > min', teploté 350 °C a napé&ti na kapilate 4 kV. Analyza probihala v rozsahu
100-700 m/z.

MnozZstvi theofylinu ve vzorku bylo ovéfeno podle literatury [62] metodou
UV-spektrofotometrie. Vzorek Cipku rozpusténého v 250 ml mobilni faze byl fedén
roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol dm™. Piedpokliadana koncentrace
fedéného vzorku theofylinu byla 1,10 mg dm73, tedy 6,13><1076 mol dm™. Kvantifikace
probihala pfi vlnové délce 276 nm metodou standardniho ptidavku. Do kiemenné kyvety
obsahujici 2,00 ml pfipraveného vzorku byly pipetovany piidavky o objemu 25 ul (n = 6)

o koncentraci 100 mg dm™ , coz odpovida molarni koncentraci 5,55% 10~ mol dm™.



42

3.4 Statistické zpracovani dat

Vypocty retencnich faktori vychazeji z literatury [68]. Faktor asymetrie (4;) byl

vypocitan podle vzorce

3.1)

kde A je rozdil retencniho €asu piku a retenc¢niho ¢asu v 10% vySce na vzestupné Casti
piku, B je rozdil reten¢niho reten¢niho Casu v 10% vySce na sestupné casti piku
a reten¢niho Casu piku.

Pocet teoretickych pater (n) byl vypocitan podle vzorce

\Nl/2

2
n=5,545( b j 3.2)

kde ¢, je reten¢ni ¢as (min) a w;,; je Sitka piku (min) v poloviné vysky piku.

Rozliseni pikti (R, 2) bylo charakterizovano vypoctem podle vzorce

R — 2(tr,z B tr,l)

= W (3.3)

kde .1 a t.» jsou retencni Casy separovanych analyti (min) a w; a w, (min) pak Sifky pikt
téchto analytii pti zékladné.

Nameétena data byla zpracovana béZznymi statistickymi postupy na hladin€ vyznamnosti
0,95 (cit. [69]). U dat ziskanych pfi jednotlivych stanoveni byl proveden Deanliv-Dixonlv
test na odlehlost. Vysledek byl pak vyjadien jako median s intervalem spolehlivosti.

Grafy a kalibra¢ni rovnice byly vytvofeny prostiednictvim programu OriginPro 8.0
(Microcal Software, USA). Vypocty byly provadény v programu Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, USA).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Analyza injekéniho roztoku ,Chinin-calcium”
4.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Vzorek injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium® byl analyzovdn metodou RP-HPLC s UV
a fluorescencnim detektorem. Podminky separace chininu vychazely z literatury [15, 18].
Pouziti mobilni faze obsahujici 0,02M acetitovy pufr (CH3;COOH/CH3;COONH,)
o pH =4,00 a acetonitril (80:20 v/v) poskytlo tzky symetricky pik chininu (45 = 2,10),
proto nebylo sloZzeni mobilni faze dale optimalizovano. Za tcelem zkraceni doby analyzy
byl optimalizovan pritok mobilni faze v rozmezi 0,5-1,0 ml min'. Jako optimalni se
ukézala pratokova rychlost 1,0 ml min ', pi které pik chininu eluoval s retenénim Casem
9,6 min. VIliv pratoku mobilni fdze na separaci chininu je zobrazen v tab. 4.1,

chromatogramy jsou zobrazeny na obr. 4.1.

Tab. 4.1: Vliv pritoku mobilni faze tvofici acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v) na

separaci chininu (¢. reten¢ni Cas analytu, 4, faktor asymetrie piku, n pocet teoretickych pater).

pritok (ml min ") t. (min) A n
0,50 18,1 2,41 14063
0,75 12,4 2,30 13554

1,00 9,6 2,10 13233
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Obr. 4.1: Vliv prutoku mobilni faze na HPLC separaci standardu chininu analyzovaného na koloné Zorbax
Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 pum; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy pufr
(0,02M, pH = 4,00) a acetonitril. Pritoku mobilni faze (a) 0,50 ml min™', (b) 0,75 ml min', (c) 1,00 ml min".
Analyty detegovany UV detektorem pii 254 nm.

4.1.2 Kalibracni zavislosti

Studovany vzorek injekéniho roztoku byl kvantifikovan metodou kalibra¢ni piimky
(pétibodova kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem. Plochy piki
jednotlivych standardii byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci. Soubor bodl

byl poté proloZen ptfimkou metodou linedrni regrese, jejiz rovnice je

A=2090 ¢ 4.1)
r=0,9999

kde A4 je plocha piku (1AU min) a ¢ je koncentrace (mg dm ).
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Pro ovéfeni kvantifikace kapalinovou chromatografii byl vzorek analyzovan
UV-spektrofotometrii metodou pétibodové kalibracni piimky. Zavislost absorbance
jednotlivych standardii na jejich koncentraci byla vynesena do grafu. Soubor bodi byl pak

prolozen ptimkou metodou linearni regrese, jejiz rovnice je

A254 =27000 ¢ (42)
r=0,9993

kde A je absorbance (AU) pii vlnové délce 254 nm a ¢ je koncentrace (mol dm ™).
Kvantifikace glukonanu vapenatého probihala metodou kalibra¢ni pfimky atomovou

absorp¢ni spektrometrii. Absorbance jednotlivych kalibra¢nich standardt byly vyneseny do

grafu v zavislosti na koncentraci. Soubor bodii byl poté prolozen pifimkou metodou linedrni

regrese, jejiz rovnice je

A =0,30 ¢ — 0,08 (4.3)
r=0,9999

kde A4 je absorbance (AU) pii vlnové délce 422,6728 nm a ¢ je koncentrace (mg dm™).

4.1.3 HPLC analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram studované¢ho vzorku ,,Chinin-calcium* je zobrazen na obr. 4.2.
Pik s reten¢nim casem 9,6 min piisluSejici chininu byl identifikovan na z4kladé standardu
chininu, méné znatelny pik s retencnim ¢asem 13,5 min byl pfitomny také ve standardu.
Podle literatury [70, 71] by se mohlo jednat o dihydrochinin [CASN 522-66-7]. Pik
s reten¢nim ¢asem 17,1 min by na zékladé¢ literatury [10, 11, 12] mohl byt degrada¢nim

produktem chininu, chinotoxinem.
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A, (MAU)

t (min)

Obr. 4.2: HPLC-UV chromatogram vzorku injek¢éniho roztoku ,,Chinin-calcium® analyzovaného na kolon¢
Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy
pufr (0,02M, pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v) pfi vinové délce 254 nm. Piky (1) chinin, (2) dihydrochinin,

(3) chinotoxin.

Identifikace pikti byla ovéfena pomoci hmotnostnich spekter injekéniho roztoku
,»Chinin-calcium®. Podle spektra prvniho piku (obr. 4.3) lze usuzovat, ze m/z = 325,3 patii
protonované molekule chininu [14]. Spektrum druhého piku (obr. 4.4) obsahuje vedle iontu
m/z=327,3 s vysokou intenzitou mnoho dalSich iontl v rozsahu m/z = 115-326. lont
s m/z =327,3 by mohl byt na zaklad¢ literatury [70, 71] identifikovan jako dihydrochinin,
jehoz relativni molekulova hmotnost je 326,43. Dihydrochinin fluoreskuje, podobné jako
chinin, pfi emisni vlnové délce 375 nm [16], coZ je patrné z chromatogramu na obr. 4.6.
Tteti pik (obr. 4.5) mé nejintenzivngjsi iont s m/z = 325,3. Je tedy pravdépodobné, Ze se
jedna o latku identifikovanou jako chinotoxin, ktery ma relativni molekulovou hmotnost

stejnou jako chinin (M, = 324,42).
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Obr. 4.3: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim mddu piku (1) s reten¢nim ¢asem 9,6 min z HPLC analyzy

injekéniho vzorku ,,Chinin-calcium* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: chinin.
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Obr. 4.4: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim médu piku (2) s retenénim ¢asem 13,5 min z HPLC analyzy

injekéniho vzorku ,,Chinin-calcium* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: dihydrochinin.
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Obr. 4.5: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim modu piku (3) s retenénim ¢asem 17,1 min z HPLC analyzy

injekéniho vzorku ,,Chinin-calcium* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: chinotoxin.

Fluorescence (325 nm ex/375 nm em)

t (min)

Obr. 4.6: HPLC-FLD chromatogram vzorku injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium* analyzovaného na koloné
Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy
pufr (0,02M, pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v) s fluorescencni detekci (A, = 325 nm, A= 375 nm). Piky
(1) chinin, (2) dihydrochinin.

Za tUCelem potvrzeni hypotézy o chinotoxinu byl ze standardu chininu pfipraven
chinotoxin na zéklad¢ literatury [67]. Do varné banky bylo navézeno 0,5 g chininu, ktery

byl rozpustén ve 100 ml octové kyseliny fedéné vodou v poméru 1:13 destilovanou vodou.
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Smés byla zahtivana po dobu 4,5 hodiny pod zpétnym chladi¢em. Vysledny roztok Zlutého
zbarveni byl pak analyzovan HPLC za stejnych podminek jako vzorek injekéniho roztoku
,,Chinin-calcium®. Na chromatogramu (obr. 4.7) je ziejmy pik (3) pfipraveného chino-
toxinu, coz bylo potvrzeno kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci (obr. 4.8). Pii
HPLC s fluorescen¢nim detektorem byly v pfipraveném roztoku chinotoxinu detegovatelné
pouze piky (1) a (2) viditelné pfi excitacni vinové délce 325 nm. Podle literatury [72] je
fluorescence chinotoxinu posunuta k vyssim vinovym délkdm, proto jej neni mozné pii
zminéné vinové délce detegovat, coz vysvétluje jeho ,,nepiitomnost v HPLC-FLD analyze

vzorku injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium® (obr. 4.6).

A,., (MAU)

t (min)

Obr. 4.7: HPLC-UV chromatogram pfipravené¢ho chinotoxinu analyzovaného na koloné¢ Zorbax Eclipse C18
(150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy pufr (0,02M,
pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v). UV detekce pfi vinové délce 254 nm. Piky (1) chinin, (2) dihydrochinin,

(3) chinotoxin.



50

100 | IV HT -
325,2 1
: CH
80 | . o ;//
= et i N/ \ Uy
s
5 ] NH
o
E 4af .
20 b - o
/
H5C
o 4
100 200 300 400

m/z

Obr. 4.8: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim médu piku (3) s retenénim ¢asem 17,1 min z HPLC analyzy

chinotoxinu pfipraveného ze standardu chininu a strukturni vzorec chinotoxinu.

4.1.4 Stanoveni obsahu chininu ve vzorku ,,Chinin-calcium*

Kvantifikaci chininu metodou kalibra¢ni pfimky pomoci HPLC-UV bylo zjisténo,
ze vzorek ftedéného injekéniho roztoku obsahuje 55,2+0,6 mg dm™, coz odpovida
92,0+1,8 % deklarovaného mnozstvi t€inné latky (variacni koeficient neptesahl 5 %).

Pro ovéteni kvantifikace byl fedény vzorek injekéniho roztoku analyzovan pomoci
UV-spektrofotometrie metodou kalibracni ptimky. Bylo zjiSténo, Ze studovany vzorek
obsahuje (3,41£0,08)x10° mol dm™ (odpovida 1,11+0,03 mg dm ™), tedy 92,3+2,2 %

deklarovaného obsahu chininu (varia¢ni koeficient nepfesahuje 5 %).
4.1.5 Stanoveni obsahu glukonanu vdpenatého ve vzorku ,,Chinin-calcium*

Glukonan vapenaty, resp. vapnik, byl kvantifikovan metodou kalibra¢ni ptimky atomovou
absorpCni spektrometrii, kterou byl stanoven obsah véapniku v fedéném vzorku
akoncentrace glukonanu byla zpétné vypodtena. Redény vzorek obsahuje
0,363+0,038 mg dm_3, coz odpovida 96,8+0,1 % deklarovaného obsahu glukonanu

vapenatého.
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4.2 Analyza injekéniho roztoku ,Cardiazol-chinin“

Vzorek injekéniho roztoku ,,Cardiazol-chinin“ byl analyzovan metodou RP-HPLC
s UV a fluorescencnim detektorem. Podminky separace chininu jsou shodné jako
pii analyze vzorku injekéniho roztoku ,,Chinin-calcium® (viz kap. 4.1.1). Kalibra¢ni

zavislosti jsou uvedeny v kapitole 4.1.2.

4.2.1 HPLC analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram studovaného vzorku ,,Cardiazol-chinin® je zobrazen na obr. 4.9.
Pik s reten¢nim ¢asem 9,6 min piisluSejici chininu byl identifikovan na zaklad¢ standardu
chininu, méné znatelny pik s retenénim ¢asem 13,5 min byl pfitomny také ve standardu.
Jak bylo uvedeno v kapitole 4.1.3, mohlo by se jednat podle literatury [70, 71]
o dihydrochinin. Pik s retenénim ¢asem 17,1 min by na zaklad¢ literatury [10, 11, 12] mohl

byt degrada¢nim produktem chininu, chinotoxinem.

10 F -

A, (MAU)

t (min)

Obr. 4.9: HPLC-UV chromatogram vzorku injekéniho roztoku ,,Cardiazol-chinin“ analyzovaného na koloné
Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy
pufr (0,02M, pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v). UV detekce probihala pii vlnové délce 254 nm. Piky
(1) chinin, (2) dihydrochinin, (3) chinotoxin.
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Identifikace separovanych analyti byla ovéfena pomoci hmotnostnich spekter
injek¢niho roztoku ,,Cardiazol-chinin®“. Podle spektra prvniho piku (obr. 4.10) je
pravdépodobné, ze m/z = 325,2 patii protonované molekule chininu. Spektrum druhého
piku (obr. 4.11) obsahuje vedle iontu m/z = 327,2 s vysokou intenzitou mnoho dalSich iont
v rozsahu m/z 110-326. lont s m/z = 327,3 by mohl byt na zaklad¢ literatury [70, 71]
identifikovan jako dihydrochinin (M,=326,43), jak bylo uvedeno v kapitole 4.1.3.
Dihydrochinin fluoreskuje, podobné jako chinin, pfi emita¢ni vinové délce 375 nm [16],
coZ je patrné z chromatogramu na obr. 4.13. Tieti pik (obr. 4. 12) ma nejintenzivnéjsi iont
sm/z = 325,3. Lze tedy opét predpokladat, ze se jedna o latku identifikovanou jako

chinotoxin, ktery ma relativni molekulovou hmotnost stejnou jako chinin (M; = 324,42).
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Obr. 4.10: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim mddu piku (1) s retencnim ¢asem 9,6 min z HPLC analyzy

injek¢éniho vzorku ,,Cardiazol-chinin“ a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: chinin.
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Obr. 4.11: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim moédu piku (2) s retenénim ¢asem 13,5 min z HPLC

analyzy injek¢éniho vzorku ,,Cardiazol-chinin® a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: dihydrochinin.

[M+H]"
325,2

80 |- o

N/ \ "I”’I

CH,

N\

60

40 b

intenzita (%)

20 |-

H5C

. .
100 200 300 400
m/z

Obr. 4.12: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim moédu piku (3) s retenénim ¢asem 17,1 min z HPLC

analyzy injekéniho vzorku ,,Cardiazol-chinin® a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: chinotoxin.



54

Fluorescence (325 nm ex/375 nm em)
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Obr. 4.13: HPLC-FLD chromatogram vzorku injekéniho roztoku ,Cardiazol-chinin®“ analyzovaného
na koloné Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici
acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v) s fluorescencni detekci (Aep, =325 nm,
Aex= 375 nm). Piky (1) chinin, (2) dihydrochinin.

Ovéfeni hypotézy o chinotoxinu jako degradacnim profuktu chininu bylo diskutovano
vySe v kap. 4.1.3. I v ptipadé¢ HPLC-FLD analyzy injekéniho roztoku ,,Cardiazol-chinin‘
(obr. 4.13) nebyl pik chinotoxinu viditelny, protoZe jeho exitacni vlnova délka je posunuta
k vys§im vinovym délkam [72].

Metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci byl v pozitivnim modu
ionizace detegovan jest¢ iont s m/z = 139,1. Pravdépodobné se jednd o protonovany
pentamethylentetrazol [CASN 54-95-5], jehoZ molekulovd hmotnost je 138,170. Analyt
nebyl pfi analyze HPLC-UV ve zvoleném rozsahu vlnovych délek detegovan. Z diivodu

absence standardu nebyla latka kvantifikovana.

4.2.2 Stanoveni obsahu chininu ve vzorku ,,Cardiazol-chinin®

Stanovenim obsahu chininu metodou kalibra¢ni pfimky pomoci HPLC-UV bylo zjisténo,
7e vzorek fedéného injekéniho roztoku obsahuje 52,3402 mg dm™, coz odpovida
87,2+0,5 % deklarovaného mnozstvi u¢inné latky (variacni koeficient neptesahl 5 %).

Pro ovéteni kvantifikace byl fedény vzorek injekéniho roztoku analyzovan pomoci

UV-spektrofotometrie metodou kalibracni piimky. Bylo zjisténo, Ze studovany vzorek
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obsahuje 5,71£0,10x10° moldm™ (odpovidd 1,85+0,03 mgdm™), tedy 94,1+1,7 %

deklarovaného obsahu chininu (varia¢ni koeficient nepfesahuje 5 %).

Ill

4.3 Analyza tablety , Prosepto

4.3.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Vzorek tablety ,Proseptol byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie
s UV detekci. Podminky separace vychazely z literatury [29]. Byl optimalizovan pomér
acetonitrilu a 0,1% octové v rozmezi podilu acetonitrilu 5-15 % (v/v) pii pratokové
rychlosti 0,75 mlmin'. Vliv slozeni mobilni fize na separaci sulfanilamidu je uveden

v tab. 4.2. Jako optimalni byla zvolena mobilni fize obsahujici acetonitril a octovou

kyselinu v poméru 10:90 (v/v), odpovidajici chromatogram je zobrazen na obr. 4.14 b.

Tab. 4.2: Vliv slozeni mobilni faze (acetonitril a 0,1% octova kyselina) na separaci sulfanilamidu pfi pratoku

0,75 ml min"' mobilni faze (Z, retenéni ¢as analytu, 4, faktor asymetrie piku, n po&et teoretickych pater).

podil (%) t.(min) Ay n
5 4,9 1,17 19414
10 3,8 1,20 19667

15 3,2 1,30 18724
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Obr. 4.14: Vliv podilu (v/v) acetonitrilu a 0,1% octové kyseliny na HPLC-UV separaci standardu
sulfanilamidu analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou
eluci pii pritokové rychlosti 0,75 ml min™' a detekci pii vinové délce 262 nm s pritokem. Podil smési

acetonitril-0,1% octova kyselina (a) 15:85 (b) 10:90, (c) 5:95.

Dale byla optimalizovana pritokova rychlost mobilni faze v rozmezi od 0,50 do
1,00 ml min"' za pouziti mobilni faze sestavajici se z acetonitrilu a 0,1% octové kyseliny
(10:90 v/v). Vliv pratoku mobilni faze na separaci je zndzornén na obr. 4.15. Z tab. 4.3 je
zfejmé, Ze pritok 0,75 ml min~' poskytuje symetricky pik sulfanilamidu a zaroveii rychlou

analyzu pfi sou¢asném zachovani G€innosti separace.
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Tab. 4.3: Vliv prutoku mobilni faze (acetonitril-0,1% octova kyselina, 10:90 v/v) na separaci sulfanilamidu

(¢, retencni Cas analytu, 4, faktor asymetrie piku, n pocet teoretickych pater).

pritok (ml min ") t, (min) A, n
0,50 5,6 1,21 20471
0,75 3,8 1,20 19667
1,00 2.9 1,36 16680
T T T T 250 [ T T T T ]
w0 | @ | (b)
200 o
150 .
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< <
E E
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Obr 4.15: Vliv rychlosti priitoku mobilni faze na HPLC-UV separaci standardu sulfanilamidu analyzovaného
na kolon¢€ Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici
acetonitril a 0,1% octovou kyselinu (10:90 v/v) pfi vinové délce 262 nm. Pritokova rychlost mobilni faze:

(a) 1,00 ml min", (b) 0,75 ml min™", (¢) 0,50 ml min"".
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4.3.2 Kalibracni zavislosti

Studovany vzorek tablety byl kvantifikovin metodou kalibracni piimky (pétibodova
kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem. Plochy pikl jednotlivych
standardi byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci. Soubor bodu byl poté

prolozen pfimkou metodou linearni regrese. Jeji rovnice je

A=16700c (4.4)
r=20,9999

kde A4 je plocha piku (LAU min) a ¢ je koncentrace (mg dm™).

Pro ovéfeni kvantifikace byla provedena analyza UV-spektrofotometrii metodou
petibodové kalibraéni ptimky. Zavislost absorbance jednotlivych standardii na jejich
koncentraci byla vynesena do grafu. Soubor bodi byl pak proloZen pifimkou metodou

line4rni regrese, jejiz rovnice je

Aa76 = 15800 ¢ — 0,005 (4.5)

r=0,9998

kde A je absorbance (AU) pii vlnové délce 276 nm a ¢ je koncentrace (mol dm™).

4.3.3 HPLC analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram studovaného vzorku tablety je zobrazen na obr. 4.16. Pik

s reten¢nim ¢asem 3,8 min byl identifikovan na zéklad¢ standardu jako sulfanilamid.
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Obr. 4.16: HPLC-UV chromatogram vzorku tablety ,,Proseptol* analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse
C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetonitril a 0,1% octovou

kyselinu (10:90 v/v) pii vinové délce 262 nm a pritoku mobilni faze 0,75 ml min ™.

Identifikace piku byla potvrzena hmotnostni detekci (obr. 4.17). lont s nejveétsi

intenzitou m/z = 171,0 patii pravdépodobné deprotonované molekule sulfanilamidu.
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Obr. 4.17: Hmotnostni spektrum ESI v negativnim moédu piku s retencnim ¢asem 3,8 min z HPLC

analyzy injekéniho vzorku ,,Proseptol* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: sulfanilamid.
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4.3.4 Stanoveni obsahu sulfanilamidu ve vzorku ,, Proseptol”

Sulfanilamid byl ve studovaném vzorku tablety kvantifikovan metodou kalibrac¢ni piimky
pomoci HPLC-UV. Bylo zji§téno, Ze fedény roztok tablety obsahuje 43,8+0,2 mg dm ™, coZ
odpovida 91,7+0,4 % deklarovaného mnozstvi G€inné latky (variacni koeficient nepiesahl
5 %, pti vypoctu byla zohlednéna niz§i hmotnost tablety).

Pro ovéfeni kvantifikace byl fedény vzorek injekéniho roztoku analyzovan pomoci
UV-spektrofotometrie metodou kalibracni piimky. Bylo zjiSténo, ze studovany vzorek
obsahuje 5,09£0,10x10° mol dm™ (odpovida 0,88+0,02 mgdm™), tedy 91,61,7 %
deklarovaného obsahu chininu (varia¢ni koeficient neptesahuje 5 %, pii vypocétu byla

zohlednéna niz§i hmotnost tablety).

4.4 Analyza tablety ,Veraethyl”

4.4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Vzorek tablety ,Veraethyl“ byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie
s UV detekci. Aminofenazon byl analyzovan pii vlnové délce 260 nm, barbital pak
pfi 223 nm. Podminky separace vychazely z literatury [35, 39, 73]. Bylo optimalizovano
pH 0,02M acetatového pufru (CH3;COOH/CH3COONH4) v rozsahu 3,40-4,00. Pomér
acetonitrilu a acetatového pufru byl nastaven na 30:70 (v/v), pritok byl nastaven
na 1,00 ml min™'. Pii pH 3,70 doglo k prekryvu piku aminofenazonu a barbitalu, nebylo
proto mozné urcit faktor asymetrie piku barbitalu a pocet teoretickych pater. Jak je patrné
z chromatogrami (obr. 4.18), zména pH téméef nema na retenéni ¢as barbitalu vliv, dochazi
ale ke zménam retenc¢niho ¢asu piku aminofenazonu. Pii pH 3,40 bylo dosazeno nejvyssi
symetrie obou pikll. Oba piky jsou pii uvedeném pH nejlépe rozliSeny (R, =2,19),
viz tab. 4.4.
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Tab. 4.4: Vliv pH acetatového pufru na separaci aminofenazonu a barbitalu pfi prutoku mobilni faze
1,00 ml min™' (¢, retenéni &as analytu, 4, faktor asymetrie piku, n podet teoretickych pater, R ;rozliSeni pikt).

Mobilni faze sestdva z acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (30:70 v/v).

¢, (min) Ay n
pH R,
aminofenazon barbital aminofenazon barbital aminofenazon Dbarbital
3,40 2,19 2,1 2,5 1,90 1,93 6515 7272
3,70 0,84 2,4 2,6 2,09 - 6622 -
400 1,19 2,8 2,6 2,24 3,33 6558 5442
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Obr. 4.18: Vliv pH acetatového pufru na HPLC-UV separaci smési standardii (1) aminofenazonu a
(2) barbitalu na kolon€¢ Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni
fazi obsahujici acetonitril a 0,02 M acetatovy pufr (CH;COOH/CH;COONHy) v poméru 30:70 (v/v),
priitok 1,00 ml min'. Hodnota pH pufru: (a) pH = 3,40, (b) pH = 3,70, (c) pH = 4,00.
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Dale byl optimalizovan podil acetonitrilu v mobilni fazi v rozsahu 20-30% pii pH
0,02M acetatového pufru rovno 3,40 a pratoku 1,00 ml min '. Jako optimalni byl vybran

vzhledem k u¢innosti separace barbitalu (viz tab. 4.5) podil 30% acetonitrilu.

Tab. 4.5: Vliv podilu acetonitrilu v mobilni fazi (acetonitril a 0,02M acetatovy puftr, pH = 3,40) na separaci
aminofenazonu a barbitalu pfi pratoku mobilni faze 1,00 ml min™ (¢, retencni Cas analytu, 4, faktor asymetrie

piku, n pocet teoretickych pater, R, ; rozliSeni piki).

¢, (min) A n
podil (%) R,

aminofenazon barbital aminofenazon barbital aminofenazon barbital
20 4,30 2.8 3,9 2,02 2,26 6461 3072
30 2,19 2,1 2,5 1,90 1,93 6515 7272

Nakonec byl optimalizovan pritok mobilni faze v rozsahu 0,60—1,00 ml min . Pomér
acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (pH = 3,40) byl nastaven na 30:70 (v/v). Vliv
pritoku mobilni faze na separaci analyti je uveden v tab. 4.6. Pratok 1,00 mlmin '
poskytuje rychlou analyzu, jak je vidét na obr. 4.19, s dostate¢nym rozliSenim pikid. Piky

jsou zaroven nejmén¢ rozmyte.

Tab. 4.6: Vliv prutoku mobilni faze (acetonitril a 0,02M acetatovy pufr, pH = 3,40, 30:70 v/v) na separaci
aminofenazonu a barbitalu (#, reten¢ni Cas analytu, A, faktor asymetrie piku, n pocet teoretickych pater, R,

rozliSeni piku).

. ¢, (min) Ay n
priutok (ml min~) R,

aminofenazon barbital aminofenazon barbital aminofenazon barbital
0,60 2,58 3,4 4,2 2,03 2,13 7716 7380
0,80 2,09 2,6 3,1 1,98 2,03 6824 7768
1,00 2,19 2,1 2,5 1,90 1,93 6515 7272
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Obr. 4.19: Vliv rychlosti pitoku mobilni faze na separaci smesi standardti (1) aminofenazonu a (2) barbitalu na
koloné¢ Zorbax Eclipse C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici
acetonitril a 0,02 M acetatovy pufr (CH;COOH/CH;COONH,) pH = 3,40 v pomé&ru 30:70 (v/v). Rychlost

prittoku mobilni fize: (a) 0,60 ml min', (b) 1,00 ml min ™.

4.4.2 Kalibracni zavislosti

Aminofenazon. Obsah analytu ve studovaném vzorku tablety byl stanoven metodou
kalibra¢ni ptimky (pétibodova kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem
pfi vinové délce 260 nm. Plochy pikii jednotlivych standardi byly vyneseny do grafu
v zavislosti na koncentraci. Soubor bodld byl poté prolozen piimkou metodou linearni

regrese. Jeji rovnice je

A= 5800 ¢ (4.6)
r=20,9999

kde 4 je plocha piku (LAU min) a ¢ je koncentrace (mg dm ).

Ovéfeni kvantifikace bylo realizovdno UV-spektrofotometrii metodou standardniho
ptidavku (n = 6). Zavislost absorbance jednotlivych standardl na jejich koncentraci byla
vynesena do grafu. Soubor boda byl pak prolozen pfimkou metodou linearni regrese, jejiz

rovnice je
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A=7900+ 0,19 4.7)

r=20,9999

kde A je absorbance (AU) pii vlnové délce 276 nm a ¢ je koncentrace (mol dm ™).

Barbital. Obsah analytu ve studovaném vzorku tablety byl stanoven metodou kalibra¢ni
pfimky (pétibodova kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem pii vinové
délce 223 nm. Plochy pikl jednotlivych standardl byly vyneseny do grafu v zdvislosti na

koncentraci. Soubor bodii byl poté prolozen pifimkou metodou linedrni regrese. Jeji rovnice

je

A =680 ¢ + 13000 (4.8)
r=20,9996

kde A4 je plocha piku (LAU min) a ¢ je koncentrace (mg dm™).
Vzhledem k nizké hodnoté absorpéniho maxima a malé hodnot¢ molarniho
absorpéniho koeficientu nebylo provedeno ovéfeni kvantifikace barbitalu pomoci

UV-spektrofotometrie.

4.4.3 HPLC analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram roztoku tablety ,,Veraethyl* analyzované pii 260 nm je zobrazen
na obr. 4.20. Pik (1) s reten¢nim ¢asem 2,1 min byl identifikovan na zéklad¢ standardu
jako aminofenazon. HPLC-UV chromatogram tablety analyzované pti 223 nm je zobrazen
na obr. 4.21. Pik (2) s reten¢nim ¢asem 2,5 min byl identifikovdn na zaklad¢ standardu

jako barbital.
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Obr. 4.20: HPLC-UV chromatogram vzorku tablety ,,Veraethyl” analyzovaného na koloné¢ Zorbax Eclipse
C18 (150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) pfi vlnové délce 260 nm izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici

acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 3,40) v poméru 30:70 (v/v) pii pritoku 1,00 ml min'. Pik
aminofenazonu s retenénim ¢asem 2,1 min.
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Obr. 4.21: HPLC-UV chromatogram vzorku tablety ,,Veraethyl* analyzovaného na kolon€ Zorbax Eclipse
C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) pti vinové délce 223 nm izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici
acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 3,40) v poméru 30:70 (v/v) pii pritoku 1,00 ml min .

Pik (1) aminofenazonu s reten¢nim ¢asem 2,1 min, pik (2) barbitalu s reten¢nim ¢asem 2,5 min.
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Identifikace aminofenazonu byla potvrzena kapalinovou chromatografii s hmotnostni
detekci. Hmotnostni spektrum piku (1) analyzovaného vzorku (obr. 4.22) obsahuje dva
hlavni ionty s velkou intenzitou (m/z=232,0 a m/z=113,0). Hmotnostni spektrum
aminofenazonu podle literatury [39] tvoii kromé iontu protonizované molekuly
aminofenazonu (m/z =232,0) také rozpadovy iont s m/z=113,0. Analyt Ize tedy
identifikovat jako aminofenazon. Hmotnostni spektrum piku (2) analyzovaného vzorku
(obr. 4.23) obsahuje iont snejveétsi intenzitou m/z=183,1. Podle literatury [52] se
pravdépodobné jedna o deprotonizovanou molekulu barbitalu. Ve spektru se také vyskytu;ji
intenzivni ionty s m/z=327,0 a m/z = 475,1. Tyto ionty nebyly dale identifikovéany,
pravdépodobné se jedna o adukty [74].
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Obr. 4.22: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim médu piku (1) s retenénim ¢asem 2,1 min z HPLC

analyzy injek¢éniho vzorku ,,Veraethyl* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: aminofenazon.
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Obr. 4.23: Hmotnostni spektrum ESI v negativnim moédu piku (2) s retencnim ¢asem 2,5 min z HPLC

analyzy injek¢éniho vzorku ,,Veraethyl* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: barbital.

4.4.4 Stanoveni obsahu aminofenazonu ve vzorku ,,Veraethyl”

Kvantifikaci aminofenazonu metodou kalibra¢ni pfimky pomoci HPLC s DAD bylo
zjisténo, Ze fedény vzorek obsahuje 42,1+0,2 mg dm73, coz odpovida 82,0+0,4 %
deklarovaného mnozstvi G¢inné latky (variacni koeficient nepteséhl 5 %).

Pro ovéfeni kvantifikace byl fedény vzorek analyzovan UV-spektrofotometrii metodou
standardniho pfidavku (rn=6). Bylo zisténo, ze studovany vzorek obsahuje
2,3+0,0x10"> mol dm™ (odpovida 5,34+0,0 mg dm73), tedy 105,0+0,0 % deklarovaného
obsahu aminofenazonu (variacni koeficient nepiesahuje 5 %). Spektrofotometrickou
analyzou byl stanoven obsah aminofenazonu o vice nez 20 % nez metodou kapalinové
chromatografie. Diivodem rozdilnosti vysledkii miize byt interference analytu zptsobujici
vys§i naméfenou absorbanci. Analyzou pomoci kapalinové chromatografie byly analyty
separovany a pravdépodobné tim bylo zamezeno interferenci analytu. Z toho divodu lze

povazovat vysledek stanoveni kapalinovou chromatografii za spravny.
4.4.5 Stanoveni obsahu barbitalu ve vzorku , Veraethyl”

Barbital byl ve studovaném vzorku tablety kvantifikovan metodou kalibraéni ptimky

pomoci HPLC s UV detekci. Bylo zjisténo, ze tedény roztok tablety obsahuje
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169,2£8,1 mg dm™ , coz odpovidd 82,9+4,0 % deklarovaného mnozstvi U¢inné latky
(variacni koeficient nepiesahl 5 %).

Spektrofotometrické ovéefeni kvantifikace nebylo z divodu nizkého molarniho
absorp¢niho koeficientu barbitalu provedeno.

|II

4.5 Analyza drazé ,Guara

4.5.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Vzorek drazé ,,Guaral” byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci.
Kofein byl analyzovan pfi vlnové délce 272 nm, fenobarbital pak pii 209 nm. Optimalizace
chromatografickych podminek byla vzhledem ke slozit¢é matrici provadéna piimo
s roztokem analyzovaného draz¢ ,,Guaral®.

Kofein. Podminky separace vychdzely z literatury [54, 56]. Byl optimalizovan podil
acetonitrilu v mobilni fazi v rozsahu 10-25 % v mobilni fazi obsahujici acetonitril
a 0,02M acetatovy pufr (CH;COOH/CH3;COONHy), pH = 4,00. Optimalizace probihala
pfi pritoku mobilni fize 1,00 ml min'. Chromatogramy pii zvolenych separaénich
podminkach jsou uvedeny na obr. 4.24. Reten¢ni charakteristiky jsou uvedeny v tab. 4.7.
Jako optimalni byl zvolen podil 15% acetonitrilu, ktery poskytoval dostatecné rozliSeny

pik kofeinu a zaroven kratkou dobu analyzy.

Tab. 4.7: Vliv podilu acetonitrilu v mobilni faze (acetonitril a 0,02M acetatovy pufr, pH = 4,00) na separaci
kofeinu pii pritokové rychlosti 1,00 ml min™' (z, retenéni &as analytu, A4, faktor asymetrie piku, n pocet

teoretickych pater, R, ; rozliSeni piku kofeinu a sousednich neidentifikovanych pika I a I, viz obr. 4.24).

podil (%) ¢, (min) A, n Riofein,1 Ruofein, 11
10 7,6 1,77 6701 10,12 -
15 3,8 1,65 5876 3,67 2,95
20 2,6 1,57 5969 1,16 1,75

25 2,1 1,63 4925 1,18 0,97
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Obr. 4.24: Vliv podilu acetonitrilu v mobilni fazi na separaci kofeinu pti HPLC-UV chromatografii
vzorku draz¢ ,,Guaral“ na koloné Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci
s mobilni fazi obsahujici acetonitril a 0,02M acetatovy pufr (CH;COOH/CH;COONH,), pH = 4,00.
Podil acetonitrilu: (a) 10 %, (b) 15 %, (c) 20 %, (d) 30 %. Piky: K — kofein, I a II — neidentifikované

necistoty.
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Fenobarbital. Podminky separace vychéazely =z literatury [45, 47, 75]. Byl

optimalizovan podil acetonitrilu v mobilni f4zi v rozsahu 1540 %. Optimalizace probihala

pf pritoku mobilni faze 1,00 ml min'. Chromatogramy pii zvolenych separacnich

podminkach jsou zobrazeny na obr. 4.25. Podil 30 % acetonitrilu se ukézal jako optimalni,

jak je patrné z tab. 4.8.

Tab. 4.8: Vliv podilu acetonitrilu v mobilni fazi (acetonitril a 0,02M acetatovy pufr, pH = 4,00) na separaci

fenobarbitalu pfi pratoku 1,00 ml min! (¢, retencni Cas fenobarbitalu, 4, faktor asymetrie piku, n pocet

teoretickych pater, R, ; rozliSeni piku fenobarbitalu a kofeinu).

podil (%) ¢ (min) Ay n Ri;
15 26,4 1,91 5505 19,35
20 13,7 2,11 5486 21,01
25 7,8 1,68 5495 14,41
30 52 1,58 6602 11,99
40 3,0 1,77 5475 6,07
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Obr. 4.25: Vliv podilu acetonitrilu v mobilni fazi na separaci fenobarbitalu pfi HPLC-UV chromatografii
vzorku drazé ,,Guaral” na koloné¢ Zorbax Eclipse C18 (150%x4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) izokratickou eluci
s mobilni fazi obsahujici acetonitril a 0,02M acetatovy pufr (CH;COOH/CH;COONH,), pH = 4,00. Podil
acetonitrilu: (a) 15 %, (b) 20 %, (c) 25 %, (d) 30 % a (e) 40 %. Piky: 1 — kofein, 2 — fenobarbital.
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Na zaklad¢ optimalizace separac¢nich podminek byl sestaven gradientovy program

pro stanoveni kofeinu, jehoz pribéh je zobrazen na obr 4.26.

4.5.2 Kalibracni zavislosti

Kofein. Obsah analytu ve studovaném vzorku drazé byl stanoven metodou kalibracni
piimky (pétibodova kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem pii vinové
délce 272 nm. Plochy pikl jednotlivych standardd byly vyneseny do grafu v zavislosti
na koncentraci. Soubor bodii byl poté prolozen pfimkou metodou linedrni regrese. Jeji

rovnice je

A=7100c (4.9)
r=0,9998

kde A4 je plocha piku (LAU min) a ¢ je koncentrace (mg dm™).

Ovéfeni kvantifikace bylo realizovano UV-spektrofotometrii metodou standardniho
pridavku (n = 6). Zavislost absorbance jednotlivych standardii na jejich koncentraci byla
vynesena do grafu. Soubor bodl byl pak prolozen pfimkou metodou linearni regrese, jejiz

rovnice je

A=9200 ¢ +0,084 (4.10)

r=20,9999

kde A je absorbance (AU) pii vlnové délce 272 nm a ¢ je koncentrace (mol dm™).

Barbital. Studovany vzorek drazé byl kvantifikovan metodou kalibracni piimky
(pétibodova kalibrace) kapalinovym chromatografem s UV detektorem pii vinové délce
209 nm. Plochy pikt jednotlivych standardi byly vyneseny do grafu v zavislosti
na koncentraci. Soubor boda byl poté proloZzen pifimkou metodou linedrni regrese. Jeji

rovnice je

A= 11000 ¢ (4.11)
r=0,9978

kde 4 je plocha piku (1AU min) a ¢ je koncentrace (mg dm ).
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4.5.3 HPLC analyza vzorku

HPLC-UV chromatogram drazé analyzované gradientovou eluci pii 272 nm je zobrazen
na obr. 4.26. Pik (1) s retenénim c¢asem 3,8 min byl identifikovan podle standardu jako
kofein. Pik (2) s retencnim ¢asem 7,4 min byl identifikovan na zaklad¢ standardu jako

fenobarnital. HPLC-UV chromatogram studovaného vzorku izokratickou eluci pti 209 nm

je zobrazen na obr. 4.27.
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Obr. 4.26: HPLC-UV chromatogram vzorku drazé ,,Guaral® analyzovaného na koloné Zorbax Eclipse C18
(150%4,6 mm, 3,5 um; Agilent) detegovany pii vinové délce 272 nm gradientovou eluci s mobilni fazi
obsahujici acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) pii pritoku 1,00 ml min~'. Gradientovy program
zmény podilu acetonitrilu v mobilni fazi je zobrazen cervenou kfivkou. Pik kofeinu (1) eluuje s reten¢nim

¢asem 3,8 min, pik fenobarbitalu (2) eluuje s reten¢nim ¢asem 7,4 min.
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Obr. 4.27: HPLC-UV chromatogram vzorku drazé ,,Guaral® analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse C18
(150%4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) detegovany pfi vilnové délce 209 nm izokratickou eluci s mobilni fazi
obsahujici acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) v poméru 30:70 (v/v) pii pritoku 1,00 ml min ™.

Pik (1) kofeinu eluuje s retenénim ¢asem 1,8 min, pik (2) fenobarbitalu eluuje s retenénim ¢asem 5,2 min.

Identifikace kofeinu byla potvrzena kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekeci.
Hmotnostni spektrum piku kofeinu (1) analyzovaného vzorku (obr. 4.28) obsahuje dva
hlavni ionty s velkou intenzitou (m/z = 195,0 a m/z = 138,0). Hmotnostni spektrum kofeinu
podle literatury [56, 76] obsahuje krom¢ iontu protonizované molekuly kofeinu

(m/z =195,0) také rozpadovy iont s m/z = 138,0.
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Obr. 4.28: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim modu piku (1) s retencnim ¢asem 3,8 min z HPLC

analyzy injekéniho vzorku ,,Guaral* a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: kofein.
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Chromatogram ziskany pomoci HPLC-MS gradientovou eluci zobrazuje kromé piku
kofeinu (m/z=195,0), také dalsi separované latky, jejichz hmoty jsou uvedeny
na obr. 4.29. Pravdépodobné se jedna o latky majici piivod v ptisadach (rostlinné extrakty,

vajecny lecithin), které jsou soucasti studovaného vzorku draz¢ ,,Guaral®.

195,0

TIC (x 10%)

t (min)

Obr. 4.29: HPLC-MS chromatogram vzorku drazé ,,Guaral“ analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse
C18 (150%4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) gradientovou eluci s mobilni fazi obsahujici acetonitril a acetatovy pufr

(0,02M, pH = 4,00) pii pritoku 1,00 ml min". Pik s m/z = 195,0 piislusi kofeinu.

Identifikaci fenobarbitalu se nepodafilo pomoci kapalinové chromatografie s hmot-
nostni detekci ovétit. Z HPLC-UV chromatogramu je patrné, Ze pik fenobarbitalu je
viditelny pti UV detekci, ale pii zvolenych parametrech se v HPLC-MS pravdépodobné

neionizuje (obr. 4.30).
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Obr. 4.30: Prekryv HPLC-MS (¢erna kiivka) a HPLC-UV (Cervend kfivka) chromatogramt vzorku drazé
»Quaral“ analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) izokratickou eluci
s mobilni fazi obsahujici acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) v poméru 30:70 (v/v) pfi pratoku
1,00 ml min ", Piky: (1) kofein, (2) fenobarbital.

4.5.4 Stanoveni obsahu kofeinu ve vzorku ,,Guaral”

Kvantifikaci kofeinu metodou kalibra¢ni piimky pomoci HPLC s DAD bylo zjiSténo,
e fedény vzorek obsahuje 81,1+0,3 mg dm >, coz odpovida 124,7+0,5 % deklarovaného
mnozstvi u€inné latky (variacni koeficient neptesahl 5 %).

Pro ovéfeni kvantifikace byl fedény vzorek analyzovan UV-spektrofotometrii metodou
standardniho pfidavku (n=6). Bylo zisténo, ze studovany vzorek obsahuje
(9,1i0,1)><1076 mol dm™ (odpovida 1,8+0,02 mg dmﬁS), tedy 136,2+1,5 % deklarovaného
obsahu kofeinu (variacni koeficient neptesahuje 5 %). Vyssi podil kofeinu ve vzorku byl

tedy pravdépodobné zplisoben jiz pii vyrobé 1€Civého piipravku.
4.5.5 Stanoveni obsahu fenobarbitalu ve vzorku ,,Guaral“

Fenobarbital byl ve studovaném drazé tablety kvantifikovan metodou kalibra¢ni piimky
pomoci HPLC s DAD. Bylo zji§téno, e fedény roztok tablety obsahuje 11,8+0,2 mg dm >,
coz odpovidd 78,4+1,3 % deklarovaného mnozstvi u¢inné latky (variacni koeficient

nepiesahl 5 %).
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Spektrofotometrické ovéfeni kvantifikace nebylo z divodu nizkého moléarniho

absorp¢niho koeficientu fenobarbitalu provedeno.

4.6 Analyza Cipku ,,Syntophyllin®

4.6.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Vzorek c¢ipku ,,Syntophyllin® byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie
s UV detekci. Podminky separace vychazely z literatury [6, 59, 63]. Byl optimalizovan
pomér acetonitrilu a 0,02M acetatového pufru (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH = 4,00
vrozmezi podili acetonitrilu 10-60 % (v/v) pii pritokové rychlosti 0,60 ml min .
Se zvySujicim se podilem acetonitrilu dochazelo k poklesu plochy piku theofylinu
za souCasné¢ho rozstépeni piku. S klesajicim podilem pufru pravdépodobné dochézi
ke zvySovani pH mobilni fiaze atim padem i k ionizaci analytu (pK,=38,6 [57]).
Naobr. 4.31a je patrny jediny pik theofylinu zaznamenany pii vinové délce
270 nm a 202 nm pii pouZiti acetonitrilu a acetatového pufru v podilu 20:80 (v/v) jako
mobilni faze. Na obr. 4.31b je pfi pouziti acetonitrilu a acetatového pufru v podilu
60:40 (v/v) znatelné rozstépeni piku theofylinu pfi vlnové délce 202 nm. Vliv slozeni
mobilni faze na separaci theofylinu je uveden v tabulce 4.9. Jako optimalni byla zvolena
mobilni faze obsahujici acetonitril a acetatovy pufr v poméru 20:80 (v/v), jejiZz pouZiti
poskytuje symetricky pik (4,=1,67) a kratkou dobu analyzy se soucasnym zachovanim

ucinnosti separace.
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Obr. 4.31: Vliv slozeni mobilni faze na separaci vzorku ¢ipku ,,Syntophyllin“ analyzovaného na koloné
Zorbax Eclipse C18 (150x4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou eluci pfi pritoku 0,60 ml min™' s mobilni
fazi obsahujici acetonitril a acetatovy pufr (0,02M, pH = 4,00) v poméru: (a) 20:80 (v/v), (b) 60:40 (v/v).

Tab. 4.9: Vliv slozeni mobilni faze (acetonitril a 0,02M acetatovy pufr, pH = 4,00) na separaci theofylinu
(¢, retencni Cas analytu, A, faktor asymetrie piku, n pocet teoretickych pater, 4 plocha piku pfi 270 nm).
Pritok 0,60 ml min™".

podil (%) ¢ (min) Ay n A (mAU min)
10 6,7 1,55 8716 792
20 33 1,67 8982 787
30 2,7 1,65 7019 785
40 2,5 1,76 6963 784
50 2,4 1,15 3372 783
60 2.3 1,07 2769 778

Byl optimalizovan pritok mobilni faze, kterd sestdvala =z acetonitrilu
a 0,02M acetatového pufru (CH;COOH/CH3;COONH4) o pH = 4,00 v poméru
20:80 (v/v), v rozmezi 0,50—0,70 ml min"'. Podle tabulky 4.10 je ziejmé, Ze nejkratsi doby
analyzy lze dosahnout za souCasného zachovani ucinnosti separace pii pratoku

0,50 ml min".
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Tab. 4.10: Vliv pratoku mobilni faze (acetonitril a 0,02M acetatovy pufr, pH = 4,00, 20:80 v/v)

na separaci theofylinu (¢, retencni Cas analytu, 4, faktor asymetrie piku, n pocet teoretickych pater).

pritok (ml min ') ¢, (min) Ay n
0,50 3.9 1,67 10200
0,60 3,3 1,67 8982
0,70 2,8 1,96 8434
4.6.2 Kalibracni zavislosti

Analyzovany vzorek ¢ipku byl kvantifikovan metodou kalibra¢ni piimky (pétibodova
kalibrace) na kapalinovém chromatografu s UV detektorem. Plochy pikii jednotlivych
standardi byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci. Soubor bodli byl poté

proloZen pfimkou metodou linearni regrese, jejiz rovnice je

A=9100c (4.12)
r=0,9998

kde A4 je plocha piku (LAU min) a ¢ je koncentrace (mg dm™).

Pro ovéfeni kvantifikace kapalinovou chromatografii byl vzorek analyzovan
UV-spektrofotometrii metodou standardniho ptidavku (n=6). Zavislost absorbance
jednotlivych standardd na jejich koncentraci byla vynesena do grafu. Soubor bodl byl pak

proloZen pfimkou metodou linearni regrese, jejiz rovnice je

Ar = 11700 + 0,079 (4.13)

r=0,9998
kde 4 je absorbance (AU) pii vlnové délce 276 nm a ¢ je koncentrace (mol dm™).

4.6.3 HPLC analyza vzorku

HPLC chromatogram theofylinu je zobrazen na obr. 4.32. Pik s reten¢nim ¢asem 3,8 min

byl identifikovan pomoci standardu jako theofylin.
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Obr. 4.32: HPLC-UV chromatogram vzorku ¢ipku ,,Syntophyllin“ analyzovaného na kolon¢ Zorbax Eclipse
C18 (150%4,6 mm, 3,5 pm; Agilent) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici acetatovy pufr (0,02M,
pH = 4,00) a acetonitril (80:20 v/v). UV detekce pfi vinové délce 270 nm. Pik theofylinu s retenénim ¢asem

3,8 min.

Identifikace analytu byla potvrzena kapalinovou chromatografii s hmotnostnim
detektorem. Spektrum (obr. 4.33) obsahuje iont s nejvyssi intenzitou o m/z =181,1. Jedna
se pravdépodobné o protonovanou molekulu theofylinu, jehoz relativni molekulova
hmotnost je 180,1. Ve spektru jsou znatelné ionty s m/z = 124,0 a m/z = 203,0, které byly
identifikovany na zaklad¢ literatury [76].
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Obr. 4.33: Hmotnostni spektrum ESI v pozitivnim mddu piku s retencnim ¢asem 3,8 min z HPLC analyzy

injekéniho vzorku ,,Syntophyllin“ a odpovidajici vzorec identifikovaného analytu: theofylin.
4.6.4 Stanoveni obsahu theofylinu ve vzorku ,, Syntophyllin“

Kvantifikaci theofylinu metodou kalibra¢ni pifimky pomoci HPLC-UV detekci bylo
zjisténo, 7e vzorek fedéného roztoku &ipku obsahuje 46,3+0,1 mg dm™, coz odpovida
104,9+0,3 % deklarovaného mnozstvi u¢inné latky (variacni koeficient neptesahl 5 %).

Pro ovéteni kvantifikace byl fedény vzorek analyzovan pomoci UV-spektrofotometrii
metodou standardniho ptfidavku (n =6). Bylo zjiSténo, Ze studovany vzorek obsahuje
6,69+0,22x10°° mol dm > (odpovida 1,21£0,04 mg dm ), tedy 109,2+3,6 % deklarovaného

obsahu theofylinu (varia¢ni koeficient neptesahuje 5 %).
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Cilem diplomové prace byla analyza historickych 1é¢ivych piipravki obsahujici alkaloidy,
sulfanilamid, derivaty barbiturové kyseliny a pyrazolu jako u¢inné latky ve form¢ injek-
¢nich roztoki, Cipku, tablet a drazé. Vzorky byly analyzovany metodami RP-HPLC s UV a
fluorescennim detektorem a RP-HPLC s hmotnostni detekei, jejichz podminky separace
byly optimalizovany. Vzorky byly dale analyzovany metodou UV-spektrofotometrie a
metodou atomové absorpéni spektrometrie. U vSech 1é¢ivych piipravkl byla stanovena
koncentrace uc¢inné latky 1é¢ivého piipravku z plochy chromatografickych pik, u vétSiny
byla kvantifikace potvrzena UV-spektrofotometrii méfenim absorbance. Reversni kapali-
novou chromatografii s hmotnostni detekci byly identifikovany G¢inné latky a ptipadné
dal§i pfitomné latky. Prehled stanovenych obsahii analyti metodou HPLC a
UV-spektrofotometrie je uveden tab. 5.1.

Tab. 5.1: Piehled analyzovanych 1é¢ivych pripravki a stanoveny obsah U¢innych latek metodami reverzni

kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLC-UV) a UV-spektrofotometrii (UV-spf).

stanoveny obsah (%)

nazev analyzovaného ptipravku ucinna latka
HPLC-UV  UV-spf
Chinin-calcium chinin 92,0+1,8 92,3£2,2
Cardiazol-chinin chinin 87,2+0,5 94,1+1,7
Proseptol sulfanilamid 91,7+0,4 91,6£1,7
Veraethyl aminofenazon 82,0+0,4 105,0+0,0
barbital 82,9+4.0 —_
Guaral kofein 124,7+0,5 136,2+1,5
fenobarbital 78,4+1,3 -1
Syntophyllin theofylin 104,9+0,3 109,2+3,6

“ stanoveni neprovedeno z ditvodu nizkého molarniho absorpéniho koeficientu

Jak je z tabulky 5.1 zfejmé, mnozstvi €inné latky nékterych 1écivych ptipravka zlstalo
po mnoha letech nezménéno. PfedevSim uc¢inné latky theofylin vzorku ¢&ipku
»dyntophyllin® a kofein ve vzorku drazé ,,Guaral® zistaly pravdépodobné v nezménéném

mnozstvi. Vys$i obsah uc¢inné latky byl patrné zpisoben jiz pii vyrobé. Ve zbyvajicich
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piipadech doslo k poklesu u¢inné latky v rozmezi 822 %. Degradaéni produkt, ktery byl
nalezen v injek¢nich roztocich chininovych ptipravki, byl identifikovan jako chinotoxin.
V ptipravcich ,,Proseptol” a, Veraethyl“ ve formé tablet, kde byl nalezen snizeny obsah
ucinnych latek, nebyly detegovany pii zvolenych separacnich podminkach zadné degradacni
produkty. Nizsi obsah u¢innych latek proto mize byt vysvétlen jako chyba pii vyrob¢. Degra-
daéni produkt fenobarbitalu v piipravku ,,Guaral” nebyl pravdépodobné nalezen z divodu
komplikované matrice vzorku.

Vysledky dosazené v této diplomové prace byly castecné prezentovany na 19. ro¢niku
soutéze o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytickd chemie ,,O cenu Karla
Stulika“ ve dnech 3. a 4. inora 2016 na Pfirodovédecké fakulté UJEP v Usti nad Labem,
a piijaty k publikaci v Czech Chemical Society Symposium Series (ptiloha).
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Uvod

Analytickd chemie hraje vyznamnou roli pii studiu
sloZzeni material pouzivanych nebo vyrabénych v minu-
losti. Vysledky takovych analyz poskytuji obraz o techno-
logii, socialnich zvycich a jina zajimava zjisténi v kontex-
tu analyzovaného objektu, zaroven mohou byt dileZité pro
piipadné restauratorské a konzervatorské Gcely.

Jednou ze zajimavych oblasti aplikace analytické
chemie na historické objekty je studium slozeni historic-
kych vzorka Iécivych pifpravka, at’ jiz za Gcelem jejich
identifikace (v ptipadg, Ze neni zndmo, o jaké lécivo se
jedna), objasnéni nezndmé ¢i nejasné receptury, ziskani
informaci o kvalité pouZitych surovin ¢i stanoveni degra-
dac¢nich produkti starnuti lécivych latek. Piikladem muze
byt analyzalégivého ptipravku z cinové pyxidy nalezené
ve starovékém lodnim vraku v zalivu Baratti, datované do
let 140-130 pi. Kr.Podle identifikovanych komponent
(hydrozincit, smithonit, hematit, Skrob, zviteci a rostlinny
tuk a smula z borovice) se jednalo pravdépodobné o oftal-
mologicky preparét’. Jinymi piiklady jsou analyza masti
ze 16. stoleti® nebo pryskyfic a balzdma z 18. stoleti®.
V nadi laboratofi jsme metodou HPLC-MS analyzovali
degradac¢ni produkty heroinu a kokainu v hromadné vyra-
bénych légivych piipravcich ze 30. let 20. stoleti®.

V této praci jsme pomoci HPLC s UV a fluorescen-
¢nim detektorem analyzovali zmény sloZeni dvou injeké-
nich ptipravki s chininem jako G¢innou latkou a &ipka
s theofylinem jako Gc¢innou latkou. Zamékili jsme se na
kvantifikaci G¢inné latky a nalezeni jejich piipadnych de-
gradacnich produktu.

Chinin [CAS 130-95-0] je alkaloid vyskytujici se
v kife chinovniku®. Mé predevaim antipyretické, antimala-
[CAS 58-55-9] je derivat xanthinu, pfirozené se vyskytuji-
ci v kakaovniku. Uplattiuje se jako bronchodilatacni latka
v terapii zanéta dychacich cest.

Experimentalni ¢ast

Analyzované vzorky historickych légivych piipravka
pochazely ze sbirek Ceského farmaceutického muzea.
Podminky uskladnéni vzorkti nejsou piesné znamy, pied-
pokl&da se uloZeni v temnu pti teploté mistnosti.

Injekéni roztok ,,Chinin-calcium* (obr. la) byl vyro-
ben okolo roku 1948 firmou Pragochemia. NazZloutly in-
jekéni roztok byl uchovavan v zatavenych ampulkéch
z hnédého skla, Deklarovany obsah chininu (jako baze) byl
3 %, dale byl v roztoku deklarovan 10% obsah glukonanu
vapenatého [CAS 299-28-5].

Injekéni roztok ,,Cardiazol-Chinin“ (obr. 1b) byl vy-
roben v roce 1944 firmou Sanomedia. Nahné&dly injekéni
roztok byl uchovavan v zatavenych ampulkach z ¢irého
skla. V roztoku bylo deklarovano 0,25 g/ml lakttu chininu
[CAS 749-49-5] a 0,1 g/ml pentamethylentetrazolu [CAS
54-95-5].

Cipky ,,Syntophyllin“ (obr. 1c) byly vyrobeny v roce
1948 firmou Spolek pro chemickou a hutni vyrobu. Cipek
Zluté barvy byl zabalen do staniolové félie. Deklarovany
obsah theofylin.EDTA [CAS 317-34-0] byl 0,35 g v jed-
nom ¢ipku.

Ke kvantifikaci U¢innych latek v analyzovanych vzor-
cich byly pouzity standardy: chinin hydrochlorid dihydrat
(analyticky standard, Sigma-Adrich) a theofylin (> 99 %,
Sigma-Aldrich). Ostatni pouZité chemikalie byly analytic-
ké cistoty: acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich), octan
amonny (Lach-ner), octovd kyselina 99 % (Lach-ner).
Chinotoxin [CAS 84-55-9] byl ptipraven v laboratofi me-
todou dle Biddleho®.

Chromatograficka méieni byla realizovana na piistroji
UHPLC Nexera XR (Shimadzu) s DAD a fluorescenénim
detektorem. Jako kolona byla pouZita Zorbax Eclipse C18
(4,6x150 mm, 3,5 um; Agilent).

Kvantifikace glukonanu vépenatého byla provedena
pomoci atomové absorbéni spektrometrie pristrojem Con-
trAA 700 (Analytik Jena). Absorbance byla métena na
spektrélni ¢are vapniku o vinové délce 422,6728 nm, po-
mér acetylenu (palivo) a oxidu dusného (oxidant) byl
0,572. Jako standard vapniku byl pouZit CRM uhligitan
vapenaty 99,995 % v matrici 2% kyseliny dusi¢né
(Analytika).

Vysledky a diskuse

Podminky separace vzorkd obsahujicich chinin vy-
chézely z drive publikovanych praci”®, na jejichz zakladg
byla po optimalizaci pouzita mobilni faze obsahujici 20 %
acetonitrilu a 80 % acetatového pufru (0,02 mol dm™,
pH 4,00). Priitokova rychlost mobilni faze byla 1,00 ml min™.
Vzorek injekeniho roztoku ,,Chinin-calcium® byl ziedén mo-
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Obr. 1. Obaly analyzovanych vzorki historickych lé¢ivych piipravki (a) ,,Chinin-calcium®, (b) ,,Cardiazol-Chinin“, (c)

»Syntophyllin“

bilni fazi v poméru 1:499, vzorek injekéniho roztoku
»Cardiazol-Chinin* byl ziedén mobilni fazi v poméru
1:4999. Obsah G¢inné latky byl stanovovan metodou kalib-
raéni piimky. V piipravku ,,Chinin-calcium* bylo stanove-
no 92,0+1,8 % deklarovaného obsahu chininu, obsah glu-
konanu vépenatého byl kvantifikovdn méfenim obsahu
vapniku metodou AAS a naslednym piepoctem jako

10 ————————

97,6+0,1 % deklarovaného obsahu. V piipravku
,»Cardiazol-Chinin*“ bylo stanoveno 87,2+0,5 % deklarova-
ného obsahu laktatu chininu. U obou piipravki byl nalezen
jeden degradacni produkt se stejnym retenénim casem
(obr. 2). Na zakladg literérnich adaja® ° byl tento produkt
identifikovan jako chinotoxin, coZ bylo nésledné potvrze-
no métrenim s v laboratofi syntetizovanym chinotoxinem.
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Obr. 2. HPLC-UV chromatogram vzorku historického lé¢ivého p¥ipravku ,,Chinin-calcium®. Identifikace peakt: (1) chinin, (2)
neidentifikovana necistota, (3) chinotoxin. Stacionarni faze: Zorbax Eclipse C18 (4,6x150 mm, 3,5 um). Mobilni faze: 20 % acetonitril,

80 % acetatovy pufr (0,02 mol dm, pH 4,00)
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Podminky separace vzorku obsahujiciho theofylin vycha-
zely z literatury™, po jejich optimalizaci byla k méieni
pouzita mobilni faze obsahujici 20 % acetonitrilu a 80 %
acetatového pufru (0,02 mol dm™, pH = 4,00) o pritokové
rychlosti 0,50 ml min™. Vzorek ¢&ipku byl rozpusten
v mobilni fazi a po filtraci fedén v poméru 1:21. Kvantifi-
kace obsahu theofylinu byla provedena metodou kalibra¢ni
piimky. V analyzovaném vzorku bylo stanoveno
104,940,3 % deklarovaného mnoZzstvi theofylinu.

Zaveér

Byly navrzeny a optimalizovany strategie a metody
pro stanoveni Gcinnych latek ve trech historickych Iéci-
vych piipravcich. U pripravka s obsahem chininu bylo
zjisténo, Ze doslo ke snizeni obsahu G¢inné latky o zhruba
10 % za vzniku chinotoxinu jako degrada¢niho produktu.
Pripravek s theofylinem jako Ug¢innou latkou zustal i po 67
letech, které od jeho vyroby uplynuly, nezménén.
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K. Kudlagek?® K. Nesmérak® and J. Babica®
(2 Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Charles University in Prague, Prague; °Czech Pharma-
ceutical Museum, Faculty of Pharmacy, Charles Universi-
ty in Prague, Kuks): Analysis of Historical Pharmaceuti-
cal Preparations of Quinine and Theophylline

Pharmaceutical preparations of quinine (injection
solutions) and theophylline (suppositories) about seventy
years old were analyzed using RP-HPLC. The composition
of mobile phase was optimized. The samples of quinine
injection solutions consist of 92% or 87% of declared qui-
nine content. Quinotoxine has been identified as the prod-
uct of quinine degradation. The quantification of theophyl-
line in suppositories did not show any degradation after
more than 67 years from their manufacturing.

Key words: quinine, theophylline, long-term stability, deg-
radation, RP-HPLC
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