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Uvod

Ackoliv je stabilita u¢innych latek pro tcely stanove-
ni doby pouzitelnosti 1é¢ivych piipravkl obvykle studova-
na v rozsahu jednotek let, v posledni dobé se v literatute
diskutuji otazky degradace ucinnych latek takovych pii-
pravki v fadu desitek let'. To by v ptipadé nékterych latek
mohlo vyustit v podstatné prodlouzeni doby pouzitelnosti
daného 1é¢ivého pripravku, coz by mélo nezanedbatelné
ekonomické i ekologické dopady’. Mozné prodlouZeni
doby pouzitelnosti 1é¢ivého ptipravku obecné zavisi jak na
chemické struktufe U¢inné latky, tak na pouzité 1ékové
form&®. Létivé latky mohou na zakladé své chemické
struktury podléhat nejrizngjsim degrada¢nim reakcim®.
Nejcasteji se jedna o hydrolyzu, dehydrataci, isomerizaci
aracemizaci, eliminaci, oxidaci, nebo o interakci
s pfitomnymi pomocnymi, nebo jinymi uc¢innymi latkami.
Tyto reakce mohou byt ovlivnény fadou faktord, jako je
svétlo, teplota, vlhkost, pfistup vzduchu (vzdusna oxida-
ce), pH, nebo kontaminace mikroorganismy. Hlavni pozor-
nost dosud publikovanych studii o dlouhodobé stabilité
ucinnych latek v fadu desitek let je vénovana prevazné
injekénim formam 1é¢ivych ptipravki, zietelné méné Casto
jsou studovany pevné lékové formy (tablety, drazé, &ipky)'.
Ztejmou vyhodou injekénich forem 1éCivych ptipravki je
jejich hermetické oddéleni od okoli, které mlze piispét
k vétsi stabilité piipravku’’. Dosud nejstar§imi pevnymi
formami 1é¢ivych ptipravkil, u nichz byla studovéana jejich
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stabilita, nebo 1épe feceno slozeni po dlouhé dobé od jejich
piipravy, byly tablety o staii 40 let (cit.?).

V této praci jsme studovali stabilitu pevnych forem
1é¢ivych pripravkt s obsahem alkaloiddi jako ucinnych
latek, pficemz stafi pfipravki bylo v rozmezi 23 az 73 let.
Struktury G¢innych latek a obaly studovanych vzorkl 1é¢i-
vych pfipravkll jsou uvedeny na obr. 1. K analyze byla
pouZita metoda HPLC-MS, konkrétni podminky byly mo-
difikaci v literatufe popsanych metod. Analyza vzorkd
probéhla v roce 2014, jeden piipravek byl analyzovan
v roce 2016.

Experimentalni ¢ast
Analyzované vzorky

Studované vzorky lécivych ptipravkl (obr. 1) pocha-
zely z Ceského farmaceutického muzea v Kuksu, nebo
sbirek Katedry analytické chemie PfF UK. Podminky skla-
dovani vzorki nejsou znamy, predpoklada se jejich uloze-
ni v temnu pfi laboratorni, resp. pokojové, teploté. Datace
vzorkll byla provedena bud’ na zaklad¢ vytisténé Sarze,
nebo v nekterych piipadech jen pfiblizné podle informaci
na obalu (podle nazvu firmy a udané ceny).

Vzorek I byly peroralni tablety ,,Codein phosphoric.
Dr. Heisler 0,05 g, vyrobené firmou Dr. Robert Heisler
v Chrasti u Chrudimi v rozmezi let 1944-1945 (v dobé
analyzy v roce 2014 tedy ve stati okolo 70 let), s deklaro-
vanym obsahem fosfore¢nanu kodeinu 0,05 g v jedné tab-
leté. Tablety byly volné ulozeny v originalnim papirovém
obalu.

Vzorkem II-VI byly tablety s hydrochloridem ethyl-
morfinu jako ucinnou latkou, které byly k dispozici v né-
kolika Sarzich. Prvni tfi Sarze ptedstavovaly peroralni tab-
lety ,,Diolan“ vyrobené firmou Spolek pro chemickou
a hutni vyrobu v rozmezi let 1944-1945 (v dobé¢ analyzy
v roce 2014 tedy ve stari okolo 70 let), deklarovany obsah
byl 0,01 g (vzorek II), 0,015 g (vzorek III) nebo 0,03 g
(vzorek IV) hydrochloridu ethylmorfinu v jedné tableté.
Tablety byly volné uloZeny v originalnich papirovych oba-
lech. Ctvrtou 8arzi (vzorek V) byly perordlni tablety
,,Diolan“ vyrobené firmou Slovakofarma Hlohovec v roce
1952 (v dobé¢ analyzy v roce 2014 tedy ve stari 62 let),
deklarovany obsah hydrochloridu ethylmorfinu byl 0,03 g
v jedné tableté. Tablety byly uloZzeny v originalnim sklené-
ném obalu opatfeném plastovou zatkou. Patou Sarzi
(vzorek VI) byly peroralni tablety ,,Diolan“ vyrobené fir-
mou Spofa v roce 1991 (v dob¢ analyzy v roce 2014 tedy
ve staii 23 let), deklarovany obsah hydrochloridu ethyl-
morfinu byl 30 mg v jedné tableté. Tablety byly uloZeny
v originalnim sklenéném obalu opatfeném plastovou zatkou.
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Obr. 1. Struktury u¢innych litek a obaly studovanych vzorkii 1é¢ivych pFipravki

Vzorek VII byly peroralni tablety ,,Dilaudid hydr.“
vyrobené jako klinicky vzorek firmou Sanomedia (Praha)
v roce 1941 (v dobé analyzy v roce 2014 tedy ve stari
73 let), deklarovany obsah hydrochloridu hydromorfonu
byl 0,0025g v jedné tableté. Tablety byly ulozeny
v origindlnim sklenéném obalu opatfeném korkovou zatkou.

Vzorek VIII byly cipky ,,Syntophyllin®“ vyrobené
firmou Spolek pro chemickou a hutni vyrobu v roce 1948
(v dob¢ analyzy v roce 2016 tedy ve stafi 68 let), deklaro-
vany obsah aminofylinu dihydratu 0,35 g v jednom ¢ipku.
Cipky byly jednotlivé obaleny originalnim obalem
z hlinkové folie.

Vzorek IX byly peroralni tablety ,,Papaverin-Thesal
vyrobené firmou Spofa v roce 1954 (v dobé¢ analyzy v roce
2014 tedy ve stari 60 let), deklarovany obsah ucinnych
latek byl 0,3 g theobrominu a 0,025 g hydrochloridu pa-
paverinu v jedné tableté. Tablety byly ulozeny v originalnim
sklenéném obalu opatfeném plastovou zatkou.
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Chemikalie

Ke kvantifikaci G¢innych latek v analyzovanych vzor-
cich byly pouzity standardy: hemihydrat fosfore¢nanu
kodeinu Ph. Eur. 2012 97 % (Zentiva), ethylmorfin > 99 %
(Sigma-Aldrich), theofylin > 99 % (Sigma-Aldrich), the-
obromin > 99 % (Sigma-Aldrich) a papaverin hydrochlorid
> 98 % (Sigma-Aldrich).

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni udano
jinak) analytickeé Cistoty: acetonitril pro HPLC (Lach-Ner),
amoniak 25% vodny roztok (Lach-Ner), mraven¢an amon-
ny (Sigma-Aldrich), mravenéi kyselina 86% (Lachema),
octan amonny (Lach-Ner) a octova kyselina 80%
(Lach-Ner).
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Piiprava vzorki k analyze

V piipadé analyzy vzorkl ve formé tablet byly odva-
Zeny dvé tablety analyzovaného pfipravku, néasledné ho-
mogenizovany v tfeci misce a odvazen podil, ktery byl
rozpustén v odmérné batice v piislusné mobilni f4zi. Roz-
tok byl pfefiltrovan pomoci stiikackového filmu poérovitos-
ti 0,2 um (Whatmann). V piipadé vzorku VIII byl odvaze-
ny ¢ipek rozpustén v 250 ml mobilni faze v odmérné barn-
ce v ultrazvukové 14zni a nésledné piefiltrovan sklenénou
fritou S3. Ziskany filtrat byl dale nafedén mobilni fazi
v poméru 1:25.

Kapalinova chromatografie s hmotnosti detekci

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci pro-
bihala na pfistroji UHPLC Nexera XR (Shimadzu) ve spo-
jeni s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim spektrome-
trem Agilent 6460 (Agilent Technologies). Hmotnostni
detekce probihala za pouziti elektrosprejové ionizace
v pozitivnim modu (ESI+). Jako zmlzovaci plyn byl pouzit
dusik (380 kPa). Jako susici plyn byl pouzit dusik o priito-
ku 11 dm® min", teplot& 350 °C a napéti na kapilaie 4 kV.
Rozsah méfeni byl 50-700 m/z. Ke kvantifikaci byla pou-
zita metoda kalibracnich zavislosti. Statistické vyhodnoce-
ni bylo provedeno z trojnasobné analyzy vzorku.

Plivodni a metodické prace

Vysledky a diskuse

Bylo studovano devét vzorkti pevnych forem historic-
kych 1éCivych pripravki s obsahem benzoisochinolino-
vych, xantinovych a isochinolinovych alkaloidii. Pfehled
dosazenych vysledkt poddva souhrnné tab. 1.

Vzorek |

Vzorek I obsahoval jako u¢innou latku kodein, benzo-
isochinolinovy alkaloid vyuzivany pro antitusivni vlast-
nosti, méné pro ucinky analgetické. K analyze vzorku I
byla modifikovana metoda z literaturylo’“. Separace vzor-
ku I rozpus$téného v acetonitrilu probihala na koloné Pron-
tosil C18 (200 x 2,0 mm, 3,0 um; Bischoff Chromato-
graphy) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici aceto-
nitril a 0,01 mol dm™ vodny mravenéanovy tlumivy roz-
tok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00 v poméru 50:50 (v/v)
pfi pritoku 0,20 mlmin~'. Retenéni ¢as kodeinu byl
2,6 min, jeho identita byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou'*"
a spektrem ziskanym zméfenim standardu. V analyzo-
vaném vzorku I nebyly nalezeny zadné degradacni produk-
ty, ¢emuz odpovida i nalezeny obsah kodeinu 98,0 + 0,7 %
deklarovaného obsahu. Z hlediska stability byla v literatu-
fe popsana dlouhodoba stabilita kodeinu ve 2040 let sta-
rych tabletach, v nichz bylo nalezeno > 95 % deklarované-
ho obsahu litky*’. Podle stabilitnich studii pfispivaji

Tabulka I
Vysledky identifikace a stanoveni u¢innych latek v analyzovanych vzorcich pevnych forem 1é¢ivych piipravka
Vzorek  Staii/let  Uginna latka, CASRN m/z Nalezeno® / %
[M+HT dcefiné ionty
I 70 kodein, 76-57-3 300,3 282,3;243,1;225,1; 215,1; 199,1; 98,0+ 0,7
183,1
II 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 98,4+0,2
201,1; 183,2
11T 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 114,6 £0,7
201,1; 183,2
v 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 100,0+0,9
201,1; 183,2
\% 62 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1; 239,1; 229,1; 213,1; 1179+ 04
201,1; 183,2
VI 23 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1; 239,1; 229,1; 213,1; 109,3+0,3
201,1; 183,2
vl 73 hydromorfon, 466-99-9  286,2 268,1; 255,1; 243,0; 229,0; 211,0; b
199,0; 185,0; 157,0
VII 68 theofylin, 58-55-9 181,1 124,0 104,9 £ 0,3°
IX 60 theobromin, 83-67-0 181,3 163,0; 138,0; 110,0 93,1+0,4
papaverin, 58-74-2 340,6 324,2;296,1;250,1 202,0; 171,0 53,7+0,8

 Vztazeno k deklarovanému obsahu. ® Nestanoveno pro nedostupnost standardu. ¢ Piepo¢itano na &isty theofylin.
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k degradaci kodeinu zejména neutralni a alkalické pH
a vyssi teplota, degradacnimi reakcemi jsou predev§im

oxidace a isomerizace'>'*.

Vzorky II-VI

Utinnou latkou ve vzorcich II-VI byl ethylmorfin,
synteticky derivat morfinu produkovany alkylaci morfinu,
¢imz se dosahne sniZeni analgetického a zvySeni antitusic-
kého tcinku. K analyze vzorkt II-VI byla pouZita modifi-
kace v literatufe popsané metody'"'"’. Separace vzorku
rozpusténého v acetonitrilu probihala na koloné¢ Watrex
RP C18 (250 x 4,0 mm, 5 um) izokratickou eluci s mobilni
fazi obsahujici acetonitril a 0,01 mol dm > vodny mraven-
canovy tlumivy roztok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00
v poméru 40:60 (v/v) pii pritoku 0,65 ml min ', Retenéni
¢as ethylmorfinu byl 6,3 min, jeho identita byla potvrzena
zméfenim ESI+ hmotnostnich spekter a jejich porovnanim
s literaturou'®'” a spektrem ziskanym zméfenim standardu.
V analyzovanych vzorcich II-VI nebyly nalezeny Zadné
degradac¢ni produkty, nalezeny obsah ethylmorfinu odpo-
vidal obsahu deklarovanému. U vzorkd III, V a VI byly
nalezeny vyssi obsahy ethylmorfinu, coz lze vysvétlit chy-
bou pii vyrobé, resp. nedokonalosti kontrolnich metod
v dobé vyroby danych lécivych ptipravkl. Z hlediska sta-
bility byla v literatufe popsana pouze stabilita ethylmorfinu
v roztocich, kde kdegradaci pfispivd neutrdlni pH
a piitomnost kysliku'®, hlavni degrada&ni reakei je hydrolyza.

Vzorek VII

Vzorek VII obsahoval jako tcinnou latku hydromor-
fon, hydrogenovany keton morfinu s asi pétkrat vysSim
analgetickym ucinkem nez ma samotny morfin. Vzhledem
ke strukturni podobnosti hydromorfonu s ethylmorfinem
byla pro analyzu vzorku VII pouzita metoda popsana vysSe
u analyzy vzorkt II-VI. Retenéni ¢as hydromorfonu byl
5,8 min, jeho identita byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou'*2.
Protoze nebyl k dispozici standard hydromorfonu, nebylo
mozné kvantifikovat jeho obsah ve vzorku. Vzhledem
k tomu, Ze ve vzorku nebyly detegovany zadné degradacni
produkty hydromorfonu, 1ze usuzovat na jeho dlouhodo-
bou stabilitu v tomto 1éCivém piipravku. Tento zavér lze
podpotit vysledky rozsahlych studii o stabilité strukturné
ptibuzného morfinu v 1é¢ivych ptipravcich, které ukazuji,
ze degradace morfinu je urychlovana pfitomnosti kysliku
a pii vy$$im pH roztoku, zatimco teplota a svétlo maji na
degradaci jen maly vliv?'.

Vzorek VIII

Utinnou latkou vzorku VIII byl aminofylin, smés
xantinového alkaloidu theofylinu (uzivan pro bronchodila-
tacni ucinky pii 1€¢be respiracnich onemocnéni) a ethylen-
diaminu v poméru 2:1. Uelem ethylendiaminu je zvySo-
vat rozpustnost theofylinu. K analyze vzorku VIII byla
modifikovana metoda z literatury””, separace vzorku roz-
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pusténého v mobilni fazi probihala na kolon¢ Zorbax Ec-
lipse C18 (150 x 4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou
eluci s mobilni fazi obsahujici acetonitril a 0,02 mol dm
vodny  acetatovy  tlumivy  roztok  (CH3;COOH/
CH;COONHy,) o pH 4,00 v poméru 20:80 (v/v) pfi pritoku
0,50 ml min"". Retenéni &as theofylinu byl 3,9 min. Identi-
ta theofylinu byla potvrzena zmétenim ESI+ hmotnostnich
spekter a porovnanim s literaturou”** a spektrem ziska-
nym zméfenim standardu. Analyzou vzorku VIII nebyly
nalezeny zadné degradacni produkty, ¢emuz odpovida
inalezeny obsah theofylinu 104,9 + 0,3 % deklarovaného
obsahu (po pfepocitani na Cisty theofylin). Z hlediska sta-
bility byla v literatufe popsana dlouhodob4 stabilita a ucin-
nost theofylinu ve 35 let starych tabletach, ve kterych bylo
nalezeno 90 % deklarovaného obsahu latky>. Za stresové
faktory zvySujici degradaci theofylinu byly uréeny zejmé-
na kyselé pH a vy3si teplota® .

Vzorek IX

Vzorek IX obsahoval jako ucinné latky dva alkaloidy.
Prvnim byl xantinovy alkaloid theobromin, pochazejici ze
semen kakaovniku pravého, dfive uzivany pro vasodilatac-
ni a diuretické Gc¢inky. Druhym pak isochinolinovy alka-
loid papaverin, ziskavany z opia, s U€inky spasmolyticky-
mi a vasodilatacnimi. K analyze vzorku IX byla pouzita
metoda navrzend na zékladé literatury'®?’ 2, separace
vzorku rozpusténého ve smési acetonitril—voda v poméru
50:50 (v/v) probihala na kolon¢ Watrex RP CI18
(250 x 4,0 mm, 5 um) izokratickou eluci s mobilni fazi
obsahujici acetonitril a 0,01 mol dm™ vodny mravengano-
vy tlumivy roztok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00 v po-
méru 50:50 (vA) pii pritoku 0,65 ml min™'. Retenéni &as
theobrominu byl 2,9 min, papaverinu 4,7 min (obr. 2).
Identita obou alkaloidii byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou
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Obr. 2. HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku IX
(peroralni tablety ,,Papaverin-Thesal“) v ESI+ médu. Piky
(I) theobromin, (II) papaverin. Mé&feno na kolon¢ Watrex RP C18
(250 x4 mm, 5um) s mobilni fazi obsahujici acetonitril
20,01 mol dm* vodny mraven¢anovy tlumivy roztok (HCOOH/
HCOONH,) o pH3,00 v poméru 50:50 (v/v) pii pratoku
0,65 ml min™
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23,2430 10,29,31

(pro theobromin , pro papavenin ) a spektrem
ziskanym zmétenim standardu. Analyzou vzorku IX neby-
ly nalezeny zadné degradaéni produkty, stanoveny obsah
theobrominu odpovida 93,1 + 0,4 % deklarovaného obsa-
hu. V ptipadé¢ papaverinu bylo ale ve vzorku IX stanoveno
pouze 53,7+ 0,8 % deklarované hodnoty, coz vzhledem
k neprokazané degradaci latky (nepfitomnosti moznych
degradacnich produktt papaverinaldinu ani papaveri-
nolu®?), 1ze pravdépodobné vysvétlit jako chybu pii vyro-
bé. Pro stabilitu theobrominu neposkytuje literatura pod-
statné udaje, je nicmén¢ znamo, ze jeho roztoky se rozkla-
daji za varu®, ptipadné v alkalickém pH (cit.**). U papave-
rinu je z hlediska dlouhodobé stability popséana jeho oxida-
ce na papaverinaldin a papaverinol, ktera probiha pouze
v roztocich®.

Zavér

Analyzou deviti historickych vzorkt pevnych 1éko-
vych forem (tablety a Cipky) byla zjisténa dlouhodoba
stabilita ¢innych latek ze skupiny alkaloidi. Z pohledu
ucinné latky by tedy studované piipravky vyhovély usta-
novenim 1ékopist, které pozaduji obsah v rozmezi 95—
105 % deklarovaného obsahu. Na druhou stranu je tieba
upozornit, ze k pouzitelnosti konkrétniho pfipravku patii
i mnohé dalsi parametry. Jedna se o prvni studii stability
pro pevné 1ékové formy ve staii okolo 70 let. Zjisténa sta-
bilita ucinnych latek koresponduje s dlouhodobou stabili-
tou jinych molekul se skupiny alkaloidu (alkaloidy ipeca-
cuanhy) ve farmaceutickych vzorcich z 18. stoleti®.
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of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles Uni-
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Museum, Faculty of Pharmacy, Charles University, Kuks):
Long-Term Stability of Alkaloids in Solid Dosage
Forms

There are only few studies showing that shelf-lives of
pharmaceutical preparations are often longer than expira-
tion dates (which usually range from 3 to 5 years). The
objective of the study was to determine the content of nine
solid dosage forms of pharmaceutical preparations with the
alkaloid content ranging in age from 23 to 73 years by
means of HPLC-MS/MS. Codeine, ethylmorphine, hydro-
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morphone, aminophylline, theobromine, and papaverine
were the active pharmaceutical ingredients of the analyzed
preparations. The conditions for analysis on the reverse
phase C18 of the preparations under study were modified
according to literature and optimized. The compounds
were identified by ESI+ tandem mass spectrometry. The
quantification of the active pharmaceutical ingredient in
a particular preparation was based on calibration depend-
ence. There was no evidence of any alkaloid degradation
in the pharmaceutical preparations analyzed, and the found
content ranged from 93 to 113 % of that declared (with the
exception of the papaverine preparation, where the found
content of 53.8 % is interpretable by a manufacturing error).

Keywords: HPLC-MS, long-term stability, degradation,
shelf-life, alkaloid



