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ABSTRAKT

Téato bakalarska praca sa zaobera stanovenim obsahu paracetamolu vo vybranych liecivych
pripravkoch pomocou ATR-FTIR spektrometrie, ako aj navrhnutim a optimalizovanim
stanovenia paracetamolu v liekovych formach pomocou priameho merania vzorky — tzv.
suchej cesty. Boli Studované tablety troch lieCivych pripravkov s obsahom paracetamolu.
Z FTIR spektier boli vybraté oblasti vinoctov, kde bola absorpcia plniv (mikrokrystalicke;j
celulozy, Skrobu a stearatu hore¢natého) minimalna. Na zostrojenie kalibracnej krivky boli
vybraté absorpéné pasy paracetamolu pri 1503 cm™ a 1224 cm™t. Mnozstvo paracetamolu
V pritomnosti jednotlivych plniv bolo vypocitané pomocou analytickych kalibracnych kriviek
500 mg paracetamolu bola identifikovana u kalibra¢nej krivky pre paracetamol v pritomnosti
mikrokrystalickej celuldézy. Zistené priemerné mnozstvo paracetamolu v jednej tablete
u Studovanych pripravkov sa pohybovalo v rozmedzi 493,5-505,5 mg. Z analyzy vysledkov
merania je mozné vyvodit zaver, ze metéda ATR-FTIR spektrometrie je vhodnd na
kvantitativne stanovenie paracetamolu v liecivych pripravkoch pomocou priameho merania
vzorky, pretoze odchylky od referencnej hodnoty 500 mg nepresiahli 1,5% pre
mikrokrystalicki  celulézu a3,85% pre stearat horeCnaty a st tak v medziach
akceptovatel'nych pre prieskumné meranie.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with determination of paracetamol content in selected drugs by
ATR-FTIR spectrometry and aims to design and optimize determination of paracetamol in
dosage forms by a direct measurement of the sample, called ‘dry way’. Tablets of three drugs
containing paracetamol have been studied. Wavelength ranges were determined from the
measured FTIR spectra as regions where the absorptions of fillers (microcrystal cellulose,
starch and magnesium stearate) were minimal. Absorption bands of paracetamol were
selected at the wavenumbers of 1 503 cm™ and 1 224 cm™ in order to construct a calibration
curve. The contents of paracetamol in the drug tablets were calculated using calibration
curves obtained by the method of simple regression analysis. The lowest deviation from the
amount of 500 mg paracetamol per tablet as reported by the manufacturer was from
the calibration curve for paracetamol with microcrystalline cellulose. The determined amounts
of paracetamol per tablet in the selected drugs lied within range 493.5-505.5 mg. These
results point to the conclusion that the ATR-FTIR spectrometry method can be used for
the quantitative determination of paracetamol in drugs using direct measurement, as
deviations from the reference value of 500 mg did not exceed 1.5 % for cellulose and 3.85 %
for magnesium stearate and therefore are within acceptable limits for the exploratory study.

KI'UCOVE SLOVA
Paracetamol, ATR-FTIR spektrometria, FTIR spektra, mikrokrystalicka celuloza
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1 UvoD

Paracetamol, taktiez nazyvany acetaminofen, chemicky N-(4-hydroxyfenyl)acetamin
(sumarny vzorec CgHoNO2) je biela krystalicka latka, ktord patri medzi najrozSirenejSie
pouzivané analgetikd (tiSi bolest’) a antipyretika (znizuje horacku). Napomédha tiSit mierne
bolesti hlavy, kibov, chrbta, zubov, priznaky chripky. V porovnani s inymi analgetikami sa
paracetamol radi medzi latky prvej vol'by takmer u vSetkych skupin pacientov. Je to vd’aka
jeho priaznivému bezpecnostnému profilu a overenym terapeutickym uc¢inkom. Existuje vela
druhov liekov, ktoré obsahuju Géinna latku paracetamol, napriklad Paralen®, Panadol®,
Coldrex®, Mexavit®, Dafalgan®, Ataralgin® a dalsie [1].

D4 sa povedat, ze objav u¢inkov paracetamolu bola serendipita ($t'astnd nahoda). Podobna
molekula acetanilid, derivat anilinu (sumarny vzorec CgHoNO) bola podavana pacientom ako
analgetikum a antipyretikum od roku 1886. Acetanilid je vo vyssich davkach toxicky, pretoze
sposobuje methemoglobinémiu (oxidaciu Fe?* na Fe** v hemoglobine). Preto sa vedci snazili
najst’ bezpeénejsiu nahradu, ktora by si zaroven zachovala jeho pozitivne uéinky [2] [3].

V roku 1878 bol Harmonom Morsenom syntetizovany novy derivat anilinu, fenacetin
(chemicky vzorec N-(4-ethoxyfenyl)acetamid, sumarny vzorec C10H13NO2), ktory sa zacal
pouzivat’ ako lie¢ivo od roku 1886. Tento lick sa pouzival takmer 100 rokov, az kym nebol
stiahnuty ztrhu vroku 1983 na podnet americkej agentiry FDA (Food and Drug
Administration). Dovodom boli neziaduce toxické ucinky, ako napriklad analgeticka
nefropatia (ochorenie obli¢iek) [2] [3].

Uspesnii syntézu paracetamolu z fenacetinu vykonali vedci znemeckej firmy Bayer
Vv spolupraci s nemeckym fyzioldgom Josephom von Meringom v roku 1893, avsak z dovodu
nespravnej domnienky, Ze tato latka ma podobné vedlajsie ucinky ako acetanilid, sa Klinické
pouzivanie paracetamolu ako lieCiva posunulo o 50 rokov. AZ v Styridsiatych rokoch
20. storocia vedci vyvratili von Meringovu hypotézu a dokazali, Zze fenacetin je v l'udskom
tele metabolizovany v 99 % na paracetamol av 1% na kyselinu hydroxamovu, ktora
vyvolava toxicitu [2] [3].

Tento objav umoznil v roku 1953 uvedenie paracetamolu na trh s liekmi a spustil jeho
masivnu produkciu, ktord pretrvava do dneSnych cias. Od roku 1959 su lieky obsahujuce
u¢innu latku paracetamol dostupné bez lekarskeho predpisu [2] [3].

U kazdého lieku je nevyhnutné, aby bola overena jeho UCinnost’, bezpecnost’ a uzito¢nost’
predtym, nez sa liek uvedenie na trh. Ale aj po uvedeni na trh musi vyrobca zabezpecit
a udrziavat’ systém kvality a vnutornej kontroly, ¢i sa v lieku nachadza G¢inna latka a ostatné
sucasti v takom zloZeni a davke, v akej tam maju byt’. Je potrebné zabezpecit, aby lieCivo
Vv danej forme (€1 uz ide o tabletu, kapsulu, alebo kvapky) bolo chemicky stabilné, aby kazda
tableta spifiala isty rozsah hmotnosti, pevnosti a homogenity, a to v ramci celej vyrobne;
davky (vo farmadcii nazyvanej Sarza). Existuje vel'a spolahlivych, komplexnejSich aj mene;j
komplexnych technoldgii a metdd na stanovenie kvality a kvantity lieiva v lie¢ivom
pripravku. Kedze vo farmaceutickych a chemickych firmach je snaha o ¢o najvyssiu
efektivitu prace pri rozumne vynaloZzenom case a prostriedkoch, hl'adaji sa jednoduché,
Casovo nenaro¢né metody, ktoré poskytuju vysledky s pozadovanou presnostou. Medzi
finan¢ne a ¢asovo nendroni metddu patri aj metdéda ATR-FTIR spektrometrie, ktora je
predmetom tejto bakalarskej prace [4].



2 TEORETICKA CAST

2.1  Fyzikilne a chemické vlastnosti paracetamolu
Paracetamol (Obrazok 1) je biela krysStalicka latka horkastej chuti abez zapachu.
Z chemického hl'adiska je paracetamol derivat anilinu, ktory sa sklada z benzénového jadra
substituovaného jednou hydroxylovou skupinou a atdému dusika amidového charakteru v para
pozicii (1,4). Amidovou skupinou je acetamid [5] [6].

Molekula paracetamolu je usporiadana do planarnej Struktury s sp2 hybridizaciou. Jedna sa
0 konjugovany systém kvoli elektronovému m-oblaku na benzéne, p-orbitdlu na
karbonylovom uhliku akvoli volnym elektronovym péarom na kysliku, dusiku a na
karbonylovej skupine. Konjugacia sposobuje znizenie zasaditosti Kyslika a dusika, zatial’ co
hydroxylova skupina zvysSuje kyslost’ sposobenu delokalizaciou néboja vediceho k vzniku
fenoxidového aniénu [5] [6].

NH _CH,

T

O
HO

Obrazok 1. Chemicka Struktura paracetamolu

Ide ovelmi slabu kyselinu shodnotou disociaénej konsStanty pKa 9,38. Preto je
paracetamol vo vicsine fyziologickych roztokoch nedisociovany. Tento poznatok vysvetl'uje
volnu difaziu paracetamolu do tkaniva. Molekulovd hmotnost’” paracetamolu je
151,165 g'mol ! ahustota pri teplote 21°C ¢&ini 1,293 g~cmf3. Rozdelovaci koeficient
(oktanol/voda) je 3,2 [7] [8].

Paracetamol ma nizku rozpustnost’ v nepolarnych latkach a v chlérovanych uhl'ovodikoch,
ako napriklad toluén, benzén a tetrachlormetan. Avsak jeho rozpustnost’ je vysoka v stredne
polarnych rozpustadlach, ako napriklad N,N-dimetylformamid, dimetylsulfoxid a dietylamin.
Je slabo rozpustny vo vode ale silno rozpustny v alkoholoch s krat$im uhlikovym retazcom,
napriklad v metanole a etanole. Rozpustnost’ mierne stiipa so zvySujicou sa teplotou. Bod
topenia je pomerne vysoky, pohybuje sa medzi 168-170 °C. Teplota varu sa pohybuje okolo
500 °C [7] [8].

2.2  Chemicka syntéza paracetamolu

Chemickd syntéza paracetamolu sa d& uskutocnit’ niekol’kymi zakladnymi sposobmi
s niekol'’kymi pociatoCnymi latkami, ako napriklad 4-chlornitrobenzén, p-aminofenol, fenol
a nitrobenzén.

Na Obrazok 2 je vychodiskovou latkou 4-chlérnitrobenzén. Chlor sa nukleofilnou
substiticiou nahradi hydroxidovym iénom a vznikne 4-nitrofenol, ktory sa d’alej redukuje na
4-aminofenol. Naslednou acetylaciou za pouZitia acetanhydridu vznikd findlny produkt
paracetamol. V druhom pripade ide o elektrochemicku, kyslo katalyzovani redukciu
nitrobenzénu Bambergerovym preimykom fenylhydroxyalaminu na 4-aminofenol. Dalej sa
postupuje ako v prvom pripade, a to acetylaciou 4-aminofenolu na paracetamol [9].
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Obrazok 2. Syntéza paracetamolu s vychodiskovymi latkami 4-chlornitrobenzén a nitrobenzén [9]

Dalsie mozné syntézy paracetamolu su uvedené na Obrazok 3 a Obrazok 4. Na Obrazok 3
ide o redukciu 4-nitrofenolu kovmi anaslednu reakciu s kyselinou octovou za vzniku
paracetamolu. V d’alsom pripade je pociato¢nou latkou fenol, ktory reaguje s kyselinou
dusi¢nou a NO> skupina sa viaze na fenol do polohy ortho a para. Pre vznik paracetamolu je
podstatna NO, skupina v polohe para. Dalsim krokom sa 4-nitrofenol zredukuje v kyslom
prostredi na 4-aminofenol. V poslednom kroku prebehne acetylacia 4-aminofenolu
acetanhydridom a vznika finalny produkt 4-(acetylamino)fenol, zjednodusene paracetamol
[10].

OH OH
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CH,COOH
—_— -
NO, HNYO
CH,
OH
No2 O
2 nitrofenol
H C4<
HNO, Fe HCI
CH3
fenol 4-nitrofenol 4-aminofenol 4-(acetylamino)fenol

Obrazok 3. Syntéza paracetamolu s vychodiskovymi latkami 4-nitrofenol a fenol [10]

Na Obrazok 4 je naznaend alternativna syntéza, takzvana zelend syntéza, vyndjdena
vedcami z firmy Hoechst-Celanese. Jedna sa o d’alSiu obmenu syntézy paracetamolu. Fenol je
acetylovany acetanhydridom za kyslej katalyzy. Nasledne hydroxylamin sposobi premenenie
keto skupiny na oxim. V poslednom kroku kyslo katalyzovany Beckmannov presmyk dava
amid [11].
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Obrazok 4. Zelend syntéza paracetamolu s vychodiskovou ldatkou fenol [11]

2.3  Stabilita lieciva

Liecivo, alebo uc¢inna latka (Cesky ekvivalent léciva latka) je chemicky jednotnad alebo
nejednotnd latka I'udského, rastlinného, zivoc¢isneho, chemického alebo prirodného povodu,
ktora je nositelom biologického ucinku vyuziteného na ochranu pred chorobami, na
diagnostiku chordb, lieenie chordb alebo na ovplyviiovanie fyziologickych funkcii [12].

Liek, taktiez nazyvany lieCivy pripravok (Cesky ekvivalent lécivy pripravek) je vyrobok,
ktory obsahuje jedno alebo viac lieCiv a pomocné latky. Lieky su upravené technologickym
procesom do rdznych liekovych foriem (napr. tablety, ¢apiky, kvapky, sirupy, krémy, atd’.)
a su ur¢ené na ochranu pred chorobami, na diagnostiku chorob, liecenie chordob alebo na
ovplyviiovanie fyziologickych funkeii [12].

Liecivy pripravok ma kvoli fyzikdlnym a chemickym vlastnostiam obmedzenu stélost.
Ked’Zze mechanicka a chemicka stabilita lie¢iva do velkej miery ovplyviiuje aj biologicku
aktivitu, teda G¢innost’ latky v Zivom organizme, musia byt Stidie stability sicastou vyvoja
kazdého nového lieku. Testy stability zistuji zmeny kvality lie¢iva a liekovej formy
v dosledku roznych vplyvov [13].

Faktory ovplyviiyjlice stabilitu lie€iv sa rozdeluji na vnatorné a vonkajSie. Vnutorné
faktory suvisia s chemickymi a fyzikalnymi vlastnost'ami lieiva a s ne€istotami (degradacné
produkty, rezidua rozpustadiel apod.). Medzi vonkajSie faktory patri vplyv teploty, vlhkosti
prostredia, svetelného ziarenia, pritomnost’ kyslika a oxidu uhlicitého, ako aj vplyv réznych
mikroorganizmov [13].

Dosledkom nedostatocnej stability lieCivého pripravku moze byt strata aktivity, zvySenie
alebo znizenie koncentracie lieCivej latky, zvySenie alebo zniZenie obsahu toxickych
metabolickych produktov, zmena biologickej dostupnosti alebo strata integrity systému [14].

Paracetamol sa chemicky zarad’'uje medzi amidy a prave amidova skupina moze byt citliva
na hydrolyticku degradéciu, ktora je spdsobena zvysenou vlhkost'ou prostredia. Testy stability
ukazali, ze pri roznych zmenach teplot a vlhkosti dokazu byt fyzikalne vlastnosti
paracetamolu v praskovej forme nezmenené az niekol'’ko mesiacov [15].
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Pol¢as rozpadu paracetamolu u dospelého ¢loveka je dve a pdl hodiny pri intravendznej
davke 15mgkg ™ Poléas rozpadu paracetamolu pri predavkovani zalezi na
patofyziologickom stave pecene, kde sa paracetamol metabolizuje. Jeho polcas rozpadu
V peceni pri predavkovani sa pohybuje medzi Styrmi a 6smimi hodinami [16].

2.4  Farmakoléogia

Farmakolégia je definovana ako veda o liekoch, veda, Ktord sa zaobera interakciami
uskutoéiiovanymi chemickymi alebo fyzikalnymi procesmi medzi chemickymi latkami
(xenobiotikami) a zivym organizmom na vsetkych jeho urovniach, ktorych dosledkom je
modulacia telesnych pochodov [17].

241 Farmakokinetika

Farmakokinetika sa zaobera procesmi, ktoré modifikujii ¢asovy priebeh koncentracie lie¢iva
Vv organizme, a popisuje ju vhodnymi farmakokinetickymi parametrami. Zaobera sa tym, ako
organizmus posobi na lie¢ivo. RozliSuje niekol’ko faz: absorpcia, distribicia, metabolizmus
a eliminacia [17].

Absorpcia paracetamolu

Paracetamol sa po peroralnom podani vstrebava v zalidku a Vv tenkom c¢reve v priebehu
30-60 min. Biologicky polcas paracetamolu je dve az tri hodiny. Po uziti vysSej, toxickej
davky je maximalna koncentricia paracetamolu dosiahnutd do Styroch hodin. Rektalna
absorpcia je pomerne nestandardna a dosahuje slabSicho vstrebavania. Odporacana davka pri
rektalnom podani je 3 az 4krat vysSia v prepocte na kg (40-45 mg-kg ) nez pri peroralnej
davke (10-15 mg-kg 1) [18].

Metabolizmus paracetamolu

Paracetamol sa predovSetkym metabolizuje konjugaciou v peceni na hydrofilné latky
glukuronid a siran paracetamolu (Obrazok 5). Mala Cast’ paracetamolu sa vylaci v nezmenenej
forme mocom. Okolo 4 % paracetamolu sa metabolizuje cytochromom P450 na reaktivny
toxicky metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI). Pokial’ nie je d’alej metabolizovany
a hromadi sa, naviaZe sa na buneéné makromolekuly peéene a usmrcuje bunky. NAPQI sa po
spravnosti konjuguje v peceni s donormi —SH skupin, ako s netoxickym glutationom alebo
N-acetylcysteinom, a vznika netoxicka kyselina merkapturova. Vsetky produkty metabolizmu
paracetamolu st prednostne vylic¢ené mocom a Cast’ sa vylucuje zlcou [10] [18].
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Obrazok 5. Metabolizmus paracetamolu v ludskej peceni [10]

Elimindcia paracetamolu

Paracetamol sa primarne vylucuje z organizmu mocom vo forme netoxickych metabolitov
(40-60 % ako glukuronat, 30 % ako siran a 2 % Vv nezmenenej forme). Mala ¢ast’ metabolitov
sa vylucuje zl¢ou a pri nespravnej funkcii pecene sa exkrécia konjugatov s glutationom zlc¢ou
zvySuje na 40 % [18].

2.4.2 Farmakodynamika

Pod pojmom farmakodynamika rozumieme Stadium biochemickych a fyziologickych uc¢inkov
latok vratane mechanizmov posobenia s cielom uréit’ ich terapeutické ucinky a toxické
dosledky ich podavania — zaobera sa mechanizmom pdsobenia lieciv [17].

Ucinok paracetamolu

Presny mechanizmus posobenia paracetamolu nie je doposial’ iplne objasneny a potvrdeny,
ale predpoklada sa, Zze hlavnym mechanizmom u¢inku paracetamolu je inhibicia enzymu
cyklooxygenazy v centralnej nervovej ststave (antipyreticky ucinok), ktory spdsobi znizenie
tvorby prostaglandinov. Nepriamo pdsobi na sérotoninové 5-HTs receptory Vv mieche
(analgeticky ucinok). Jeden mozny mechanizmus Uc¢inku spociva v tom, ze paracetamol sa
naviaze na peroxidazovu cCast’ systému cyklooxygendzy a dochadza k tvorbe radikalu
(Paracet). Tym sa skrati cyklus premeny radikdlu kationu feryl-protoporfyrinu
(Fe (IV) = OPP) na feryl-protoporfyrin (Fe (IV) = O) bez prijmu elektrénu z cyklooxygenazy
abez nedostatku radikalu tyrozinu (Obrazok 6). Akonahle je radikal tyrozinu potrebny
K inicialnej aktivacii radikalu arachidovej kyseliny, paracetamol zac¢ne blokovat funkciu
cyklooxygenazy (COX). Vyskyt radikalov a hladina kyseliny arachidovej vyrazne ovplyviuje
ucinok paracetamolu na inhibiciu COX-1. V oblasti vzniku zapalu dochadza k tvorbe
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Skodlivych radikdlov produkovanych COX-2, ktoré nepriaznivo ovplyviluji funkciu
paracetamolu. Z toho sa da usudzovat’ vyssi analgeticky u¢inok paracetamolu U nezapalovych
bolestiach, ako st napriklad urazy, poopera¢né bolesti ainé. Hlavna oblast ucinku
paracetamolu je stale predmetom vedeckych diskusii. NajpravdepodobnejSimi teériami ucinku
sa zaoberaju prace [10] [17] [18].

ROOH
Paracet’ o e(ll ROH
Paracet
Pafacsij, Fe(IV)=OPP .
- Tyr
Paracet P s
Fe(IV)=0

Prenos
e-
Peroxidaza

Tyrags

Cyklooxygenaza

Obrazok 6. Mechanizmus ucinku paracetamolu na cyklooxygendzu [18]

Indikacia paracetamolu

Indiké4cia paracetamolu zahriiuje liecbu mierne silnej bolesti, ako je bolest’” hlavy, chrbta,
svalov, kibov, men$trua¢né bolesti, bolest’ zubov, hrdla, a tieZ lie¢ba hortcky pri chripkovom
ochoreni a akutny zapal hornych dychacich ciest [16].

Rozne liecivé pripravky obsahuju rézne mnozstva ucinnej latky paracetamolu. Bezna
jednorazova davka paracetamolu u dospelého ¢loveka je 500 az 1000 mg s odstupom
najmenej styri hodiny. Odporuc¢ana maximalna denna davka u dospelého ¢loveka je 4 000 mg,
teda najviac osem 500 mg tabliet paracetamolu. Pri dlhodobom uzivani sa denna davka
paracetamolu zniZuje na 2 500 mg za den. U deti sa viaze davka na ich telesni hmotnost.
Mnozstvo podaného paracetamolu by nemalo prekrocit hladinu 60 mg-kg ! vahy dietata [18]
[19].

Kontraindikacia paracetamolu
Rovnako ako pri uZivani inych liekov je nutné dodrZiavat’ terapeutické mnozstvo, optimalne
davkovanie a nepresahovat’ maximalnu dennti davku. Kontraindikacia podania paracetamolu
nastdva pri znamej precitlivenosti na lie¢ivii latku alebo na inti zlozku pripravku. Dalej
paracetamol nesmie byt poddvany l'ud'om trpiacim hemolytickou anémiou. Konzumacia
alkoholu pocas uZivania paracetamolu sa silno neodporaca. Podavanie lieku 'udom s vaznou
poruchou pecene je kontraindikované, pretoze paracetamol je metabolizovany v peceni
a funkcia pecene je tym zat'azena [10] [18].

Nebezpe€enstvo uzivania paracetamolu pocas gravidity a lakticie nebolo hlasené
a potvrdené. Cast’ paracetamolu sice prestupuje cez placentarnu bariéru, ale neboli preukazané
ziadne Skodlivé vplyvy jeho uzivania na embryonalny vyvin dietata alebo graviditu. Pocas
tehotenstva sa ma uzivat' paracetamol v ¢o najnizSej ucinnej davke aiba kratkodobo s co
najnizSou frekvenciou [16].
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Neziaduce ucinky paracetamolu a toxicita

Paracetamol je pri dodrziavani doporuceného dévkovania obvykle vel'mi dobre znésany,
avSak ako kazdy liek, aj lieky obsahujuce paracetamol moézu mat’ vedlajSie G¢inky, ktoré sa
ale nemusia vyskytnat’ u kazdého jednotlivca. Medzi zriedkavé (menej ako 1 z 1 000 osdb)
neziaduce U¢inky patri kozna alergicka reakcia, svrbenie a Zihl'avka (urtikaria). Medzi vel'mi
zriedkavé (menej ako 1 z 10 000 osdb) neziaduce ucinky patri zizenie priedusiek, zavazna
alergicka reakcia sprevadzana opuchnutim hornych dychacich ciest, porucha funkcie pecene
a porucha krvotvorby [20].

Paracetamol sdm osebe nie je toxicky, ale problematicky je jeho metabolit
N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), ktory vznika metabolizovanim cytochromom P450.
Za normalneho fungovania organizmu sa tento toxicky metabolit d’alej metabolizuje na
netoxicku kyselinu merkapturovu a je vyliceny z organizmu mocom. Pokial’ je tato druha
metabolizacia naruSena a NAPQI sa hromadi v organizme, moéze dojst’ k intoxikacii.
Najvicsie riziko intoxikécie nastava pri predavkovani sa paracetamolom, ked’ sa toxicky
metabolit NAPQI nestiha metabolizovat’ a hromadi sa v organizme. V lepSom pripade sa
NAPQI rychlo viaze s glutationom a vylucuje oblickami. V horSom pripade ddjde
k poskodeniu pecenovych buniek, o moze viest’ k smrtelnym intoxikaciam [18] [21].

U dospelého cloveka s hmotnostou nad 60 kg je toxickd davka viac ako 7,59
paracetamolu a u deti 150 mg-kg ! vahy dietata. Toxickd hrani¢na davka moze byt niZSia
u alkoholikov, pri uziti nala¢no, pri virdézach alebo pri si¢asnom uziti lieku indukujuceho
cytochrom [18] [21].

Na liecbu intoxikdcie sa najcastejSie pouziva aktivne Cierne uhlie, ktoré sa odporuca podat’
do 1 hodiny v davke 1 g-kg™® telesnej hmotnosti. Ciastoéne ginné do 1 hodiny od pozitia
toxickej davky je zvracanie, avSak pretrvavajice zvracanie je komplikaciou. Po dlhSom case
od uZitia sa na liecbu hepatoxicity pouziva antidotum N-acetylcystein (NAC), ktoré musi byt
uzité najneskér do 6smich hodin od predavkovania sa paracetamolom. Aj ked’ je toxicita
paracetamolu pomerne nizka, nie je zanedbatel'na [18] [21].

2.5 Liekové formy
Paracetamol, ako jeden znajéastejSie pouzivanych analgetik a antipyretik, existuje
V najroznejsich liekovych formach. N4jdu sa pripravky v pevnych, v polotuhych a v tekutych
lickovych formach [22].

2.5.1 Pevné liekové formy

Tablety

Tablety st najrozsirenejSou liekovou formou medzi pripravkami paracetamolu. NajCastejSie
sl vytvarané v ovalnom az predizenom tvare s poliacou ryhou na jednej strane tablety, kvoli
rozdeleniu tablety na dve rovnaké Casti o nizSej davke. Na druhej strane tablety Casto byva
vyrezany nazov pripravku, ako napriklad Paralen® alebo Panadol®. U pripravku Paralen® Grip
sl tablety jemne predizené v dizke, uzsie v Sirke oproti lickom Paralen® a Panadol®, asu
Z oboch stran Cisté bez potlace a bez poliacej ryhy. Existuju aj tablety vhodné pre deti na
prehitanie. Tie byvaju mensieho okrahleho tvaru a najéastejsie s poliacou ryhou, aby sa davka
paracetamolu mohla znizit’ a dala sa prisposobit’ vahe dietat’a [22].
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Jedna tableta mdze obsahovat’ rdzne mnozstva ucinnej latky paracetamolu. Davkovanie
paracetamolu primarne zalezi na hmotnosti ¢loveka. NajpredivanejSie a najbeZnejSie su
tablety s obsahom 500 mg ucinnej latky paracetamolu, ktoré sa podavaji dorastu a dospelym
I'udom. U dospelych s vahou nad 50 kg je povolena jednotliva davka jedna az dve tablety
s 500 mg mnozstvom paracetamolu, avSak maximalna dennd davka je osem tabliet, ¢o
odpoveda 4 g paracetamolu denne. Pre deti vaziace medzi 20-50 kg sa podava pol az jedna
tableta s obsahom 500 mg paracetamolu [19].

Kapsule

Vo forme kapsul sa vyskytuje dvojzlozkovy pripravok Talvosilen® Forte, ktory obsahuje
paracetamol, Opioidné analgetikum a antitusikum kodein zmierfiujuci kaSel. LieCivy
pripravok Talvosilen® Forte obsahuje tvrdé Zelatinové kapsule bez potlade, telo kapsule je
bielej farby a vo vnutri sa nachadza biely praSok zmesi paracetamolu a kodeinu. V jednej
kapsule sa nachadza 500 mg paracetamolu a 30 mg kodeinu. Tento lick m6ézu uzivat’ l'udia
s telesnou hmotnost'ou viac ako 43 kg [22] [23].

PraSok na pripravu perordlneho roztoku
Jedna sa o pripravky typu Theraflu® a Coldrex®, ktoré obsahuju vrectska s praskom na
pripravu napoja. Obidva pripravky sa kratkodobo pouzivaju k Glave od priznakov chripky
a nachladnutia. Theraflu® je biely, sypky prasok bez hrudiek a cudzorodych &astic. Jedno
vrecusko s praskom moze obsahovat bud’ 325 mg alebo 1 000 mg paracetamolu. Theraflu®
prasky st povolené len 'ud'om vaziacim viac ako 50 kg [25].

Coldrex® je svetlo zlty, krystalicky prasok. V jednom vrectsku sa nachadza 750 mg
paracetamolu. Rovnako ako u Theraflu®, mézu uzivat’ Coldrex® I'udia s vahou viac ako 50 kg
[26].

2.5.2 Polotuhé liekové formy

Capiky

Capiky su vhodnou liekovou formou pre dojéatd a malé deti. Detom s hmotnostou viac ako
7 kg sa podavaju capiky s obsahom 100 mg paracetamolu. Pre deti s hmotnost'ou nad 9 kg
existuju Capiky s obsahom 125 mg paracetamolu a u deti vaziacich viac ako 15 kg sa mozu
pouzit' ¢apiky obsahujuce 250 mg paracetamolu. U dospelého ¢loveka sa rektalne podavaju
¢apiky s 500 mg paracetamolu, ale nie je to najbeznejsi sposob uzitia [22].

2.5.3 Tekuté liekové formy

Suspenzie

Suspenzivne pripravky su primarne uréené pre malé deti, pre ktoré by bolo este nemozné ¢i
nebezpeéné prehitat’ tablety. Najpouzivanej§im pripravkom je Paralen® SUS, ktory v 1 ml
suspenzie obsahuje 24 mg paracetamolu. Ide 0 bézovu az bielu viskdznu suspenziu. Tento liek
je povoleny pre deti od troch mesiacov a vaziace 5 a viac kilogramov [22] [27].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Existuje niekol’ko metod stanovovania paracetamolu alebo jeho jednotlivych metabolitov
V lieCivom pripravku. Medzi tie najbeznejSie patri titracia, voltametria, infracervena
spektrometria, fluorescenéna  spektroskopia, UV/Vis spektrofotometria, kapilarna
elektroforéza, kvapalinova a plynova chromatografia. Nevhodna metéda na stanovenie je
hydrolyza paracetamolu, pretoze reakciami vznika farebny komplex p-aminofenol, ktory
moze zvysit' spotrebu &inidla, prediZit ¢as analyzy stanovenia a zvysit’ moznost’ kontaminacie
danej vzorky. Vo velkych farmaceutickych ¢i chemickych firmach, ktoré analyzuju
a stanovuju kvalitu a kvantitu danej vzorky, ide hlavne o ¢as, efektivnost’ a presnost’
stanovovania. Volia sa hlavne jednoduché, rychlejSie a nenarocné metddy, ktoré si ale
zachovavaji vysoku presnost’. Je pozadované, aby bolo v substanciach 99,0-101,0 % obsahu
paracetamolu aVvsamotnych lieCivych pripravkoch je potrebnych 95,0-105,0 %
deklarovaného obsahu [28].

3.1 UV/Vis spektrofotometrické stanovenie paracetamolu

Autori Fardous a kol. [29] vo svojej publikacii popisuju moznosti stanovovania paracetamolu
a p-aminofenolu pomocou UV/Vis spektrofotometrickych metod. UV/Vis
spektrofotometrické stanovenie spociva v reakcii p-aminofenolu, ktory vznika hydrolyzou
paracetamolu so sulfidlom sodnym za pritomnosti oxida¢ného Ccinidla siranu
amonno-zelezitého alebo siranu amonno-ceri¢itého. Vznikd modry komplex metylénovej
modrej, ktory pretrvava po dobu troch hodin. VInova dizku maxima autori stanovili pri
550 nm. Vyhody tejto metody sh, ze reakcia prebiecha za laboratornej teploty, aako
rozpust'adlo sa pouziva destilovana voda.

3.2  Stanovenie paracetamolu pomocou cerimetrie

Cerimetria patri medzi oxida¢no-redukéné titracie, ktoré s sucastou metdd kvantitativne)
analyzy. CeriCita sol’ v kyslom prostredi sa pouziva ako vhodné oxida¢né ¢inidlo. Ako
odmerny roztok sa pouziva syto zlto zafarbeny siran ceriCity, ktory je staly za vysSich teplot
a titracia nie je ruSena pritomnost'ou chloridovych i6nov. Behom titracie dochadza k redukcii
ceri¢itého kationu na cerity [30].

Cerimetrické stanovenie paracetamolu v lieku je zalozené na kyslej hydrolyze
paracetamolu na p-aminofenol, ktory je ceri¢itymi ionmi oxidovany na p-benzochinonimin.
Bod ekvivalencie sa da ur€it’ bud’ vizualne alebo inStrumentalne. Vizualna indikacia bodu
ekvivalencie nie je Uplne vhodni metoda kvoli vysokym chybam a odchylkam pri uréovani
bodu ekvivalencie. U presnejSej inStrumentalnej indikacii sa urCuju zavislosti zmeny
fyzikalnych veli¢in (potencidl, absorbancia, alebo vodivost’) na objem pridaného odmerného
roztoku [30].

3.3  Stanovenie paracetamolu pomocou voltametrie

Autori Goyal a Singh [31] vo svojich stadiach z roku 2006 popisuju voltametrické stanovenie
paracetamolu pomocou Ceo-modifikovanej uhlikovej sklenenej elektrody. Reakcia na
elektrode spociva Vv oxidacii paracetamolu na N-acetyl-p-benzochinonimin s naslednou
hydrolyzou za vzniku p-benzochinoniminu (Obrazok 7). Pripravili zéasobny roztok
2 mmol-dm™3 paracetamolu v destilovanej vode. Potrebné mnozstvo zisobného roztoku
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pridali do standardného fosfatového tlmivého roztoku a vzorku doplinili destilovanou vodou
do celkového objemu. Vytvorili kalibra¢nu zavislost’ pradu na koncentraciu paracetamolu
s korelaénym koeficientom R?=0,985. Nasledne premerali rozne vzorky liecivych
pripravkov obsahujuce paracetamol apomocou rovnic kalibra¢nych kriviek zistenych
regresnou analyzou experimentalne ziskanych udajov stanovili mnozstvo paracetamolu
v danom lie¢ivom pripravku. Standardna odchylka (SD) pre osem stanoveni bola 5,53 %.
Tato metdda sa povazuje za vel'mi spol'ahlivu, rychlu, a vysoko citliva.

CHj o)
0% N HN|+LCH3 NH
26, H' H,0
“H',— CH,COOH
OH

Obrazok 7. Chemicka rovnica oxiddcie paracetamolu na N-acetyl-p-benzochinonimin a nasledna
hydrolyza za vzniku p-benzochinoniminu [31]

3.4  Stanovenie paracetamolu kvapalinovou chromatografiou s UV detekciou
Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia s UV detekciou patri medzi bezne pouZivané
metody pre kvantifikaciu paracetamolu a jeho metabolitov. Hlavna nevyhoda UV detekcie je
neschopnost’ analyzovat’ niekol’ko metabolitov paracetamolu naraz z dévodu podobnosti ich
Struktar a fyzikalno-chemickych vlastnosti. UV detekciu je mozné nahraditt pomocou
hmotnostného spektrometru, ktory dokdze selektivne analyzovat jednotlivé metabolity
paracetamolu [32].

Autori Di Girolamo a kol. [33] vo svojej publikacii z roku 1998 popisuju stanovovanie
paracetamolu spolu so siranom a glukuronidom v mo¢i diagnostikovanych pacientov s AIDS
za pouzita HPLC aUV detektoru s prepinanim vlnovych dizok. Metoda spociva
v gradientovej elucii. Kolonu naplnili 5 um casticami Cig. Mobilna faza obsahovala timivy
roztok octanu sodného (50 mmol-dm=, pH 3,5) aacetonitrilu (modifikovany 0,35 %
kyselinou trifluéroctovou) v pomere 94:6 (v/v). Vysledky autorov boli nasledovné: latky
glukuronid asiran detegovali pri vinovej dizke 260 nm s retenénym &asom 4,8 a 8,5 min
a samotny paracetamol zaznamenali pri vinovej dizke 240 nm s retenénym asom 19 min.

Vel'mi podobna metdda bola Opisana autormi Babu a Rao v praci z roku 2016 [34], kde
autori popisuju stanovenie paracetamolu a cefiximu v zajacej plazme pomocou RP-HPLC
(kvapalinova chromatografia s obratenymi fazami). Ako mobilnu fazu pouzili fosfatovy
tlmivy roztok (pH 6,4) a acetonitril v pomere 80:20 (v/v). Paracetamol detegovali pri vinovej
dizke 245 nm s retenénym &asom 4,6 min.

3.5  Stanovenie paracetamolu kvapalinovou chromatografiou s MS detekciou
V sucasnosti je kvapalinova chromatografia v kombinacii s hmotnostnym spektrometrom
jednou z najviac pouzivanych metéd na stanovenie paracetamolu, ato vdaka vysokej
selektivite, uc¢innosti a citlivosti [32].

Autori AN akol. [32] vo svojom ¢lanku poukazuji na metodu stanovenia paracetamolu
ajeho Siestich metabolitov v plazme potkanov pomocou kvapalinovej chromatografie
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Vv spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS). Mobilna faza bola
ZloZzena z0,1% kyseliny mravéej a bud’ s 95% destilovanou vodou (v/v), alebo s 95%
acetonitrilom (v/v). Paracetamol a metabolity separovali na koléne s 5 um casticami Cisg
a samotna kvantifikacia vzorky prebehla na hmotnostnom spektre s trojitym kvadrupolom.
Analyzy uskuto¢nili v SRM (Selected Reaction Monitoring) moéde. Tato metéda ma velka
vyhodu v Casovej nendroCnosti, vysokej citlivosti, adokaze merat vzorky s nizkymi
koncentraciami v radoch ng-ml*. Nevyhodou je vysoka cena experimentalnej zostavy.

Novu analytickt metdédu stanovovania paracetamolu a jeho metabolitov v I'udskej plazme
opisali v svojej publikacii Flint a kol. [35]. Pouzili ultra-vysokoucinni kvapalinova
chromatografiu v spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou vyuzivajucou K ionizacii
vzorky elektrosprej. Metoda separacie spociva v gradientovej elacii. Kolona s reverznou
fazou obsahovala 1,8 um castice Cig @ mobilna faza sa skladala z roztoku octanu amoénneho
akyseliny mravéej v destilovanej vode alebo v metanole. Detekciu a kvantifikaciu
paracetamolu a jeho metabolitov vykonali v SRM (Selected Reaction Monitoring) mode.

3.6  Stanovenie paracetamolu pomocou kapilarnej elektroforézy

Kapilarna elektroforéza patri medzi elektroforetické metody, ktoré sluzia k separacii latok na
zaklade rozdielnej pohyblivosti v elektrickom poli. Vyhodami kapilarnej elektroforézy su
casova nenaroc¢nost’, financné dostupnost’, vysoka selektivita a u€innost’, miniméalne mnozstvo
davkovaného vzorku a minimalny organicky odpad. Najviac vyuzivané detektory latok st UV
spektrofotometria, hmotnostna spektrometria a teraz aj detekcia pomocou chemiluminiscencie
[36].

Autori Zhao a kol. [36] vo svojej praci zroku 2006 opisuju stanovenie paracetamolu
vo vybranom lie¢ivom pripravku av l'udskom moci pomocou kapilarnej elektroforézy
s nepriamou chemiluminiscenénou detekciou. Pri samotnej kvantifikacii paracetamolu
zohladnili fakt, Zze paracetamol inhibuje chemiluminiscenéna reakciu luminolu
a K3[Fe(CN)e]. Stupeni inhibicie chemiluminiscencie je tym padom pri stanoveni priamo
imerny koncentracii paracetamolu. Ako elektrolyt pouzili 0,5 mmol-dm™= luminol
v 30 mmol-dm™ tlmivom roztoku boritanu sodného spH 9,4. Paracetamol migroval
v separacnej kapilare, kde sa zmieSal sluminolom. Pozorovali linearnu zavislost
luminiscenéného signalu od mnozstva paracetamolu. Kapilarna elektroforéza s nepriamou
chemiluminiscen¢nou detekciou preukazuje vysoku citlivost’ a presnost’. Oproti kvapalinovej
chromatografii je tato metéda jednoduchs$ia, rychlejSia, nevyzaduje pred-tpravu vzoriek
a produkuje minimalny organicky odpad.

3.7 Stanovenie paracetamolu pomocou infrac¢ervenej spektroskopie

Metoda infracervenej spektroskopie tiez patri medzi Casto Vyuzivané analytické metddy
avyuziva sa aj na stanovenie obsahu paracetamolu v lie¢ivom pripravku. Infracervena
spektroskopia patri do skupiny nedestruktivnych a ¢asovo nenaro¢nych analytickych metod.
Metoda je zalozend na principe interakcie infracerveného ziarenia s danou vzorkou.
Absorpciou energie dochadza ku zmene rota¢no-vibraénych energetickych stavov molekuly
v zavislosti na zmenach dipolového momentu molekuly. Pri infracervenej spektroskopii
s Fourierovou transformaciou (FTIR) sa interferometricky signal matematicky prevedie na
infracervené spektrum. Technika zoslabeného upIného odrazu (ATR — Attenuated Total
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Reflection) je zaloZena na principe Uplného odrazu ziarenia na fazovom rozhrani meranej
vzorky a merajaceho ATR krystalu s vysokym indexom lomu [37].

Autori Lawson a kol. [38] publikovali v roku 2018 ¢lanok, v ktorom popisuju stanovenie
obsahu paracetamolu v tabletach vybranych lie¢ivych pripravkov pomocou ATR-FTIR
infraGervenej spektroskopie. Autori najprv zmerali spektra jednotlivych komponentov, ako st
Cisty paracetamol, mikrokrystalicka celuldza, skrob a stearat horecnaty, a nasledne vybrali
vhodna spektralnu oblast na zostrojenie kalibra¢nej Kkrivky. Zmerané spektra zmesi
paracetamolu s prislusnym komponentom a zostrojena kalibracna zavislost plochy
absorp¢ného pasu od hmotnostnej koncentracie paracetamolu tvorili zaklad pre kvantitativnu
analyzu. Pre zistenie mnozstva paracetamolu bol brany absorpény pas Vvinoctov
1524-1493 cm™. Po premerani jednotlivych tabliet, autori pomocou regresnej rovnice
kalibraénych kriviek stanovili mnozstvo paracetamolu v danej tablete. Pomocou tejto metody
premerali rozne tablety obsahujice ucinnu latku paracetamol z réznych krajin sveta. Meranim
zistili, ze celkovo 7 tabliet paracetamolu, ¢o tvorilo 12 % zo vSetkych preskiimanych tabliet,
obsahovalo nestandardné mnozstvo paracetamolu.

V tejto bakalarskej praci, konkrétne v experimentalnom postupe sme vychadzali z tejto
publikéacie.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo stanovit’ obsah G¢innej latky paracetamolu vo vybranych
liecivych pripravkoch pomocou ATR-FTIR spektrometrie a navrhnat' a optimalizovat
stanovenie paracetamolu v liekovych formach pomocou priameho merania praskovych
vzoriek “in situ” bez potreby upravy meranej vzorky - tzv. sucha cesta. Hlavnym cielom tejto
prace bolo stanovit mnozstvo paracetamolu Vv tabletach vybranych lickovych pripravkov
s ohl'adom na statistické udaje, ktoré su prezentované v krabicovych grafoch (kapitola 5.3.1).

Dal§im cielom prace bolo optimalizovat’ pripravu vzoriek na zostrojenie kalibraénych
kriviek a pripravu vzoriek ztabliet vybranych liekov. Najdolezitej$im krokom v priprave
vzoriek bolo pretrepavanie a zhomogenizovanie obsahu v eppendorfkach na vibraénom mlyne
pred samotnym spustenim merania na ATR-FTIR spektrometri. Vyskumnym zamerom tejto
prace bolo ukazat’ spolahlivost’ a presnost’ metody ATR-FTIR spektrometrie na stanovenie
presného mnozstva G¢innej latky paracetamolu vo vybranych lie¢ivych pripravkoch, ako je
udavané vyrobcom na obale pripravku t. j. 500 mg paracetamolu v jednej tablete.

4.1 Pouzité chemikalie
e Paracetamol, vyrobca Sigma Aldrich;
e Mikrokrystalicka celul6za, vyrobca Sigma Aldrich;
e Skrob, rozpustny, vyrobca Sigma Aldrich;
e Stearat horecnaty, vyrobca Sigma Aldrich;
e Panadol® Novum 500 mg, vyrobca GlaxoSmithKline Consumer Healthcare;
e Paralen® 500 mg, vyrobca Zentiva;
e Parapyrex® 500 mg, vyrobca Dr. Max Pharma s.r.o.

4.2  Pouzité pristroje, pomocky a programy
e Thermo Scientific™ Nicolet™ iS™ 50 FT-IR Spektrometer, vyrobca ThermoFisher
Scientific;
e Analyticka vaha KERN, dielik 0,1 mg;
e Vibra¢ny mlyn;
e Plastové eppendorfky o objeme 1,5 ml;
e Achatovy maZiar S achatovou palickou;
e Program OMNIC 9, vyhodnocovanie spektier a integracia ploch;
e Softvér Microsoft Office Excel 2016, spracovanie dat;
e Program ORIGIN 2019, vyhodnocovanie a spracovanie dat.
e Program StatsDirect® 3.2.7 (StatsDirect Ltd., Cheshire, UK).

4.3  Postup merania vzoriek pre kalibra¢né krivky

4.3.1 Priprava vzoriek

Pred pripravou samotnych vzoriek boli zmerané ATR-FTIR spektra samotnych jednotlivych
komponentov (paracetamol, mikrokrystalicka celuloza, Skrob a stearat hore¢naty). Po ocisteni
ATR krystalu etanolom apo zmerani pozadia (atmosféricky vzduch) sa na ATR krystal
naniesli priblizne 2 mg jedného komponentu a prebehlo meranie. Na zaklade zmeranych
spektier bolo skontrolované prekryvanie spektier a predbezne bola vybrana vhodna spektralna
oblast’ resp. absorpcny pas pre kalibra¢nu krivku.
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Na analytickej vdhe boli navazené s presnostou na 0,0001 g jednotlivé komponenty
(mikrokrystalicka celul6za, $krob a stearat horecnaty) s paracetamolom podla Tabulka 1.
Najprv bola navazend latka s menSim obsahom vo vzorku, aby sa 'ahko mohlo korigovat
pripadné navazenie vacSicho mnozstva, nez bolo dané. Nasledne bol obsah v eppendorfke
dosypany prislusnou latkou na 0,2000 g. Finalne koncentracie ucinnej latky paracetamolu
v mikrokrystalickej celuloze, Skrobu av stearatu hore¢natom Cinili v hmotnostnych
percentach (hm. %) 5, 10, 20, 30, 50, 70 a 90. Vzorky na zostrojenie kalibraénej zavislosti
boli pripravené v troch opakovaniach, ¢ize celkovo bolo pripravenych 63 vzoriek na meranie
(sedem roznych koncentracii x tri rozne komponenty x tri opakovania).

Tabulka 1. Navdzky paracetamolu a ostatnych komponentov (mikrokrystalicka celuloza, skrob
a steardt horecnaty) na pripravu VZoriek pre zostrojenie kalibracnych kriviek

Koncentracia paracetamolu Navazka ostatnych

Navazka paracetamolu [mg]

[hm. %] komponentov [mg]
5 10 190
10 20 180
20 40 160
30 60 140
50 100 100
70 140 60
90 180 20

4.3.2 InStrumenticia

Na samotné meranie pripravenych vzoriek bol pouzity pristroj Nicolet™ iS™ 50 FT-IR
Spektrometer od firmy ThermoFisher Scientific (Obrazok 8). Ide o multirozsahové zariadenie
so spektralnym rozsahom 50-4 000 cm™. Analyza vzoriek je vykonavand na jedno odrazovom
krystali z technického diamantu. Zdrojom svetla je Zerava keramicka dosticka, ktora ma
vysokil stabilitu a predizent Zivotnost. Pristroj obsahuje az tri detektory, pri¢om dochadza
k automatickej vymene deli¢ov lucov v celom spektralnom rozsahu do 30 sekind. FTIR
spektrometer dokaze vyhodnotit’ vzorky Vv roznej skupenskej forme (gély, pasty, praskova
alebo tekuta forma). Tento pristroj ma velké uplatnenie vo farmaceutickej a forenznej oblasti,
v chémii a technologiach materialov alebo v stidiach polymérov [39].

Pred spustenim samotného merania bolo potrebné pripravit' pristroj a nastavit jeho
parametre. V programe OMNIC bolo nastavené rozmedzie vInoétu 4000-400 cm™
srozliSenim 8 cm™ ascelkovym poétom akumulovanych skenov 64. ATR krystal bol
oCisteny destilovanou vodou anasledne etanolom. Ako pozadie bol zaznamenany
atmosféricky vzduch laboratoria, kde prebiehalo meranie. Po zaznamenani pozadia prebehlo
samotné meranie vzoriek.
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Obrazok 8. Pristroj Nicolet™ iS™ 50 FT-IR Spektrometer od firmy ThermoFisher Scientific [39]

4.3.3 Meranie vzoriek

Vzorky boli namerané od najniz$ej koncentracie po najvyssiu koncentraciu paracetamolu
vo vzorke. Kazda eppendorfka s navazenymi komponentmi bola pretrepavana na vibraénom
mlyne po dobu troch minut, aby sa obsah vnutri eppendorfky dostato¢ne zhomogenizoval.
Nasledne boli $pachtl'ou rovnomerne nanesené priblizne 2 mg vzorky na etanolom vycisteny
ATR krystal. Bolo skontrolované prilnutie vymenitelnej hlavy pritlaéného zariadenia na
vzorku a prebehlo meranie. Zmeranie jednej vzorky trvalo priblizne jeden a pdl minuty. Po
skonéeni merania bola v programe OMNIC vykreslena zavislost absorbancie od vinoctu.
ATR krystal sa opat’ ocistil od vzorky destilovanou vodou a etanolom. S tymto postupom sa
meranie opakovalo este 62krat.

4.3.4 Spracovanie spektralnych dat

Namerané data v programe OMNIC boli ulozené a exportované do softvéru MS Excel.
Namerané spektra boli v programe ORIGIN upravené do grafu so zavislost'ou absorbancie
(a.u.) od vinoétu (cm™?). Zo spektier boli vybrané vhodné plochy absorpénych pasov na
zostrojenie kalibra¢nej zavislosti. Vyhodnotené spektrd a data boli d’alej exportované do
programu ORIGIN, kde boli vytvorené kalibra¢né krivky zavislosti plochy absorpéného pasu
pri danom rozmedzi vlnoétov odpovedajucich jednotlivym absorpénym pasom (-) na
koncentraciu paracetamolu (hm. %).

Na zdklade vytvorenych kalibracnych kriviek boli zanalyzované merania a kalibracné
krivky paracetamolu s mikrokrystalickou celul6zou, stearatom hore¢natym a Skrobom. Pre
analytické a grafické vystupy bol vyuzity softvér MS Excel 2016 (Microsoft Corporation)
a StatsDirect® 3.2.7 (StatsDirect Ltd., Cheshire, UK). Boli vytvorené 95% predik¢éné intervaly
pre merania apre samotnu kalibracnu krivku. Vo vsetkych pripadoch bolo testované na
hladine vyznamnosti alfa = 0,05 a vysledné hodnoty pravdepodobnosti P st dvojstranné.

Podobnym sposobom boli spracované data vSetkych komponentov (mikrokrystalicka
celuldza, stearat horecnaty a skrob).
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4.4  Postup samotného merania vybranych lie¢ivych pripravkov

4.4.1 Priprava vzoriek

Na pripravu vzoriek boli vybrané tri lieCivé pripravky v tabletovej forme obsahujice
paracetamol, a to Panadol® Novum 500 mg od firmy GlaxoSmithKline Consumer Healthcare,
Paralen® 500 mg od firmy Zentiva a Parapyrex® 500 mg od firmy Dr. Max Pharma s.r.o.
Vybrané pripravky mali priblizne rovnaky datum exspiracie kvoli moznej degradacii ucinnej
latky paracetamolu v ¢ase. Na meranie bolo vybranych z kazdého druhu pripravku 10 tabliet.
Kazda jedna tableta bola zvazend na analytickych véhach na Styri desatinné ¢isla. Na pripravu
vzoriek bola odlomena iba polovica tablety, keby nahodou nastali chyby v merani a bolo by
treba pouzit’ druhti polovicu tej istej tablety na zopakovanie merania. Polovica tablety bola
rozdrobena na prasok pomocou achatovej palicky v achatovom maziari. Pomocou $pachtle
bol présok tablety preneseny do plastovej eppendorfky. Keramicky maziar bol vycisteny
destilovanou vodou a etanolom a pokracovalo sa v priprave d’al$ich vzoriek z tabliet.

Obrazok 9. Vzorky plniv s paracetamolom a vzorky tabliet liecivych pripravkov pripravené na meranie

4.4.2 InStrumentacia a podmienky merania

In$trumentécia a podmienky merania boli podobné ako pri merani vzoriek na zostrojenie
kalibra¢nej krivky. Bol opét’ pouzity rovnaky pristroj Nicolet™ iS™ 50 FT-IR Spektrometer
a meranie prebehlo v rovnakej laboratornej miestnosti. V programe OMNIC boli nastavené tie
isté parametre ako predtym: vlnocet 4000400 cm™ s rozlisenim 8 cm™ a s celkovym poétom
akumulovanych skenov 64. ATR krystal bol poriadne ocisteny destilovanou vodou
a etanolom. Ako pozadie bol zaznamenany atmosféricky vzduch laboratoria. Po skontrolovani
nastavenia a po zaznamenani pozadia prebehlo samotné meranie vzoriek.

4.43 Meranie vzoriek

Kazda eppendorfka s praskovou formou lie¢ivého pripravku bola bez prestavky pretrepavana
na vibra¢nom mlyne po dobu troch minut, aby sa obsah vnutri eppendorfky zhomogenizoval.
Nasledne boli Spachtlou rovnomerne nanesené priblizne 2 mg z jednej vzorky na etanolom
vycisteny ATR kry$tal. Bolo skontrolované prilnutie vymenitel'nej hlavy pritlaéného
zariadenia na vzorku leziacu na ATR krystali a prebehlo meranie, ktoré priblizne trvalo jeden
a p6l minuty. Po skon€eni merania bola v programe OMNIC vykreslena zavislost” absorbancie
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od vlnoc¢tu. ATR krystal sa opat’ ocistil od vzorku destilovanou vodou a etanolom. Tento
postup sa opakoval este 29krat.

4.44  Spracovanie spektralnych dat

Spracovanie dat prebiehalo podobne ako u dat kalibracnej zavislosti. Namerané data
v programe OMNIC boli ulozené a exportované do softvéru MS Excel. Namerané spektra boli
v programe ORIGIN upravené do grafu so zavislostou absorbancie (a.u.) od vlnoétu (cm™).
Nasledne boli u kazdej vzorky vypocitané plochy absorpénych pasov pri danom rozmedzi
vinoc¢tov odpovedajucich jednotlivym absorpénym pasom. Potom boli tieto plochy dosadené
do regresnych rovnic kalibra¢nych kriviek jednotlivych komponentov a jednoduchymi
matematickymi vypoétami bol dopocitany priemerny obsah paracetamolu v tablete.

Na zaklade vypocitanych obsahov paracetamolu z kalibra¢nych kriviek boli v softvéri MS
Excel statisticky analyzované vysledky daného merania. Prostrednictvom vyhodnocovacieho
programu ORIGIN boli vytvorené krabicové grafy pre kazdy druh vybraného lie€ivého
pripravku.

Podobnym spdsobom boli spracované data u vybranych liecivych pripravkov Panadol®
Novum 500 mg, Paralen® 500 mg a Parapyrex® 500 mg.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 VorIba vhodného absorpéného pasu pre kalibra¢nu krivku
Na stanovenie obsahu paracetamolu Vv lieCivom pripravku bolo najprv potrebné navazit
vzorky na kalibracnu krivku, ktoré boli tvorené zjedného druhu plniva (mikrokrystalicka
celuloza, Skrob a stearat hore¢naty) a z paracetamolu 0 r6znej hmotnostnej koncentracii. Tieto
vzorky boli pretrepavané po dobu troch mint na vibratnom mlyne. Pred spustenim
samotného merania bol pripraveny pristroj a boli nastavené parametre merania. V programe
OMNIC bolo nastavené rozmedzie vinoétu 4000—-400 cm™* s rozlisenim 8 cm™ a s celkovym
poctom akumulovanych skenov 64. Po skonceni merania bola v programe OMNIC vykreslena
zavislost absorbancie 0d vInoctu. Z vykreslenych spektier vzoriek boli uréené vhodné
spektralne oblasti na vytvorenie kalibracnej zéavislosti plochy absorpéného pasu pri danom
vlnocte od hmotnostnej koncentracie paracetamolu.

Na Obrazok 10 st uvedené ATR-FTIR spektra standardu mikrokrystalickej celulozy
s pridavkom S§tandardu paracetamolu o réznych hmotnostnych percentach. Tieto déata boli
spracované a pouZité na vytvorenie kalibraénej krivky. Cierno zvyraznené spektra predstavuju
prvé tri merania vzoriek 0 najnizSej koncentracii paracetamolu vo vzorke t.j.5hm. %.
Cerveno zvyraznené spektra znacia posledné tri merania vzoriek mikrokrystalickej celulozy
s paracetamolom s koncentraciou 90 hm. %. Spektra zvyraznené sivou farbou predstavujt
vzorky s koncentraciou paracetamolu medzi 5-90 hm. %. Na zaklade spektier S najnizSou
a najvyssou koncentraciou paracetamolu sa da uréit’ vhodna spektralna oblast’ pre kalibra¢nu
krivku, kde absorpcia Standardu mikrokrystalickej celuléozy je minimalna vzhl'adom
k absorpcii ucinnej latky t. j. vzhl'adom k vybranym absorpénym pasom paracetamolu.
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Obrazok 10. Zmerané ATR-FTIR spektra Standardu mikrokrystalickej celulézy s paracetamolom
0 koncentrdacii 5 hm. % (cCierna), 90 hm. % (Cervend) a 10—70 hm. % (sivd)
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Na Obrazok 11 st uvedené ATR-FTIR spektra vzoriek tvorené stearatom horecnatym
so Standardom paracetamolu o réznych hmotnostnych percentach. Tieto data tiez boli
spracované a pouZité na vytvorenie kalibraénej krivky. Cierno zvyraznené spektra predstavuju
prvé tri merania vzoriek snajnizSou koncentraciou paracetamolu vo vzorke t.j.5hm. %.
Cerveno zvyraznené spektra zna¢ia posledné tri merania vzoriek stearatu hore¢natého
s paracetamolom s koncentraciou 90 hm. %. Spektra vykreslené Sedou farbou predstavujt
vzorky stearatu hore¢natého a paracetamolu s koncentraciou 10-70 hm. %. Opat’ na zaklade
spektier s najnizSou anajvys$sou koncentraciou paracetamolu sa da vymedzit vhodna
spektralna oblast’ pre kalibra¢nt krivku, kde absorpcia stearatu hore¢natého je najnizSia
a paracetamolu je najvyssia.
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Obrazok 11. Zmerané ATR-FTIR spektra Standardu steardtu horecnatého s paracetamolom
0 koncentracii 5 hm. % (cierna), 90 hm. % (Cervend) a 10-70 hm. % (siva)

Na Obrazok 12 je uvedené ATR-FTIR spektrum Standardu paracetamolu dodévaného
spolo¢nostou Sigma-Aldrich. Interpretacia absorpénych pasov bola vykonand na zaklade
odbornej literatiry [40]-[43]. Menej intenzivny absorpény pés lokalizovany pri 2 881 cm™ je
spravidla pripisovany valencnej asymetrickej vibracii C—H vizieb v metylovych skupinach.
Z nameran¢ho infracerveného spektra Standardu paracetamolu je zrejmé, Ze absorpcny pas pri
2960 cm™, ktory odpoveda valenénej symetrickej vibracii C-H viizieb v metylovych
skupinach sa javi ako menej vyrazny pik, ¢o je pravdepodobne spOsobené vysSimi
harmonickymi vibraciami, tzn. overtony sekundarnych amidov a aromatickych Struktirnych
jednotick. Menej intenzivny absorpény pds lokalizovany pri 3 256 cm™ jednozna¢ne
odpoveda symetrickej valenénej vibracii N-H vézieb v sekundarnych amidoch. Intenzivny
absorpény pés lokalizovany pri 3 108 cm ™ odpoved4 vy$§im harmonickym vibraciam N-H
vézieb v sekundarnych amidoch. V pripade tohto absorpéného pasu prichadza do uvahy aj
valencnd symetrickd vibracia C-H vizieb v aromatickych jednotkdch paracetamolu.
Pritomnost’ sekundarnych amidov bola v FTIR spektru vzorku paracetamolu, okrem iného,
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potvrdena aj dvoma intenzivnymi a ostrymi absorpénymi pasmi, ktorych Specificka absorpcia
nastava pri 1650 cm™* a1561cm . Prvy absorpény pas odpoveda symetrickej valenénej
vibracii C=0 vizieb v sekundarnych amidoch. Druhy zmieneny absorpény pas je spravidla
pripisovany valen¢nej symetrickej vibracii C-N a asymetrickej deformacnej vibracii N-H
vizieb v —-NH-CO- funkénych skupinach. V oblasti tzv. otla¢ku prstu t. j. 1500400 cm™
mozeme ndjst dublet intenzivnych absorpénych péasov pri 713 cm™ a 681 cm™, ktoré su
vyluéne pripisované deformacnej rovinnej vibracii N-H vézieb v sekundarnych amidoch.
Tieto vibra¢né moédy st v odbornej literatire oznacované ako wagging. V infraervenom
spektre vzorky paracetamolu sa ned4 nepovsimnut’ dubletu absorpénych pasov pri 3 159 cm™
a3 108 cm™, ktoré odpovedaju symetrickej valendnej vibracii C—H vizieb v aromatoch.
Pritomnost’ aromatickych konstitu¢nych jednotiek bola rovnako potvrdena absorpénymi
pasmi pri 1610 cm™ a 1504 cm™L, ktoré st pripisované valenénej symetrickej vibracii C=C
vizieb v aromatoch. Tieto vibraéné moédy si bezne v literatire oznaované ako dychacie
vibracie, ked’Ze pri vibraciach dochadza k roztahovaniu zmienenych vézieb, ¢o sa prejavuje
pulzovanim aromatickych kruhov. Ostry aintenzivny absorpény pés identifikovany pri
1434cm™ je vyluéne pripisovany valenénym vibracidam C=C vizieb v aromatickych
jednotkach. V Sirokej oblasti vIno&tov, ktord je vymedzena oblastou 1 275-1 000 cm ™,
s vynimkou absorpéného pasu pri 1 224 cm™, mdzeme néjst’ pasy, ktoré odpovedajii rovinnej
deformaénej  vibracii C-H  vézieb v aromatickych  jednotkach  paracetamolu.
O di-substituovanych aromatickych jednotkach vypovedaju absorpéné pasy (triplet), ktoré
boli lokalizované pri 857 cm ™2, 836 cm™ a 806 cm L. Tieto pasy odpovedajii mimo-rovinnym
deformacnym vibracidam C—H vézieb. Tento triplet absorpéného pésu je charakteristicky pre
1,4— di-substituované aromatické jednotky tzn. aromat je substituovany v para polohe.
V infradervenom spektre sa nedd nepov§imnat’ si ostrého absorpéného pasu pri 3 320 cm™?,
ktory je spravidla pripisovany valenénej symetrickej vibracii O—H vézieb vo fenoloch. Tato
funk¢na skupina je rovnako potvrdend pritomnostou ostrého a intenzivneho absorpéného pasu
pri 1224 cm™, ktory zodpovedd valen¢nej symetrickej vibracii C—-O vizieb u vyssie
zmienenych fenolickych jednotkéach paracetamolu.

Na zostrojenie kalibra¢nej krivky boli vybrané absorpéné pasy pri 1503 cm™
al224 cm?, ktoré zodpovedaju valen¢nej symetrickej vibracii C=C vizieb v aromatickych
jednotkach avalenénej symetrickej vibracii C-O vizieb v hydroxylovej skupine
substituované na Ar. Tieto absorpéné pasy boli vybrané predovsSetkym kvoli ich vhodnej
polohe v infracervenom spektre, kde nedochadza k ovplyviovaniu tychto pasov ostatnymi
komponentmi t.j. mikrokrystalickou celulézou, Skrobom, stearatom hore¢natym atd’.
pritomnymi v lie¢ivych pripravkoch paracetamolu.

Dalsim $§tudovanym plnivom, ktoré tvori majoritnii &ast’ vzoriek paracetamolu, bol
standard mikrokrystalickej celulézy. Na Obrazok 12 je uvedené infracervené spektrum
mikrokrystalickej celulézy merané metédou ATR. Siroky a pomerne intenzivny absorpény
pas lokalizovany pri 3 332cm™ odpoveda valencnej symetrickej vibracii H-O vizieb
v primarnych alkoholoch. Tieto funk¢éné skupiny boli potvrdené dalSimi intenzivnymi
absorpénymi pasmi v oblasti odtlacku prsta pri 1334cm™, 1315cm™, 1280cm™?,
1160cm™?, 1052 cm™ a1 027 cm™ z ktorych prvé tri absorpéné pasy odpovedaju rovinne;
deformacnej vibracii C—-OH vézieb v primarnych alkoholoch a ostatné pasy odpovedaju
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valen¢nej symetrickej vibracii C-O vizieb Vv odpovedajucich konstituénych jednotkach
mikrokrystalickej celuldzy. Dublety absorpénych pasov pri 1202cm™ al1103cm™ su
obvykle pripisované valen¢nej symetrickej vibracii C-O—C vizieb Vv éteroch. Pomerne
intenzivny absorpény pas lokalizovany pri 2 895 cm™ je vyhradne pripisovany valenénej
symetrickej vibracii C-H vézieb v =CH- skupinach. Tieto funk¢né skupiny boli potvrdené
dubletom absorpénych pasov pri 1428 cm™ a1365cm™, ktoré odpovedaju asymetrickej
deformacnej vibracii C—H vizieb v metylovych skupinéch.

Na vyhodnotenie paracetamolu bola na zdklade zmeraného spektra plniva
tzn. mikrokrystalickej celulézy vybrana oblast vino&tov 1530-1 470 cm™, kde je absorpcia
mikrokrystalickej celul6zy minimalna.

§tandard paracetamol
celuloza

stearat horeénaty
T

L
A

4000 3600 3200 2800 1600 1200 800 400

Normalizovana absorbancia (—)

vlnodet (cm™)

Obrazok 12. Zmerané ATR-FTIR spektrum Standardu paracetamolu, mikrokrystalickej celulozy a
stearatu horecnatého

Na Obrazok 12 je uvedené ATR-FTIR spektrum Standardnej latky stearatu horecnatého.
V oblasti valen¢nych vibracii bol identifikovany dublet ostrych absorpénych pasov pri
2915cm™* a2849 cm, ktoré odpovedaju asymetrickej a symetrickej vibracii C-H vizieb
v —CH2— skupinéch. Tieto alifatické skupiny boli rovnako potvrdené intenzivnym absorpénym
pasom pri 1461cm™?, ktory je spravidla prideleny deformacnej symetrickej vibracii
metylénovych funkénych skupin. O dlhom linedrnom alifatickom retazci vypoveda
intenzivny absorpény pas pri 720 cm™L, ktory je pripisovany mimo-rovinnej deformaénej
vibracii C-H vizieb. Metylové funkéné skupiny boli pozorované pri vinoéte 2 956 cm ™t
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a vtedy sa jednd o asymetricki valencnu vibraciu C—H vézieb. V infraCervenom spektre sa
nedd nepovSimnat Si ostrého intenzivneho pasu lokalizovaného pri 1572 cm™?, ktory
odpoveda valen¢nej symetrickej vibracii karboxylatového anionu.

K vyhodnoteniu paracetamolu bola na zaklade zmeraného spektra plniva tzn. stearatu
hore¢natého vybrana oblast’ vinodtov 1 276-1 184 cm ™, kde absorpcia stearatu hore¢natého
je minimalna.

5.2 Kalibra¢né krivky paracetamolu s mikrokrystalickou celulézou, stearatom
horeénatym a so Skrobom

Na zostrojenie kalibra¢nych kriviek boli pouzité¢ vzorky tvorené vzdy iba jednym druhom
plniva (mikrokrystalicka celuléza, Skrob a stearat horeCnaty) s paracetamolom rdznej
hmotnostnej koncentracie. Vzorky boli navazené, zhomogenizované na vibratnom mlyne po
dobu troch mintt a nasledne zmerané na pristroji Nicolet™ iS™ 50 FT-IR Spektrometer.
Pomocou programu MS Excel a ORIGIN boli spracované data a spektra vsetkych vzoriek
ziskané v programe OMNIC. Po vybrani vhodnych spektralnych oblasti pri danom vInoéte
boli vytvorené kalibra¢né krivky paracetamolu so zvolenym standardom (mikrokrystalicka
celuloza, stearat horecnaty a Skrob) v zavislosti plochy absorpéného pasu pri danom vinoéte
od hmotnostnej koncentracie paracetamolu. Pozorované zavislosti v oblasti experimentalnych
hodnot boli linearne, preto bol ako model pre fitovanie experimentdlnych tdajov zvoleny
model priamky.

Na Obrazok 13 je uvedena kalibracna priamka paracetamolu s mikrokrystalickou
celulézou. Na vyhodnotenie mnozstva paracetamolu bola na zaklade zmeraného spektra
plniva vybrati oblast’ vinoétov 1 530-1 470 cm ™2, kde absorpcia mikrokrystalickej celulozy je
minimélna. Kalibra¢na priamka mala hodnotu koeficientu determinacie R? blizku 1, o
indikuje vysoku presnost’ a pouzitelnost metddy na stanovenie paracetamolu v lie¢ivych
pripravkoch. Kalibra¢na priamka nebola obmedzena podmienkou prechodu bodom [0,0], lebo
Vv oblasti nizkych hmotnostnych koncentracii paracetamolu nastava zniZenie presnosti ziskania
presnych experimentalnych hodnot pre kalibraénu krivku, a tym by doslo k znizeniu linearity
smernice a k poklesu korelaéného koeficientu a koeficientu determinacie R2.
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Obrazok 13. Kalibracna priamka paracetamolu s mikrokrystalickou celulozou - zavislost plochy
absorpcéného pasu pri vinocte 1 530-1 470 cm™* od hmotnostnej koncentrdcie paracetamolu

Na Obrazok 14 je zostrojena kalibracna priamka Standardu stearatu horecnatého
s paracetamolom. K vyhodnoteniu paracetamolu bola na zaklade zmeraného spektra plniva
vybrana oblast vino¢tov 1276-1 184 cm™, kde absorpcia stearatu horeénatého je nizka.
Kalibra¢na krivka je linearna s vysokou hodnotou koeficientu determinacie R? ~ 0,999, ktory
znaci 0 presnosti merania (t.j. nizkej odchylky nameranych hodnét a hodnét predpovedanych
kalibra¢nou priamkou) a tym 0 pouzitelnosti metody na stanovenie paracetamolu v lie¢ivych
pripravkoch. Kalibra¢na priamka opéat’ nebola obmedzena prechodom cez bod [0,0], aby sa
neznizila jej predikéna presnost’ v oblasti ziskanych experimentalnych hodn6t hmotnostnych
koncentracii paracetamolu.
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Obrazok 14. Kalibracna priamka paracetamolu so steardtom horecnatym - zavislost plochy
absorpcného pasu pri vinocte 1 276-1 184 cm ™! od hmotnostnej koncentrdcie paracetamolu

Aj ked kalibra¢na priamka paracetamolu so $krobom mala vel'mi uspokojivi hodnotu
koeficientu determinicie R2 ~ 0,99, mala najvyssiu hodnotu experimentalnej chyby a preto
bola vyluéena z vysledkov ako nevhodna pre pouzitie na vyhodnotenie obsahu paracetamolu
Vv liecivych pripravkoch. Dovodom bola nizka hodnota linearnej smernice kalibra¢nej krivky,
ktora je v priamej suvislosti s citlivostou merania. V pripade vyhodnotenia obsahu
paracetamolu pomocou tejto kalibracnej priamky by bolo vypocéitané mnozstvo aktivnej latky
vo vzorke vel'mi nadhodnotené. Moznym vysvetlenim je, Ze $krob, ako zmes polymérnych
retazcov, je tvoreny velkym poctom D-glukozovych jednotiek, ktoré obklopuju castice
aktivnej latky paracetamolu a nedochadza k spravnemu zhomogenizovaniu paracetamolu so
Skrobom.

5.21 Regresna analyza kalibra¢nych Kkriviek

Pre analytické a grafické vystupy bol vyuzity softvér MS Excel 2016 (Microsoft Corporation)
a StatsDirect® 3.2.7 (StatsDirect Ltd., Cheshire, UK). Na zaklade vytvorenych kalibra¢nych
priamok boli zanalyzované merania a kalibra¢né priamky paracetamolu s mikrokrystalickou
celulézou, stearatom horecnatym a so skrobom. Boli vytvorené 95% predikéné intervaly pre
merania a pre samotnu kalibra¢nu priamku.

Na Obrazok 15 je uvedeny 95% predikény interval pre samotné meranie plniva stearatu
hore¢natého s paracetamolom. Cervena priamka predstavuje model linearnej zavislosti na
ktorej lezia stredné odhady plochy absorpénych pasov. Stredny odhad znamend, Ze
najpravdepodobnejsie hodnoty ploch absorpénych pasov pre dané koncentracie paracetamolu
lezia na cCervenej priamke. S rasticou vzdialenostou od priamky klesa pravdepodobnost
ziskania takého vysledku. Cierno zvyraznené priamky oznaluju hranice, v ktorych sa budu
$ 95% pravdepodobnost'ou nachadzat' hodnoty budicich merani. Modré krazky v grafe
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oznaCuju naSe experimentalne zistené hodnoty. Tento experiment a predik¢na analyza teda
umoziuju odhadnat’ oblast’, kde za podobnych experimentalnych podmienok bude lezat’ 95 %
vysledkov. Inak povedané, pre kazdé jednotlivé meranie sa odhad plochy absorpéného pasu
pod krivkou s 95% pravdepodobnost'ou pohybuje medzi ohrani¢ujicimi ¢iernymi priamkami.
Dalej tato analyza hovori, Ze pre vietky hmotnostné percenta paracetamolu je stredny odhad
plochy absorpéného pasu uréeny siradnicou z Cervenej kalibracnej priamky.

Z Obrazok 15 sa da pozorovat’ SirSie rozmedzie Ciernych ¢iar ako U regresnej analyzy
paracetamolu s mikrokrystalickou celul6zou (Priloha 3). To znamena, Ze namerané body buda
rozmiestnené v pase s vac¢sou odchylkou. Presnost’ merania pri stearate hore¢natom teda bola
0 trochu nizsia ako u mikrokrystalickej celulozy.

10

Plocha absorpéného pasu pri 1276-1184 cm™ (-)
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Obrazok 15. Kalibracna zdvislost merania paracetamolu so steardtom horecnatym - spolu s pasom

spolahlivosti (95% predikcny interval) pre hodnotu plochy pod krivkou pre danii koncentrdciu
paracetamolu

Na Obrazok 16 je uvedena analyza regresnej priamKy stearatu hore¢natého
s paracetamolom so $tandardnou chybou a s 95% predikénym intervalom. Standardna chyba
udava priblizne 68% interval spolahlivosti (konfidencie). V tejto analyze ide O presnost
urCenia parametrov samotnej kalibraénej priamky, smernice a priesenika. Opét’ Cierne Ciary
ohrani¢ujt hranice, v ktorych sa s 95% pravdepodobnostou nachadza skuto¢na (idealna)
kalibraéna priamka. Cervend priamka predstavuje model linearnej zavislosti na ktorej leZia
stredné odhady plochy absorpcnych pasov a ruzové priamky predstavuju smerodajnt chybu.
Modré kruzky v grafe oznacuju nase experimentalne ziskané hodnoty.

Z Obrazok 16 sa da pozorovat® §ir$i pas, kde moze lezat’ skutocna kalibra¢na krivka ako
u regresnej analyzy paracetamolu s mikrokrystalickou celul6zou (Priloha 4). To vypoveda
0 nizSej presnosti merania a stanovenia kalibra¢nej priamky stearatu hore¢natého, nez
u mikrokrystalickej celulozy.
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Obrazok 16. Standardna chyba a 95% predikcény interval pre kalibracnii priamku paracetamolu so
stearatom horecnatym

5.3 Vyhodnotenie jednotlivych merani a stanovenie obsahu paracetamolu vo
vybranych lie¢ivych pripravkoch

K vlastnému meraniu bolo pouzitych 10 tabliet z kazdého vybraného lieCivého pripravku
Panadol® Novum 500 mg, Paralen® 500 mg a Parapyrex® 500 mg. Tieto lieky mali velmi
podobny datum exspiracie, kvoli moznej degradacii u¢innej latky paracetamolu v Case. PO
zvazeni tabliet na analytickej vahe bola polovica tablety rozdrvena achatovou paliCkou
v achatovom maziari a pretrepana na vibraénom mlyne po dobu troch minat. Meranie vzoriek
prebehlo na pristroji za rovnakych podmienok nastavenia parametrov v programe OMNIC
ako predtym: rozmedzie vlno¢tu 4 000-400 cm™? s rozlisenim 8 cm™ a s celkovym poétom
akumulovanych skenov 64. Pomocou programu MS Excel a ORIGIN boli spracované data
a spektra vSetkych vzoriek ziskanych v programe OMNIC.

Na Obrazok 17 a Obrazok 18 st na ukazku uvedené zmerané ATR-FTIR spektra
vybranych lie¢ivych pripravkov vo forme tabliet, Paralen® 500 mg a Panadol® Novum
500 mg. FTIR spektrum pripravku Parapyrex® 500 mg je uvedené v kapitole PRILOHY,
Priloha 2. Data z merani boli spracované a d’alej pouzité pri vyhodnocovani mnozstva ucinnej
latky paracetamolu vo vybranych liekoch. Zo spektier Paralen® 500 mg a Panadol® Novum
500 mg sa da pozorovat’ ich podobny priebeh, tvarnost’ a vel'mi podobnt absorbovatel'nost
ucinnej latky paracetamolu pri istych vino¢toch. U obidvoch liecivych pripravkov ten najvyssi
ostry pik spektier dosahoval absorbanciu okolo 0,30 pri vlnocte 1 224 cm™, ktory odpoveda
valen¢nej symetrickej vibracii C-O vézieb vo fenole.
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Obrazok 17. Zmerané ATR-FTIR spektra 10 tabliet liecivého pripravku Paralen®™ 500 mg
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Obrazok 18. Zmerané ATR-FTIR spektra 10 tabliet liecivého pripravku Panadol® Novum 500 mg

Po namerani vSetkych vzoriek nastalo vyhodnocovanie samotného merania. Zaznamenané
spektra sme interpretovali a vybrali sme vhodny absorpény pas pri danom vlnocte, kedy
plnivé, ako mikrokryStalicka celul6za a stearat horec¢naty absorbovali infracervené Ziarenie
najmenej aparacetamol prave najviac. Vybrali sme plochy absorpéného pasu
mikrokrystalickej celulézy pri vinoéte 1530-1 470 cm™ a stearatu hore¢natého pri vlnodte
1276-1 184 cm™. Ziskané plochy absorpénych pasov sme dosadili do regresnych rovnic
kalibraénych priamok pre paracetamol s mikrokrystalickou celulézou a pre paracetamol
SO stearatom horecnatym. Z rovnic sme vypocitali hmotnostnu koncentraciu paracetamolu
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Vv jednej tablete lie¢ivého pripravku. Pomocou matematickej metddy trojclenky sme dopocitali
mnozstvo Uc¢innej latky paracetamolu V jednej tablete v mg. Nasledne sme dopocitali
aritmeticky priemer mnozstva paracetamolu v 10 tabletach daného lieku. Vysledky uvedené
mnozstva 500 mg paracetamolu vychadzala z kalibraénej priamky pre mikrokrystalicka
celulozu s paracetamolom. Zistené mnozstvo paracetamolu sa pohybovalo od 493,5
do 505,5mg vV jednej tablete. Jednym zmoznych vysvetleni moze byt, Ze sa lepSie
zhomogenizovala mikrokrystalicka celuldza s paracetamolom, nez sa zhomogenizoval stearat
hore¢naty s paracetamolom. Dalej z Tabulka 2 vyplyva, Ze zvolend metéda stanovovania
obsahu paracetamolu v lie¢ivom pripravku je vhodna, spolahliva a patri medzi rychlejSie
metody stanovovania paracetamolu. Avsak je potrebné dohliadnut’ na parametre presnosti
merania, aby bola dosiahnuta Uspes$nost’ blizka 100%, t.j. nameranych presne 500 mg
paracetamolu v jednej tabletke.

Tabulka 2. Vypocitané priemerné mnozZstva ucinnej latky paracetamolu v 10 tabletach danych
liecivych pripravkov pri plnivach mikrokrystalicka celuloza a stearat horecnaty

Plnivo Mikrokrystalicka celuloza Stearat horecnaty

Liecivy pripravok M paracetamol [MQ] M paracetamol [MQ]
Paralen® 500 mg 493,5005 493,2709
Panadol® Novum 500 mg 505,5077 480,7499
Parapyrex® 500 mg 503,3934 497,2342

5.3.1 Analyza vysledkov samotného merania

V softvéri MS Excel sme statisticky analyzované vysledky merani. Z vypo¢itaného obsahu
paracetamolu (z kalibra¢nej priamky mikrokrystalickej celulozy s paracetamolom a stearatu
hore¢natého s paracetamolom) sme prostrednictvom vyhodnocovacieho programu ORIGIN
vytvorili krabicové grafy pre kazdy druh vybraného lie¢ivého pripravku. Krabicové grafy
predstavuji informacie o rozloZeni dat arozloZeni priemerov voci nameranym hodnotam.
Tato analyza rozobera rozlozenie merani v zavislosti na pouZitej metode kalibracie. Dalej tato
analyza hodnoti presnost’ merania S oh'adom na pouziti metddu kalibracie a s ohl'adom na
typ lie¢ivého pripravku, ktory je analyzovany.

Na Obrazok 19 je vyobrazeny krabicovy graf z obsahov paracetamolu, ktoré boli
vypocitané z kalibra¢nej priamky pre mikrokrystalicki celulézu s paracetamolom.
PreruSovana ¢iara urcuje referen¢nt tiroven t. j. 500 mg paracetamolu. Spodna ¢ast’ ¢ierneho
boxu predstavuje prvy kvartil, ktory oddel'uje prvych 25 % tdajov. Druhy kvartil predstavuje
median a treti kvartil, respektive 75. percentil, sa nachadza v hornej cCasti Cierneho boxu.
Medzikvartilové rozpétie urcuje rozsah medzi prvym kvartilom a tretim kvartilom. Rozsah
v ramci 1,5 medzikvartilového rozpétia urcuje hranice tolerancie, kde by sa eSte rozdelenie
udajov dalo povazovat’ za gaussovské, teda rozdelené normalne, ¢o je aj predpoklad pouzitia
regresnej analyzy. Modry box oznacuje aritmeticky priemer mnozstva paracetamolu
v 10 tabletach. Zelena ciara prestavuje median, ¢ize stredni hodnotu nameranych hodnot.
Cierne kruhy s krizikom uréuji minimalnu nameranti hodnotu mnoZstva paracetamolu
v tablete. Tym, Ze u lieku Paralen® 500 mg a Parapyrex® 500 mg je minimalna hodnota za
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vypocitanym rozsahom, tak sa tidto hodnota taktiez oznacCuje ako odl'ahld. Tieto odlahlé
hodnoty ovplyviiuju aritmeticky priemer. Napriek tomu, ze st pozorované odl'ahlé hodnoty,
tak podla P-hodnoty Shapiro-Wilkovho W testu normality sa da povazovat’ rozlozenie dat za
normalne rozloZenie.

Z analyzy dat kalibra¢nej priamky pre mikrokrystalick celulézu s paracetamolom
konstatujeme, Ze U lieku Parapyrex® 500 mg bol najpresnejsie uréeny priemer bliziaci sa
k referen¢nej hodnote 500 mg, ale z hl'adiska konzistentnosti a symetrickosti merania
najpresnejsie meranie prebehlo u lieku Panadol® Novum 500 mg.

Vseobecné urCenie presnosti aritmetického priemeru lie¢iva paracetamolu u kalibra¢ne;j
priamky pre mikrokrystalicku celulozu s paracetamolom bolo charakterizované Standardnou
chybou. Interval aritmeticky priemer & Standardna chyba obsahuje ukazdého merania
referen¢nt liniu 500 mg, ¢o vypoveda o celkovej presnosti merania a ur¢enia aritmetického
priemeru.

Pre dany typ kalibra¢nej priamky podla stearatu horeénatého (Priloha 7) bol opét najlepsie
uréeny priemer u lieku Parapyrex® 500 mg, av$ak taktiez sme pozorovali asymetriu
rozloZenia vysledkov. Najpresnejsie meranie prebehlo u lieku Paralen® 500 mg, kde boli
merania konzistentné a precizne, ¢ize malo rozptylené okolo referen¢nej hodnoty.
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Obrazok 19. Krabicovy graf z dat kalibracnej priamky pre paracetamol s mikrokrystalickou celulozou

Na Obrazok 20 je uvedeny sthrnny krabicovy graf, ktory obsahuje vypocitané obsahy
paracetamolu ako z kalibra¢nej priamky pre mikrokrystalicka celulézu s paracetamolom, tak
aj pre stearat hore¢naty s paracetamolom. U vsetkych troch liekov sa vypocitany aritmeticky
priemer obsahu paracetamolu pohyboval okolo referencnej urovne 500 mg, avsak
najpresnejsie uréeny priemer bol u lieku Parapyrex® 500 mg. Median sa tiez u vietkych troch
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lie¢ivych pripravkov pohyboval okolo referen¢nej tirovne a aj okolo priemeru. Aj ked u lieku
Paralen® 500 mg bola namerana jedna odl'ahld hodnota, tak ostatné hodnoty vysledkov boli
konzistentné a pohybovali sa okolo referen¢nej urovne 500 mg.
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Obrazok 20. Krabicovy graf z dat kalibracnych priamok pre paracetamol s mikrokrystalickou
celulézou a pre pracetamol so steardtom horecnatym

Pomocou metdd aplikovanej Statistiky implementovanych V softvéri Microsoft Office
Excel bol analyzovany prispevok jednotlivych faktorov k celkovému rozptylu (ANOVA).
Zistili sme, ze vysledky merania nezavisia od typu kalibracie, t. J. faktor ,kalibracia® nema
vplyv na priemerné hodnoty obsahu paracetamolu bez ohl'adu na typ lieku. Dalej vysledky
Merania nezavisia od typu lieku, to znamena, ze faktor ,liek nema vplyv na priemerné
hodnoty obsahu paracetamolu bez ohladu na typ kalibracie. Ani test interakcie
,»kalibracia X typ lieku* nevysiel vyznamny. Zaverom tejto analyzy je, ze faktory medzi sebou
neinteragujl, to znamena, Ze prispievaju k variabilite merani nezavisle. Testy vyznamnosti ale
nepreukazali Statisticky vyznamné rozdiely medzi typmi kalibrécie, ani medzi druhom lieku,
preto v danom rozlozeni (variabilite) vysledkov dominovala experimentalna chyba, priCom
v experimentalnej chybe moézeme rozlisit' tri prispevky: jeden prispevok tvori variabilita
medzi samotnymi tabletami (,,interindividualne® rozdiely), druhy prispevok zahifia chybu
meracieho pristroja a treti prispevok su nahodné chyby, ktoré su sucastou postupov pri
priprave vzorky a merani.

Aby sme dokazali urobit” zovSeobecniujici zaver s ktorou kalibra¢nou priamkou, ¢i pre
mikrokrystalicka celulozu alebo pre stearat hore¢naty s paracetamolom, si merania
presnejSie, a i tato presnost’ zdvisi na type lieCivého pripravku, je potrebné mat’ viac
vysledkov a premerat’ viac tabliet z jedného balenia lieCivého pripravku, pripadne z jednej
sarze.
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6  ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerana na meranie, spracovanie a vyhodnotenie infracervenych
spektier vzoriek paracetamolu s prislusnym plnivom (mikrokryStalickd celuloza, stearat
hore¢naty a §krob) a vzoriek lie¢ivych pripravkov Panadol® Novum 500 mg, Paralen® 500 mg
a Parapyrex® 500 mg v tabletovej forme. Hlavnymi tulohami prace bolo stanovit obsah
paracetamolu vo vybranych lieCivych pripravkoch pomocou ATR-FTIR spektrometrie
a navrhnat a optimalizovat’ stanovenie paracetamolu v liekovych formach pomocou priameho
merania vzorky tzv. suchou cestou.

Najprv sme overili, ze ATR-FTIR spektra plniv neovplyviiuju a neprekryvaju spektrum
Standardu paracetamolu. Nasledne boli zmerané vzorky paracetamolu s plnivom na vytvorenie
kalibra¢nej priamky pre paracetamol s mikrokrystalickou celul6zou, stearatom hore¢natym
a so Skrobom. Z nameranych spektier boli vybrané vhodné oblasti vino¢tov, kde absorpcia
mikrokrystalickej celuldézy a stearatu horecnatého je minimalna. Na zostrojenie kalibracnej
priamky boli vybrané absorpéné pasy paracetamolu pri 1503cm™ al224cm™. Na
vyhodnotenie paracetamolu bola na zaklade zmeraného spektra plniva tzn. mikrokrystalickej
celulozy vybrand oblast vInoétov 1530-1470cm™ auzmeraného spektra stearatu
horeé¢natého bola vybrana oblast’ vinodtov 1 2761 184 cm™L,

Kalibra¢né priamky pre paracetamol s mikrokrysStalickou celulézou a paracetamol so
stearatom hore¢natym mali koeficient determinacie R? blizky 1 a sucasne vysoka mieru zhody
stanoveného obsahu paracetamolu s referen¢nou hodnotou. Aj ked kalibracna priamka
standardu $krobu s paracetamolom mala velmi uspokojivi hodnotu koeficientu R2?, pre
systematicky odklon nakoniec nebola pouzita pre stanovenie obsahu paracetamolu vo
vybranych liecivych pripravkoch. Dovodom bola nizka hodnota linedrnej smernice
kalibragnej priamky, ktora je v priamej suvislosti s citlivostou merania. Dalej sme spravili
regresnii analyzu kalibraénych priamok, kde najpresnejSie meranie aurcenie polohy
kalibraénej  priamky bolo prevedené ukalibracnej priamky pre paracetamol
s mikrokrystalickou celul6zou.

V d’alsej casti prace sme zmerali ATR-FTIR spektra vzoriek tabliet vybranych lie¢ivych
pripravkov, vybrali vhodné oblasti vilnoctov avyhodnotili plochy absorpénych pasov.
Pomocou regresnych rovnic kalibraénych priamok pre paracetamol s mikrokrystalickou
celuléozou a paracetamol so stearatom hore¢natym sme zistili hmotnostné percenta
paracetamolu v jednej tablete. Nasledne sme vypocitali obsahy paracetamolu v jednotlivych
zmeranych tabletach a dopoditali aritmetické priemery pre jednotlivé lieCivé pripravky.
paracetamolu vychadzala z kalibra¢nej priamky pre paracetamol s mikrokrystalickou
celulozou. Zistené mnozstvo paracetamolu sa pohybovalo od 493,5 do 505,5 mg v jednej
tablete. Z kalibra¢nej priamky pre paracetamol so stearatom horeCnatym sa obsah
paracetamolu v jednej tablete pohyboval od 480,8 do 497,2 mg. Odchylky od referencnej
hodnoty 500 mg nepresiahli 1,5 % pre celulozu a 3,85 % pre stearat horecnaty.

Z analyzy vysledkov merania mozeme vyvodit’ zaver, ze metdda ATR-FTIR spektrometrie
je vhodna na kvantitativne stanovenie u¢innej latky paracetamolu v liekoch, pretoze vysledky
st v medziach akceptovatelnych pre prieskumné meranie. Konstatujeme, ze ATR-FTIR
spektrometria dokaze s dostato¢nou presnostou stanovit paracetamol v tabletovej forme
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pomocou priameho merania vzorky tzv. suchou cestou. VysSiu presnost’ experimentalneho
stanovenia mdzeme dosiahnut’ premeranim viacerych tabliet z jedného balenia pripravku,
pripadne z viacerych baleni danej Sarze.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK ASYMBOLOV

AIDS
Ar
ATR-FTIR

Cis

COX

FDA

HPLC
LC-MS/MS

MS

MS Excel
NAC
NAPQI
RP-HPLC

SD
SRM
uv
Vis

Syndrém ziskanej imunitnej nedostato¢nosti
Aromaticka

Infracervend spektroskopia s Fourierovou transforméaciou,
metdda zoslabeného uplného odrazu

Cyklicky karbyn

Cyklooxygenaza

Food and Drug Administration

Vysokoué¢inna kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou

Hmotnostna spektrometria

Microsoft Excel

N-acetylcystein

N-acetyl-p-benzochinonimin

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia na nepolarnych

adsorbentoch

Standardna odchylka

Selected Reaction Monitoring

Ultrafialova oblast’ spektra elektromagnetického ziarenia
Viditel'na oblast’ spektra elektromagnetického Ziarenia

44



9 PRILOHY
0,6 T———

0,5-:

“O
~
L I L L

o
o8}
1

absorbancia (a.u.)

0,1—:

0,0| T /T T T
4000 3600 3200 2800 1600 1200 800 400

vinocet (cm_])

Priloha 1. Zmerané ATR-FTIR spektra Standardu Skrobu s paracetamolom 0 koncentrdcii 5 hm. %
(Cierna), 90 hm. % (Cervend) a 10-70 hm. % (Seda)
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Priloha 2. Zmerané ATR-FTIR spektra 10 tabliet liecivého pripravku Parapyrex® 500 mg
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Plocha absorpéného pasu pri 1530-1470 cm™ (-)
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Priloha 3. Kalibracna zavislost merania mikrokrystalickej celulozy s paracetamolom — spolu s pasom
spolahlivosti (95% predikcny interval) pre hodnotu plochy pod krivkou pre danu koncentrdciu
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Priloha 4. Standardnd chyba a 95% predikcny interval pre kalibracnii priamku mikrokrystalickej
celuldzy s paracetamolom
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Plocha absorp¢ného pasu pri 1527-1488 cm™ (-)
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Priloha 5. Kalibracna zavislost merania skrobu s paracetamolom — spolu s pdsom spolahlivosti (95%
predikcny interval) pre hodnotu plochy pod krivkou pre danu koncentraciu paracetamolu
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Priloha 6. Standardnd chyba a 95% predikcny interval pre kalibracnii priamku Skrobu
s paracetamolom
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Priloha 7. Krabicovy graf z dat kalibracnej priamky pre paracetamol so steararom horecnatym
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