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Abstrakt a klicova slova

Abstrakt:

Historické 1ékové formy kofeinu a santoninu byly analyzovany hmotnostni
spektrometrii, vzorek kofeinu byl kvantifikovan spektrofotometricky, vzorek santoninu
byl kvantifikovan acidobazickou titraci. V analyzované historické injekéni formé
,,Coffeinum natriosalicylicum* (datované ptiblizn¢ 1945) bylo stanoveno 110 + 1 %
deklarovaného mnozstvi kofeinu a 94,33 + 0,02 % deklarovaného mnozstvi salicylanu
sodného. Nebyly pozorovany zadné rozpadové produkty kofeinu ani salicylanu
sodného. Obsah santoninu v historickém vzorku (datovaném asi 1918) byl stanoven
titracné na 104 + 4 %, jednalo se o Cisty santonin bez piimési. Nebyly nalezeny zadné
rozpadové produkty santoninu. Analyzované vzorky byly stabilni i po vice jak
sedmdesati, resp. devadesati, letech skladovani.

Kli¢ova slova:

hmotnostni spektrometrie, historické Iékové formy, kofein, santonin

Abstract:

Historical pharmaceutical preparations of caffeine and santonin were analyzed by mass
spectrometry, the sample of caffeine was quantified by spectrophotometry, the sample
of santonin was quantified by acid-base titration. In the analyzed historical injection
solution ,,Coffeinum natriosalicylicum® (dated circa 1945) was determined 110 = 1 %
of the declared amount of caffeine and 94.33 + 0.02 % of the declared amount
of sodium salicylate. There were observed neither degradation products of caffeine nor
sodium salicylate. The content of santonin in the historical sample (dated prior 1918)
was determined by titration to 104 + 4 %, sample was pure santotnin with no additions.
No degradation products of santonin was observed. The analyzed samples were stable
for more than seventy, ninety resp., years of storage.

Key words:
mass spectrometry, historical pharmaceutical preparations, caffeine, santonin
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Seznam zKkratek a symboli

APCI
APPI
CA
CASN
DAD
ESI
FAB
MF
Q-TOF
uv

atmospheric pressure chemical ionization
atmospheric pressure photoionization
Chemical Abstracts

CAS registry number

detekce diodovym polem

electrospray ionization

fast atom bombardment

mobilni faze

quadrupole-time-of-flight

ultrafialové zareni



1 UVOD

Cilem této bakalarské prace bylo provést analyzu historickych 1ékovych forem
kofeinu a santoninu metodou hmotnostni spektrometrie. Ukolem bylo zjistit pritomnost
¢i naopak nepfitomnost puvodni 1éCivé latky, ptipadné rozpadovych produkti
a kvantifikace nalezenych latek.

Léc¢iva jsou dulezitou a nedilnou soucasti kazdodenniho Zivota, ale jako kazda
chemicka latka, i 1é¢iva mohou ¢asem podl€¢hat chemickym zménam nejriznéj$iho
druhu. Z toho divodu bylo zajimavé podivat se na dlouhodobou stabilitu chemickych
latek v Iékovych formach starSich sedmdesati let prave jejich analyzou. Vhodnym
materidlem pro takovou analyzu jsou zejména injek¢ni roztoky zatavené ve sklenénych
ampulich, jelikoz jsou od okolniho prostfedi izolovany a navic se u nich da

predpokladat vysoka Cistota piivodni latky v dobé€ vzniku 1€kové formy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Stabilita 1éciv a 1ékovych forem

Fyzikalni a chemicka degradace 1éCivych latek mohou zménit jejich uc€inky, coz
muze mit za nasledek zménu terapeutické ucinnosti, stejné jako toxické dusledky [1].
Vzhledem k tomu musi 1é¢ivé latky, resp. jejich 1ékové formy byt stabilni a udrzet si
svoji kvalitu az do doby pouziti, nebo do vyprseni jejich data spotieby. Kvalita by méla
byt zachovana za rtiznych podminek, se kterymi se 1éCiva a lécivé formy setkavaji pii
vyrobé, skladovani ve skladech, doprave, skladovani v nemocnicich a 1ékarnach, stejné
jako v doméacnostech.

K faktoriim ovliviiujicim chemickou stabilitu lé¢ivych latek patii vnitini faktory,
jako je naptiklad molekularni struktura latky samotné, a faktory prosttedi, jako je
naptiklad teplota, pH, tlumivé roztoky, iontova sila, svétlo, ptitomnost kysliku
a vlhkosti, aditiva a pomocné latky.

Také fyzikalni stabilita je velmi dalezita. Lécivé 1 pomocné latky existuji v raznych
mikroskopickych fyzikalnich stavech s riznym stupném usporadani. Piikladem jsou
amorfni a rizné krystalické, hydratované a solvatované stavy. V prubéhu Casu muize
lé¢iva nebo pomocna latka piechazet z jednoho stavu (obvykle nestabilniho nebo
metastabilniho) do stavu jiného, termodynamicky stabilniho. Fyzikalni stabilita je
ovlivnéna mnoha stejnymi proménnymi, které ovlivituji chemickou stabilitu, napiiklad
pritomnost vody.

Nejsnadné€ji pochopitelnd a nejvice prostudovana nestabilita 1€kovych forem je
kvantitativni ztrata latky vedouci ke snizeni Gc¢innosti. Nejen, Ze snizenim mnozstvi
ucinné latky dochazi ke sniZzeni uc¢innosti 1éku, navic mohou degradaci 1écivé latky
vznikat toxické latky. Proto je dulezité urCit nejen to, kolik latky se ¢asem ztraci, ale
také jaké jsou degradacni produkty. Degradace léCiva mize ucinit produkt esteticky
neptijatelny, naptiklad zménou barvy nebo zipachu. Nekteré 1é¢ivé latky se mohou
degradovat pH gastrointestindlniho traktu, proto je tfeba, aby byla zajisténa stabilita
ptipravku za podminek pH gastrointestinalniho traktu v piipadé, Ze je 1ékova forma
uréena K peroralnimu podani.

Lécivé latky maji rizné molekuldrni struktury, a proto jsou nachylné k variabilnim
cestim rozkladu. Mezi mozné degradacni cesty patii hydrolyza, dehydratace,
izomerizace a racemizace, oxidace, fotodegradace a komplexni interakce bud



S pomocnou latkou, nebo s jinymi 1éCivymi piipravky. Lécivé latky obsahujici skupinu
karboxylové kyseliny jsou nékdy také citlivé k dekarboxylaci.

Asi nejcastéjsim reakénim mechanismem degradace 1é¢ivych latek je hydrolyza [2].
Je to proto, ze vétSina lécCivych latek, dokonce i ty, které nejsou zvlasté citlivé
k hydrolyze, se stava mén¢ stabilnimi pii zvySené vlhkosti. VéEtSina l1é¢ivych piipravki
prichazi do styku svodou, a to i pevné lékové formy [1]. Hydrolyza je jednou
Z hlavnich degradac¢nich cest pro 1&Civé latky obsahujici ve své struktuie esterové
a amidové funk¢éni skupiny.

Dalsi velmi castou cestou degradace léciv je oxidace. Kyslik, ktery se podili
na vétsiné oxidacnich reakci, je bohaté zastoupen v prostfedi, kterému jsou léCiva
vystavena, bud’ v pribéhu zpracovani, nebo pii dlouhodobém skladovéani. Oxidac¢ni
mechanismy 1é¢ivych latek zavisi na chemické struktute 1é¢ivé latky a pfitomnosti
reaktivnich forem kysliku nebo jinych oxidanti. Naptiklad 1 atomy siry, které jsou stale

Fotodegradace byla prokazana u velkého mnozstvi latek [3]. Fotodegradace je ¢asto
doprovazena oxidaci v ptitomnosti kysliku [1]. Obvykle je pozorovana jako blednuti
barevnych sloucenin, ¢i naopak jako zabarveni plvodné bezbarvych vyrobku [3].
Mechanismy pro tyto reakce jsou obecné velmi slozité [1]. Nejvyznamnéj$im
dusledkem fotodegradace je ztrata Gi¢innosti piipravku, ktera mize vést i k terapeuticky
inaktivnimu ptipravku [3]. Léciva latka mize vSak také zplsobit svétlem vyvolané
nezadouci G¢inky interakci s endogennimi latkami.

Lékové formy jsou ziidka tvofeny pouze samotnou IéCivou latkou, obvykle jsou
Vv nich ptitomny aditivni nebo pomocné latky [1]. Casto mohou reagovat 16¢ivéa latka
s pomocnou latkou nebo spolu mohou reagovat dvé razné 1é¢ivé latky nachazejici se
V jednom piipravku. Pomocné latky mohou ovliviiovat stabilitu [éCiva rtiznymi
mechanismy, napiiklad se pfimo podileji na degradaci 1éCivé latky, mohou vykazovat
katalytické ucinky wvac¢i degradaci 1éCivé latky (napiiklad kovové ionty). Jiné
mechanismy zahrnuji vliv vlhkosti pfitomné v pomocnych latkach, i¢inek zmény pH
zpusobené pomocnymi latkami, barevné pomocné latky mohou zvysit oxidaci
a fotodegradaci 1é¢ivé latky a dalsi.

Vétsina studii zabyvajicich se stabilitou 1ékovych forem se zamétuje na Casové
obdobi n¢kolika mésict ¢i let [4-6]. EXistuji vSak i studie zabyvajici se analyzou
historickych 1ékovych forem starych pies sedmdesat let, obsahujici mimo jiné zavéry
tykajici se stability [7, 8].



2.2 Kofein

2.2.1 Struktura a vlastnosti

e
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Obr. 2.1: Chemicka struktura kofeinu.

Kofein, chemicky  1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion ~ (CASN:
[58-08-2]), je alkaloid pattici mezi N-methyl derivaty xantinu, mezi které se fadi
i theofylin a theobromin [9]. Chemicka struktura je znazornéna na obr. 2.1. Sumarni
vzorec je CgHioN4O; a relativni molekulova hmotnost je 194,191. Je to bila krystalicka
latka s teplotou tani 234-238 °C a teplotou sublimace 178 °C [10]. Kofein je vysoce
rozpustny ve vodé (37,5 £ 1,0 g I [11]). Vroztoku je slab& citlivy na svétlo.
Rozpustnost kofeinu ve fyziologickém rozmezi pH je pomérné na pH nezavisla
(50 mg mI™ pri 37 °C) [12]. M4 nizky rozdélovaci koeficient (log P = — 0,07)
a disocia¢ni konstanta pii 25 °C je 10 [10].

2.2.2 Vyroba

Kofein je znacné rozsifen v ptirodnich produktech a bézné je pouzivan v napojich
jako stimulant a aromatizujici piisada [13, 14].

Alkaloid kofein je soucasti kavovych zrn (Coffea arabica) a mnoha dalsich druha
kavy, Cokolady (Theobroma cacao), caje (Camellia thea), ofechi kola (Cola
acuminata) a nékolika dalSich druht Cola [13]. Je soucasti i dalich rostlin, jako je
Cajovnik ¢insky (Camellia sinensis), rostlin mofenovitych (Rubiaceae) nebo
lejnicovitych (Streculiaceae). Také se vyskytuje jako metabolit plisné Claviceps
sorghicola.

Poprvé byl kofein izolovan vroce 1820 ze zelenych kdvovych zrn némeckym
chemikem F. F. Rungem [15]. Ve stejném roce byl tento objev potvrzen von Giesem.
Oudry v roce 1827 izoloval kofein z ¢aje a W. F. Daniell v roce 1865 objevil, ze ofechy
kola také obsahuji kofein.
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Kofein mize byt ptipravovan i synteticky [9] (obr. 2.2). Vychozi latkou je
mocovina, ktera reaguje s methylaminem za vzniku 1,3-dimethylmocoviny. Ta reakci
s kyanooctovou kyselinou za soucasného odstépeni vody poskytne 1-(2-kyanoacetyl)-
-1,3-dimethylmocovinu, kterd je cyklizovana v alkalickém prostfedi. Dale se takto
vznikla cyklicka sloucenina nitruje kyselinou dusi¢nou, nasleduje redukce, reakce
smraven¢i Kkyselinou a nasledné v alkalickém prostfedi vznika theofylin, jehoz

methylaci nakonec vznika kofein.

0]
A\
C—C=N
HzN H3C_NH H3C_N
\ CH3NH, \ NCCH,COOH
C=0 —/——”— C=0 — o+~ & C=0
/ ~ O /
HzN ch_NH 3C NH

I sw
ZKD — ;\JT/>

Hs H;

Obr. 2.2: Syntéza kofeinu (upraveno podle [9]).

2.2.3 Farmakologie kofeinu

Kofein m& mnoho fyziologickych ucinki, jako je stimulace centralniho nervového
systému, diurézy a sekrece zaludeénich kyselin [14]. Kofein stimuluje vSechny urovné
centrdlniho nervové soustavy, zejména vSak mozkovou kiiru, vyrazné vede
Kk rychlej$imu a jasn€jSimu mysleni, lepsi psychomotorické koordinaci a bdélosti [9].
Pomaha pfi stimulaci dychacich center, vede k vétsi praci srdce a predevsim k vétSimu

srdecnimu vydeji. Je prokdzano, Ze vyviji mirnou diurézu tim, Ze zvySuje pritok krve
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ledvinami, zvysSuje glomerularni filtraci, ale pfedevSim snizuje normalni proximalni
tubularni resorpci sodnych ionti a vody [9]. Kofein je pouzivan v kombinaci
s ergotaminem Kk 1é¢bé migrény (vazokonstrikce mozkovych cév pusobenim kofeinu
vyrazn¢ prispiva k jeho vyjime¢né schopnosti zmirnit bolesti hlavy [9]), nebo
v kombinaci s nesteroidnimi protizanétlivymi léky Vv analgetickych ptipravcich [14].
Nepochybn¢ stimuluje i1 parietadlni bunky, které zvySuji vyluCovani zaludeCnich s§tav
v zaludku — zptsobuje zvyseni kyselosti v zaludku [9]. Je antagonistou adenosinového
receptoru [13].

Jako mirny stimulant je kofein podavan v davce 50-200 mg, maximalné vsak 1 g
[10]. Vétsinou se podava 100-500 mg, obvykle vSak 200 mg [9]. Toxické ucinky jsou
zaznamenavany pii koncentraci kofeinu vkrvi vy$si nez 15mg I'" a umrti pii
koncentraci v krvi vy3si nez 80 mg I'* [10]. P¥iznaky toxicity kofeinu zahrnuji srdeéni

arytmii, zdchvaty, metabolické poruchy a zavazny plicni edém.

2.2.4 Distribuce v organismu a metabolismus

Kofein je po peroralnim poziti rychle absorbovan, jeho biologicka dostupnost je
témet 100 % [10]. Je Siroce distribuovan, prochazi placentou, vstupuje do centralni
nervove soustavy a slin, malé mnozstvi se vylucuje do matetského mléka.

V lidském  organismu je  kofein  odbouravan  cytochromem  P450,
N-acetyltransferasou a xantinoxidasou [16]. Metabolické reakce zahrnuji
N-demethylaci, acetylaci a oxidaci na derivaty mocové Kyseliny (obr. 2.3). Piiblizné
85 % podané davky kofeinu se do 48 hodin vylouc¢i do mo¢i, z toho asi 40 % jako
kyselina 1-methylmoc¢ova, 10-15 % jako 1-methylxantin a az 35 % jako 5-acetylamino-
-6-formylamino-3-methyluracil a 5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil. =~ Ostatni
metabolity vyluGované moc¢i zahrnuji theofylin, 1,7-dimethylxantin (paraxantin),
7-methylxantin, a kyselinu 1,3-dimethylmoc¢ovou. Ptiblizné 1 % z podané davky se
vyluCuje moc¢i v nezménéné forme¢. Mira N-acetylace je wurCena geneticky.
U novorozencl je kofein vyluovan moci piedev§im v nezménéné formé, protoze

schopnost metabolizovat tuto latku je snizena az ptiblizn€ do Sestého mésice veku.
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Obr. 2.3: Metabolismus kofeinu (upraveno podle [16]).

2.2.5 Analyticka stanoveni

Pro stanoveni kofeinu v 1ékovych formach se vyuziva titrace kyselinou chloristou
Vv prostiedi bezvodé kyseliny octové [17] nebo spektrofotometrické méteni [10].
Ke stanoveni degradacnich produktl je vSak potfeba pouzit metody kapalinové
chromatografie ve spojeni S hmotnostni detekci. Tato metoda se vyuziva i pro stanoveni
kofeinu a jemu piibuznych latek v biologickych matricich je plasma, krev ¢i mo¢ [18,
19]. Vybrané¢ HPLC-MS metody pro stanoveni kofeinu v nejriiznéjSich vzorcich jsou
uvedeny v tab. 2.1.
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Tab. 2.1: Analyticka stanoveni kofeinu metodou HPLC-MS.

typ vzorku metoda, podminky méfeni limit detekce ng/ml  reference
moc HPLC-MS/MS, kolona C30, gradientova eluce 0,5% octova neuveden [16]
kyselina-acetonitril
plasma LC-frit-FAB-MS, kolona ODS-HG-5, gradientova eluce 5 [19]
17M octova kyselina-glycerol-voda (0,1:0,5:99,4 v/v) a 17M
octova kyselina-glycerol-methanol-voda (0,5:0,5:10-99::
89-0 viv)
matei'ské LC/MS/MS, kolona C8, gradientova eluce 50mM 1,6 [20]
mléko mraven¢an amonny-acetonitril
voda UPLC-MS/MS, kolona C18, gradientova eluce acetonitril neuveden [18]
5$0,1% mravenéi kyselinou-30mM mravenéanovy pufr
opH=35
LC-Q-TOF-MS, kolona C18, gradientova eluce 0,1%
mravenc¢i kKyselina v acetonitrilu-voda (95:5, v/v) <5 [21]
LC-Q-TOF-MS, kolo.na C8, gradientova eluce acetonitril- neuveden [22]
-0,1% mravenci kyselina
tablety 1¢¢iv ~ LC-ESI-MS-MS, kolona C18, gradientova eluce 10mM 500,0 [23]
mravencanovy pufr-acetonitril
Caje LC/APCI-MS, kolona C18, gradientova eluce 0,05% vodny neuveden [24]

roztok trifluoroctové kyseliny-0,05% acetonitrilovy roztok
trifluoroctové kyseliny

14



2.3 Santonin

2.3.1 Struktura a vlastnosti

\\\\\\H
.u\\\\\CH3

(@]
Obr. 2.4: Chemicka struktura santoninu.

Santonin, chemicky (3S,3aS,5aS,9bS)-3,5a,9-trimethyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
-benzo[g][1]benzofuran-2,8-dion (CASN: [481-06-1]) je krystalicky lakton ziskany
ze suSenych kvéta pelynku cicvarového (Artemisia cina) a dalSich druha Artemisia [10].
Chemicka struktura je zndzornéna na obr. 2.4. Sumarni vzorec je Ci5H1303 a relativni
molekulova hmotnost je 246,307. Jsou to bilé, lesklé krystalky nebo prasek, bez
zapachu, hotké chuti, vlivem svétla zloutne [10, 25]. Bod tani je okolo 173 °C. Ve vod¢
je prakticky nerozpustny, rozpustny 1:50 v ethanolu, 1:4 v chloroformu a 1:125 v etheru
[10]. Rozdélovaci koeficient n-oktanol-voda (log P) je 1,8. [26, 27].

2.3.2 Vyroba

Santonin patii mezi seskviterpenové laktony, které jsou diilezitou tfidou ptirodnich
produktti nalézajicich se v rostlinach ¢eledi hvézdicovitych (Asteraceae), tvorené
kondenzaci tii isoprenoidnich jednotek a naslednou cyklizaci a oxidacni transformaci
[28]. Poprvé byl santonin izolovan Kahlerem v roce 1830 z Artemisia santonica [26].

Santonin se da také syntetizovat, napiiklad z bicyklického malonového esteru [27],

nebo z trienonu odvozeného od thujonu [29].

2.3.3 Farmakologie santoninu

Santonin se dfive pouzival jako anthelmintikum (1é¢iva latka pouzivana v boji proti
parazitickym cervim) [9, 25]. Vyskytoval se ve formé tablet, cicvarového seminka
(susené kvéty pelynku cicvarového) ¢i cukrovi (santoninova Cokoladda). Santonin je

kieCovy jed, ktery plsobi na centrdlni nervovou soustavu. Vyvoldva nejprve
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modrofialové (kyanopsie a ianthinopsie) a pak Zlutofialové vidéni (xanthopsie)
drazdénim a naslednym ochrnutim sitnice v Castech, které vnimaji barvu. Také
na skrkavky ptisobi nejprve drazdivé. Santonin v ledvinach zvysuje glukosovy prah
a zbarvuje mo¢ do intenzivni zlutozelené barvy, v alkalickém prostiedi pak ¢ervena.

Santonin byl diive podavan v davkach 60-200 mg denné po dobu tii dna [10].
Nejvyssi jednotliva davka byla 100 mg, nejvys$si denni davka byla 300 mg [25].
Obvykla terapeuticka jednorazova davka byla 50 mg a denni 200 mg.

Lehka otrava se projevuje uzkosti, pocenim a xanthopsii [25]. Prudkd otrava
santoninem se projevuje xanthopsii, zavrati, bolesti hlavy, zvySenou slinivosti
¢1 zvracenim. Takovyto Clovek je bledy, objevuje se studeny pot, téZce dycha, nastavaji
uzkostlivé stavy a neklid, které mohou vyustit v duSevni poruchu s halucinacemi.
Ve svalstvu se objevuji opakujici se zaSkuby, mohou vypuknout kiece, také vSak mtze

nastat az bezvédomi ¢1 smrt.

2.3.4 Distribuce v organismu a metabolismus

Nejvetsi cast santoninu se v nezménéné podobé vylucuje stolici, mensi Cast se
vstiebava a vyluéuje ledvinami [25, 30]. Zaludeé¢ni kyselina podporuje resorpci [25].
Biotransformace santoninu v lidském organismu nebyla v literatufe popsana.

Byly provedeny studie zabyvajici se biotransformaci santoninu pomoci ruznych
druht plisni, bakterii a bunétnych kultur rostlin [31-33]. Bakterie Bacillus cereus
pifeménila santonin z 64 % na metabolit 1,2-dihydrosantonin, ktery oproti santoninu
postradal anthelmintické i antimikrobidlni ucinky [32]. Na stejny metabolit pfeménily
santonin i vlaknité houby Cunninghamella bainieri, Cunninghamella echinulata
a Mucor plumbeus [33]. Vlaknita houba Rhizopus stolonifer metabolizovala santonin
na 3,4-epoxysantonin a 4,5-dihydrosantonin [33] a vlaknita houba Abisidia coerulea
na 11-hydroxysantonin a 8-hydroxysantonin [31]. Struktury biotransformacnich

produktli santoninu jsou zobrazeny na obr. 2.5.
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Obr. 2.5: Chemické struktury identifikovanych produkti biotransformace santoninu:
(a) 1,2-dihydrosantonin, (b) 4,5-dihydrosantonin, (c) 3,4-epoxysantonin, (d) 11-hydroxysantonin
a (e) 8-hydroxysantonin.

2.3.5 Analyticka stanoveni

Santonin se podle literatury [34] stanovoval acidobazickou titraci, pfi které se
roztok santoninu s methanolem a nadbytkem hydroxidu sodného necha projit varem,
¢imz ze santoninu vznikne kyselina santoninova (obr. 2.6). Nespotiebovany hydroxid

sodny se po zchladnuti smési zpétné titruje roztokem kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 2.6: Reakce santoninu s hydroxidem sodnym v nadbytku za varu (upraveno podle [34]).

Analyza se dale provadi také pomoci kapalinové chromatografie pouzitim béznych
reverznich stacionarnich fazi [35]. Existuje n€kolik ¢lankd zabyvajicich se stanovenim
santoninu v suSenych rostlinach, tabletach nebo roztocich, nékolik jich je uvedeno
v tabulce 2.2.

Tab. 2.2: Analyticka stanoveni santoninu.

typ vzorku metoda, podminky méfeni reference

rostlinny material LC-MS, kolona C18, gradientova eluce acetonitril-voda [35]
(2:98 v/v) s 1 mmol octanu amonného a acetonitril-voda
(95:5 v/v) s 1 mmol octanu amonného

HPLC, MS, kolona RP 8, gradientova eluce methanol-voda [36]
silaz, med, krmivo pro ~ HPLC-Orbitrap MS, kolona 3 pm Atlantis T3, gradientova [37]
prasata, dopln¢k stravy ~ eluce methanol-voda (95:5, v/v) oba obsahujici 2mM
mravenéan amonny a 0,5mM mraven¢i Kyselinu
roztok standardi HPLC, 1. kolona C18, 2. kolona ODS-Hypersil, [38]
horkych latek gradientova eluce methanol-voda
anthelmintické tablety HPLC, kolona Si60, izokraticka eluce chloroform-ethanol [39]
(95:5, viv)
roztok terpenti HPLC, kolona C18, izokraticka eluce 0,05M fosfatovy pufr [40]

(pH 3)-acetonitril (50:50, v/v)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované latky a standardy

Analyzovanym vzorkem kofeinu byl Ciry bezbarvy roztok uchovdvany v Iml
zatavené sklenéné ampulce. Ampulka byla ulozena v papirové krabicce oznacené
,Coffeinum natriosalicylic., Dr. Heisler” (obr. 3.1) vyrobené Spolkem pro chemickou
a hutni vyrobu (Cechy). Rok vyroby lze odhadovat kolem roku 1945, protoze etiketa
pripravku je z obdobi protektoratu, ale je opatfena poznadmkou ,Némecky text je
neplatny”, a protektoratni cena v korundch je pfetiSténa cenou v korunach
eskoslovenskych. Vzorek byl poskytnut ze sbirek Ceského farmaceutického muzea
v Kuksu. V analyzovaném vzorku bylo podle etikety deklarovano 25 % coffeinum
natriosalycilicum, podle v obdobi Protektoratu platného 6. vydani némeckého 1€kopisu
[41] obsahuje tato smés 40 % kofeinu, obsah kofeinu v ampulce mél tedy byt 0,1 g mI™,
obsah salicylanu sodného pak 0,15 g ml™.

Analyticky standard kofeinu (Coffeinum anhydricum, Sarze 201005019)
s deklarovanym obsahem 99,8 % byl zakoupen od firmy Zentiva (Ceska republika).

Obr. 3.1: Originalni obal analyzovaného vzorku kofeinu.

Analyzovanym vzorkem santoninu byly bezbarvé krystalky uchovavané v tmavé
lahvi se zabrusem. Lahev byla oznacena papirovou etiketou s predtiSténym textem
,»Chemisches Institut der k. k. deutschen Universitdt Prag.“ a ru¢né¢ dopsanym textem
»Santonin“ (obr. 3.2). Dataci vzorku lze vzhledem k etiketé polozit mezi lety
1881-1918. Vzorek pochézel ze sbirek katedry analytické chemie UK PfF.
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Obr. 3.2: Originalni obal vzorku santoninu.

3.2 Pouzité chemikalie

Ostatni pouzit¢ chemikalie byly (pokud neni uddno jinak) analytické cCistoty:
acetonitril pro HPLC (Lab-Scan), methanol pro HPLC (Lab- -Scan), hydroxid sodny
(Lachema), kyselina chlorovodikova 35% (Lachema), kyselina $tavelova dihydréat
(Lachema), tetraboritan sodny dekahydrat (Lachema), salicylan sodny (Fluka), kyselina

sirova 98% (Lachema), dusi¢nan Zelezity (Lachema).

3.3 Postupy méreni a vyvhodnocovani vysledkii

3.3.1 Hmotnostni spektrometrie

Ampulka analyzované historické 1ékové formy kofeinu byla oteviena a bylo
odebrano 50 pl roztoku, ktery byl ziedén acetonitrilem 10 000krat. Vzorku santoninu
bylo navazeno 2,4 mg, rozpusténo a zfedéno methanolem celkové 200krat.

K analyze vzorkii byl pouzit hmotnostni spektrometr Bruker Esquire 3000
s iontovou pasti a elektrosprejovou ionizaci. Rozsah méteni byl pro kofein nastaven
50-600 Da a pro santonin 50-700 Da. Zmlzovacim plynem byl pro oba vzorky dusik
(38 psi pro kofein a 35 psi pro santonin). Prutok susiciho plynu o teploté 325 °C pro
kofein byl 7,5 | min. Pritok susiciho plynu o teploté 315 °C pro santonin byl
6,0 | min*. Oba vzorky byly m&feny v pozitivnim modu.
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3.3.2 Spektrofotometricka méreni

Spektrofotometrickd méfeni byla realizovana na spektrofotometru Hawlett Packard
HP 8453. Byly ptipraveny standardni roztoky salicylanu sodného a kofeinu (0,1000 g
standardu v 250,0 ml destilované vody).

Pro kvantifikaci salicylanu sodného bylo ze standardniho roztoku salicylanu
sodného ptipraveno do 25ml odmérnych ban€k Sest kalibra¢nich roztokli v rozmezi
vyslednych koncentraci salicylanu sodného 1,6-9,6x10° g ml™. Do baiiky byl
odpipetovan pfislusny alikvot standardniho roztoku salicylanu sodného a ptidano
5,00 ml vybarvovaciho ¢inidla (5SmM roztok dusi¢nanu zelezitého ve 12mM kyseliné
sirové) a doplnéno na 25,00 ml destilovanou vodou. Jako slepy vzorek byl pouzit roztok
obsahujici 5,00 ml vybarvovaciho ¢inidla dopInény destilovanou vodou na objem
25,00 ml. Kalibra¢ni roztoky byly proméfeny proti slepému vzorku na spektrofotometru
pti vinové délce 527 nm a byla vynesena kalibracni zavislost. Poté byly zméteny tii
roztoky vzorku pfipravené z 10 pl analyzovaného injekéniho roztoku s5,00 ml
vybarvovaciho ¢inidla a doplnéné na 25,00 ml destilovanou vodou.

Kvantifikace obsahu kofeinu v analyzovaném vzorku byla provedena metodou
standardniho ptidavku. Z analyzovaného historického injekéniho roztoku bylo
odpipetovano 50 pl a ziedéno destilovanou vodou v odmérné bance na 50,00 ml.
Do Sesti 100ml odmérnych banék bylo odpipetovano 2,00 ml ziedéného roztoku vzorku.
Do péti banck bylo postupné ptidano 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 a 2,50 ml standardniho
roztoku kofeinu. VSechny bariky byly nasledné doplnény po rysku destilovanou vodou
a tyto roztoky byly proméfeny na spektrofotometru pii vinové délce 275 nm proti

destilované vodé a hodnoty byly vyneseny do grafu.

3.3.3 Odmeérné stanoveni santoninu

Kvantifikace santoninu byla provedena acidobazickou titraci podle literatury [34].
Bylo odvazeno ptesné piiblizné mnozstvi 0,5 g na analytickych vahach, pfidano 30 ml
methanolu a 30,00 ml 0,1M odmérného roztoku hydroxidu sodného (faktor roztoku byl
0,9417). Tato smes se nechala vafit pfesné dvé minuty a po zchladnuti se piebytek
hydroxidu sodného retitroval 0,IM odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové
(faktor roztoku byl 0,8849). Objem 1,00 ml 0,1M odmérného roztoku hydroxidu
sodného odpovida 0,02463 g santoninu. Stanoveni bylo provedeno tfikrat.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza historického vzorku kofeinu
a salicylanu sodného

4.1.1 Hmotnostni spektrometrie

Hledani pifipadnych degradacnich produktti kofeinu v analyzované 1ékové formeé
bylo zahajeno pfimym nastiikem nafedéné¢ho vzorku do hmotnostniho spektrometru
nastaveného na pozitivni moéd. Ve zméfeném spektru byl majoritné zastoupen
ogekavany iont m/z 194,9, ktery odpovidal protonované molekule kofeinu [M + H],
iont m/z 216,9 jakozto adukt se sodikem [M + Na]® (obr. 4.1a) a iont m/z 411
odpovidajici dimeru [2M + Na]*. Nebyly patrné zadné rozpadové produkty kofeinu ani
salicylanu. Pfi méfeni v negativnim moéodu byl patrny iont m/z 136,6 odpovidajici
aniontu salicylové kyseliny.

Z prekurzorového iontu m/z 194,9 byla provedena fragmentace (obr. 4.1 b).
Hlavnim produktem rozpadu molekularniho iontu byl iont m/z 137,8, ktery podle
literatury [20, 21] odpovida [M + H-C,H3NO] (obr. 4.2). Dalsi iont m/z 109,8 podle
literatury [20] vznika odStépenim skupiny —CO z iontu m/z 139. lonty m/z 69,1
am/z 58,2 nebyly zatim v literatufe popsany a jejich identifikace by byla nad ramec této

préace.
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Obr. 4.1: MS/MS spektrum kofeinu: a) izolace prekurzorového iontu m/z 195 b) dcefiné spektrum
vznikajici z iontu m/z 195.
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Obr. 4.2: Fragmentaéni cesta pro molekularni iont protonované molekuly kofeinu [M + H]".

4.1.2 Kvantifikace slozek ve vzorku

Kvantifikace slozek vzorku byla provedena spektrofotometricky. Z kalibra¢ni

zavislosti salicylanu sodného (obr. 4.3) bylo vypoéteno mnozstvi salicylanu ve vzorku
0,141 gml™, coz odpovidda 94,33 + 0,02 % deklarované hodnoty. Obsah kofeinu
ve vzorku byl stanoven metodou standardniho ptidavku (obr. 4.4). Bylo nalezeno
0,110 g ml™, coz odpovida 110 £ 1 % deklarované hodnoty. Vysledek byl zatizen
malou pozitivni chybou, zpisobenou pravdépodobné fedénim potiebnym pro

spektrofotometrické stanoveni.
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Jelikoz nebyly hmotnostni spektrometrii nalezeny zadné rozpadové produkty a obé
slozky vzorku byly nalezeny odpovidajici deklarovanym hodnotam, lze uzavtit,
ze historicka 1ékova forma kofeinu a salicylanu sodného byla stabilni i po sedmdesati
letech.
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Obr. 4.3: Kalibraéni ptimka pro stanoveni salicylanu sodného v historickém vzorku 1ékové formy
(rovnice kalibratni piimky: Asp; = 8400 ¢ [mg ml™] + 0,017, r = 0,9994).
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Obr. 4.4: Stanoveni obsahu kofeinu v historickém vzorku 1ékové formy metodou standardniho pfidavku
(rovnice kalibratni piimky: Azzs = 48700 ¢ [mg mI™*] + 0,118, r = 0,9993).
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4.2 Analyza historického vzorku santoninu

4.2.1 Hmotnostni spektrometrie

Hledani ptipadnych degradacnich produkti vzorku bylo zahajeno jeho piimym
nastiikem do hmotnostniho spektrometru vV pozitivnim moédu. Ve zméfeném spektru
byly jasné& patrné odekavané ionty m/z 515,1 odpovidajici dimeru [2M + Na]*, m/z 247,1
jakozto protonovana molekula santoninu [M + H]" a m/z 269,1, ktery dopovid4 aduktu
se sodikem [M + Na]® (obr. 4.5). Pik m/z 413,2, patrny v naméfeném spektru, patii

necistoté zZ rozpousStédla methanolu (diisooktylftalat).
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Obr. 4.5: MS spektrum santoninu méteného Vv pozitivnim modu.

Nasledn¢ byla provedena fragmentace prekurzorovych iontt m/z 515,1 a 247,1.
Dimer m/z 515,1 se fragmentoval na monomer m/z 269,1 [M + Na]* a m/z 246,0 [M].
Pii fragmentaci prekurzorového iontu m/z 247,0 vznika ion m/z 172,9 (obr. 4.6), ktery
podle [33] odpovida iontu [M + H-C3Hs0,]". Dale byl patrny ion m/z 229,0, ktery viak

Vv literatufe nebyl popsan.
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Obr. 4.6: MS/MS spektrum santoninu: a) izolace prekurzorového iontu m/z 247 b) dcefinné spektrum
vznikajici z iontu m/z 247.

JelikoZ nebylo zndmo deklarované mnozstvi santoninu ve vzorku ani jeho Cistota
a vzorek byl uchovavan pouze v ldhvi se zabrusem, bylo déle provedeno méteni teploty
tani na Koflerové bloku. Méteni bylo provedeno tiikrat, medianem z téchto méfeni byla
stanovena teplota tani 172,0 °C (relativni smérodatnd odchylka byla 0,2 %). V literatuie
byva uvadéna teplota tani kolem 173 °C [10], nebo v rozmezi 170-173 °C [42], z ¢ehoz
vyplyva, ze vzorek santoninu byl pravdépodobné cCista latka bez piiméesi. To také
prokazuje naméfené UV spektrum vzorku (obr. 4.7), které je shodné s UV spektrem
uvedenym V literatuie [10].
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Obr. 4.7: UV spektrum analyzovaného historického vzorku santoninu v methanolu (¢ = 2x10 > mol dm 2,

I=1cm).

4.2.2 Kvantifikace santoninu ve vzorku

Byla provedena ¢tyfi titracni stanoveni, z nichz byl spocitan obsah santoninu
ve vzorku jako 104 + 4 % teoretické hodnoty. Vysledek byl zatizen malou pozitivni
chybou v mezich normy. Analyzou hmotnostni spektrometrii nebyly nalezeny Zzadné
rozpadové produkty a vysledek stanoveni také ukazuje na zavér, ze vzorek byl skute¢né
¢isty santonin, ktery se ani po vice nez devadesati letech chemicky nezménil.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na analyzu historickych vzorkd kofeinu
a santoninu. Cilem bylo provést MS analyzu vzorkd, zjistit pfitomnost ¢i nepfitomnost
rozpadovych produktt 1éCivych latek a kvantifikovat nalezené latky.

Na hmotnostnim spektrometru nebyly nalezeny zadné rozpadové produkty kofeinu
ani salicylanu sodného. Kofein byl kvantifikovan spektrofotometricky metodou
standardniho ptidavku, salicylan sodny byl kvantifikovan spektrofotometricky metodou
kalibrac¢ni pfimky. Byl zjiStén obsah kofeinu ve vzorku 110 + 1 % deklarované hodnoty,
obsah salicylanu sodného byl 94,33 + 0,02 % deklarované hodnoty.

Analyzou na hmotnostnim spektrometru nebyly nalezeny zadné rozpadové produkty
santoninu. Vzorek santoninu byl kvantifikovan acidobazickou titraci s vysledkem
obsahu santoninu ve vzorku 104 + 4 % teoretické hodnoty, ktera, podle udaji teploty
tani a naméfené¢ho UV spektra vzorku, byla 100 %.

Z vysledkt je patrné, Ze oba historické vzorky lékovych forem jsou stabilni
i po dobu skladovani desitek let.
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