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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Tereza KoSvancova

Konzultant: PharmDr. Hana Sklenaiova, Ph.D.

Nézev rigor6zni prace:
Sledovani zmén obsahu uéinnych latek v zavislosti na postupu pripravy lé¢ivého

pripravku Coldrex Horky napoj

Byly nalezeny vhodné chromatografické podminky pro separaci obsahovych

produkti pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Optimélnich vysledki bylo dosazeno na ¢asticové analytické koloné
LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm). Jako mobilni fdze byla pouZita
smés methanol : fosforeCnanovy pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v) pfi pritokové
rychlosti 0,5 ml/min, nastfikovaném objemu 10 pl, izokratickém rezimu a laboratorni
teploté. K detekcei byl pouzit UV detektor s vinovymi délkami 210 a 265 nm. Vnitinim
standardem se stala kyselina salicylova. Latky byly eluovany v pofadi: kyselina
citronovd, kyselina askorbova, p-aminofenol, fenylefrin, paracetamol, kyselina

salicylova.
Byla zjiSténa nejvhodnéjsi teplota vody jako rozpoustédla lécivého piipravku,
pii kterém ma roztok nejvétsi koncentraci obsahovych latek.

Byl zjistén rozklad obsahovych latek pfi testovani jejich stability po ur¢itou dobu

od ptipravy, ziskané vysledky byly zkoumany a byla formulovéana urcitd doporuceni.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Department of Analytical Chemistry
Candidate: Mgr. Tereza KoSvancova
Consultant : PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Title of Thesis:

Monitoring of changes of contents of effective substances according to the

preparation process of the medicinal product Coldrex Hot drink

The High Performance Liquid Chromatography suitable conditions for
the separation of effective and adjuvant substance in the medicinal product Coldrex Hot

drink and some of their degradation products were found.

The particle analytical column LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm;
5 um) was used for achievement of optimal results. A mobile phase composed of
methanol : phosphate buffer pH 6.52 in ratio 35 : 65 (v/v), the flow-rate 0.5 ml/min,
the sample volume 10 pl, the isocratic mode and laboratory temperature were chosen.
The UV detection was set at 210 and 265 nm. Salicylic acid was used as an internal
standard. Substances were eluted in the following order: citric acid, ascorbic acid,

p-aminophenol, phenylephrine, paracetamol, salicylic acid.

The most suitable water temperature used as a solvent for medical product

in which the solution contains highest concentrations of effective substances was found.

The decomposition of effective substance was monitored during the respective
time after preparation, achieved results were studied and some recommendations have

been proposed.
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2. SEZNAM ZKRATEK

AA
ACN
BEH
Ca

Cr

HCI

HPLC

KH,PO4
Na,HPO4
LP
MeOH
MF

TEA

UV

Kyselina octova

Acetonitril

Etylenovy hybridni most (Bridge Ethylen Hybrid)
Koncentrace kyseliny askorbové

Koncentrace fenylefrinu

Koncentrace paracetamolu

Koncentrace kyseliny salicylové

Cesky 1¢kopis

Kyselina chlorovodikova

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (High Performance

Liquid Chromatography)
Dihydrogenfosforecnan draselny
Hydrogenfosfore¢nan sodny
Lécivy piipravek

Methanol

Mobilni faze

Triethylamin

Ultrafialové spektrum (Ultra-Violet)



3. CILA POPIS ZADANI PRACE

Tato rigorézni prace se zabyva zkoumdnim zmén obsahu ucinnych latek
v lé¢ivém piipravku Coldrex Horky néapoj v zavislosti na podminkach jeho pfipravy.
Zakladnim cilem prace je nalezeni optimalnich chromatografickych podminek
pro stanoveni latek obsazenych v LP, na jehoz zdkladé budou hleddny nejvhodnéjsi

podminky jeho ptipravy.

Coldrex Horky ndpoj je voln€ prodejny I€k k vnitinimu wuziti, vhodny
k odstranéni ptiznakli chiipky a nachlazeni jako jsou horecka, bolesti hlavy, svali
a kloubli ¢i wucpaného nosu. Piipravek obsahuje paracetamol s analgetickymi
a antipyretickymi ucinky, fenylefrin fungujici i perordlné jako nosni dekongestivum

a kyselinu askorbovou, ktera podporuje obranné reakce organismu.

Zajistit pacientovi kvalitni, bezpecny a ucinny 1€k je zdkladnim cilem farmacie.
Hodnoceni bezpecnosti a u€innosti 1éCivych piipravkl, zejména polykompozitnich, je
provadéno riznymi analytickymi metodami, pfedev§im vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii.

Uginné latky piipravku se obvykle stanovuji chemickou metodou dle &eského
I¢kopisu. Rozkladny produkt paracetamolu p-aminofenol je pfic¢inou jeho toxicity. Je
proto nutné s ohledem na riziko jeho pfitomnosti stanoveni i obsahu této latky v daném
ptipravku. Z tohoto dlivodu je dalS$im cilem prace nalezeni metody vhodné také pro

zjisSténi ptitomnosti produktu, ktery by béhem piipravy nebo po ni mohl vzniknout.

-10 -



4. TEORETICKA CAST

4.1 Coldrex Horky napoj Citron

4.1.1 Charakteristika pripravku Coldrex Horky napoj

Coldrex Horky napoj je 1écivy piipravek uréeny k odstranéni ptiznakd chiipky
a nachlazeni, v€etn¢ horecky, bolesti hlavy, svali a kloubli, dile ucpaného nosu
a zanctu nosni sliznice. Pouzivd se u dospélych a mladistvych v davce 1 sacek
rozpustény v Salku horké vody az 4x denné s odstupem mezi dédvkami nejméné

4 hodiny. Vzhledem k obsahu 1é¢ivé latky piipravek neni vhodny pro déti do 15 let.

Jedna se o pfipravek s obsahem paracetamolu, fenylefrinu a kyseliny askorbové.
Paracetamol je analgetikum — antipyretikum bez protizanétlivého ucinku. Fenylefrin
funguje jako dekongestant nosni sliznice. Kyselina askorbova byva soucasti
kombinovanych ptipravkil proti chiipce a nachlazeni, kompenzuje ztraty a nedostatek
vitaminu C v po¢atecnim obdobi akutnich virovych infekci, podporuje obranné reakce

organismu.

Nezadouci Ucinky se v terapeutickych davkach vyskytuji ziidka a s mirnymi
projevy, nejcastéji se jednd o vyrazky a kozni alergie. Vzacné se objevuje zvySeni
krevniho tlaku vedouciho k bolestem hlavy, pfipadné bronchospazmus [1].

Piipravek je krystalicky svétle zluty prasek citronové chuti a viné, balen

v laminovanych saccich obsahujicich 5 g praSku, velikost baleni je 5 a 10 sackd.

Ptipravek je voln¢€ prodejny [2].

Kompletni slozeni ptipravku Coldrex Horky napoj Citron v 1 sacku [2]:

Paracetamolum 750 mg
Phenylephrini hydrochloridum 10 mg
Acidum ascorbicum 60 mg

Pomocné latky : Acidum citricum, Saccharosum, Saccharinum nitricum, Flavum

quinoli, Aroma citri pulveratum

- 11 -



4.1.2 Paracetamol

Paracetamol je bily krystalicky prasek, mirn€ rozpustny ve vodé, snadno

rozpustny v ethanolu 96%, velmi téZce rozpustny v etheru a v dichlormethanu [3].

H
N

T

O

CH;

HO

Obr.1 : Chemicka struktura paracetamolu

Jedna se o léCivo Siroce pouzivané ke sniZeni bolesti a horecky u nemoci jak
bakteridlniho, tak virového plvodu. Diky relativné dobré gastrointestinalni
snasenlivosti, neovlivitovani krevni srazlivosti a hladiny cukru v krvi je pouzivan
pro pacienty, u nichz je z divodu viedové choroby, insulinové insuficience ¢i indikace
1¢kti ovliviujicich koagulaci krve jind terapie nevhodnd. Je také lékem prvni volby

u déti, t€hotnych Zen a geriatrickych pacientt.

Paracetamol svou chemickou strukturou patii mezi derivaty anilinu, fadi se
do farmakoterapeutické skupiny neopioidnich analgetik s antipyretickym ucinkem,
tj. schopnosti snizovat nemoci zvySenou télesnou teplotu tlumivym plsobenim
na termoregulaéni centrum v hypotalamu. Analgeticky centralni G¢inek je dan
pusobenim na serotoninové receptory v mise. Na rozdil od klasickych nesteroidnich

antiflogistik chybi protizanétlivy ucinek [4, 5].

V mnoha stabilitnich studiich bylo prokézano, ze tato latka postupné podléha
kyselé 1 alkalické hydrolyze, projevila se i citlivost na svétlo ¢i sou€asnou piitomnost
dalsich latek. Hlavnim rozkladnym produktem téchto reakci je p-aminofenol, ktery se
na svétle a vzduchu dale oxiduje na chinony a podobné latky, zabarvujici roztok do

tmave¢ Zluta az hnéda [6, 7].

Aktivovany p-aminofenol je také reaktivnim metabolitem paracetamolu. Rychle
se vstiebava z gastrointestinalniho traktu a distribuuje do vSech tkani a télnich tekutin.

V organismu se paracetamol za béznych okolnosti pfi podavani terapeutickych davek

-12-



biotransformuje na jiz zminény p-aminofenol, ktery se okamzit¢ konjuguje
s glutathionem na jeho volnych -SH skupindch a je vyluCovan moc¢i ve formé
neskodnych konjugéati. Po nadmérnych davkach paracetamolu (u dospé€lého clovéka
nad 8 g/den) dochazi k vycCerpani zasoby latek s témito skupinami v jatrech a toxicky
metabolit se kumuluje, coz je pfic¢inou akutniho jaterniho selhdni a nasledného ohrozeni
zakladnich fyziologickych funkci s vysokou mortalitou. Ztéchto divodd je
p-aminofenol sledovanou latkou a jako hlavni necistota v ptipravcich obsahujicich

paracetamol je hodnota této latky limitovana lékopisem [1, 4].

4.1.3 Fenylefrin

Jedna se o bily nebo témét bily krystalicky prasek, téZce rozpustny ve vodé, mirné
rozpustny v methanolu, tézce rozpustny v ethanolu 96%. Rozpousti se ve zfedénych

mineralnich kyselinach a ve zfedénych roztocich alkalickych hydroxidua [3].

OH

ZT

HO

Obr.2 : Chemicka struktura fenylefrinu

Fenylefrin je latka patfici do skupiny selektivnich sympatomimetik, konkrétné
alfa-1 mimetik, coZ jsou latky navozujici stimulaci alfa-1 receptori spazmus slizni¢nich
cév, ¢imz snizuji piekrveni sliznic, a tim navozuji dekongesci. Aplikuje se jak topicky,
tak systémové (perordln€). U topické aplikace obecné plati, ze ptipravky s obsahem
téchto latek by u dospélych osob nemély byt podadvany po dobu delsi nez 1 tyden
z divodu vzniku névyku (sanorinismus) s intenzivnim zdufovanim sliznice za kratsi
dobu po aplikaci. Celkové jejich dlouhodobé pouzivani mlze vést k poskozeni
slizni¢niho epitelu s Gtlumem fasinkové aktivity a k ireverzibilnimu poSkozeni sliznice

I8, 91.
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Tato latka je absorbovana z traviciho ustroji a je metabolizovdna v jatrech pii
prvnim prichodu, fenylefrin podany per os ma tak sniZenou biologickou dostupnost. Je

vyluovan témét tplné do moci jako sulfatovy konjugat.

Z nezadoucich u¢inkll je moZzné zminit piedev§im zvySeni krevniho tlaku
provazeného bolesti hlavy, dale pak zavrati, zvracenim, priijmem, nespavosti a zfidka
palpitacemi. Tyto ucinky vSak byly zaznamenany pouze ojedinéle. Z ditvodu zmény
krevniho tlaku se doporucuje vyhnout vecernimu podani, nebot’ by mohl narusit usindni

a spanek [10].

4.1.4 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je bily nebo témét bily krystalicky prasek nebo se jedna
o bezbarvé krystaly. Plisobenim vzduchu a vlhkosti méni barvu. Je snadno rozpustna

ve vodé, dobie rozpustna v ethanolu 96% [3].

Obr. 3: Chemicka struktura kyseliny askorbové

Jeji ptesny chemicky nazev je kyselina L-askorbova neboli L-enantiomer (opticky
izomer) kyseliny askorbové, je to pomérné nestabilni latka citlivd na svétlo, teplo

a oxidaci.

Jedna se o vitamin rozpustny ve vodég, ktery je nezbytny k Zivotu a udrZeni
télesného zdravi. Clovek patii na celém svété k jednomu z méla organizmd, ktery si ho

neni schopen sdm syntetizovat, coZ je patrné nasledkem genetického defektu.

Vitamin C se vyskytuje piedevSim v =zeleniné a ovoci. Je potiebny
pro metabolizmus aminokyselin, podili se na syntéze kolagenu. Také podporuje
vstfebavani Zeleza, stimuluje tvorbu bilych krvinek, vyvoj kosti a chrupavek, ¢imz
podporuje rast [4]. Nazor o ucinku proti chiipce nebyl doposud podepien klinickym

diikazem, nejsou ani presvédcivé diikazy o jeho preventivnim G¢inku pfi samostatném
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podani. Urcité pozitivni vysledky byly dosazeny pifi kombinaci vitaminu C
s betakarotenem a zinkem u vrcholovych sportovci. Pfedpoklada se vsak, Ze ti¢inek této
kombinace spiSe spociva v mobilizaci obrannych reakci imunitniho systému, takze se

télo snaze vypotada s nastupujici infekei [10].

Nedostatek vitaminu C se projevuje men$i pevnosti cévni st€ény a zvySenou
krvacivosti, dale sniZzenou pevnosti vazivového aparatu zubu koncici jeho vypadnutim.
DalSimi projevy jsou zpomaleny rast, deformace kosti, zvySend tnava a Zaludecni

problémy.

Pfi nadbyte¢ném piijmu dochazi k podraZzdéni traviciho traktu, ale vitamin C je
velmi rychle vylu¢ovan moci. Dlouhodobé miize dochézet k odvapnéni kosti a tvorbé

ledvinovych kament [10].

4.1.5 Charakteristika stability hlavnich obsahovych latek

Jak bylo diive popsano, paracetamol je pomérné stabilni latka, avSak v kyselé
oblasti pH rychleji podléha hydrolyze za vzniku rozkladného produktu p-aminofenolu.

Paracetamol je taktéZ citlivy na svétlo a pfitomnost dalsich latek [8, 11].

Kyselina askorbovd puasobi jako redukéni Ccinidlo, je snadno oxidovatelna
pusobenim kysliku ¢i zvySené teploty, jejim degradacnim produktem je kyselina
dehydroaskorbova. Mira oxidace zavisi na koncentraci a teploté roztoku, jeho pH, druhu
rozpoustédla, dale na pfitomnosti kysliku a svétla [12]. Optiméalnim prostiedim pro
roztok kyseliny askorbové je pH v kyselé oblasti (3 az 4,5), pfi nizsi teploté (okolo
5 °C), vobalu zabratujicimu prichodu svétla, ve vysSich koncentracich (alespon

1 mg/100 ml) [13, 14].

Fenylefrin je povazovéan za stabilni latku, kterd by vSak mela byt skladovana
pii nizsi teploté. Je citlivy na teplo, svétlo a vzdusnou vlhkost. Stabilita v kyselé oblasti

pH pfi pfitomnosti dal$ich latek nebyla v literatufe doposud dostate¢né popsana [15].
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4.2  Chromatografie

Chromatografie je vysoce u¢innéd separacni metoda, slouZzici k odd¢lovani slozek

testovaného vzorku a soucasné k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.

V pribéhu analyzy je vzorek vnaSen mezi dvé vzijemné nemisitelné¢ faze.
Staciondrni faze je nepohyblivd, ma schopnost riiznou mérou zachycovat jednotlivé
slozky vzorku. Mobilni fdze je pohyblivd a jejim tokem pfes stacionarni fazi jsou
soucasti vzorku unaseny soustavou. Konecna separace zavisi na mife zadrzeni slozek

nepohyblivou fazi [16].

4.2.1 Zakladni vlastnosti vysokoucinné kapalinové chromatografie

4.2.1.1 Obecny princip HPLC separace

HPLC patfi k nejprogresivnéjsim analytickym metodikam, nasla velké uplatnéni

ve vSech oblastech analyzy latek.

Hlavnimi pfednostmi této separani metody je jiz zminéna moznost souc¢asné¢ho
kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési, dale rychlost
a citlivost stanoveni. K analyze je potfeba pouze minimalni mnoZzstvi vzorku. Vyhodna
je taktéZ moznost automatizace [17]. Déleni latek nastdvd mezi stacionarni fazi
zakotvenou na nosi¢i uvnitf chromatografické kolony a mobilni fazi, kterd je pfes ni

protlacovéana za vysokého tlaku [16].

Z hlediska pouzitych fazi se d& HPLC rozd¢lit na techniku s tzv. normalni fazi
nebo, v soucasnosti vice uzivanou, reverzni neboli obracenou fazi. Chromatografie
s normalni fazi je vhodna pfi separaci polarnich latek. Metodika s reverzni fazi vyuziva
jako stacionarni faze nepolarni uhlikaté fetézce (C18 apod.) navdzané na nosi¢

(silikagel). Mobilni faze maji pak polarnéjsi charakter (MeOH, ACN,...) [18].

HPLC je také mozno rozdélit podle typu pouzité eluce. Izokraticka eluce je
charakteristickd neménnym slozenim mobilni fdze po celou dobu analyzy. Pro zkraceni
doby analyzy u smési rtizn€ polarnich latek je mozno zvolit eluci gradientovou, pii které
je pouzito vice mobilnich fazi s vzdjemné proménnym pomérem a se vzrustajici elucni

silou [19].
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4.2.1.2 Trendy ve vyvoji chromatografickych kolon

Kolony pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii jsou dlouhé nejcastéji
5 — 30 cm, s vnitfnim primérem 2 — 8§ mm a konstruované tak, aby naplii kolony byla
rovnhomeérnd a odolala vysokym tlakim i chemickému plsobeni mobilni faze ¢i
separovanych latek. S rostouci délkou analytické kolony se zvySuje G€innost separace,
ale 1 doba analyzy. Separace je zalozena na povrchovych interakcich sorbentu a analytu

[16].

V moderni kapalinové chromatografii je trendem miniaturizace kolon a vyvoj
novych sorbentii pro separaci. Pouzivany jsou predev§im malé rigidni porézni ¢astice
nebo monolity s velkou plochou povrchu. ZmenSovanim velikosti ¢astic a priméru
kolony se snizuje spotfeba mobilni fize i vzorku a také objem vyprodukovaného

odpadu obsahujiciho organické rozpoustédla.

Vybér analytické kolony je tfeba dilkkladné zvazit, protoze kazdy typ nabizi jiné
moznosti a ma riiznd omezeni v zavislosti na pH mobilni faze, na tlaku vyvijeném

na kolonu ¢i vlastnostech jednotlivych slozek vzorku.

Monolitické kolony tvofi jediny kus poérovitého materidlu, ktery zcela zapliuje
vnitini prostor analytické kolony. Maji velkou vyhodu v jejich struktufe bimodalnich
port, zajistujicich velmi dobré hydrodynamické vlastnosti. Obsahuji velké pory
(makropory) a sttedné velké pory (mesopory). Makropdry tvotici prostorovou sit’ snizuji
zpétny tlak kolony, zajist'uji rychly tok mobilni faze a podstatné zrychluji pfenos vzorku
mezi mobilni a staciondrni fazi, ¢imz zaroven zkracuji dobu analyzy. Mesopory vytvari
vnitini porézni strukturu a poskytuji monolitu dostate¢né veliky aktivni povrch
pro vysokou separacni kapacitu. Tato struktura umoziiuje pouzivani monolitl
pfi pomérné vysokych priitokovych rychlostech mobilnich fazi bez piiliSného zvyseni

tlaku a zaroveil bez ztraty separacni ucinnosti, a to i pii separaci makromolekul [20].

Klasické casticové kolony vykazuji velice dobrou separa¢ni u¢innost vhodnou
pro béznou analyzu, ale s klesajici velikosti sorbentu stoupd zpétny tlak, takZze
maximalni rychlost pritoku je omezena. Z tohoto diivodu je omezena také rychlost
analyzy a délka kolony. Navic pfi dal$im zmenSovani velikosti ¢astic vysoky zpétny
tlak podstatné snizuje Zivotnost kolony. Tyto skute¢nosti spolu s faktem, Ze je potieba
analyzovat stale vice latek s rliznymi vlastnostmi vedly k hledani nosice spojujiciho

délici ucinnost silikagelu s chemickou inertnosti a stabilitou polymerti. Materialy
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na bazi silikagelu vynikaji svou Gi¢innosti, ale jsou schopny pracovat pouze v omezeném
rozsahu pH. Naopak polymery jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH na ukor ucinnosti

separace [21, 22].

Objevily se nové technologie, pouzivajici silikagelové  Castice
s organokiemicitym krunyfem. Takovéto hybridy si zachovéavaji mechanickou pevnost,
rigiditu a dobrou dé&lici ucinnost silikagelu, krunyf stabilizuje cely povrch, ¢imz
roz$ifuje rozmezi pH, ve kterém se da kolona pouZit. Jinou technologii byly vytvoieny
kolony s BEH casticemi (Bridge Ethylen Hybrid), které obsahuji organickou
(organosiloxany) 1 anorganickou (silikagel) ¢ast spojené ethylenovymi mustky. Diky

témto mustkliim miiZze byt kolona pouZita v Sirokém rozpéti pH [18, 23].
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4.3 Moznosti stanoveni obsahovych latek

V dostupné literatuie nebyla nalezena metoda zabyvajici se soucasnym
stanovenim paracetamolu, kyseliny askorbové a fenylefrinu. Literatura vSak obsahuje
zna¢né mnozstvi praci, ve kterych se autofi snaZili stanovovat jednotlivé latky
samostatné nebo v kombinaci s jinymi latkami v riznych médiich s vyuzitim odliSnych

chromatografickych podminek.

4.3.1 Paracetamol

a) HPLC stanoveni paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu v tabletach [24]

kolona: Nucleosil 100-5 C18 (250 x 4,5 mm, 5 um)
mobilni faze: voda : methanol (20 : 80 (v/v))
vnitini standard: cetrimid
detekce: UV 254 nm
davkovany objem: 10 ul
rychlost pritoku mobilni faze: I ml/min
teplota: laboratorni
rezim: izokraticky
Analyza byla urcena k sou¢asnému stanoveni téchto latek v tabletach. Délka

analyzy je 6 minut.
b) HPLC stanoveni paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu v tabletach [25]

kolona: Spherisorb 5 ODSI, 250 x 4,6 mm

mobilni faze: fosfatovy pufr : 2-propanol : diethylamin : methanol (50 : 15 : 3 : 32
(v/v/v/v))

detekce: UV 273 nm

davkovany objem: 5 u!/

rychlost pritoku mobilni faze: 0,5 ml/min

teplota: 25 °C

rezim: izokraticky
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Analyza byla ur¢ena k sou¢asnému stanoveni latek v tabletich. Analyza trvala

10 minut.
¢) Separace paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu [26]

kolona: Discovery RP-AMIDE C-16 (250 x 4,6 mm, 5 um)
mobilni fdze: ACN : voda (bez upravy pH)
detekce: UV 270 nm
rychlost pritoku mobilni faze: / mi/min
teplota: 40 °C
rezim: gradientovy: 0. — 1. min (5 : 95 (v/v))
1. — 8. min (40 : 60 (v/v))
8 -9 . min(5:95 (W)
9. —13. min (5 : 95 (vv))

Analyza byla zaméfena na nalezeni optimalnich podminek pro soucasné
stanoveni téchto latek v léCivém piipravku Valetol. Z diivodu velmi rozdilné
retence jednotlivych latek byla déna piednost gradientovému rezimu pied
izokratickym a vySe uvedené chromatografické podminky byly zvoleny jako

nejvhodnéjsi. Délka analyzy €inila 10 minut.
d) HPLC stanoveni paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu v tabletach [27]

kolona: Hypersil ODS (250 mm x 4.6 mm, 5 pum)

mobilni faze: voda : 2-propanol : diethylamin : methanol (50 : 15 : 3 : 32 (v/v/v/v))
upraveno kys. fosforecnou na pH 7,5

detekce: UV 273 nm

davkovany objem: 5 u!/

rychlost pritoku mobilni faze: 0,5 ml/min

teplota: laboratorni

rezim: izokraticky

Analyza byla zaméfena na upraveni a validaci HPLC metody pro stanoveni
téchto latek v tabletach léCivého piipravku Valetol. Délka jejiho trvani byla

17 minut.
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4.3.2 Kyselina askorbova

a) HILIC stanoveni kyseliny askorbové [28]

kolona: ZIC — HILIC (150 mm x 2.1 mm, 3,5 um)
mobilni faze: ACN : 50 mM pufr octanu amonného o pH 6,8 (78 : 22 (v/v))
detekce: UV 268 nm
davkovany objem: 5 u!/
rychlost pritoku mobilni faze: 0,3 ml/min
teplota: 23 °C
rezim: izokraticky
vnitini standard: kyselina chlorogenova
Prace se zabyvala vyvinutim vhodné HILIC metody pro stanoveni kyseliny

askorbové. Analyza trvala asi 6 minut.
b) HPLC stanoveni kyseliny askorbové [29]

kolona: LiChrospher 100- RP 18 (250 mm x 4.6 mm, 5 yum)

mobilni faze: 0.2 % kyselina m-fosforecna : MeOH : ACN (90 : 8 : 2 (v/v/v))
detekce: UV 254 nm

davkovany objem: 10 ul

rychlost pritoku mobilni faze: 1,0 ml/min

teplota: laboratorni

rezim: izokraticky

vnitini standard: kyselina nikotinova

Prace se zabyvala stanovenim kyseliny askorbové v polotuhych
kosmetickych a farmaceutickych ptipravcich spolu s dal§imi antioxidanty. Analyza

trvala 8 minut.
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4.3.3 Fenylefrin

a)

b)

Stanoveni paracetamolu, fenylefrinu a kyseliny askorbové pomoci micelarni

elektrokinetické kapilarni chromatografie [30]

Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilate (31,2 cm x 50 um,
efektivni délka 21 cm) pii 20 kV, teploté 20 °C a hydrodynamickém davkovani pti
tlaku 34,5 mbar po dobu 5 s. Optimalni zakladni elektrolyt mél sloZzeni: 5 mM
tetraboritan sodny, 5 mM dihydrofosfore¢nan draselny s obsahem 150 mM
dodecylsiranu sodného v 10 % methanolu. pH elektrolytu bylo upraveno
na hodnotu 8,2. Jako vnitini standard byl pouZit methylparaben. Délka analyzy
byla 10 minut.

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro stanoveni a separaci téchto latek,

aby se validovana metoda dala aplikovat na LP fady Coldrex Horky napoj.

Separace a stanoveni paracetamolu, fenylefrinu, kofeinu a kyseliny askorbové

pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie [31]

Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilate (31,2 cm x 50 um,
efektivni délka 21 cm) pii 20 kV. Spektrofotometrickd detekce probihala pii
vlnovych délkach 190 nm a 265 nm. Optimalni zékladni elektrolyt mél sloZeni:
100 mM kyselina boritd s obsahem 100 mM dodecylsiranu sodného v 10 %
methanolu. pH elektrolytu bylo upraveno na hodnotu 7,8 pomoci 50 mM
tetraboritanu sodného. Jako wvnitini standard byl pouZit methylparaben. Délka

analyzy ¢inila 10 minut.

Cilem prace bylo vypracovat elektroforetickou metodu pro separaci
a stanoveni zminénych latek, aby se validovana metoda dala aplikovat na 1é¢ivy

ptipravek Coldrex tablety.
HPLC stanoveni paracetamolu, fenylefrinu, kofeinu a kyseliny askorbové [32]

kolona: Onyx Monolithic C18 (100 mm x 4.6 mm)

mobilni faze: ACN : fosforecnanovy pufr pH 6,5 (10 : 90 (v/v))
detekce: UV 210 a 235 nm

davkovany objem: 10 ul
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rychlost pritoku mobilni faze: 1,0 ml/min
teplota: laboratorni
rezim: izokraticky
vnitini standard: kyselina salicylova
Cilem této prace bylo nalézt vhodné chromatografické podminky pro
stanoveni téchto latek a validovanou metodu aplikovat na 1é¢ivy piipravek Coldrex

tablety. Analyza trvala 5 minut.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Coldrex Horky napoj citron, 5 sacki, SmithKline Beecham (Madrid, Spanélsko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Merk (Darmstadt, Némecko)

Fenylefrin, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)

Hydrogenfosforecnan sodny, Merk (Darmstadt, Némecko)

Kyselina askorbové, Fluka, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)
Kyselina citronové, Penta (Chrudim, Ceska republika)

Kyselina dehydroaskorbova, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)
Kyselina octova, Fluka, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Kyselina salicylova, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Methanol, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Paracetamol, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

P- aminofenol, Sigma Aldrich (Praha, Ceské republika)

Triethylamin, Fluka, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)

Ultradista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
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5.2  Pouzité pristroje a zarizeni

5.2.1 Pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf Waters (USA):
Software Breeze (Waters, USA) - ovladdaci program
Waters 1525 Binary HPLC Pump - dvoupistové cerpadlo
Waters 2487 Dual A Absorbance Detektor - spektrofotometricky detektor

Waters 717 Plus Autosampler - automaticky davkovac vzorka

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko
Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen, Némecko

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK52, Berlin, Némecko

5.2.2 Chromatografické kolony

Chromolith Fast Gradient RP-18e, 50 x 2 mm, Merck (Némecko)

Chromolith Performance RP-18e, 100 x 3 mm, pfedkolona (5 x 4,6 mm), Merck
(Némecko)

Discovery HS PEG, 150 x 4,0 mm; 3 um; Supelco (USA)

LiChroCART LiChrospher RP-18e, 250 x 4 mm; 5 um; Merck (Némecko)

Onyx Monolithic C18, 100 x 4,6 mm, Phenomenex (USA)
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5.3  Priprava roztoku

5.3.1 Zasobni roztoky

Pfi vybéru koncentraci zasobnich roztokl se vychéazelo z obsahu jednotlivych

latek v 1é¢ivém piipravku.

Vsechny zasobni roztoky byly vzhledem k velmi dobré rozpustnosti obsahovych
latek pfipraveny za pouziti methanolu jako vhodného rozpoustédla. Byly uchovavany
v chladicim zafizeni pfi stalé teploté 4 °C, tyto podminky byly dostatecné pro zachovani

vlastnosti roztokl, tudiz nedochazelo k jejich rozkladu.

Koncentrace zasobniho roztoku paracetamolu byla 3,75 mg/ml. Methanolicky
roztok fenylefrinu mél koncentraci 50 pg/ml, roztok kyseliny askorbové 300 pg/ml
a roztok kyseliny salicylové, kterda v méfeni plnila roli vnitfniho standardu, také
50 pg/ml. Koncentrace obsahovych latek odpovidaji ptipravé uvedeného lé€ivého

ptipravku rozpusténim do 200 ml vody.

5.3.2 Smésny roztok standardi

Smésny roztok standardd byl pfipraven ze zdsobnich roztokli doplnénych vodou,
jejiz pouziti bylo nezbytné z diivodu porovnéavani s redlnymi vzorky, které jsou také
béhem ptipravy rozpoustény ve vodé. Vysledny vodny roztok obsahoval paracetamol
o koncentraci ¢, = 150 pg/ml, 50 pg/ml fenylefrinu (c¢), 12 pg/ml kyseliny askorbové
(ca) a 50 pg/ml kyseliny salicylové (cs). Koncentrace paracetamolu a kyseliny
askorbové neodpovidaji obsahu téchto latek v pfipravku, byly 25krat zmenSeny
z dlivodu presnéjsitho hodnoceni a zviditelnéni piipadné separace obsahovych latek a

rozkladného produktu v priibéhu optimalizace separacnich podminek.
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5.4 Priprava mobilnich fazi

Kone¢na mobilni faze se vzdy skladala ze dvou oddélenych slozek, které byly

ptipraveny zvIlast' a miseny az v HPLC systému.

5.4.1 Roztoky fosforeénanového pufru

Bylo navédzeno 2,7231 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,POj), toto
mnozstvi bylo kvantitativné prevedeno do kadinky a bylo k nému pfiddno 300 ml
ultracisté vody. Po rozpusténi pevné latky byl roztok zfiltrovan a pfeveden do zasobni
lahve, uchovavéan v chladicim zafizeni spolu se zdsobnimi roztoky pii teploté¢ 4 °C.

Vznikly roztok KH,PO,4 mél koncentraci 9,078 mg/ml.

Obdobny proces byl pouzit k pfipravé roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného
(Na;HPO4). Bylo navazeno 2,3751 g Na,HPO., pfiddno 200 ml ultradisté vody,
zfiltrovano a uchovano za stejnych podminek. Vznikly roztok mél koncentraci

11,876 mg/ml

Zakladni fosfore¢nanovy pufr o pH 6,50 a objemu 200 ml byl pfipraven v poméru

7 ml roztoku KH,PO4 na 3 ml roztoku Na,HPO4 po doplnéni ultraistou vodou.

V pribéhu méteni bylo pfipraveno vice variant fosforeCnanového pufru o riznych
hodnotach pH, které budou konkretizovany u ptisluSnych metod. Tyto pufry vznikly
smisenim roztoktt KH,PO4 a Na,HPOj4 v riznych pomérech, vzdy vSak podle schématu:
a ml roztoku KH,PO4 se smisi s (10 — @) ml roztoku Na;HPO,. Orienta¢ni hodnoty a

jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 1)

Tab. 1: Tlumivé roztoky

pH a pH a pH a
5,59 9,5 ml 6,64 6,0 ml 7,38 2,0 ml
5,91 9,0 ml 6,81 5,0 ml 7,73 1,0 ml
6,24 8,0 ml 6,98 4,0 ml 8,04 0,5 ml
6,47 7,0 ml 7,17 3,0 ml
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5.4.2 TEA pufry

TEA pufry byly pfipraveny v pribéhu méteni z ultracisté vody, triethylaminu
(TEA) a kyseliny octové (AA), pficemz TEA a AA byly pouzity pro tpravu pH pufru
na pozadovanou hodnotu. Tyto roztoky byly pfipraveny individudlné pro urcité metody
predevsim proto, aby se zjistil rozdil vlastnosti mobilni faze obsahujici ACN (MeOH)
s fosfore¢nanovym pufrem o rizném, dale neupravovaném pH, a mobilni faze ACN

(MeOH) s vodnou slozkou o pH upraveném pomoci TEA a AA.
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5.5 Optimalizace separa¢nich podminek

Prvni ¢ast prace byla vénovdna vybéru vhodnych separanich podminek
pro zvoleny piipravek, poté nasledovala druhd ¢ast, zabyvajici se pokusy separovat
od sebe obsahové latky, pomocnou latku a rozkladny produkt, pfedev§sim kyselinu

askorbovou od kyseliny citronové a fenylefrin od p-aminofenolu.

5.5.1 VlInova délka detekce

Pii hledani vlnové délky vhodné pro méfeni bylo pouzito UV spekter
stanovovanych latek. Nakonec byly vybrany dvé vinové délky, pfi kterych se méfeni

provadeélo.

5.5.2 Vybér stacionarni a mobilni faze

Pti vybéru vhodné analytické kolony a mobilni fdze bylo prostudovano nékolik
praci fteSicich separaci obdobnych latek. VyzkouSeny byly piedevsim separacni
podminky z prace, kterd se zabyvala HPLC stanovenim obsahovych latek v ptipravku

Coldrex tablety [32].

Uvedené podminky separace se ale ukéazaly jako nevyhovujici pro pfipravek
Coldrex Horky napoj z divodii obsahu jiné pomocné latky a také potieby zajistit
separaci rozkladného produktu, ktery v pilivodni praci stanovovan nebyl. Proto byly

béhem méteni testovany dals$i moZnosti.

Pfi hleddni vhodnych separac¢nich podminek byly pfipraveny modelové vzorky
obsahujici smésny roztok standardd, ke kterému byla pfidana nepatrnd mnozstvi
kyseliny citronové a p-aminofenolu. Tato mnozstvi nebyla standardizovéna z diivodu
nutnosti zjisténi pouze kvalitativniho hlediska. Proto mohou koncentrace téchto latek

pfesdhnout koncentraci v redlném vzorku.

Prvni testovanou kolonou byla monolitickd kolona Onyx Monolithic C18 (100 x
4,6 mm) s vnitini naplni oktadecylsilikagelem. Pivodni mobilni fazi byla smés
acetonitril (ACN) : fosforecnanovy pufr o pH 6,50 vpoméru 10 : 90 (v/v). Dalsi
zkousené MF byly slozeny z ACN : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,50 v pomerech 5 : 95,
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2:98a0:100 (v/v) a dale byl tento pufr zaménén za TEA pufr o pH 6,49. Nasledujici
testované MF byly sloZeny z isopropanolu a fosfore¢nanového pufru v poméru 10 : 90
(v/v) a MeOH s timtéz pufrem v poméru 10 : 90 (v/v). Poté byly jesté ptipraveny
fosfore¢nanové pufry o pH 5,77 a 7,49, které byly otestovany v MF ACN : pufr
v poméru 10 : 90 (v/v).

Druhou testovanou kolonou byla ¢asticova kolona Discovery HS PEG (150 x
4,0 mm; 3 pm), u které bylo zkouSeno celkem 10 mobilnich fazi — smési ACN s fosf.
pufrem nebo TEA pufrem v pomérech 10 : 90 (v/v). Byly pouzity i dalsi fosfore¢nanové
pufry s pH 5,77; 6,10 a 7,49 a TEA pufry o pH 3,50; 4,51; 5,14; 5,54 a 6,49. Nakonec
byly vyzkouSeny jesté¢ 2 mobilni faze: samotny fosf. pufr s pH 6,10 a smés ACN :
fosfore¢nanovy pufr s pH 6,10 v poméru 20 : 80 (v/v).

Dalsi zkousenou kolonou se stala ¢asticovd kolona LiChroCART LiChrospher
RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm), u které bylo testovano celkem 8 mobilnich fazi. Methanol
: TEA pufr s pH 3,0 v poméru 35 : 65 (v/v) vystiidaly smési MeOH a fosfore¢nanového
pufru v obdobném poméru objemovych dilti. Pufry mély pH 5,77; 6,48; 6,52; 6,58;
6,64; 6,70 a 7,49.

Ctvrtou analytickou kolonou, kterd byla testovdna, se stala monolitni kolona
Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm) s ptedkolonou (5 x 4,6 mm), u které
byla vyzkouSena mobilni faze MeOH : fosf. pufr o pH 6,48 v poméru 35 : 65 (v/v). Poté
byla za tuto kolonu pfidana Chromolith Fast Gradient RP-18¢ (50 x 2 mm) pro lepsi
celkovou separaci obsahovych latek a pomocné latky, resp. rozkladného produktu. Na
tomto zapojeni kolon byly vyzkouSeny mobilni faize MeOH : fosf. pufr o pH 6,48
v poméru 10 : 90 a 20 : 80 (v/v) a v pomeru 20 : 80 (v/v) postupné¢ MeOH : fosf. pufr
opH 5,77; 6,10; 6,74; 7,49.

5.5.3 DalSi chromatografické podminky

V plvodni praci vyuzivajici separaci na monolitni kolon¢ [32] byla pouzita
pritokova rychlost 1 ml/min, kterd byla testovdna i1 vtéto praci pfi separacich
na monolitnich kolonach. V ptipadé casticovych kolon bylo nutné vyuzit i nizsi

pratokové rychlosti — 0,3; 0,4 a 0,5 ml/min

Objem vzorku davkovany na kolonu byl 10 pl, teplota laboratorni a reZim slozeni

MF isokraticky.

-30-



5.6  Priprava vzorku Coldrex Horky napoj

5.6.1 Vliv teploty vody na pripravu horkého napoje

Ukolem této ¢asti méfeni bylo zjistit, jaky vliv na vysledné slozeni nipoje ma
teplota vody, kterou se zaliva ptipravek Coldrex Horky napoj. V navodu na pfipravu je
pouze zminéna tepla voda bez uvedeni pifesnéjsi hodnoty nebo vylouceni zaliti

ptipravku vaftici vodou.

Do kazd¢ z 6 kadinek bylo odvazeno 0,5 g sypké smési uréené pro piipravu
horkého népoje a postupné zalito 19 ml riizn€ horké vody (50, 60, 70, 80, 90 a 100 °C).
Ptipravek byl 1 minutu za obéasného promichéani rozpoustén, poté byl do kazdé kadinky
pfidan 1 ml roztoku kyseliny salicylové jako  wvnitfniho  standardu,
10 ml vysledného roztoku bylo pfevedeno do centrifuga¢ni zkumavky a 5 minut

centrifugovano (6000 ot./min). 1 ml ziskaného supernatantu byl ptefiltrovan do vialky.

Vafici voda byla pouZita jako rozpoustédlo piedev§im proto, aby byl vidét
pfipadny rozklad obsahovych latek teplem a mohl byt porovnan se standardy
obsahovych latek a jejich rozkladnych produktu.

5.6.2 Vliv ¢asového intervalu mezi pripravou a konzumaci

pripraveného horkého napoje

Do 2 centrifugacnich zkumavek o objemu 10 ml bylo navdzeno 0,25 g ptipravku,
zalito 70 °C a 80 °C teplou vodou, do obou zkumavek bylo ptfiddno 0,5 ml roztoku
kyseliny salicylové a 5 minut centrifugovdno (6000 ot./min). V ¢asovych intervalech
7 min, 20 min, 40 min, 1 hod a 2,5 hod od ptidani vnitfniho standardu byl ze zkumavek
odebran 1 ml vzorku, ktery byl ptefiltrovan do vialky a davkovany objem byl nastiiknut
na kolonu. Vzorek zality 70 °C vodou byl ponechdn v laboratoti do druhého dne.

Po 18 hodinach stani byl autosamplerem davkovan do chromatografu.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace separacnich podminek

6.1.1 VInova délka pro detekci

Vinova délka 210 nm je vhodna pro fenylefrin, kyselinu salicylovou, kyselinu

citronovou, kyselinu dehydroaskorbovou a p-aminofenol, které¢ vykazuji pii této vinové

délce ve svém spektru dostateCnou absorbanci, zatimco absorbance kyseliny askorbové

se vtéto oblasti blizi minimu. Této vlastnosti bylo vyuzito pii odliSeni od jejiho

rozkladného produktu. VInova délka 265 nm byla vybrana pro zbyvajici obsahové latky

— jiz zminénou kys. askorbovou a paracetamol.

6.1.2 Stacionarni a mobilni faze

Tab. 2: Piehled testovanych kolon

Nazev kolony Vnitini sorbent | Délka kolony Vnoltrlvn Vyrobee
prumer kolony
Onyx Monolithic .
c18 oktadecylsilikagel 100 mm 4,6 mm Phenomenex
Castice
. polyethylen-
Discovery HS PEG 150 mm 4,0 mm Supelco
glykolu o
velikosti 3 um
LiChroCART silikagelové
LiChrospher RP- | ¢astice o velikosti 250 mm 4,0 mm Merck
18e 5 um
Chromolith
Performance oktadecylsilikagel 100 mm 3,0 mm Merck
RP-18e
Chromolith Fast »
oktadecylsilikagel 50 mm 2,0 mm Merck

Gradient RP-18¢
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6.1.2.1 Onyx Monolithic C18 (100 x 4,6 mm)

Monolitickd kolona, ktera byla testovana jako prvni, vykazovala vhodnou
separaci jednotlivych latek az na kyselinu citronovou a askorbovou, které byly eluovany
ve stejném retenénim case. Také fenylefrin mél retenéni cas odpovidajici casu
rozkladného produktu paracetamolu. Jejich separace byla nezbytna pro zjisténi, zda se

p-aminofenol pted nebo v pritbéhu piipravy horkého napoje objevuje.

Pfi pouziti mobilni faze ACN : fosfore¢nanovy pufr s pH 6,50 v poméru 10 : 90
(v/v) se od sebe neodseparovala ani jedna dvojice vySe zminénych latek. ZvySeni
poméru ve prospéch pufru vedlo pouze k pfiblizeni piku kys. salicylové a piku
paracetamolu (pomér 5 : 95), k eluci ve stejny Cas (2 : 98) a k vymené pozic piki téchto

latek (0 : 100).

Testovani TEA pufru o pH 6,49 vedlo k eluci kys. askorbové, kys. citronové
a fenylefrinu v podobném retenénim case, v disledku cehoz nebyly latky plné
separovany.

Vymeéna ptredchozi mobilni faze za smés isopropanolu a fosf. pufru v poméru
10 : 90 (v/v) zplisobila, ze obsahové latky nebyly opét plné separovany.

Podobny vysledek jako u prvni MF se objevil u smési MeOH : fosf. pufr

vpomeéru 10 : 90 (v/v), ACN s fosf. pufrem tentokrat o pH 5,77 a ACN s pufrem
o pH 7,49 v totoznych pomérech.

Dané problémy nevyfteSilo ani vyzkouSeni samotného pufru o pH 7,49. Pouze

celkovy ¢as analyzy se ztrojnasobil.
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Obr. 4: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii na analytické koloné Onyx Monolithic C18
(100 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77 v poméru 10 : 90 (v/v); pratok
1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace obsahovych latek :
¢, = 150 pg/ml, ¢; =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a ¢ = 50 pg/ml.
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Obr. 5: Chromatogram eluce smésného roztoku standardl na analytické koloné Onyx Monolithic C18
(100 x 4,6 mm); mobilni faze ACN : fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77 v poméru 10 : 90 (v/v); pritok
1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 265 nm; koncentrace obsahovych latek :
¢, = 150 pg/ml, ¢; =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a ¢ = 50 pg/ml.
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Obr. 6: Chromatogram eluce smésného roztoku standardt s pfidavkem kyseliny citronové
a p-aminofenolu na analytické koloné¢ Onyx Monolithic C18 (100 x 4,6 mm); mobilni faze ACN :
fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77 v poméru 10 : 90 (v/v); prutok 1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 ul;
UV detekce pifi 210 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢ = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a s =50 pg/ml.

Qb - =
2 <]
b= =
| = 2
= .= 3
Q
; = .
& E S| 3
© o £ s
3 o= b= g
2 o 3 G R~
< 2 2 >
P g a v S
o ~ o [ <
g 7] [ v 2]
£ 0B < ~ ﬁ
] W ”
@ > <t
Q10 — [7e)
) I a
A - i
005 — Il
I -
-
Qo)
—— — —— —— — — —— —— — ——
[0k3) 10 13 20 20 3m 3D 4m 4, 50
t/ min

Obr. 7: Chromatogram eluce smeésného roztoku standardt s pfidavkem kyseliny citronové
a p-aminofenolu na analytické koloné¢ Onyx Monolithic C18 (100 x 4,6 mm); mobilni faze ACN :
fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77 v poméru 10 : 90 (v/v); prutok 1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 ul;
UV detekce pifi 265 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢ = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a ¢y =50 pg/ml.
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6.1.2.2 Discovery HS PEG (150 x 4,0 mm; 3 um)

Druhou testovanou byla c¢éasticova kolona Supelco. Nej€astéj$im problémem
pii separaci latek na této koloné byl podobny retencni Cas fenylefrinu a kyseliny

askorbové. Také paracetamol s kyselinou salicylovou nebyl dostate¢n¢ separovan.

Bylo vyzkouSeno vice MF obsahujicich smés acetonitrilu a TEA pufru o rizném
pH, pokazdé ve stejném poméru 10 : 90 (v/v). Pouziti mobilni faze s vodnym roztokem
o nejniz§im pH 3,51 vedlo keluci kys. askorbové a fenylefrinu ve stejném case,
pfi snizeni pritokové rychlosti z 1 ml/min na 0,5 ml/min se na chromatogramu objevil
dvojity pik. ZvySovani pH vodného roztoku mélo za nasledek eluovani vice latek
v podobném retenénim case (pH 4,51), eluci kys. askorbové s fenylefrinem
a paracetamolu s kys. salicylovou ve stejném retencnim case (pH 5,14 a pH 5,54)
a konecné¢ eluovani fenylefrinu, paracetamolu a kyseliny salicylové v podobném case

(pH 6,49). Ani zmenSeni pritokové rychlosti nezlepsilo celkovou separaci.

Dusledkem vymény mobilni faze za smés ACN : fosfore¢nanovy pufr o pH 7,49
v poméru 10 : 90 (v/v) byla eluce hlavnich obsahovych latek kromé kys. askorbové
v podobném retencnim ¢ase, pficemz byl chromatograficky pik fenylefrinu zcela zakryt
pikem paracetamolu. SniZeni zéasaditosti pufru na pH 6,10 zlepSilo separaci pouze
do wurcit¢é miry, zatimco piky silné¢ chvostovaly. Dal§i zména pH na hodnotu

5,77 nevedla k vylepSeni stavajicich vysledkd.

Stejnym vysledkem jako posledni zminénd obména mobilni fdze dopadly i smés

ACN : pufr o pH 6,10 v pomé&ru 20 : 80 (v/v) a samotny pufr (pH 6,10).

Ani jedna z testovanych mobilnich fazi nevyfeSila problém separace pomocné

latky a rozkladného produktu od obsahovych latek.
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Obr. 8: Chromatogram eluce smésného roztoku standardd na analytické koloné Discovery HS PEG (150
x 4,0 mm; 3 pm); mobilni faze ACN : vodny roztok opH 4,51 vpoméru 10 : 90 (v/v); pratok
1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace obsahovych latek :
¢, = 150 pg/ml, ¢ =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a ¢ = 50 pg/ml.

[olss}
=
2
>
Q7 (=
L.O:‘) p—
< g ~§
080 ~§ = 2
o N p—
|9 >
= 2 2
2 0y ) s ;T;
< % & @
3 ) 4
= 00 %]
S > 3 M
£ < S
172}
o 03 o —
< I N
2 n o
o )
oz} — I
I A
-
) /\
Q|
— — — —— —T — — — — —T
(053] 10 19 20 29 30 3D 40 45 50
t/ min

Obr. 9: Chromatogram eluce smésného roztoku standardd na analytické koloné Discovery HS PEG (150
X 4,0 mm; 3 pm); mobilni faze ACN : vodny roztok opH 3,51 vpoméru 10 : 90 (v/v); pratok
1,0 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace obsahovych latek :
¢, = 150 pg/ml, ¢y =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a ¢ =50 pg/ml.
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6.1.2.3 LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 um)

Casticova kolona spole¢nosti Merck byla tieti zkousenou analytickou kolonou.
Jelikoz dfive pouzivany acetonitril doposud nepfispival potfebnou mérou k vhodné
separaci obsahovych latek a pomocné latky, resp. rozkladného produktu u piipravku
Coldrex Horky napoj, byl vyménén za dalsi zékladni chromatografické rozpoustédlo

methanol.

Ukézalo se, ze je ve zvolenych podminkach fenylefrin a rozkladny produkt
paracetamolu p-aminofenol eluovan v podobném retenénim case. Sérii testli, béhem
kterych se ménilo pouze pH fosfore¢nanového pufru - vodné soucasti mobilni faze, bylo

zjisténo, Ze tyto dve latky od sebe lze alespoii ¢aste¢né odseparovat.

Prvni testovanou mobilni fazi byla smés methanolu a TEA pufru o pH 3,0
v poméru 35 : 65 (v/v). Toto prostiedi se ukdzalo jako nevhodné pro separaci kyseliny

askorbové a citronové.

Po tomto vysledku byl TEA pufr vyménén za fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77,
pomér komponentil mobilni faze zistal stejny. Disledkem této zmény byla eluce vSech
hlavnich obsahovych latek v riiznych retencnich Casech, avSak v chromatogramu se
neobjevil samostatny pik ani kyseliny citrénové, ani p-aminofenolu. K ¢astenému
oddéleni piku p-aminofenolu a fenylefrinu vedla aZ vyména mobilni faze za smés
s pufrem o pH 6,52. ZvySeni pH pufru na hodnotu 7,49 vyustilo opét v eluci téchto dvou

latek ve stejném case.

Po téchto testech byla snaha objevit piesnou hodnotu pH fosfore¢nanového pufru,
pii které by dosSlo k Giplné separaci vySe zminénych latek. Byly vyzkouSeny pufry
o pH 6,48; 6,58; 6,64 a 6,70, ale zddna z téchto mobilnich fazi nevedla k zlepSeni

vysledné separace.

Tato kolona byla nakonec vybrana pro dal$i méfeni, protoze prokazala nejlepsi
separacni vlastnosti pro 1é¢ivy piipravek. Jako nejvhodnéjsi mobilni faze byla zvolena
smés methanolu a fosfore¢nanového pufru o pH 6,52, ackoliv k plné separaci

jednotlivych latek nedoslo.
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Obr. 10: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citrénové
a p-aminofenolu na analytické koloné LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm); mobilni
faze MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v); pritok 0,5 ml/min; nastfik o objemu
10,0 pl; UV detekce pti 210 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢; = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a cg =50 pg/ml.
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Obr. 11: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citronové
a p-aminofenolu na analytické koloné LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm); mobilni
faze MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v); pritok 0,5 ml/min; nastfik o objemu
10,0 pl; UV detekce pii 265 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢; = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a ¢cg =50 pg/ml.
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Obr. 12: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citrénové
a p-aminofenolu na analytické koloné LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm); mobilni
faze MeOH : fosforecnanovy pufr o pH 7,49 v poméru 35 : 65 (v/v); pritok 0,5 ml/min; nastfik o objemu
10,0 pl; UV detekee pfi 210 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢; = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a g =50 pg/ml.
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Obr. 13: Chromatogram eluce smésného roztoku standardi s pfidavkem kyseliny citronové
a p-aminofenolu na analytické koloné LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm); mobilni
faze MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,70 v poméru 35 : 65 (v/v); priitok 0,5 ml/min; nastfik o objemu
10,0 pl; UV detekce pii 265 nm; koncentrace obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢; = 50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml
a ¢y =50 pg/ml.
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6.1.2.4 Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm)

Predposledni testovanou byla monoliticka kolona ze skupiny Chromolith
s predkolonou (5 x 4,6 mm). Na této analytické koloné¢ byla vyzkousena mobilni faze
uspé$na z predchoziho méteni — methanol : fosforecnanovy pufr s pH 6,52 v poméru

35:65 (VIv).

Vysledkem bylo objeveni mirn¢ chvostujicich pik na chromatogramu. Pridavek
kyseliny citronové a p-aminofenolu ke smésnému roztoku standardii z tohoto méteni

zpiisobil eluci latek ve velmi podobném retencnim Case.

Ukézalo se tudiz, ze toto prostfedi neni pro kolonu vhodné. ZvySeny tlak
na koloné a Spatnd separac¢ni schopnost za danych podminek zptlisobila, Zze bylo

upusténo od hledani idealnich podminek pro tuto kolonu.
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absorbance / AU
t=1.234 Kys. salicvlova

0.914 Fenvlefin

t

8
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Obr. 14: Chromatogram eluce smésného roztoku standardd na analytické koloné Chromolith
Performance RP-18¢ (100 x 3 mm); mobilni faze MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v poméru
35 : 65 (v/v); prutok 1 ml/min; nastfik o objemu 10,0 ul; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace
obsahovych latek : ¢, =150 pg/ml, ¢; =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a cs = 50 pg/ml.
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6.1.2.5 Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x 2 mm)

Pro zvySeni separacni schopnosti piedchozi kolony byla po jejim neuspésném
testovani za ni pridana monolitni kolona Fast Gradient. Separace v daném prostredi
timto krokem vSak nebyla pfili§ ovlivnéna, na chromatogramu se stale objevoval trojity

az Ctvery pik eluovanych latek. Bylo tedy nutné pozménit pomér slozek mobilni faze.

Byl vyzkousen methanol : fosfore¢nanovy pufr v poméru 10 : 90 (v/v). Celkovy
retencni Cas se zdvojnésobil, ale separace jednotlivych latek se vyrazné zlepsila.
Problémem ovSem zistala eluce pomocné latky a rozkladného produktu. Po jejich
pfidani ke smésnému roztoku standardii se kyselina citrénova eluovala ve stejném
retencnim Case jako kyselina askorbovd a elu¢ni Cas p-aminofenolu odpovidal

reten¢nimu Casu fenylefrinu.

Pomér slozek mobilni faze byl poté upraven z 10 : 90 na 20 : 80 (v/v). Tato

zména snizila celkovy ¢as eluce latek. Problém s odd¢lenim latek vSak pretrval.

Z tohoto duvodu byl fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v mobilni fazi postupné
vyménovan za pufry o pH 5,77; 6,10; 6,74 a 7,49. Ani tyto zmény vSak nevedly

k vylepSeni stavajiciho problému.
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Obr. 15: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citrénové
a p-aminofenolu na spojenych kolonach Chromolith Performance RP-18¢ (100 x 3 mm) a Chromolith
Fast Gradient RP-18¢ (100 x 3 mm); mobilni faze MeOH : fosforecnanovy pufr o pH 6,52 v poméru
10 : 90 (v/v); pratok 2 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace
obsahovych latek : ¢, =150 pg/ml, ¢; =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a ¢s = 50 pg/ml.
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Obr. 16: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citrénové
a p-aminofenolu na spojenych kolonach Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm) a Chromolith
Fast Gradient RP-18¢ (100 x 3 mm); mobilni faze MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 5,77 v poméru
20 : 80 (v/v); pratok 2 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 210 nm; koncentrace
obsahovych latek : ¢, = 150 pg/ml, ¢y =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a cs = 50 pg/ml.
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Obr. 17: Chromatogram eluce smésného roztoku standardii s pfidavkem kyseliny citrénové
a p-aminofenolu na spojenych kolonach Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm) a Chromolith
Fast Gradient RP-18¢ (100 x 3 mm); mobilni faze MeOH : fosforecnanovy pufr o pH 5,77 v poméru
20 : 80 (v/v); pratok 2 ml/min; nastiik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi 265 nm; koncentrace
obsahovych latek : ¢, =150 pg/ml, ¢y =50 pg/ml, ¢, = 12 pg/ml a cs = 50 pg/ml.
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6.1.3 Priitokova rychlost

V pribéhu méfeni byla priitokova rychlost mobilnich fazi postupné upravovana a

meénéna s ohledem na typ analytickych kolon.

K vybrané koloné byla zvolena vhodna rychlost 0,5 ml/min, pii které ma kolona
nejlepsi separacni schopnosti a je splnén i pozadavek na délku trvani analyzy.
6.1.4 Souhrn zvolenych chromatografickych podminek

Vinova délka detekce:
210 a 265 nm

Analyticka kolona:
LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm); Merck (Némecko)

Mobilni faze:

Methanol : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v)

Prutokova rychlost mobilni faze:

0,5 ml/min

Davkovany objem:

10 pl

Rezim:

izokraticky

Teplota:

laboratorni
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6.2  Priprava vzorku Coldrex Horky napoj

6.2.1 Vliv teploty na sloZeni horkého napoje

Pfi méfeni roztokl pfipravenych rozpuSténim v rizné teplé vodé byly
vyhodnoceny obsahy jednotlivych latek ptipravku Coldrex Horky néapoj. Z ploch
ziskanych chromatografickych pikli byly vypocitany obsahy jednotlivych hlavnich latek

vztazené na plochu piku vnitiniho standardu.

Vypocet obsahu: Plochy pikli ve standardu upravené pomérem plochy vnitiniho
standardu odpovidaji hodnoté 100 % a namétené hodnoty ze vzorku se dopocitavaji
podle vzorce: Obsah (%) = 100* Ai/Ao, kde Ai je plocha piku ziskana analyzou vzorku,
Ao je plocha piku ziskanad analyzou standardu. Takto vypocitané obsahy latek jsou
uvadény v jednotkach mg, v zavorce jsou uvedeny procentudlni obsahy vztazené
na mnozstvi U€innych latek deklarované vyrobcem (tyto hodnoty v % jsou pouze
orientacni, protoze nebylo provedeno stanoveni jednotlivych latek v pouzitém

ptipravku).

6.2.1.1 Postup pfipravy méteni

Jak bylo dtive uvedeno, do 6 kddinek byl postupné navazen piipravek, zalit vodou
o rizné teploté (50 °C - 100 °C) a rozpoustén. Po rozpousténi vzorku byl do kazdé
kadinky pfidan 1 ml roztoku vnitiniho standardu pfipraveného pifed timto testovanim.
Zminény roztok mél koncentraci 1 mg/ml, z divodu zachovani koncentrace kyseliny
salicylové ve vzniklé smési na hodnoté¢ 0,05 mg/ml. Vzniklé roztoky byly
centrifugovany, 1ml z kazdé zkumavky byl ptefiltrovan do vialky. Vzhledem k velké
koncentraci paracetamolu a kyseliny askorbové bylo zvialek pfevedeno 40 pl
do novych a ptfiddno 960 pl roztoku wvnitiniho standardu. Timto krokem byla
koncentrace obsahovych latek snizena 25krat, koncentrace vnitiniho standardu vsak
zlstala zachovana. Na chromatogramu se objevil podstatné mensi pik paracetamolu,

jehoZz obsah mohl byt vyhodnocen.

- 45 -



6.2.1.2 Vysledky méfeni

Obsah jednotlivych latek je uvadén ve dvou jednotkach. Hodnoty v mg byly
ziskany porovnanim se smésnym standardem, jehoz slozeni odpovidalo sloZeni
ucinnych latek ve vzorku. Hodnoty uvadéné v procentech jsou vztazeny na obsah
jednotlivych latek deklarovany vyrobcem. Nebylo provedeno stanoveni obsazenych
latek v pfipravku, proto neni mozné tyto procentualni hodnoty porovnavat
s lékopisnymi pozadavky pro obsah jednotlivych latek, slouzi pouze pro vyjadieni

zmény obsahu latek pfi riznych teplotach vody, kterou se piipravek rozpoustél.

- teplota vody 50 °C: Ziskana data z téchto testd ukazala, Ze roztok vznikly zalitim

lécivého pripravku vodou o teploté 50 °C obsahoval 8,96 mg fenylefrinu (89,57 %),
55,87 mg kyseliny askorbové (93,12 %) a 649,93 mg paracetamolu (86,66 %).

- teplota vody 60 °C: Pii pouziti vody o teplot¢ 60 °C se obsah latek ve

vysledném roztoku zvysil na 9,48 mg fenylefrinu (94,78 %), 58,35 mg kyseliny
askorbové (97,25 %) a 670,24 mg paracetamolu (89,33 %).

- teplota vody 70 °C: Ptiprava LP pfi pouziti vody o teploté¢ 70 °C se ukézala jako

nejvyhodnéjsi, obsah latek ¢inil 10,03 mg u fenylefrinu (100,30 %), 63,43 mg u kys.
askorbové (105,71 %) a 715,89 mg u paracetamolu (95,45 %).

- teplota vody 80 °C: Zalitim piipravku vodou s teplotou 80 °C vznikl roztok obsahujici
9,76 mg fenylefrinu (97,62 %), 61,74 mg kyseliny askorbové (102,90 %) a 691,70 mg

paracetamolu (92,13 %).

- teplota vody 90 °C: Pti pouziti vody o teploté¢ 90 °C k rozpuSténi LP byl obsah

jednotlivych latek: 8,98 mg fenylefrinu (89,75 %), 56,95 mg kyseliny askorbové
(94,92 %) a 621,53 mg paracetamolu (82,87 %).

- teplota vody 100 °C: Lécivy ptipravek byl také zalit vrouci vodou, aby mohl byt

zjiStén ptipadny rozklad obsahovych latek. Obsah kyseliny askorbové byl mensi nez
v predchazejicich zkouSkach, coz mohlo byt zpisobeno pfedevs§im rozkladem latky.
Rozkladnym produktem této obsahové latky je kyselina dehydroaskorbova, ktera
neabsorbuje pii 265 nm, ale objevuje se pii 210 nm. Za danych chromatografickych
podminek latka eluuje v retencnim Case odpovidajicimu retenénimu Casu kyseliny
citronové, kterd ji svym pikem plné zakryva. Rozklad dalSich obsahovych latek 1é€ivého

ptipravku - fenylefrinu a paracetamolu pfi tomto testovani nebyl patrny.
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Obr. 18: Chromatogram eluce vzorku Coldrex Horky napoj zalitého vodou o teploté 80 °C na analytické
kolon¢ LiChroCART LiChrospher RP-18¢ (250 x 4 mm; 5 um); mobilni faze MeOH : fosforeCnanovy
pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v); pratok 0,5 ml/min; nasttik o objemu 10,0 ul; UV detekce pii
210 nm.

Q18]

0161

Q¥

Q12|

Q101

QB

t=6.609 Paracetamol

Q05

4.038 Kys. askorbova

Q0H

t=28.112 Kys. salicvlova

t=15.778 Fenvlefrin

Q@

;:::>t

Q@

T TR B e e e T T T
00 100 1 20 2 30 3 40 4% &M 50 60O 6 W 7H 8O 8D W

t/ min

Obr. 19: Chromatogram eluce vzorku Coldrex Horky napoj zalit¢ho vodou o teploté 80 °C na analytické
kolon¢ LiChroCART LiChrospher RP-18¢ (250 x 4 mm; 5 pm); mobilni faze MeOH : fosfore¢nanovy
pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v); pritok 0,5 ml/min; néstfik o objemu 10,0 pl; UV detekce pfi
265 nm.
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Tab. 3: Souhrn vysledkl vlivu teploty na obsah latek v ptipravku Coldrex Horky napoj

50 °C 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C

fenylefrin 8,96 mg 9,48 mg 10,03 mg 9,76 mg 8,98 mg

kys. askorbova | 55,87mg | 58,35mg | 63,43mg | 61,74 mg 56,95 mg

paracetamol 649,93 mg | 670,24 mg | 715,89 mg | 691,70 mg | 621,53 mg

Graf 1: Vliv teploty vody na obsah G¢inné latky fenylefrinu
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Graf 2: Vliv teploty vody na obsah ucinné latky paracetamolu
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Graf 3: Vliv teploty vody na obsah G¢inné latky kyseliny askorbové
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6.2.2 Vliv c¢asového intervalu mezi pripravou a konzumaci

pripraveného horkého napoje

Ukolem této casti méfeni bylo zjistit stabilitu roztoku Ilé¢ivého piipravku
v ¢asovém horizontu, ¢imz by se mél projevit vliv delsiho ¢asového intervalu mezi

ptipravou a konzumaci 1é¢ivého ptipravku na obsah ucinnych latek.

Z ptedchoziho méfeni byly vybrany dvé teploty vody, kterymi se Coldrex Horky
napoj zaléval, pro jejich schopnost vytvofit roztok LP snejvétsi koncentraci

obsahovych latek.

6.2.2.1 Postup pfipravy méfeni

Podle postupu uvedeného v kapitole Experimentéalni ¢ast byly pfipraveny vzorky
ptipravku. Kvili koncentraci obsahovych latek byl opakovan proces fedéni roztoku.
Oba typy vzorku — neupraveny i upraveny — byly autosamplerem davkovany do

chromatografu.

6.2.2.2 Vysledky méfeni

- teplota vody 70 °C:

a) vzorek odebrany po 7 minutach od ptfidani roztoku vnitiniho standardu
obsahoval 9,89 mg fenylefrinu (98,93 %), 63,36 mg kys. askorbové (105,59 %)
a 710,54 mg paracetamolu (94,74 %).

b) po 20 minutach bylo v Ié¢ivém piipravku 8,95 mg fenylefrinu (89,46 %),
57,69 mg kyseliny askorbové (96,14 %) a 645,39 mg paracetamolu (86,05 %).

c) po 40 minutich a dalSim ubytku latek obsahoval LP 7,83 mg fenylefrinu
(78,32 %), 50,45 mg kys. askorbové (84,07 %) a 573,49 mg paracetamolu (76,46 %).

d) po 1 hodiné stani se obsah latek snizil na 6,85 mg fenylefrinu (68,50 %),
45,28 mg kys. askorbové (75,46 %) a 482,82 mg paracetamolu (64,37 %).

e) ve vzorku odebraném po 2,5 hodiny bylo 4,04 mg fenylefrinu (40,44 %),
39,87 mg kys. askorbové (66,44 %) a 369,38 mg paracetamolu (49,25 %).
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f) po 18 hodinach stani ¢inil obsah latek pouze 3,78 mg fenylefrinu (37,84 %),

36,54 mg kyseliny askorbové (60,89 %) a 254,68 mg paracetamolu (33,96 %).

- teplota vody 80 °C:

a) vzorek odebrany po 7 minutich obsahoval 9,74 mg fenylefrinu (97,39 %),
60,44 mg kys. askorbové (100,73 %) a 675,26 mg paracetamolu (89,94 %).

b) po 20 minutich se obsah latek snizil na 9,13 mg fenylefrinu (91,31 %),

54,39 mg kyseliny askorbové (90,65 %) a 602,16 mg paracetamolu (80,24 %).

¢) po 40 minutach obsahoval odebrany vzorek 8,14 mg fenylefrinu (81,42 %),
47,61 mg kys. askorbové (79,34 %) a 539,35 mg paracetamolu (71,84 %).

d) obsah latek v LP po 1 hodiné stani klesl na 6,46 mg fenylefrinu (64,57 %),
42,04 mg kys. askorbové (70,07 %) a 461,66 mg paracetamolu (61,49 %).

e) vzorek odebrany po 2,5 hodiné obsahoval 4,16 mg fenylefrinu (41,63 %),
36,55 mg kys. askorbové (60,90 %) a 394,11 mg paracetamolu (52,49 %).

Tab. 4: Souhrn vysledkl vlivu ¢asového intervalu pii pouziti vody o teploté 70 °C

70 °C 7 minut | 20 minut | 40 minut | 1 hodina | 2,5 hod. 18 hod.
fenylefrin 9,89 mg 895mg | 7,83 mg | 6,85mg | 4,04 mg | 3,78 mg
kys.askorbovd | 63,36 mg | 57,69 mg | 50,45 mg | 45,28 mg | 39,87 mg | 36,54 mg
710,54 645,39 573,49 482,82 369,38 254,68
paracetamol
mg mg mg mg mg mg

Tab. 5: Souhrn vysledkl vlivu asového intervalu pii pouZiti vody o teploté 80 °C

80 °C 7 minut 20 minut 40 minut 1 hodina 2,5 hod.

fenylefrin 9,74 mg 9,13 mg 8,14 mg 6,46 mg 4,16 mg
kys.askorbovd | 60,44 mg 54,39 mg 47,61 mg 42,04 mg 36,55 mg
paracetamol | 675,26 mg | 602,16 mg | 539,35mg | 461,66 mg | 394,11 mg
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Graf 4: Vliv casového intervalu na obsah Gc¢inné latky fenylefrinu
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Graf 5: Vliv casového intervalu na obsah ucinné latky kyseliny askorbové
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Graf 6: Vliv casového intervalu na obsah G¢inné latky paracetamolu
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6.2.3 Souhrn poznatki ziskanych z méreni

Béhem testovani vlivu teploty vody pouZzité k ptipravé Coldrexu Horkého napoje
bylo zjisténo, ze ziskani nejvyssi koncentrace obsahovych latek v roztoku umoziuje a

tudiz nejvhodnéjsi k ptiprave je voda o teploté 70 °C.

Pii zkoumani stability roztoku lé¢ivého piipravku bylo zjisténo, Ze hodnoty
koncentrace obsahovych latek po sedmi minutich od ptidani vnitiniho standardu mirné
poklesly ve srovnani s hodnotami obsahu latek deklarovanymi vyrobcem. Po 20
minutach stani se stabilita roztoku zhorSuje a Ubytek obsahu latek ¢ini okolo 5 %
kazdych nasledujicich deset minut. Po hodinovém stani pii pokojové teploté se tbytek

latek zpomaluje.
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7. SOUHRN

7.1  Optimalizace separa¢nich podminek

Byly vybrany dvé vlnové délky, které se ukazaly byt nejvhodnéjSimi
pro stanoveni vybranych latek. VIinova délka 210 nm, vyhovujici fenylefrinu, kyseliné
salicylové, kyselin¢ citronové a p-aminofenolu, byla vhodna také kvili odliSeni
kyseliny askorbové, jejiz spektrum se vuvedené oblasti blizi absorpénimu minimu,
a jejiho rozkladného produktu kyseliny dehydroaskorbové, ktera pii této délce

dostatecné absorbuje. Délka 265 nm byla vhodna pro kys. askorbovou a paracetamol.

Bylo testovano pét kolon, u kazdé bylo testovano rizné sloZeni mobilni faze

a rizné pritokové rychlosti dle vlastnosti kolon.

Prvni testovanou kolonou byla kolona Onyx Monolithic C18 (100 x 4,6 mm).
Nejlepsimi podminkami se ukdzaly mobilni faze ACN : fosfore¢nanovy pufr s pH 6,50
v poméru 10 : 90 (v/v), rychlost pritoku MF ¢inila 1 ml/min. Béhem testovani nedoslo
k separaci kyseliny citronové a askorbové, rovnéz retencni Cas fenylefrinu odpovidal

¢asu rozkladného produktu paracetamolu.

Druhou testovanou se stala ¢asticova kolona Discovery HS PEG (150 x 4,0 mm;
3 pum). Nejlepsiho vysledku dosahla MF ACN : TEA pufru o pH 3,51 v poméru 10 : 90
(v/v), prutokova rychlost byla 1 ml/min. Tyto podminky vedly k eluci kys. askorbové

a fenylefrinu ve stejném Case, proto byla kolona shleddna jako nevyhovujici.

Dalsi zkouSenou kolonou byla c¢asticova kolona LiChroCART LiChrospher
RP-18e (250 x 4 mm; 5 um), s mobilni fazi MeOH : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52
v poméru 35 : 65 (v/v), prutokovou rychlosti mobilni faze 0,5 ml/min a objemem
davkovanym na kolonu 10 pl, ktera byla vybrana jako nejvhodnéjsi pro dal$i méteni,

ackoliv nedoslo ke kompletni separaci.

Ctvrtou testovanou kolonou (vybranou pro testovani moznosti zrychleni analyzy
diky zaméné casticové kolony za monolitni) se stala kolona Chromolith Performance
RP-18¢ (100 x 3 mm) s ptedkolonou (5 x 4,6 mm), u které byly vyzkouSeny
chromatografické podminky uspésné u piredchozi kolony. Tyto chromatografické

podminky ale nevedly k uplné separaci vSech stanovovanych latek.
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Za tuto kolonu byla jest¢ pro lepsi celkovou separaci obsahovych latek
a pomocné latky, resp. rozkladného produktu ptfiddna Chromolith Fast Gradient RP-18e
(50 x 2 mm). Ani tato zména nevedla k vyraznému zlepSeni separacnich podminek,

latky se dale eluovaly v podobném reten¢nim case.
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7.2  Priprava vzorku Coldrex Horky napoj

7.2.1 Vliv teploty na sloZeni horkého napoje

Podle vySe uvedené metody byla testovana piiprava népoje zalitim vodou
o riznych teplotach pro zjisténi té€ nejvhodnéjsi, kterd ma pii piiprave zajistit rozpusténi
co nejvétsiho obsahu ucinnych latek bez jejich rozkladu.

Lécivy pripravek byl zalit vodou o teploté od 50 °C do 90 °C. Obsah jednotlivych
latek v roztoku postupné rostl az u vody o teploté¢ 70 °C dosdhl maxima, a to u vSech
obsahovych latek. Pouzitim vody o teploté¢ 80 °C se dosahlo taktéz dobrych vysledku,
proto bylo s témito teplotami dale pracovano. Ptipravou lécivého ptipravku s pomoci

vody o teploté 90 °C obsah latek vyznamné klesl.

Pii zaliti LP vafici vodou byl obsah kyseliny askorbové vyrazné nizsi. Latka se
pravdépodobné plsobenim vysoké teploty rozlozila za vzniku rozkladného produktu
(kyseliny dehydroaskorbové), kterd absorbuje pii vinové délce 210 nm a eluuje se
ve stejném retencnim Case jako kyselina citronova, kterd ji plné zakryva. Rozklad

fenylefrinu a paracetamolu pfi tomto testovani nebyl patrny.

7.2.2 Vliv ¢asového intervalu mezi pripravou a konzumaci

pripraveného horkého napoje

Z ptedchoziho méfeni byly vybrany teploty vody 70 °C a 80 °C, které se
osveédcily jako nejlepsi podminky piipravy napoje a u kterych byla testovana stabilita

vzniklych roztoka.

Pii pouziti vody o teploté 70 °C obsah paracetamolu postupné klesal z hodnoty
94,74% (stanovené vii¢i obsahu deklarovaném vyrobcem) métfené po sedmi minutach
od ptidani vnitiniho standardu na 49,25 % po 2,5 hodinach. Druhy den, po 18 hodinéch,

obsahoval roztok jesté 33,96 % paracetamolu.

Obsah fenylefrinu ve stejném roztoku klesal v obdobnych intervalech z 98,93%
po 7 minutach na 40,44 % po 2,5 hodinach od pocatku méteni. Dalsi den obsahoval

roztok 37,84% fenylefrinu.
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Posledni obsahovou latkou ve zminéném roztoku byla kys. askorbova, jejiz obsah
klesal obdobné jako u ptedchozich latek z hodnoty 105,59 % na 66,44 %. Nasledujici
den obsah kyseliny askorbové ¢inil 60,89 %.

Pii rozpousténi 1é¢ivého piipravku vodou o teploté 80 °C vznikl roztok, ktery
po sedmi minutidch od pfidani vnitiniho standardu obsahoval 89,94 % paracetamolu,

97,39 % fenylefrinu a 100,73 % kys. askorbové.

Obsah paracetamolu klesl po 2,5 hodinach z této pocatecni hodnoty na 52,49 %,
obsah fenylefrinu se snizil na 41,63 % a hodnota obsahu kys. askorbové klesla

na 60,90 %.
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7.3  Stabilita obsahovych latek

Paracetamol je pomérné stabilni latka, jejiz obsah je ovlivilovan hodnotou pH
roztoku, ve kterém se nachdzi podobné jako pfitomnosti dalSich latek ¢i svou citlivosti
na svételné zareni. Kyselé pH, které piipravek Coldrex Horky nipoj ma (zjisténa
hodnota je 3,80), napomahd postupnému rozkladu latky, jak tomu bylo i béhem

testovani. K tomuto rozkladu jisté pfispiva i teplota tohoto roztoku.

Kyselina askorbova neni pfili§ stabilni latka. Jedna se o redukéni €inidlo, které
snadno podléha oxidaci. Plisobenim vyssi teploty a svétla se rozkladd na kyselinu
dehydroaskorbovou, ktera se v§ak ve zvolenych chromatografickych podminkach eluuje
ve stejném retencnim Case jako kyselina citronova a je jejim pikem na chromatogramu

plné piekryta. Ubytek kyseliny askorbové je viak dobie patrny.

Fenylefrin je povazovan za velmi stabilni latku. Je citlivy na teplo, svétlo
a vzdusnou vlhkost. Stabilita v kyselé oblasti pH pii pfitomnosti dalSich latek nebyla
v literatufe doposud dostate¢né popsana. Béhem testovani postupné doslo k velkému
ubytku této latky, nejspiSe proto, ze se patrn¢ nenachazela ve vhodnych stabilizujicich

podminkach.
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7.4  Srovnani chromatografickych metod

Pfi srovnavani jednotlivych chromatografickych metod literatury je ziejmé, Ze
monolitni kolony jsou voleny pfi separaci obsahovych latek, kdy staci kratSi analyza
s rozliSenim mensiho poctu latek, zatimco béhem stanoveni latek v ptipravcich spolu
s jejich rozkladnymi produkty a pomocnymi latkami je déna piednost Casticovym

24

rozpétim chromatografickych parametrd, je mozné rozlisit i velmi podobné latky.

V popsanych metodach jsou upfednostiiovany ¢asticové kolony s vétsi délkou,
a tim 1 vétsi separacni silou pfi celkovém prodlouZeni analyzy. Nami zvolena analyza
také vyuziva tento typ analytické kolony, ale mé celkové kratsi dobu trvani i pfi nizké

pritokové rychlosti.
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8. ZAVER

Byly nalezeny vhodné chromatografické podminky pro separaci obsahovych
a pomocnych latek v pfipravku Coldrex Horky ndpoj a nékterych jejich rozkladnych

produkti pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Jako ideélni vinové délky pro UV detekci stanovovanych latek byly zvoleny
hodnoty A; = 210 nm a A, = 265 nm. Optimdlni analytickou kolonou se ukazala
casticova kolona LiChroCART LiChrospher RP-18e (250 x 4 mm; 5 pm), kterd
poskytovala nejlepsi separaci sledovanych analyt. Nejvhodnéj$i mobilni fazi byla smés
methanol : fosfore¢nanovy pufr o pH 6,52 v poméru 35 : 65 (v/v) s rychlosti pritoku

0,5 ml/min. Analyza trvala 9 minut.

Bylo zjisténo, Ze pouzitim vody o teplot¢ 70 °C jako rozpoustédla pro 1écivy

ptipravek byl ziskan roztok s nejvyssi koncentraci obsahovych latek.

Pti zaliti ptipravku Coldrex vrouci vodou patrné dochazi k ¢aste¢nému rozkladu
kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou. Rozklad ostatnich obsahovych

latek se nepotvrdil.

Pii testovani stability roztoku LP bylo zjisténo, ze se hodnoty koncentrace
obsahovych latek po 7 minutdich od pfipravy roztoku blizi hodnotdam méfenym
bezprostiedné po rozpusténi LP. Poté se stabilita roztoku zhorsuje a ibytek obsahu latek
¢ini okolo 5 % kazdych deset minut. Po hodinovém stani pii pokojové teploté se ubytek

latek zpomaluje.

Z dosazenych vysledkl vyplyva doporuceni pro piipravu horkého napoje pouzit
vodu o teploteé 70 - 80 °C a po ptiprave horky napoj vypit co nejdiive (cca do 10 min),
aby nedochazelo plisobenim vyssi teploty a kyselého pH vzniklého roztoku k rozkladu

ucinnych latek.
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