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Abstrakt

Bakalafska prace byla zaméfena na stanoveni ucinnych latek a jejich pfipadnych degradacnich produktd
v ptipravku Gelonida antineuralgica ze 40. let 20. stoleti. Tento pfipravek, poddvany jako analgetikum,
antineuralgikum a antipyretikum, tvoii kombinace tii G€innych latek: acetylsalicylova kyselina, fenacetin a kodein.
Kodein byl v nékterych Sarzich tohoto ptipravku nahrazovan noskapinem. Pro analyzu historického vzorku byla
zvolena metoda RP-HPLC s UV detekci na koloné XBridge® BEH C18. Pomoci standard(l viech ¢tyé moznych
ucinnych latek byla nejprve optimalizovana grandientova eluce vyuzivajici jako vodnou slozku 0,1% vodny roztok
octanu amonného o pH = 6,00 a jako organickou slozku methanol. Stanoveni latek bylo provedeno metodou
kalibra¢ni zavislosti, a bylo zjisténo, Ze analyzovany pfipravek obsahuje (ve vztahu k mnozstvi deklarovanému
vyrobcem): 84,9 % acetylsalicylové kyseliny, 94,8 % fenacetinu a 112 % noskapinu. Déle byla zjiSténa pfitomnost
salicylové kyseliny v mnozstvi 16,0 mg v tableté, kterd je nejspiSe degrada¢nim produktem acetylsalicylové

kyseliny.

Klic¢ova slova: acetylsalicylova kyselina, degradace, fenacetin, kodein, noskapin, RP-HPLC, salicylova kyselina

Abstract

The bachelor thesis was focused on the determination of active substances and their possible degradation products
in medical preparation Gelonida antineuralgica from the 1940s. This preparation, prescribed as an analgesic,
antineuralgic and antipyretic, constitutes a combination of three active pharmaceutical ingredients: acetylsalicylic
acid, phenacetin, and codeine. Codeine was replaced by noscapine in some batches of this preparation. For the
analysis of the historical sample, the method chosen was RP-HPLC with UV detection on an XBridge® BEH C18
column. Using standards of all four possible active substances, a grandient elution was first optimized using 0.1%
aqueous ammonium acetate solution with pH = 6.00 as the aqueous phase and methanol as the organic one. The
determination of the compounds was carried out by the calibration dependence method, and it was found that the
preparation analysed contains (in relation to the quantity declared by manufacturer): 84.9% acetylsalicylic acid,
94.6% phenacetin, 112% noscapine. Further, salicylic acid was found to be present in an amount of 16.0 mg per

tablet, which is probably a degradation product of acetylsalicylic acid.

Keywords: acetylsalicylic acid, degradation, codeine, noscapine, phenacetin, RP-HPLC, salicylic acid



Podékovani

Chtéla bych podékovat panu doc. RNDr. Karlu Nesmérakovi, Ph.D. za odborné vedeni, vstiicnost, trpélivost a

cenné rady pii vypracovani bakalafské prace. Déale bych chtéla pod€kovat své roding a pratelim za vSechnu

podporu beéhem studia.



Obsah
1 CHL PIACE. .. veeuieeieesieeete et ettt e st e st e st e s bt e s bt e e e saessaessbeasseasseesseessaesssessseasseasseessaesseesseesssesssennsenssenns 7
2 TEOTEHCKA CASE ...ttt ettt sttt et e bbb et e st et e s bt et e et e ente bt eneeneeeneeneenees 8
2.1 Stabilita I€CIVYCh PIPravKUl ......cc.eeiiiiiiiiiie et 8
2.2 Analyzovany 1éCivy piipravek Gelonida antineural@ica ..................ccoccvvcvevienciiniiinieennannnn, 9
2.3 Ucinné latky piipravku Gelonida antineural@ica .......................coooveeeeeeeeeseeeeeseeeeeeeeees 10
2.3.1 AcetylsalicyloVA KYSEIINQ ......cccvevvieriieiieiiecie ettt sere e etee e e e e sene e 11
232 FONACELIN......eiiiiitietieeee ettt ettt sttt et et e et 12
233 KON <.ttt ettt ettt b ettt e st enee e 13
234 INOSKAPII ...ttt ettt ettt e bt e bt e sate s it e eateebeesbeesaeeeneeeaeeenne 16
2.4  Stabilita ucinnych latek ptipravku Gelonida antineural@ica....................cccoccvvcvvvcvaviennannnnnn 18
2.5 Stanoveni ucinnych latek ptipravku Gelonida antineuralgica..................c.cccooeveveiivoincnannne. 19
2.5.1 Stanoveni acetylsalicCylove KYSEIINY .......ccccvveviieviierieriesiesie e et eeeseesevesve e eseeens 19
252 Stanoveni fENACETINUL.......cccuiiiiiieeieeiecie ettt ettt ettt et e st saeeeaeeeeeens 19
253 Stanovens KOAEIMU........ccueiuieieieiieie ettt sttt 20
254 StanoVeni NOSKAPINUL........eeiiiiieiieieeiierte ettt ettt et sttt ettt e s bt e satesaeeeaeeeneeens 20
3 EXPEriMENtAINT CASE.......ecvieiiiiiiiieitiecie e ete et e st e stesbesebe e seesseeseessaesssessseasseessaesseesssesssenssennns 22
3.1 Analyzovany vzorek tablet Gelonida antineuralgica ..................c.ccocevoeeeiioieninciineninee, 22
3.2 PoUZItE CheMIKALIC . ... ccuiieieieieeecee ettt ettt 22
3.3 PEIPrava TOZEOKI. ..c.eeeiieiieiieitte ettt ettt ettt et ettt e st e sae e st e ente e beesseesaaeenseenseenseeseenneas 23
3.3.1 PHiprava mobilng fAZ€ .........cocuieiiiiiieiee e e 23
3.3.2 Priprava zasobnich roztokd standardil .............ccceevvveeiieiieciienieiecece e 23
333 Ptiprava kalibra¢nich roztokll standardil.............cecceereiieiiieiienieie e 23
334 Priprava roztoku autentického vzorku tablety Gelonida antineuralgica......................... 23
3.4 Mefeni pomoci HPLC-UV ..ottt 24
3.5 Meteni pomoci HPLC-MS.........ccuoiiiieii ettt ettt et e e e e e nseeenees 24
3.6  Zpracovani namerenyCh dat............ccoevieiieiiiiiieieeeee e e 24
4 VYSIECAKY @ QISKUSE ...vviivviiiieciiecie ettt sttt et e et r e e beeebe e b e e saestaesebeassaesaessaesssenssennns 25
4.1 Optimalizace gradientového programu pro RP-HPLC separaci...........cccceveveevienencencneenne. 25
4.2 Kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni G¢innych latek...........ccoooveviiviiniiiiiiciicececeeeeeee, 29

5

4.3  Analyza historického vzorku 1éCivého ptipravku Gelonida antineuralgica

MEtOdOU HPLC-UV ..ottt 31

44  Analyza historického vzorku 1é€ivého ptipravku Gelonida antineuralgica
MEtOdOU HPLC-MS.....c.iiiiiiiiii ettt 33
ZEAVET .ttt h bttt b ettt a bt h e a e bttt ettt 34

LIEETATULA. ¢ttt et e e e e e e e e et eeeeesae e e e eeeeeseeaa e aeeeeeeseaasnnaeeeeeeesaassaaaeeeeeesssaennnaees 35



Seznam zkratek a symbolu
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TIC

smérnice linearni regrese kalibraéni zavislosti [uAU min mg 'dm?]
plocha chromatografického piku [HAU min]

usek linearni regrese kalibra¢ni zavislosti [LAU min]
koncentrace [mg dm3]

limit detekce [mg dm™]

limit stanovitelnosti [mg dm3]

hmotnost [g]

rozliSeni chromatografickych piki

determinacni koeficient

vysokoucinna kapalinova chromatografie na obracenych fazich
reten¢ni Cas piku [min]

celkovy proud iontl (angl. total-ion current)

Sitka piku pfi zakladné [min]

vlnova délka absorpéniho maxima [nm]



1 Cil prace

Zékladni ptfedpokladem pro bezpecné a €inné pouzivani 1€civych pripravki je jejich stabilita,
tedy predpoklad, ze latky obsazené v 1éCivém piipravku se nebudou po jisty Cas rozkladat na
méng¢ ucinné ¢i dokonce toxické produkty. Tento Cas se oznacuje jako doba pouzitelnosti, doba
expirace, a obvykle ma délku tii az pét let. V poslednich letech se intenzivné diskutuje moznost
prodlouzeni doby expirace, coz by mélo fadu ekonomickych i ekologickych dopadi'.

V této bakalaiské praci byla provedena analyza ucinnych latek ptipravku Gelonida
antineuralgica, od jehoz vyroby uplynulo v dob¢ analyzy zhruba 80 let. Pro tyto ucely byla
zvolena metoda RP-HPLC, pro niz byla optimalizovana gradientova eluce umoZziujici separaci
vSech ucinnych latek tablety 1 jejich pfipadnych degradacnich produktii. Obsah G¢innych latek

byl stanoven metodou kalibra¢ni zavislosti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Stabilita 1é¢ivych pripravki

Stabilita 1é¢ivého ptipravku, respektive uc¢innych a pomocnych latek v ném obsazenych, je
definovana jako schopnost zachovat si deklarované slozeni a tim i u¢innost a bezpecnost po
dobu jeho pouZitelnosti, za stanovenych podminek skladovani ve stanovenych mezich? 3.

Faktory, jez ovliviuji stabilitu 1é¢iv a 1éCivych ptipravki lze délit na vnéjsi a vnitini. Za
vngj$i faktory miizeme povazovat vliv teploty, UV zafeni, vzduchu (kysliku a oxidu uhli¢itého),
vlhkosti prostfedi, pouzity obal, vliv mikroorganismii apod. Tyto faktory, spolu
s technologickym zpracovanim konec¢né 1ékové formy mohou stabilitu 1é¢iva vyrazné ovlivnit.
Vnitini faktory, které souvisi se stabilitou 1é¢iva, jsou fyzikalni a chemické vlastnosti t¢innych
a pomocnych latek, respektive jejich degradace®.

Fyzikélni a chemickd degradace léCivého pfipravku muze zplsobit naptiklad ztratu
ucinnosti, zvySeni koncentrace U¢inné latky (ztrata rozpoustédla u vodného 1éciva zvysi
koncentraci ucinné latky; naptiklad nékteré gely s obsahem lidokainu), zménu biologické
dostupnosti, ztratu jednotnosti obsahu nebo vznik derivatt u¢innych ¢i pomocnych latek, které
mohou mit toxicky G¢inek na lidsky organismus®. Proto je tfeba sledovat nejen Cas, za jaky se
latka pfeméni, ale také findlni degradacni produkt. Stabilitu 1é¢iva a degradacni produkty
lécivych latek je tieba vzit v potaz i tieba pii likvidaci 1é¢iv®.

Fyzikalni stabilitu, nebo také fyzikalni znak jakosti 1é€ivého piipravku, 1ze definovat jako
stav, kdy 1é€ivo, €1 1éCivy piipravek splituje, ve stanovenych mezich a v dané formé, kritéria na
vzhled a dané fyzikalni atributy jako jsou: barva, faze, resuspendovatelnost’. Fyzikalni
degradace mliZe byt zpiisobena mnoha faktory jako tfeba narazem, vibracemi, fluktuaci teploty
a tim zpiisobené zmraZent, tani’.

Chemicka stabilita, nebo také chemicky znak jakosti 1é¢ivého piipravku lze definovat jako
stav, kdy je obsah ti¢innych a pomocnych latek a jejich degradacnich produktt ve stanovenych
mezich®. Chemicka stabilita 1é¢ivé latky je dana molekulovou strukturou latky. Chemicka
degradace muze byt zplisobena napfiklad oxidaci, hydrolyzou, dehydrataci, izomeraci,

polymerizaci®.



Lécivé piipravky musi odpovidat uritym jakostnim pozadavkim, aby byly kvalitni, i¢inné,
ale hlavné bezpe¢né. Proto je tieba stabilitu 1é¢iva, u€innych a pomocnych latek, sledovat nejen
po dobu pouzitelnosti. Uginné latky v 1é¢ivech, respektive jejich lékové formy, musi byt natolik
stabilni, aby u nich neprobéhla nezadouci degradace pfi stresovych podminkéch, napiiklad pfi
vyrob¢ 1é¢iva, skladovani 1é¢iva v nestalych podminkach (zména vlhkosti, teploty v daném

prostiedi atd.), distribuci a pteprave 1éCiva.

2.2 Analyzovany léCivy pripravek Gelonida antineuralgica

Gelonida antineuralgica je 1éCivy ptipravek, diive pouzivany jako analgetikum, antineural-
gikum a antipyretikum. Do klinické praxe byl zaveden ve 30. letech 20. stoleti. Lécivy
ptipravek Gelonida antineuralgica byl distribuovan v baleni po deseti bilych tabletdch
(obr. 2.1), a jelikoz se jednalo o 1é¢ivo s obsahem vice u€innych latek, bylo vydavano pouze na

1ékaisky predpis’.

pnida e a

Obr. 2.1 Baleni analyzovaného piipravku Gelonida antineuralgica ze 40. let 20. stoleti

V Némecku byla Gelonida antineuralgica hojné pouzivana pii 1€€bé otorinolaryngo-
logickych bolesti spojenych naptiklad s anginou pectoris, nebo pfi 1écbé akutniho zanétu
bloudivého nervu a jazykohltanového nervu'®. Dale se Gelonida antineuralgica pouzivala pro

lé¢bu porodnich a poporodnich bolesti a jako t€innéjsi a méné toxickd nahrazka 1% roztoku
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morfinu, jehoz uc¢inky byly neadekvatni a u pacientek vyvolaval fadu vedlejSich efekti jako
nauzeu a zavraté'!. Mimoto se 1é¢ivy piipravek Gelonida antineuralgica predepisoval i na
bolesti hlavy spojené s migrénou!?.

Jako ucinné latky tableta Gelonida antineuralgica obsahovala acetylsalicylovou kyselinu,
fenacetin a kodein fosfat. Pii vyrobé v této praci analyzované tablety ovSem vyrobce kodein
fosfat nahradil u¢innou latkou noskapin hydrochlorid. Zaména byla uvedena na obalu 1éciva
ptetiskem (obr. 2.1).

Ptipravek Gelonida dodnes vyrabi firma Pfizer, kterd z néazvu vypustila piivlastek

antineuralgica, a jako G¢inné latky obsahuje kodein a paracetamol, ktery nahradil fenacetin'>.

23 U¢inné latky p¥ipravku Gelonida antineuralgica

Ptipravek Gelonida antineuralgica analyzovany v této praci obsahoval celkem tfi uc¢inné latky:

acetylsalicylovou kyselinu, fenacetin a noskapin. V ptivodni verzi tablety byl jako tfeti G¢inna

latka pouzit kodein. Struktury vSech téchto Ctyf latek jsou uvedeny na obr. 2.2.

H,C

(0] OH %O
ou_on N\ Y
W “
(0] H Q
HscA

Ho™

CH,4

(@) (b) () (d)

Obr. 2.2 Chemické struktury moznych ucinnych latek ptipravku Gelonida antineuralgica: (a) acetylsalicylova

kyselina, (b) fenacetin, (c¢) kodein, (d) noskapin
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2.3.1 Acetylsalicylova kyselina

Acetylsalicylova kyselina je derivat salicylové kyseliny se systematickym nazvem 2-acetyloxy-
benzoova kyselina. Znama je piedevs§im pod svymi trivialnimi nazvy aspirin a acylpyrin. Jeji
CASRN je 50-78-2 a jeji relativni molekulovd hmotnost je 180,16. Acetylsalicylova kyselina
ma podobu bezbarvych az bilych krystalkti, nebo bilého krystalového prasku bez zapachu a
nakyslou chuti. Acetylsalicylova kyselina je v suchém prostiedi pomérné stala, avSak ve vlhku

ochotné hydrolyzuje na octovou kyselinu a salicylovou kyselinu (obr. 2.3) !4,

O OH 0 OH
0 H,0. H OH 0
i OH

Obr. 2.3 Schéma hydrolyzy acetylsalicylové kyseliny

Acetylsalicylovd kyselina je nesteroidni a neopioidni latka, jeZ ma analgetické,
antiflogistické a antipyretické ti€inky. Acetylsalicylova kyselina mé ve medicing Siroké vyuziti.
Uziva se pti 1é¢be bolesti hlavy, zubt, u pacientdl s akutnim koronarnim syndromem, nizké
davky mohou ulevit pfi erytromelalgii, pfedepisuje se détskym pacientim s Kawasakiho
chorobou a na fadu dalSich indikaci. Diive se také pouZivala na 1écbu revmatu, ale byla
nahrazena vhodné&jsimi pripravky!>!".

Acetylsalicylova kyselina je inhibitorem cyklooxygenasy 1 a 2, coz méa za disledek
zvySenou krvacivost organismu a s tim spojené riziko gastrointestindlniho krvaceni.
Acetylsalicylova kyselina miize zplsobit alergické reakce jako bronchokonstrikci nebo

astmatické zachvaty, zavraté, pocit ztraty sluchu'®. Acetylsalicylova kyselina je také

prokézanym teratogenem. U plodu mize vyvolat rendlni a kardiologické problémy. Zaroven

vrwe

plodu'®2°,

Acetylsalicylovou kyselinu poprvé syntetizoval Charles von Gerhart ze salicylové kyseliny
a acetanhydridu v roce 1853 a 10. srpna 1897 ji pro némeckou firmu Friedrich Bayer & Co.

pripravil Felix Hoffman?!. Schéma syntézy je uvedeno na obr. 2.4.
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Obr. 2.4 Schéma syntézy acetylsalicylové kyseliny

2.3.2 Fenacetin

Fenacetin je derivat acetanilidu se systematickym nadzvem N-acetyl-p-fenetidin. Jeho CASRN
je 62-44-2 a relativni molekulova hmotnost je 179,22. Teplota tani fenacetinu je 134—135 °C.
Fenacetin méa podobu jemnych bilych krystalkti bez zapachu a s lehce nahoiklou chuti. Pati do
skupiny acetamidli a aromatickych etherti, ve které je jeden z vodikid ptipojenych k dusiku
nahrazen 4-ethoxyfenylovou skupinou.

Jedna se o nenarkotické analgetikum, antipyretikum, antineuralgikum — 1é¢ivo periferniho
nervového systému — a inhibitor cyklooxygenasy 3. Funkéné je podobny s N-fenylacetamidem,
4-ethoxyanilinem a paracetamolem. Primarné slouzil jako 1é¢ivo na mirné az stfedni bolesti
pohybového systému, jelikoz jeho protizanétlivé ti¢inky jsou v porovnani s acetylsalicylovou
kyselinou malé*>*. Fenacetin slouzil jako analgetikum a antipyretikum i ve veterinirni
mediciné?. Fenacetin byl stazen z trhu, kvilli jeho vysoké toxicité. Dlouhodobé uZzivani
fenacetinu u pacientll zplisobuje zejména analgetickou nefropatii, methemoglobinémii,
sulfhemoglobinémii, hemolytickou anémii*® ?’. Fenacetin je také prokdzanym karcinogenem.
Nadmérné nebo dlouhodobé uzivani podnécuje u pacientii vznik rakoviny ledvinové panvicky,
mocovodu, ledvinového parenchymu a mo¢ového méchyie?®. Chronické otravy fenacetinem
byly velmi béZzné, nebot’ vyssi davky vyvolavaly u pacientii euforické stavy. Viditelné ptiznaky
otravy fenacetinem bylo Sedomodré az Sedofialové zbarveni kiiZe, a to pfedev§im na prstech,
tvafich, uSich a nosu. Mezi dalsi ptiznaky chronické otravy pak patfila nespavost, tremor ¢i
parestezie. Fenacetin byl proto v medicing nahrazen paracetamolem?®®: ?°.

Fenacetin byl poprvé syntetizovan v roce 1887 némeckym chemikem Oscarem Hinsbergem,
ktery hledal vyuziti pro p-nitrofenol, ktery vznikal jako vedlejsi produkt pii barveni. Schéma

syntézy je uvedeno na obrazku 2.5.
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© = )\
O #° SN NHa 07 “NH
_CHBr <> _FelHol, © CH,COX0_
. N D D
CH3 CH3 CH;
(a)
A L
NH; NH; HC NH O NH
H,SO, (CH,C0),0 C,H,Br
e —_— _
KOH
OH OH Ow
CHs

(b)

Obr. 2.5 Schéma syntézy fenacetinu z (a) p-nitrobenzenu; (b) anilinu?® ¥

2.3.3 Kodein

Kodein, nebo také methylmorfin, je latka se  systematickym  nazvem
4,50-epoxy-3-methoxy-17-methyl-7,8-didehydromorfinan-6a-ol. CASRN latky je 76-57-3
s relativni molekulovou hmotnosti 299,36. Kodein mé& podobu bezbarvych aZz bilych
jehlickovitych krystalkt, nebo bilého praSku bez zapachu s hoikou chuti. Kodein sublimuje pii
140 °C a teplota tani je 157 °C.

Kodein je opioidni latka, jez se pouziva jako antitusikum a analgetikum. Pouziva se
v kombinaci s neopioidnimi analgetiky, jako je acetylsalicylova kyselina ¢i paracetamol,

pfedevsim na 1écbu méné zavaznych az zavaznych bolesti. JakoZto opiat se kodein slabé vaze
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na opiatové receptory centralni nervové soustavy a v gastrointestinalnim traktu. Vyuziva se pfi
bolestech spojenych se Zlucovou a ledvinovou kolikou, bolestech hlavy, pankreatickych
bolestech, bolestech pii osteoartritidé apod. Kodein Ize pouzit i jako €innou latku pfi zdvazné
diarei s rizikem dehydratace'® 3" 32, Analgetické vlastnosti kodeinu jsou podpofeny jeho

caste¢nou metabolickou pteménou (asi 10 %) na morfin (obr. 2.6).

CYP2D6

O-demethylace

HO™
Obr. 2.6 Schéma metabolické pfemény kodeinu na morfin®

Kodein je latka, ktera mize u pacienta vyvolat fyzickou i psychickou zévislost, stejné jako
morfin totiz zpsobuje vyliti histaminu v téle. Pfi mirnych ddvkach mé euforické a apatické
ucinky, coz vede ke zneuzivani této ucinné latky. Kodein je metabolizovan cytochromem P450
a tim tlumi dychaci centrum, zp@isobuje ospalost, obstipaci a dalsi sedativni efekty!'® 3,

Kodein byl ndhodou objeven v roce 1832 francouzskym chemikem Pierre-Jean Robiquetem,
pfi vyzkumu derivath morfinu pii jeho extrakci. Latku nazval kodein (z feckého:
codeia = makovice)*”. Syntetizovan byl aZz v roce 1868 anglickym chemikem Alexandrem
Crum Brownem®®. Jednalo se o ¢asteénou syntézu methylaci ptirodniho morfinu®’. Totalni

syntéza byla provedena az v toce 1952 Gatesem a Tschudim. Schéma syntézy kodeinu je

zobrazeno na obr. 2.7.
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2.3.4 Noskapin

Noskapin znamy také jako narkotin je latka se systematickym nazvem (35)-6,7-dimeth-
oxy-3-[(5R)-4-methoxy-6-methyl-7,8-dihydro-5H-[ 1,3]dioxolo[4,5-g]isoquinolin-5-y1]-3 H-2-
-benzofuran-1-on. CASRN latky je 128-62-1 s relativni molekulovou hmotnosti 413,43.
Noskapin mad podobu bezbarvych az bilych krystalkii nebo bilého hygroskopického
krystalického prasku bez zapachu a velmi hotkou chuti. Noskapin sublimuje pii 150-160 °C
a teplota tani je 176 °C.
Noskapin je nenarkoticky opioidni alkaloid, antineoplastické ¢inidlo, apopticky spoustec
a antitusikum jehoZ vlastnosti jsou podobné s dextromethrofanem*®*. Analgetické vlastnosti
noskapinu nejsou farmakologicky vyznamné, a proto se uziva spise jako antitusikum. Noskapin
se vyuziva také pfi lé€bé onkologickych onemocnéni. Noskapin spousti apoptosu v buiikéch
malignich nadoril a tim napomaha v boji proti rakovin€ ovaria, plic, prsu, rekta, stiev, Zaludku.
Noskapin vykazuje minimalni toxicitu jater, kostni diené, ledvin, slinivky bfi$ni, srdce
a tenkého stieva*. Césteéné se dostava skrz placentarni bariéru a do mléka kojicich Zzen. Kvili
své potencialni mutagenité se neptedepisuje t€hotnym a kojicim zendm. U plodu mtze zplsobit
aneuploidii nebo polyploidii*> %°.
Noskapin byl ndhodou objeven v roce 1817 francouzskym chemikem Pierre-Jean
Robiquetem, pfi vyzkumu derivatii morfinu pii jeho extrakci*’. Poprvé syntetizovan v roce 1911

kondenzaci mekoninu a kotarninu*®. Schéma syntézy noskapinu je zobrazeno na obr. 2.8.
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24 Stabilita u¢innych latek pripravku Gelonida antineuralgica

Acetylsalicylova kyselina je v suchém prostiedi termostabilni. Ve vlhkém prostiedi ochotné

hydrolyzuje

» v plazmé na salicylovou kyselinu, kterd v jatrech dal metabolizuje na salicylurovou kyselinu,
fenol glukoronid a acyl glukoronid;

* pomoci cytochtomu P450 na 2,3-dihydroxybenzoovou kyselinu a na 2,5-dihydroxy-

benzoovou kyselinu.

Salicylova kyselina rovnéz snadno podléha dekarboxylaci. Mezi jeji dal$i metabolity patii
napiiklad pyrokatechol, 2,3-dihydroxy-benzoova kyselina a benzen-1,2-diol®.
Fenacetin je v suchém prostedi termostabilni®’. V organismech fenacetin metabolizuje:
* O-deethylylaci na acetaminofen neboli paracetamol ktery je dal metabolizovan na N-acetyl-
-p-benzochinin imin, ktery pii reakci s glutationem vytvari O-ethyl-N-acetyl-p-benzochinin
imin, jez je hepatotoxickym a karcinogennim metabolitem fenacetinu;

 deacetylaci na fenetidin, ktery je dal metabolizovan na N-hydroxyfenacetin;

* hydroxylaci na 2-hydroxyfenacetin.

Kodein je v suchém a temném prostiedi pomérné staly, avSak degraduje ptisobenim UV
zateni a jednoduse podléha rozkladu az na NH4*, NOs~, H,O a CO> (cit. °! 32). V organismech
kodein metabolizuje:

* hydrolyzou na anisol, (£)-2-hydroxyvinyldihydrogen fosfat, ty se ddle rozpadaji na akrolein,
mravenci kyselinu;
* hydrolyzou na (Z)-2-methyloxyhexa-1,3,5-trien, ten se rozpadéa na acetaldehyd a kyselinu

octovou.

Noskapin je v suchém a temném prostiedi pomérné staly, avsak podléha tepelné degradaci®’:
* na5,6,7,8-tetrahydro-6-methyl-1,3-dioxolo[4,5-g] isochinolin-5-0l, ktery se dal rozpada na
1,3-benzodioxol-5-karboxaldehyd, dimethylamin a trimethylamin;
* na 6-formyl-2,3-dimethoxybenzoovou kyselinu, ta dal degraduje na 3,4-dimethoxy-
benzaldehyd z ¢ehoz se stava 1,2-dimethyloxybenzen a nakonec na 2-methyloxyfenol;

* na 3,4-dimethyloxytoluen, coz se dal rozpadéa na 2-methoxy-4-methylfenol.
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2.5 Stanoveni ucinnych latek piipravku Gelonida antineuralgica

2.5.1 Stanoveni acetylsalicylové kyseliny

Acetylsalicylovou kyselinu lze v plazmé detegovat jednu az dvé hodin po uziti latky. Poté je
v plazmé nedetegovatelnd. Renalni exkrece je zavisla na pH moci a mtize se pohybovat od 5 %
do 80 %. Davka acetylsalicylové kyseliny se vylucuje ze 75 % jako salicylurova kyselina,
z 10 % jako salicylova kyselina, z dal§ich 10 % jako glukoronidy a z 5 % jako acyl>% >,

Pro stanoveni acetylsalicylové kyseliny byla v literatuie navrzena fada metod, nej¢astéji na
zdkladé médu RP-HPLC. Badea a Vitan>* navrhli stanoveni izokratickou eluci s pouZitim
kolony Hypersil Duet C18/SAX (250%4,6 nm; 5 um) a UV detekei pii 284 nm. Mobilni fazi
tvoftil fosfatovy pufr (pH = 7,50) a methanol v poméru 65:35 (v/v). Limit detekce metody pro
acetylsalicylovou kyselinu byl 0,018 mg dm.

Deconinck a kol.>®

stanovili acetylsalicylovou kyselinu pomoci UHPLC s UV detekei pii
254 nm, za pouziti kolony Waters Acquity BEH C18 (100%2 mm, 1.7 um) gradientovou eluci
o slozeni mobilni faze: pufr octanu amonného (pH = 4) a methanol. Limit detekce
acetylsalicylové kyseliny pro tuto metodu byl 0,093 mg dm .

Mineschita a kol.>” navrhli stanoveni acetylsalicylové kyseliny pomoci GC s MS detekci
s pouzitim kolony Restek (5 % difenyl, 95 % dimethylpolysiloxan) a heliem jako nosnym

plynem. Limit detekce acetylsalicylové kyseliny pro tuto metodu byl 0,345 mg dm>.

2.5.2 Stanoveni fenacetinu

Fenacetin Ize detegovat v plazmé po ordlnimu poziti latky jednu az dvé hodiny po uZiti latky?S.
Po oralnim podani je fenacetin detegovatelny 1 v moci. Vylouceni davky fenacetinu se pohybuje
mezi 75-80 % ve form¢ acetaminofenu a méné nez 1 % jako fenacetin.

Dams a Beijits®® navrhli pro stanoveni fenacetinu v mo¢i a plazmé HPLC stanoveni za
pouziti kolony Lichrosorb RP-18 (250%4 mm, 5 pum) izokratickou eluci s UV detekci pii
254 nm. Mobilni fizi tvoifil methanol, 1% ledova kyselina octovd a 0,1 mol dm™
hydrogenfosfore¢nan draselny v poméru 33:3:64. Limit detekce pro fenacetin byl
0,02 mg dm™.

Thorn a Klein® popsali stanoveni za pouZiti kolony Hypersil BDS Phenyl Rocket

(53%x7,0 mm, 3 um) gradientovou eluci s diode-array a fluorescen¢ni detekci. Mobilni fazi byla
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sme¢s vody a methanolu v poméru 90:10 (v/v) jako slozka A, a methanol s obsahem
0,025 mol dm > triethylaminu a 0,030 mol dm™> mravenéi kyseliny (pH = 4,5) jako slozka B.
Limit detekce metody s diode-array detekci byl 0,0016 mg dm™, fluorescenéni detekci byl
0,005 mg dm™.

Stanoveni fenacetinu GC s MS detekci popsal Mineschita a kol.*’ za pouziti kolony Restek
(5 % difenyl, 95 % dimethylpolysiloxan) a helia jako nosného plynu dosahli limitu detekce pro

fenacetin je 0,285 mg dm>.

2.5.3 Stanoveni kodeinu

Kodein i jeho metabolity (morfin, norkodein a dihydrokodeinon), 1ze detegovat ze slin, krevni
plazmy a mo¢&i®®. Biologicky polo¢as kodeinu je 2,5 az 3,0 hodiny. Kodein se vyluéuje mog&i
z asi 11 %, pficemz asi 15 % této davky se vylucuje jako morfin a 10-15 % jako norkodein.

Badea a Vitan®* navrhli pro stanoveni kodeinu HPLC za pouziti kolony Hypersil Duet
C18/SAX (250%4,6 nm; 5 um) izokratickou eluci s UV detekci pii 284 nm. Mobilni fazi tvotil
fosfatovy pufr (pH = 7,50) a methanol v poméru 65:35 (v/v). Limit detekce pro kodein u této
metody je 0,015 mg dm>.

Deconinck a kol.*® vyuzili pro stanoveni kodeinu metodu UHPLC s UV detekei pii 254 nm,
za pouziti kolony Waters Acquity BEH C18 (100x2 mm, 1.7 um) gradientovou eluci s mobilni
fazi o sloZeni vodny octan amonny (pH = 4) a methanol. Limit detekce kodeinu pro tuto metodu
byl 0,032 mg dm>.

Kodein lze detegovat i Ramanovou spektroskopii pii 785 nm (cit.®?), pficemz je kodein
definovan Sesti piky pti 535, 630, 1250, 1280, 1435 a 1595 cm™!. Limit detekce kodeinu pro
tuto metodu je 0,006 mg dm>.

2.5.4 Stanoveni noskapinu

Noskapin lze detegovat z plazmy jednu hodinu po ordlnim podani®'. Noskapin je v plazmé
nedetegovatelny jiz Ctyfi hodiny po uziti 50 mg latky. Biologicky polocas noskapinu je
124 minut.

Thorn a Klein® navrhli pro HPLC stanoveni noskapinu pouZiti kolony Hypersil BDS Phenyl
Rocket (53%7,0 mm, 3 um) gradientovou eluci s diode-array a fluorescen¢ni detekci. Mobilni

fazi byla smés vody a methanolu v poméru 90:10 (v/v) jako slozka A, a methanol s obsahem
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0,025 mol dm* triethylaminu a 0,030 mol dm > mraven&i kyseliny (pH = 4,5) jako slozka B.
Limit detekce metody s diode-array detekci byl 0,0016 mg dm™, fluorescenéni detekci byl
0,005 mg dm.

Shamsipur a Fattahi®® popsali stanoveni nskapinu pomoci HPLC s UV detekci pii 285 nm,
za pouziti kolony H5-ODS C18 (250%4.6 mm, 5 um) izokratickou eluci. Mobilni fazi tvofil
0,010 mol dm™ fosfore¢nan sodny a 0,0007 mol dm > sodny jako slozka A a acetonitril jako
slozka B v poméru 55:45 (pH = 6,56). Limit detekce pro noskapin této metody byl
0,0005 mg dm™.

Noskapin byl detegovan také pomoci GC za pouziti kolony PEG 6,000 (3 m; polyethylen
glykol), pficemz jako nosny plyn byl pouzit vodik®®. Limit detekce této metody byl
0,001 mg dm.
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3 Experimentalni Cast

3.1 Analyzovany vzorek tablet Gelonida antineuralgica

V této praci analyzovana tableta 1éCivého ptipravku Gelonida antineuralgica byla vyrobena
v Némecku spolec¢nosti Godecke & Co., Chemische Fabrik Aktiengesellschaft A.G. Berlin.
Vzhledem k napisu na krabicce Ize pripravek datovat do let 1939-1945 (obr. 2.1). Vzorek
pochazi ze sbirek Katedry analytické chemie Ptirodovédecké fakulty UK. Pted analyzou byl
lécivy pripravek uchovavan pfi laboratorni teploté v temnu. Analyzovany 1éCivy piipravek
byl ve formé bilych, kulatych tablet. Integrita tablet byla v pribéhu casu zna¢né narusena a
nckteré tablety se rozpadaly na bily praSek.

Podle vyrobce analyzovana tableta Gelonida antineuralgica obsahuje tfi U¢inné latky
s deklarovanym mnozstvim: acetylsalicylova kyselina (250 mg), fenacetin (250 mg)
a noskapin. Vyrobce deklaroval mnoZstvi u¢inné latky noskapinu pietiskem na obalu 1éciva
,Im dieser Packung ist Codein. phosphoric 0,01 durch Narcotic. hydrochloric 0,03 ersetzt”.

Ptetisk neni zcela Citelny (obr. 2.1).
3.2 Pouzité chemikalie

Mobilni faze byla pfipravena z methanolu LC-MS grade (Fisher Chemical), octanu amonného
p.a. (Lach-ner) a 99,9% octové kyseliny p.a. (Lach-ner). Standardy pouzité k optimalizaci
gradientové eluce a ke kvantifikaci UCinnych latek v analyzovaném vzorku byly:
acetylsalicylova kyselina p.a. (Herbacos Recordati), fenacetin for HPLC (Sigma-Aldrich),
kodein fosfat CL2017 (Nemocni¢ni lékarna Fakultni nemocnice v Motole) a salicylova

kyselina p.a. (Merck).
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33 Piiprava roztoki

3.3.1 Priprava mobilni faze

Byla zvolena dvouslozkova mobilni faze sestavajici z methanolu a 0,1% vodného roztoku
octanu amonného o pH = 6,00. Vodny roztok byl pfipraven z 0,771 g octanu amonného, ktery
byl kvantitativné pieveden do jednolitrové odmérné banky. Ta byla po rysku dopléna Milli-Q
vodou. Vysledné pH roztoku bylo upraveno piidanim nékolika kapek octové kyseliny za

kontroly pH-metrem.

3.3.2 Priprava zasobnich roztokii standardu

Byly ptipraveny roztoky standardi u¢innych latek (acetylsalicylova kyselina, fenacetin, kodein
fosfat, noskapin, salicylové kyselina) vzdy o koncentraci 500 mg dm 3. Na analytickych vdhach
bylo pfiblizné ptfesn¢ navazeno 50,0 mg daného pfislusného standardu, ktery byl nésledné
kvantitativné pfeveden do sto mililitrové odmérné banky. Ta nasledné byla doplnéna

methanolem po rysku a diikladné promichana.

3.33 Priprava kalibracnich roztoku standardii

Redénim zasobnich roztoki standardil byla vytvofena kalibradni fada o koncentracich 10, 50,
80, 120 a 150 mg dm™> kazdé z latek. Roztoky byly piipraveny do deseti mililitrovych
odmérnych banék. Kalibraéni roztoky o koncentraci 10, 50 a 80 mg dm™> byly pfipraveny do
jedné odmérné bariky a kalibraéni roztoky o koncentraci 120 a 150 mg dm > byly piipraveny
do dvou deseti mililitrovych odmérnych banék kviili omezenému objemu ban¢k. Analyty byly
zvoleny do ban¢k dle elu¢nich Casti tak, aby analyty s blizkym elu¢nim ¢asem ve stejné barnce.
V jedné bance byly acetylsalicylova kyselina, kodein a salicylové kyselina, v druhé bafice byly

fenacetin a noskapin.

3.3.4 Priprava roztoku autentického vzorku tablety Gelonida antineuralgica

Tableta analyzovaného 1é¢iva Gelonida antineuralgica byla odvéazena na analytickych vahach

a zhomogenizovana ve treci misce. Tableta byla kvantitativné pfevedena do sto mililitrové
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odmérné barnky, ta byla doplnéna methanolem po rysku a diikladné promichéna. Rozpustnost
byla podpoiena vloZzenim roztoku do ultrazvukové 1azn€ po dobu deseti minut. Poté byl roztok
prefiltrovan skrz filtrani papir. Z vysledného filtratu byl odpipetovan 1,00 ml roztoku do

dvaceti péti mililitrové barky a ta byla nasledné doplnéna methanolem po rysku.

34 Méreni pomoci HPLC-UV

Byla zvolena dvouslozkova mobilni fdze ze smési 0,1% roztoku octanu amonného ve vodé
o pH = 6,00 (slozka A) a 99,9% methanolu (slozka B). Kolona pouZitd pfi métfeni byla
XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um). Mé&feni bylo provedeno na chromatografu UHPLC
NexeraXR (Shimadzu, Japonsko) s UV/VIS detektorem s diodovym polem. Teplota kolony pfi

méfeni byla 30 °C, priitok mobilni fize byl 0,4 ml min' a objem nésttiku vzorku byl 2 ul.

3.5 Méreni pomoci HPLC-MS

Mg¢éteni probihalo na chromatografu s tandemovym hmotnostnim detektorem LCMSMS-8045
(Shimadzu) s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim i negativnim moédu. Jako zmlZovaci i suSici
plyn byl pouzit dusik. Priitokova rychlost dusiku pfi zmlZovani byla 3,00 dm?® min ™!, pfi suseni
byla rychlost priitoku dusiku 10,0 dm?® min™! a teplot& 300 °C. Ostatni parametry byly stejné

jako pii méfeni pomoci HPLC-UV (odd. 3.4).

3.6 Zpracovani namérenych dat

Vsechna meéfeni byla provedena v triplikdtech, pokud nebylo uvedeno jinak. Vypocty
chromatografickych charakteristik byly provedeny podle béZznych postupli. Statistické
zpracovani dat bylo provedeno v intervalu spolehlivosti 95 % béznymi statistickymi postupy.
Kalibra¢ni zavislost byla zpracovana metodou nejmensich ¢tvercti a vypocty byly vyhodnoceny

pomoci programu MS Excel.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace gradientového programu pro RP-HPLC separaci

Na zakladé literatury uvedené v odst. 2.5 byla pro stanoveni U¢innych latek a ptipadnych
degradacnich produktti analyzovaného 1é¢ivého ptipravku Gelonida antineuralgica zvolena
vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverznich fazich. Byla pouZita kolona XBridge®
BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 pm). Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,1% vodného roztoku
octanu amonného o pH = 6,00 (sloZzka A) a methanolu (slozka B). Kone¢né pH vodné slozky
mobilni fize bylo zvoleno na zakladé literatury®>%* tak, aby pii pH prevazovala pouze jedna
forma (nabita nebo nenabitd) ptislusného analytu (obr. 4.1). To se bohuzel nepodafilo v ptipadé
nokapinu, u této latky bylo alespoil zvoleno pH vodné slozky mobilni faze takové, aby pomér

nabité a nenabité formy analytu blizil 1:1.

HA A
acetylsalicylové kyselina  f——— [ I
3,3 :
BH" B :
fenacetin - |- | ; I
2,2 :
: BH* B
kodein | | I
. 8,2
HA : A
noskapin | N I
6,4
HA A :
salicylova kyselina ~ |—— | I
2,9 :
pH vodné mobilni faze | f | ! | | - ! | } | i i i I
0,0 6,0 14,0

Obr. 4.1 Grafické znazornéni disociacnich konstant acetylsalicylové kyseliny, fenacetinu, kodeinu, noskapinu
a salicylové kyseliny a jejich disocia¢nich stavii pii razném pH. Cervené vyznateno pH vodné slozky pouzité

mobilni faze pro RP-HPLC separaci.
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Dalsi parametry méfeni byly zvoleny konstantni, totiZ priitok mobilni fize 0,4 ml min !,

teplota kolony 30 °C, objem nastfiku vzorku byl 2 pl. Detekce probihala UV/VIS detekci
s diodovym polem, takze bylo mozné pro kazdy analyt zvolit jinou vlnovou délku detekce.
Pomoci roztokti standardt moznych u¢innych latek ptipravku Gelonida antineuralgica bylo
nejprve potiebné nalézt vhodné poméry obou slozek mobilni faze, aby doslo k dostatecné
separaci analytd, tak, aby rozliSeni dvou sousednich pikl bylo Ri> > 1,5. Pocatecni pomér
slozek mobilni faze byl zvolen 50 % slozky A a 50 % slozky B. Odpovidajici chromatogram je
zobrazen na obr. 4.2. Je patrné, ze jednak nedoslo k rozdé€leni acetylsalicylové a salicylové
kyseliny, které koeluovaly, a jednak, ze retencni ¢as noskapinu je extrémné dlouhy. Nasledné
byly testovany vlivy zmény vzajemnych objemovych pomérii slozek mobilni fize na retenéni
Cas a nasledné rozliSeni analytl. Ziskané hodnoty reten¢nich ¢asti a rozliSeni analytli jsou

uvedeny v tabulce 4.1.

=2 2
2 1o0x10° F 1
< 1
7.5x10% .
3
5.0x10% .
2.5x10% | 4 §
0.0 Ul /\
_I N 1 N 1 N 1 N 1

0 10 20 30 t/ min

Obr. 4.2 Chromatogram smési standardt G¢innych latek a moznych degradacnich produktt latek obsazenych
v piipravku Gelonida antineuralgica: (1) acetylsalicylova kyselina a salicylova kyselina, (2) kodein, (3) fenacetin,

(4) noskapin, pfi slozeni mobilni faze 0,1% octan amonny (pH = 6,0) a methanol v poméru 50:50 (v/v) na koloné
XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um) pfi vinové délce 211 nm. Hvézdicka oznaluje nastiikovy pik. Pritok
mobilni faze 0,4 ml min™', teplota mé&feni 30 °C, objem ndstiiku vzorku 2 pl. Koncentrace vSech standardi:

50 mg dm™.
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Tabulka 4.1
Vliv slozeni mobilni faze na reten¢ni ¢asy a rozliSeni standardt ti€innych latek a moznych degradacnich produkti
latek obsazenych v piipravku Gelonida antineuralgica na koloné XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 pum).

Praitok mobilni faze 0,4 ml min ™!, teplota mé&feni 30 °C, objem nastiiku vzorku 2 ul. Koncentrace vSech standardii:

50 mg dm.
Parametr Al% 30 35 40 45 50 55 60 65
B/% 70 65 60 55 50 45 40 35
t{acetylsalicylova kyselina) / min — — - 192 198 207 219 236
w(acetylsalicylova kyselina) / min —a —a - 0,100 0,139 0,140 0,141 0,140
tsalicylova kyselina) / min —a —a - 2,04 216 233 258 289
w(salicylova kyselina) / min —a —a -4 0,131 0,125 0,400 0,141 0,148
R 2(acetylsalicylova kyselina, salicylova kyselina) - b b 1,07 038 197 229 3,68
t{salicylova kyselina) / min —a —a - 204 216 233 258 2,89
w(salicylova kyselina) / min —a —a -4 0,131 0,125 0,140 0,141 0,148
t(kodein) / min — - -4 259 278 3,00 341 398
w(kodein) / min - — - 0,119 0,125 0,137 0,151 0,168
R 2(salicylova kyselina, kodein) b b b 441 132 487 485 6,82
t{fenacetin) / min —a —a —a 387 480 6,17 844 11,77
w(fenacetin) / min - —a - 0,134 0,165 0,201 0,235 0,307
t{noskapin) / min 555 8,19 13,04 21,91 39,05 >60 - -
w(noskapin) / min 0,124 0,153 0,361 0,555 1,023 -« —a —a
R »(fenacetin, noskapin) b b b 524 589 b b b

@ Neméfeno.

b Nelze vypoditat.

Z tabulky 4.1 je patrné, Ze s rostoucim objemovym pomérem slozky B analyty z kolony
eluuji rychleji na tkor dostate¢ného rozliSeni, tedy R;>> 1,5. Na zaklad¢ ziskanych hodnot
uvedenych v tabulce 4.1, byl navrZen nasledujici gradientovy program:

1. na prvnich dvou minutach méteni bylo 55 % slozky A, coz umoznilo dostate¢nému rozliSeni
acetylsalicylové a salicylové kyseliny;

2. od 2,0 minuty do 3,0 minut byl pokles objemu slozky A na 30 % a do 10,0 minut zlstal
konstantni, coz umoznilo eluci fenacetinu a noskapinu v dostatecné kratkém Case;

3. v 10,0 minutach méfeni byl objem slozky A skokové zvySen zpét na 55 % a eluce byla

ukoncena v 15,0 minutach, coZ umoznilo ekvilibraci kolony na po¢ate¢ni stav méteni.
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Celkova doba analyzy byla 15,0 minut. Souhrnné je gradientovy program je uveden v tabulce
4.2 a ziskany chromatogram standardt ucinnych latek a degrada¢nich produktt 1éCivého

ptipravku Gelonida antineuralgica za téchto podminek je uveden na obr. 4.3.

Tabulka 4.2
Gradientovy program pouzity pro separaci uc¢innych latek a moznych degradacnich produktt latek obsazenych
v piipravku Gelonida antineuralgica na kolon& XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 pm). Priitok mobilni fize

0,4 ml min~!, teplota mé¥eni 30 °C, objem nastiiku vzorku 2 pl.

¢t/ min slozka A / % slozka B/ %

(0,1% octan amonny, pH =6,0)  (methanol)

0,00 55 45
2,00 55 45
3,00 30 70
10,00 30 70
10,01 55 45
15,00 55 45
2x10° - . - . : 100
2 0
2 g
_f‘: 480 =
w
- 2
< 3 5 460 Z
>
4 ~
N
1 440
0 ¥ U ﬁ— 20

t/ min

Obr. 4.3 Chromatogram smési standardi ucinnych latek a moznych degradacnich produktii latek obsazenych
v ptipravku Gelonida antineuralgica: (1) acetylsalicylova kyselina, (2) salicylova kyselina, (3) kodein,

(4) fenacetin, (5) noskapin, pfi sloZzeni mobilni faze 0,1% octan amonny (pH = 6,0) a methanol a pouziti gradien-
tového programu uvedeného v tabulce 4.2, na koloné XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um) pii vlnové délce
211 nm. Hvézdi¢ka oznacuje nasttikovy pik. Prittok mobilni faze 0,4 ml min~!, teplota méfeni 30 °C, objem

nastfiku vzorku 2 pl. Koncentrace viech standardii: 50 mg dm=.
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4.2 Kalibracni zavislosti pro stanoveni u¢innych litek

Pro zjisténi redlného obsahu uclinnych latek a degradacnich produktii, byla zhotovena
pétibodova kalibrace v linedrnim dynamickém rozsahu koncentraci 10-150 mg dm™.
[lustrativni kalibracni zavislost pro noskapin je znazornéna na obr. 4.4. Pii vyhodnoceni byly
pouzity medidny ziskanych ploch chromatografickych pika pii piislusné vinové délce
absorpéniho maxima dané latky, které byly zvoleny podle spekter namétfenych pfi
chromatografii. K vyhodnoceni byla pouzita metoda linearni regrese. Ziskané hodnoty
kalibracnich zavislosti vyhodnocené metodou linearni regrese jsou uvedeny v tabulce 4.3

(Gseky vSech kalibraénich zavislosti byly statisticky vyhodnoceny jako nevyznamné).

3.0x10° . , .

2.5x10° .

2.0x10°8 1

A x 107 / pAU min

1.5x10° .

1.0x10° .

5.0x10° .

0_0 1 1 1
0 50 100 150

c(noskapin) / mg dm™

Obr. 4.4 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni noskapinu metodou HPLC-UV zaloZena na ploSe chromatografického
piku noskapinu (4 = 9,18 min). Méfeno pfi slozeni mobilni faze 0,1% octan amonny (pH = 6,0) a methanol a
pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2, na kolon& XBridge® BEH C18 (150x3,0 mm; 2,5 um)

pfi vinové délce 208 nm. Priitok mobilni fize 0,4 ml min~!, teplota mé&feni 30 °C, objem ndstiiku vzorku 2 pl.
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Tabulka 4.3

Parametry kalibracnich zavislosti pro stanoveni G¢innych latek a moznych degradacnich produktd pfipravku

Gelonida antineuralgica metodou HPLC-UV, dle ploch chromatografickych pikd (podminky méfeni uvedeny

v odst. 3.4).

Parametr Latka
Acetylsalicylova kys. Salicylova kys. Fenacetin Kodein Noskapin

t/ min 2,12 2,39 5,38 3,23 9,17
A/ nm 224 295 244 211 208
a/pAU min mg' dm® 3680 + 74 5050 + 63 12800+ 100 10390 +74 10840 +90
b/ pAU min — —a —a _a _a
R 0,9988 0,9995 0,9998 0,9998 1,0000
LOD/mg dm™ 6,7 42 2,7 24 1,3
LOQ / mg dm 22 14 8,8 7,8 42

¢ Hodnota neni statisticky vyznamna.
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4.3 Analyza historického vzorku léfivého pripravku Gelonida antineuralgica

metodou HPLC-UV

Roztok autentického vzorku analyzovaného 1écivého piipravku Gelonida antineuralgica byl
piipraven podle odst. 3.3.4. Ziskany chromatogram tohoto roztoku je uveden na obr. 4.5. Na
chromatogramu jsou viditelné ctyfi piky, pfiCemz prvni, tfeti a ctvrty pik odpovidaji
o¢ekavanym ucinnym latkam podle idaji vyrobce, tedy acetylsalicylové kyseling, fenacetinu a
noskapinu. Druhy pik na chromatogramu je na zéklad¢ porovnani retencnich ¢ast i priabéhu

UV spekter salicylova kyselina, ktera je degrada¢nim produktem ucinné latky acetylsalicylové

kyseliny.
> 2.0x10° : —3 - T
=
"‘a 1.5x10° - =
= 2
1.0x10° | 1 5
5.0x10% -
-5.0x10* : L . L :
0 5 10 15

t/ min

Obr. 4.5 Chromatogram roztoku analyzované historické tablety Gelonida antineuralgica: (1) acetylsalicylova
kyselina, (2) salicylova kyselina, (3) fenacetin, (4) noskapin, pfi sloZzeni mobilni faze 0,1% octan amonny
(pH = 6,0) a methanol a pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2, na kolon& XBridge® BEH C18
(150%3,0 mm; 2,5 pm) pii vinové délce 211 nm. Hvézdicka oznacuje nastiikovy pik. Pritok mobilni faze

0,4 ml min!, teplota méfeni 30 °C, objem nastiiku vzorku 2 pl.
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Pomoci kalibra¢nich zavislosti uvedenych v odst. 4.2 byl nésledné stanoven obsah
jednotlivych uc¢innych latek a salicylové kyseliny ve tfech vybranych tabletdch analyzovaného
1é¢ivého piipravku Gelonida antineuralgica. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.4 v porovnani
s mnozstvim deklarovanym vyrobcem. V dobé vyroby neexistoval zadny oficidlni pfedpis na
pozadované mnozstvi ucinnych latek v tableté. Nicméné z namétenych hodnot je patrné, ze
vyrobce dodrZzel udané mnozstvi s maximalni vychylkou 12 %, cozZ bylo nejspiSe zptisobeno
nedostateCnou kontrolou pii vyrobé. Dale byla zjiSténa pfitomnost salicylové kyseliny
v mnozstvi 16,0 mg v tablet¢, ktera je pravdépodobnym degrada¢nim produktem

acetylsalicylové kyseliny.

Tabulka 4.4
Vysledky stanoveni mnozstvi G¢innych latek ve tfech vybranych tabletach historického 1é¢ivého piipravku

Gelonida antineuralgica

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

Acetylsalicylova kyselina Salicylova kyselina Fenacetin Noskapin

1. 0,5840 212 11,8 231 32,0
2. 0,5999 213 16,8 241 33,5
34 0,5920 201 16,0 237 33,6
median 0,5920 212 16,0 237 33,5
% z deklarovaného mnoZstvi 84,9 b 94,8 112

¢ Treti tableta byla fyzicky degradovanad, proto byl z hmotnosti 1. a 2. tablety vypocten primér a z ngj
procentualni rozdil mezi 3. tabletou a timto primérem hmotnosti. V§echny hodnoty v tomto fadku
jsou pfepocitany na zprimérovanou hmotnost tablet.

b Nema smysl.
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4.4 Analyza historického vzorku lé¢ivého pripravku Gelonida antineuralgica

metodou HPLC-MS

Pro ovéfeni, zda opravdu nedoslo k jiné degradaci uCinnych latek v analyzovaném lécivém
pripravku Gelonida antineuralgica, nez zjistény rozpad acetylsalicylové kyseliny na salicylovou
kyselinu pouzita HPLC-MS chromatografie s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim a negativnim
modu (obr. 4.6). Hmotnostni detekce ukazala na moznou pfitomnost dalsi latky s retencnim
casem 5,7 minut a s relativni molekulovou hmotnosti 167. Nicméné vzhledem k jejimu velmi
malému mnozstvi nebylo mozné jeji strukturu urcit. Ostatni hmoty ionti m/z o odpovidaly

ocekavanym hodnotam na zdkladé molekulovych hmotnosti latek.

TIC / intenzita

t / min

Obr. 4.6 HPLC-MS chromatogram roztoku analyzované historické tablety Gelonida antineuralgica:

(1) acetylsalicylova kyselina, (2) salicylova kyselina, (3) fenacetin, (4) noskapin pfi slozeni mobilni faze 0,1%
octan amonny (pH = 6,0) a methanol a pouziti gradientového programu uvedeného v tabulce 4.2, na kolon¢
XBridge® BEH C18 (150%3,0 mm; 2,5 um) pfi vinové délce 211 nm. Hvézdicka oznacuje néstiikovy pik. Prittok

mobilni fize 0,4 ml min~!, teplota méfeni 30 °C, objem néstfiku vzorku 2 pl.
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Pro analyzu uc¢innych latek a degradacnich produktl v ptipravku Gelonida antineuralgica ze
40. let 20. stoleti — acetylsalicylové kyseliny, fenacetinu, noskapinu a salicylové kyseliny — byla
v této praci vyvinuta a optimalizovana metoda HPLC na reverzni fazi C18 s binéarni
gradientovou eluci (0,1% vodny roztok octanu amonného a methanolu) s UV detekei. Stanoveni
latek ve tiech vybranych tabletach 1é¢ivého ptipravku Gelonida antineuralgica bylo provedeno
metodou kalibra¢ni zavislosti, a bylo zjisténo, ze analyzovany pfipravek obsahuje (ve vztahu
k mnozstvi deklarovanému vyrobcem): 84,9 % acetylsalicylové kyseliny, 94,8 % fenacetinu a
112 % noskapinu. Dale byla zjisténa pfitomnost salicylové kyseliny v mnozstvi 16,0 mg
v tableté, ktera je nejspiSe degradaénim produktem acetylsalicylové kyseliny. Ze zjisténého
vysledného mnozstvi G€innych latek Ize fict, ze degradaci podlehla pouze acetylsalicylova
kyselina a niz8i obsah fenacetinu a vyssi obsah noskapinu je nejspiSe zptisoben chybou pfi
vyrobé. Pomoci HPLC-MS byla zjiSténa ptitomnost dalsi latky v analyzovaném ptipravku, ale

ve velmi malém mnoZstvi, pravdépodobné se jednalo o néjakou necistotu.
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