UMIVERZITA SV. CYRILA A IMETODA V TRMAVE
FAKULTA PRIRODIMYCH VIED

LUCMFPV

Peter Memecek

LABORATORIE CVICEMIA
Z MEDICINSKEJ CHEMIE

o |

ol

Trnava 2024



UNIVERZITA SV. CYRILA A METODA V TRNAVE
FAKULTA PRIRODNYCH VIED

Peter Nemecek

LABORATORNE CVICENIA
Z MEDICINSKEJ CHEMIE



LABORATORNE CVICENIA Z MEDICINSKEJ CHEMIE

Autor: Mgr. Peter Nemecek, PhD.

Recenzenti: doc. Ing. Jozef Sokol, CSc.

Ustav chémie a environmentalnych vied, FPV, UCM Trnava

doc. Ing. Dasa Kruzlicova, PhD.
Katedra farmaceutickej analyzy a nuklearnej farmacie,

Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave

Publikacia bola schvalena Edi¢nou radou Univerzity sv. Cyrila a Metoda
v Trnave a vedenim Fakulty prirodnych vied v Trnave ako vysokoskolské skripta.

© Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave
© Mgr. Peter Nemecek, PhD.
VSetky prava vyhradené. Toto dielo ani jeho ¢ast nemozno reprodukovat bez
sthlasu majitela prav.
Za jazykovu a Stylisticka Gpravu zodpoveda autor.

Graficka aprava: Mgr. Peter Nemecek, PhD.

Vydavatel: Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave
Fakulta prirodnych vied

Vydanie: prvé, 2024

ISBN 978-80-572-0434-3



Obsah

PREDSLOV

BEZPECNOST PRACE V CHEMICKOM LABORATORIU

VYBRANE ANALYTICKE METODY PODI’A EUROPSKEHO LIEKOPISU

KLINCEKOVY OLEJ A EUGENOL

PURINOVE ALKALOIDY

KYSELINA ACETYLSALICYLOVA

PARACETAMOL (ACETAMINOFEN)

BENZOKAIN

FENYTOIN

14

21

30

37

42

50




Predslov

Vyvoj lie¢iv, ako aj kontrola ich bezpecnoti a kvality je dlhodobo diskutovanou a stéle
aktualnou témou. Lieciva syntetického pdvodu st st¢ast’ou nasho kazdodenného zivota uz viac
nez sto rokov. Histéria ndm ukazala nielen ich prinosy pri lie¢be réznych zdravotnych
problémov, ale aj tuskalia ich vedlajSich U¢inkov, zneuzitia, nejasného mechanizmu
ucinkovania, ¢1 moznej toxicity ich primesi.

Toto skriptum sa zaoberd vybranymi latkami, vyuZzivanymi ako lie¢iva, resp. G¢innymi
latkami v nich. Sumarizuje najmé zakladné informacie, historiu a aplikacie pri lie¢be ochoreni.
Okrem tychto informacii obsahuje kazda kapitola postup izolacie z prirodnych zdrojov, alebo
postup chemickej syntézy so vSetkymi potrebnymi podkladmi: postupom prace, vypocétami,
reakénymi schémami, nékresmi aparat(r, postupmi overenia a Cistenia produktov. Kazda
z hlavnych kapitol obsahuje aj vybrané casti prislusnych clankov Eurdpseho Liekopisu.
Skriptum je uréené primarne pre Studentov prvého ro¢nika magisterského Stadia Aplikovana
chémia so zameranim na biomedicinsku chémiu, avSak niektoré liekopisné skusky mozno
inkorporovat’ ako laboratérne prace do d’alSich predmetov.
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Bezpecnost’ prace v chemickom laboratoriu

BEZPECNOSTNE A PREVADZKOVE PREDPISY PRE PRACU V CHEMICKOM LABORATORIU:

V predpisoch bezpecnosti prace v chemickom laboratériu sa vychddza z normovanych
literarnych zdrojov: STN 01 8003 (novelizovana 2015).

V laboratoriach je dovolené vykonavat len prace dané naplilou cvicenia alebo vychadzajice z
naplne ¢innosti diplomovej préce, aj to pod stalym dozorom eventualne so stthlasom ucitel’a.

Laboratérne prace sa vykonavaju v miestnostiach zariadenych podla platnych predpisov a
vybavenych zariadeniami, ktoré zodpovedajl platnym bezpecnostnym predpisom.

Z laboratérii musi byt bezpeény tnik. Unikové cesty a manipulaéné priestory v laboratoriach
musia byt’ stale vol'né.

Laboratérium je vybavené lekarnickou s pomockami a prostriedkami prvej pomoci.

Laboratérium je vybavené dostatoénym poctom vhodnych hasiacich pristrojov. Hasiaci pristroj
je umiestneny na vidite'nom a 'ahko dostupnom mieste.

Kazdy pracovnik musi byt oboznameny s obsluhou hasiacich pristrojov, so sposobom
privolania protipoziarnej pomoci a so spdsobom ¢innosti pri vzniku nebezpecnych situécii.
Vstup do laboratoria je povoleny len v pracovnom odeve. Pokial si to charakter prace vyzaduje,
je nutné pouzit’ ochranné okuliare. Ak si to vyzaduje charakter prace, musi pracovnik pri praci

pouzivat’ d’alSie ochranné pomocky (rukavice, Stity, zastery).

V chemickych laboratéridch je zakazané jest. Laboratdérne nadoby sa nesmu pouzivat' k
jedeniu, pitiu a k prechovavaniu potravin. Potraviny ani ndpoje sa nesmu uchovavat v
chladnic¢kach , mraznickach a podobnych zariadeni urcenych pre laboratorne pouzitie.

V laboratoriach musi byt’ udrzovana Cistota a poriadok. Zariadenie, pristroje a naradie musi byt
udrziavané v praceschopnom a bezpecnom stave. Laboratérne nddoby, pracovny stol a odev
udrzujeme v istote.

Zariadenia, pristroje a naradie sa musia po skonceni prace odovzdat’ Cisté, zbavené zvysku
chemikalii a zdraviu Skodlivych latok.

Po skonceni prace sa vykona kontrola vSetkych pouzitych zariadeni. Kontroluje sa uzatvorenie
vSetkych privodov energie, hlavne plynu, elektrickych spotrebi¢ov, vody.

Do vodovodnych odpadov je zakazané vylievat rozpuStadla, jedy, vybusSne latky,
koncentrované kyseliny, hydroxidy a také latky resp. ich roztoky, ktoré pri styku s vodou,
kyselinami a hydroxidmi uvoliiuju jedovaté alebo drazdivé plyny.

Odpadové kvapaliny a rozpusStadla, ktoré nemozno regenerovat’ sa uskladiiuji na ur€enom
mieste v CitateI'ne oznacenych nadobach (nebezpeény odpad- splasky, chloroform, éter, a
pod.).

Olejové temperacné kipele sa musia pri zahrievani chranit’ pred stykom s vodou. Ak vnikne do
olejového kupela voda (obsah kupela vypeni a méze dojst’ k poziaru) je nutné hned’ prerusit’
zahrievanie a kupel’ vymenit.

Na odsavanie agresivnych plynov musi byt v chemickom laboratoriu nainstalovany digestor.
Vetranie chemickych laboratorii musi byt prisposobené pracam, ktoré sa v laboratoriach
vykonéavaji a nesmu narusSovat’ uc¢innost’ digestorov podl'a ON 910971.

Bezpecnost® prace v chemickom laboratdriu



PRACA S CHEMIKALIAMI, HORCAVINAMI, KYSELINAMI A HYDROXIDMI

PRACA S CHEMIKALIAMI:

Skoro vSetky chemikalie st viac ¢i menej toxické. Rozdel'ujeme ich do dvoch podskupin:

1. na latky zdraviu Skodlivé, ktoré pri vniknuti do organizmu spdsobuju jeho vacsie resp. mensie
poskodenie, ale obycajne nesposobuju smrt’;

2. na jedy, ktoré na rozdiel od prvej podskupiny po vniknuti do organizmu i v malych davkach
spdsobuju tazké poSkodenie organizmu, ktoré¢ moze skoncit’ smrt'ou poskodeného.

Toxicita jedov a latok zdraviu Skodlivych zavisi na ich chemickom zloZeni, mnoZstve, vstupu
do organizmu, dizke expozicie, na ich fyzikalnych vlastnostiach (hlavne na rozpustnosti v
telovych tekutindch) a tiez na dispozi¢nych faktorov jednotlivca.

Pozname tri vstupy toxickych latok do organizmu:

1. dychacie cesty;
2. traviaci trakt;
3. pokozku.

V Studentskom laboratoriu je zakdzané pracovat’ s jedmi. Pred nebezpecenstvom otravy
chemickymi latkami sa chranime nasledujucimi preventivnymi opatreniami:

- pred zaciatkom vlastnych prac sa dokladne obozndmime s fyzikalnymi a chemickymi
vlastnost’ami (vratane toxicity) pouzivanych latok;

- tuhé chemikalie a latky ako je tuhy CO2 neberieme nikdy do ruk, ale pre ich naberanie
pouzivame k tomu urc¢ené nadoby, resp. pouzijeme rukavice;

- po praci si vzdy umyjeme ruky;

- s plynmi a kvapalinami pracujeme v digestoriu s u¢innym vetranim, pripadne pouzivame
ochrannd masku;

- pri praci so Zieravinami si chranime ruky gumovymi rukavicami;

- v laboratérnych nadobach, ktoré bezne pouzivame, nikdy neskladujeme potraviny a
napoje;

- dbame na dokonalé utesnenie aparatdry;

- pri pipetovani agresivnych a jedovatych kvapalin pouzivame vyhradne bezpecnostné
pipety a nasavame pomocou balénika alebo injek¢nou striekackou.

Dalsie zasady, ktoré je potrebné dodrziavat' pri praci s chemikaliami:

- pri vSetkych operaciach s latkami v otvorenych nadobach a skimavkach musi bytustie
nadoby odvratené od osoby ktord s ilou manipuluje ako aj od inych pracovnikov;

- latky, ktorych rozpastanim sa uvoliiuje teplo, musia sa rozpustat’ po Castiach za staleho
chladenia a mieSania.

PRACA S HORECAVINAMI

Velka opatrnost’ je treba dodrzat’ pri praci s horlavinami. Niektoré horlaviny maju znacna
prchavost’ uz pri laboratornej teplote. Zahriatim sa vyparovanie zvac¢sSuje a vznikaji vysoko
vybusne zmesi par so vzduchom. Pary horlaviny su oby¢ajne tazsie ako vzduch, preto sa
vyskytuja pri zemi. Ak prilievame horlavinu do naddoby na stole, rozSiruji sa pary po
laboratérnom stole a mozu sa zapalit' od plamena, ktory je od miesta prelievania dost
vzdialeny. Pri prelievani horl'avin je nutné vSetky zdroje otvoreného plamena uzavriet'.

Bezpecnost® prace v chemickom laboratdriu n



Pri destilécii nizkovriacej horlaviny sa musi kontrolovat’ prietok vody chladicom a odstranit’ z
okolia aparatary vsetky iné horl’aviny do bezpe¢nej vzdialenosti.

Horlaviny nikdy nezahrievame priamym plameiiom, pouzivame vodné kupele alebo elektrické
tepelné hniezda.

Pri préci s horl'avinami pouzivame vzdy okuliare alebo $tit, do blizkosti aparatury si pripravime
hasiaci pristroj, ktorého pouzitie musime dobre ovladat’. Starostlivo skontrolujeme jednotlivé
Casti aparatury, ¢i ndhodou nie su poskodené.

Zvysky horlavin nikdy nevylievame do vylevky, ale do nadob Specidlne k tomu urcenych.

Flase s horlavinami sa plnia len do 3/4 objemu. Ak sa naplni fl'asa va¢Sim mnoZzstvom
horl’aviny, vznika vo fT'asi pretlak v dosledku uz zmienenej vel'kej prchavosti par, ktord moze
"vyrazit" zatku resp. vo vynimo¢nych pripadoch aj roztrhnut' flasu. Flase s horlavinami
prendSame so zvysenou opatrnostou, nikdy nedrzime fT'asu za jej hrdlo.

Skladovanie horl’avin I. a II. triedy v sklenenych alebo inych rozbitnych nadobéach s obsahom
nad 5 litrov nie je v laboratériu dovolené. VacSie mnozstvo sa mdze skladovat len v skladoch
k tomuto tcelu urcenych a viditelne oznacenych.

PRACA S KYSELINAMI A HYDROXIDMI

Kyseliny a hydroxidy su silno leptajuce latky. UZ malé kvapky sp6sobuji na pokozke
popéleniny a vazne poskodzuju oci.

Kyseliny a hydroxidy prelievame vzdy za pouzitia lievika a flasu drzime tak, aby sme
neposkodili oznacenie fl'ase. Pri nalievani pouzivame vzdy ochranné rukavice!

Pri riedeni kyselin nalievame vzdy kyselinu do vody - nikdy nie naopak!

Rozliatu kyselinu dusi¢nti neodstraiiujeme pilinami, handrami ani inymi organickymi latkami
a necistime flou nadoby, ktoré st znecistené¢ organickymi latkami - hrozi nebezpecenstvo
barlivych reakcii, vznik nitroznych plynov a samovznietenia. Rozliatu kyselinu splachujeme
vodou, pripadne neutralizujeme (hydroxidom resp. solou) a az potom pouzivame piliny,
handry a pod. rovnako postupujeme pri likvidacii inych rozliatych zieravin. Pokial’ d6jde k
rozliatiu va¢sieho mnozstva, pouzivame pri likvidacii gumové rukavice.

Pri rozpustani tuhého hydroxidu nenalievame vodu na hydroxid, ale sypeme hydroxid do vody.

Niektoré kvapaliny, obzvlast hydroxidy pri zahrievani Casto vystrekuji vplyvom utajeného
varu. Tomuto javu sa da predist’ tim, Ze do varnej nadoby vhodime pred zahrievanim niekol'’ko
varnych kamienkov (pemza, sklenené gul'6¢ky), ktoré odolavaju uc¢inkom zahrievanej latky a
ktoru tiez neznecist'ujl.

PRACA S HORCAVYMI PLYNMI

Laboratoria je zakazané zahrievat priamym plameiiom. Zapalené hordky (kahany) nie je
dovolené nechat’ bez dozoru. Ak prenikne plamen dovnutra kahanu alebo déjde k "uleteniu"
plamena, je potreba okamzite uzavriet' privod plynu a kahan opravit alebo vymenit. Pri
zisteni poruchy na plynovej instalacii alebo na spotrebi¢i sa musi prislusny tsek ihned
uzavriet'!s Unikanie plynu z poSkodenej inStalacie sa zistuje penovymi roztokmi. Nikdy sa
nesmie pouzivat’ priamy plamer.

Bezpecnost® prace v chemickom laboratdriu



PRACA S TECHNICKYMI PLYNMI

Na prepravu, manipulaciu, pracu a skladovanie ocel'ovych flia§ so stla¢enymi skvapalnenymi
alebo pod tlakom rozpustenymi plynmi plati norma V 718/2002.

Pri doprave je nutné chranit’ ocel'ové flase s plynmi pred narazom (vel'ké flase prendsaju stale
dve osoby). Ventily flia§ musia byt pri tom dobre uzatvorené a musia mat ochranné
klobuciky. FTase, ktoré¢ spadnu (plné alebo prazdne) je nutné vyradit’ z prevadzky a viditeI'ne
oznacit. Nesmu byt pouzivané tlakové fl'ase, ktoré su nejako poskodené alebo prejdenou
skasobnou dobou (je vyrazena na fl'asi).

Flase s poskodenymi a netesnymi ventilmi musime hned’ vyradit’ z prevadzky a nahlasit’
dodévatelovi.

Na pracovisku (v laboratoriu), musia byt fl'ase zaistené proti padom remenimi, retazami a
podobne, ktoré st umiestnené na pevne zabudovanom zariadeni (stena, digestor, laboratorny
st6l a pod.).

Ocel'ové fTaSe nesmu byt umiestnené v blizkosti tepelnych zdrojov. Vzdialenost ocel'ovej flase
od horiaceho plametia musi byt najmenej 3 m.

Laboratoria, v ktorych sa tlakové fl'ase pouZzivaju, musia mat’ na dverdch z chodby viditelne
oznacenu tabulku s udanim pouzivaného plynu. Rovnako sklad flia§ musi byt viditeI'ne
oznaceny.

V laboratoriach smu byt ulozené v blizkosti pracoviska najviac 2 zasobné fl'aSe rovnakého
druhu plynu, ak su zaistené tak, aby nepovolané osoby s nimi nemohli manipulovat’. Pri
viacSom pocte pracovisk v budove nesmie celkovy pocet flia§ rovnakého druhu plynu
prekrocit’ 15 kusov (prepocitané na fl'asu po 40 litroch). Je zakdzané skladovat’ a uchovavat’
fl'ase naplnené plynom v priestoroch volne pristupnych, napr. na schodiskach, chodbach, v
priechodoch, prejazdoch, a pod.

Tlakové fl'ase plynov tazsich ako vzduch nesmu byt skladované v priestoroch pod troviiou
terénu (pivnice, Sachty).

Z horiaceho pracoviska je nutné odstranit’ najprv ocelové fTase s plynmi.

Plyny sa smu z flia§ vypustat’ len cez redukény ventil, uréeny pre dany plyn a oznaceny
prislusnou farbou.

Studentom je zakazané manipulovat’ s tlakovymi fla§ami (prenasanie, a pod.).

USKLADNOVANIE CHEMIKALIT

» Chemikalie musia byt’ skladované v nadobach vhodného materialu podl'a NV 355/2006,
véacsinou zo skla oznacenych presnym ndzvom a musia byt’ uzatvorené. Uzéavery a zatky
sa musia volit’ podl’a povahy obsahu nadoby. Popis nadoby musi byt trvaly. Ak nie je
popis dostato¢ne ¢itatel'ny, je vhodné chemikaliu znicit’.

» Latky, ktoré reaguji so sklom, sa musia skladovat bud’ v kovovych alebo v
umelohmotnych nadobach. Mozné je tiez pouzit’ sklenené nadoby parafinované vo vnutri.

» Latky, ktoré sa rozkladaji uc¢inkom svetla sa skladuju v nadobach z nepriehl'adnych
materialov alebo v nadobach z tmavého skla.

» Nadoby s kvapalinami sa musia chranit’ pred priamymi slne¢nymi lu¢mi a pred priamym
teplom.

» Alkalické kovy musia byt skladované pod vrstvou vysokovracieho nereaktivneho
rozpust'adla, ako napriklad petrolej, parafinovy olej, a pod.

Bezpecnost® prace v chemickom laboratdriu n



Biely fosfor sa uchovava pod ochrannou vrstvou vody. Ubytok kvapaliny sa musi
doplnovat’!

Latky, ktorych miesanim moze dojst’ k nebezpecénej reakcii, sa musia skladovat’ oddelene
od ostatnych chemikalii (kyseliny - hydroxidy, oxida¢né ¢inidla - horlaviny).

Pokial niektora z chemikalii (hlavne jedy) je zaroven horl’avinou alebo vybu$ninou, musi
byt skladovand podl'a predpisov platnych ako pre jedy, tak aj pre horlaviny resp.
vybusniny.

Néadoby s agresivnymi latkami nesma byt skladované vo vicSej vySke nad zemou
(podlahou) ako 165 cm.

Bezpecnost® prace v chemickom laboratdriu n



Vybrané analytické metody podl’a Eurdpskeho liekopisu

Kapitola 2.2 Eurdpskeho liekopisu opisuje fyzikalne a fyzikalno-chemické metddy.
Nasledovny text uvddza vyber y tychto metdd. Text je zamyslany ako dopliiujuci material
anadvdzuje na tie vybrané Casti z monografii, ktoré su uvedené v jednotlivych kapitolach
predkladaného skripta.

2.2.16. Bod topenia — bezprostredna metoda
Bezprostredny bod topenia je vyratany podl'a nasledujuceho vzorca:
ty + ¢,

2
v ktorom t1 je prvé teplota a t2 je druha teplota, od¢itana za podmienok opisanych niZsie.

APARATURA, zariadenie pozostava z kovového bloku, odolného vo¢i skusanej latke, s dobrou
zahrievacou kapacitou, ako napr. mosadz s plochym a starostlivo vyleStenym povrchom. Blok
je pravidelne zahrievany skrz celt svoju hmotu bud’ plynovym ohrevom, alebo elektrickym
zahrievacim telesom. V oboch pripadoch je dolezité, aby sa teplota dala detailne regulovat’.
Blok ma cylindricka $trbinu, do ktorej sa da umiestnit’ teplomer a ktord podporuje stabilnd
poziciu teplomera pocas kalibracie a stanovenia bodu topenia ski3anej latky. Cylindricka
Strbina je paralelna s vrchnym vyleStenym povrchom bloku a je od neho vzdialena 3 milimetre.
Zariadenie je kalibrované pomocou vhodnych latok so zndmym bodom topenia.

METODA, zahrejte blok vhodnou rychlostou na teplotu priblizne 10 °C pod ocakavanym
bodom topenia. Nasledne upravte rychlost’ zahrievania na priblizne 1 °C/min. V pravidelnych
intervaloch spustajte malé mnozstva sktsSanej latky, rozdrobenej na prach (a kde je to
relevantné, vysuSenej) — pripravenej ako pre kapilarnu metodu* — na blok v blizkosti teplomera.
Po kazdom spusteni skusanej latky na blok povrch bloku vy¢istite. Zaznamenajte teplotu, pri
ktorej sa skuSana latka roztopi okamzite pri prvom kontakte s kovom. Zastavte zahrievanie.
Pocas chladenia opat’ sptstajte v pravidelnych intervaloch malé mnoZstva skiSanej latky na
blok. Po kazdom spusteni skuiSanej latky na blok povrch bloku vycistite. Zaznamenajte teplotu,
pri ktorej sa skuSana latka prestane rozpustat’ okamZite pri prvom kontakte s kovom.

KALIBRACIA ZARIADENIA, zariadenie moze byt kalibrované pomocou porovnavacich latok
pre bod topenia, ako st napriklad WHO porovnavacie latky, alebo pomocou inych vhodnych
latok.

*relevantna Cast’ pripravy vzorky pre kapilarnu metodu: hrubé krystaly by sa nemali merat,
pretoze mozu vykazat nespravne vysledky. Preto, ak je to potrebné, treba vzorku podrvit' na
jemny prasok. Ak nie je v prislusnej monografii predpisané inak, jemne podrveny prasok treba
susit’ vo vakuu nad bezvodym silikagélom po dobu 24 hodin.

2.2.27 Tenkovrstvova chromatografia

PRINCIP, tenkovrstvovéa chromatografia je separacné technika, pri ktorej je stacionarna faza,
pozostavajuca z vhodného materialu, rozptylena v pravidelnej vrstve na podpornej (platni) zo
skla, kovu, alebo plastu. Roztoky analytov st pred vyvijanim nanesené na platitu. Separacia je
zaloZzena na adsorpcii, deleni (separacii), i6novej vymene, alebo na kombinacii tychto
mechanizmov a deje sa migraciou (vyvijanim) roztokov analytov v rozpustadle, alebo vhodne;j
zmesi rozpustadiel (mobilna faza) cez tenku vrstvu (staciondrna faza).

Vybrané analytické metédy podPa Eurdpskeho liekopisu



ZARIADENIE:

PLATNE, chromatografia sa realizuje pomocou platni, nanesenych konkrétnymi materialmi,
opisanymi v kapitole Reagencie. V monografiach, ktoré umoziiuju pouZitie beznych
aj vysokouc¢innych platni, je velkost’ Castic silikagélu uvedena v zadtvorkach () po néazve
reagencie (materialu).

Predpriprava platni, je mozné, Ze pred separaciou je potrebné platne premyt. Premytie je
mozné dosiahnut’ migraciou vhodného rozpustadla. Platne mézu byt tiez vopred impregnované
vyrobcami — vyvijanim, ponorenim, alebo sprejovanim. V ¢ase pouzitia mozu byt takéto platne
v pripade potreby aktivované zahriatim v suSiarni na teplotu 120 °C po dobu 20 mindt.
CHROMATOGRAFICKA KOMORA s rovnym dnom alebo dvojitym kandlom. Komora je
z inertného a priesvitného materialu, vhodnej velkosti pre pouzivané platne. Je vybavena tesne
dosadajucim krytom. Pre horizontalne vyvijanie su komory vybavené kanalom pre mobilnu
fazu a st vybavené néstrojom na smerovanie mobilnej fazy ku stacionarnej faze.

MIKROPIPETY, MIKROIHLY, KALIBROVANE JEDNORAZOVE KAPILARY alebo iné nastroje, vhodné
na spravne nanesenie roztokov.

FLUORESCENCNE DETEKCNE ZARIADENIA na meranie priamej fluorescencie alebo inhibicie
fluorescencie.

VIZUALIZACNE ZARIADENIA A REAGENCIE. Na nandSanie derivatiza¢nych ¢inidiel na platitu
sprejovanim, ponorenim, alebo vystavenim vyparom a (kde je to relevantné) zahrievanim pre
vizualiziciu separovanych latok su pouZivané vhodné zariadenia a nastroje.

DOKUMENTACIA. Na zabezpecenie dokumentacie vizualizovaného chromatogramu méze byt’
pouzity nastroj, ako napriklad fotografia alebo pocitacovy subor.

POSTUP

NANASANIE VZORKY. Naneste predpisany objem roztokov vo vhodnej vzdialenosti od spodného
okraja a od stran platne a na ¢iaru, sibezna so spodnym okrajom. Medzi jednotlivymi stredmi
nanesenych objemov v tvare okrthlych $kvin zachovavajte volny priestor dizky najmene;j
10 mm (v pripade vysokoté¢innych platni 5 mm). Medzi okrajmi pruhov zachovavajte volny
priestor dizky najmenej 5 mm (v pripade vysokou¢innych platni 2 mm). Nanagajte roztoky
postupne V dostato¢ne malych porciach tak, aby ste dosiahli bud’ Skvrny okruhleho tvaru
S priemerom 2 — 5 mm (v pripade vysokoucinnych platni 1 —2 mm), alebo pruhy rozmerov 10 —
20 mm (v pripade vysokou¢innych platni 5 — 10 mm) krat 1 — 2 mm.

V monografiach, ktoré umoziuji pouzitie beznych aj vysokoucéinnych platni, si pracovné
podmienky pre vysokouc¢inné platne udané v zatvorkach [], nasledujucich po podmienkach pre
bezné platne.

VERTIKALNE VYVIJANIE. Vystelte steny chromatografickej komory filtranym papierom.
Nalejte do komory dostatocné mnozstvo mobilnej fazy podl'a velkosti komory tak, aby sa
filtraény papier naimpregnoval v primeranej hibke vzhl'adom na rozmery pouZzivanych platni.
Komoru zakryte krytom a nechajte saturovat’ pri teplote 20 — 25 °C po dobu 1 hodiny. Ak
monografia neuvadza inak, chromatograficka separacia sa robi v saturovanej komore. Naneste
predpisané objemy roztokov tak, ako je opisané vyssie. Ked’ sa z nandSanych roztokov odpari
rozpustadlo, umiestnite plathu do chromatografickej komory. Uistite sa, Ze platia je
umiestnena v najlepsej moznej vertikalnej pozicii a Ze Skvrny a pruhy su nad povrchom hladiny
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mobilnej fazy. Komoru zakryte krytom a udrZujte ju pri teplote 20 — 25 °C, chrénenu pred
slneCnym svetlom. Ked mobilna faza prejde predpisant vzdialenost, vymeranii medzi miestom
nanasania a ¢elom roztoku, vyberte platitu z komory. Vysuste ju a vizualizujte chromatogramy
tak, ako je predpisané.

Pre dvojrozmernt chromatografiu vysuste platiiu po prvom vyvijani a pokracujte druhym
vyvijanim v takom smere, ktory je kolmy na smer prvého vyvijania.

Parametre pre vhodnost' systému st opisané vo vSeobecnej kapitole 2.2.46. Techniky
chromatografickej separacie. Rozsah povolenych Gprav chromatografickych podmienok je
uvedeny v rovnakej kapitole.

VIZUALNE HODNOTENIE

IDENTIFIKACIA. Hlavnad Skvrna chromatogramu skiSanej latky je vizualne porovnana
s prislusnou Skvrnou v chromatograme porovnavacej latky. Pri oboch Skvrnach sa hodnoti
farba, velkost a retarda¢ny faktor (RF).

Retarda¢ny faktor (RF) je definovany ako pomer vzdialenosti od miesta nandSania do stredu
Skvrny a vzdialenosti ¢ela roztoku od miesta nanaSania.

2.2.32. Strata suSenim

PRINCIP

Strata suSenim je strata hmotnosti po suSeni za definovanych podmienok, vyjadrena ako
percento (m/m).

SuSenie na konStantni hmotnost’ znamena, ze dve po sebe nasledujuce vazenia sa vzadjomne
neodliSuju o viac ako 0.5 mg, priCom druhé vézenie nasleduje po prvom vaZeni po dodatocnej
dobe suSenia nie kratSej ako 30 min za podmienok predpisanych pre skdsanua latku.

ZARIADENIE A VYBAVENIE
Zariadenie a vybavenie typicky pozostava z:

- Navazovacky z vhodného inertného materidlu, ktory sa da dobre vysusit’ na konstantna
hmotnost’; ich vnutorny priemer je dostato¢ne velky na to, aby vrstva skusanej latky
nepresahovala hrabku 5 mm.

- Analytické vahy, ktorymi je mozné merat’ zmenu hmotnosti o 0,1 mg.

-V zavislosti od predpisaného postupu exsikator, vakuovy zasobnik, vakuova susiaren,
alebo beznu laboratornu susiaren; v kazdom pripade je teplota suSiarni regulovatel'na na
definovanu teplotu + 2 °C; vakuové suSiarne su vhodné, ak je tlak redukovatelny
prinajmensSom na priblizne 2 kPa; suSiarne su kvalifikované podl'a zavedenych postupov
systémov kvality, napriklad pouzitim vhodnych certifikovanych porovnavacich latok
(mo6Zze byt pouzita certifikovana porovnéavacia latka sodium aminosalicylate dihydrate
for equipment qualification CRS).

Zariadenia, vyuZivajuce iné sposoby suSenia, ako su mikrovinné rury, halogénové lampy,
infracervené lampy, alebo zmieSané techniky, mézu byt pouzité za predpokladu, Ze ich
vhodnost’ pre tento ucel je preukazana.

POSTUP

Je odporucané skasku vykonavat’ v takom prostredi, ktoré ma minimalny vplyv na meranie
vzorky (napr. vhodnt vlhkost)).
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Odvazte prazdnu navazovacku, ktord bola vopred vysusend za podmienok, definovanych pre
skusant latku po dobu najmenej 30 min. Nasledne odvazte navazovacku s predpisanym
mnozstvom skuSanej latky. Vysuste na konStantnii hmotnost’, alebo po predpisanti dobu. Ak je
teplota suSenia opisand jednou hodnotou — teda nie rozpatim hodndt, suSenie prebieha pri
predpisanej teplote £ 2 °C. Ak nie je v monografii uvedené inak, pouZite jeden z nasledovnych
postupov:

-V exsikatore: suSenie prebieha nad priblizne 100 g molekularneho sita R pri
atmosférickom tlaku a laboratérnej teplote (t. j. 15 — 25 °C).

- Vo vakuu: susenie prebieha na priblizne 100 g molekularneho sita pri tlaku
nepresahujucom 2,5 kPa, pri izbovej teplote, alebo pri teplote predpisanej v prislusnej
monografii.

-V susSiarni pri definovanej teplote: suSenie prebieha pri atmosférickom tlaku v suSiarni
s teplotou definovanou v prislusnej monografii.

Po suSeni v suSiarni nechajte navazovacku avzorku vychladnit na laboratéornu teplotu
Vv exsikatore. Nasledne odvazte navazovacku, obsahujucu vzorku.

Hmotnost’ vzorky je rozdiel medzi hmotnost'ou naplnenej navazovacky a prazdnej vysusenej
navazovacky.

Strata susenim je rozdiel medzi hmotnost'ou vzorky pred a po suseni, vyjadrena ako percento
(rozumie sa hmotnostne).
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KLINCEKOVY OLEJ A EUGENOL

VONNE LATKY

Silice, oznacované aj ako éterické oleje, si zmesi prchavych latok s charakteristickym pachom
(zvycajne vonou). V beznych rastlinnych siliciach je mozné identifikovat’ stovky r6znych
organickych latok, obsahujucich vylu¢ne atdbmy uhlika, vodika a kyslika, pricom aZ na vynimky
nevykazuju Ziadnu toxicitu. Rastliny s typicky vysokym obsahom silic sa oznacuju aj
privlastkom aromatické. Medzi typicku vlastnost’ tekutych silic patri zivi¢natenie, teda
postupné tuhnutie na svetle a vzduchu.

Silice maju Siroké spektrum biologickych vlastnosti, vyuzitelnych pri liecbe rdznych
zdravotnych problémov. PouZivaju sa napriklad ako antitusika (tlmia kasel’ — viiat’ tymianu),
stomachika (podporuju chut' do jedla — koriander, palinova vnat), diuretika (mocopudné —
petrzlenovy koren), karminativa (proti plynatosti, naduvaniu — rasca, aniz), sedativa (na
upokojenie — chmel’'ové SiStice, valerianovy koren) a anestetikd (na znecitlivenie — napr. pri
bolesti zubov — klin¢ekovec). TieZz sa pouZivaju na Upravu chute aarémy (vanilka) a ako
koreniny (majoran a mnohé z tropickych rastlin — napr. Skoricovnik). Blizky vztah k siliciam
maju okrem Zivic (najzndmejSia je kolofonia, pochédzajlca napr. z u nas rasticej borovice
lesnej) aj gumoZivice atekuté Zivice — balzamy (najznamejSi je balzam peruansky,
pochadzajuci zo stromov druhu Myroxylon balsamum). VSetky silice pdsobia dezinfekcne
a hojne sa upotreblvaju v 'udovom lie¢itel'stve.

Z pohl'adu chemickej Struktiry mozno vécsinu zloziek silic zaradit’ medzi terpény. Su to
uhl'ovodiky tvorené z viacerych izoprénovych jednotiek (nasytené alebo nenasytené), ktoré su
pospéjané do roznych Struktur. Podl'a poétu obsiahnutych izoprénovych jednotiek sa delia na:
monoterpény (10 uhlikovych atémov), seskviterpény (15 uhlikovych atomov), diterpény
(20 uhlikovych atébmov) atd’.

Medzi vyznamneé zlozky silic patria aj kyslikaté derivaty terpénovych uhl'ovodikov, jedna sa
hlavne o alkoholy, aldehydy a ketony. Typickym predstavitelom aromatického alkoholu je
eugenol (4-alyl-2—metoxyfenol), nachadzajuci sa v klincekovej alebo v Skoricovej silici. Pre
svoje overené dezinfek¢né a protizapalové G¢inky sa pouziva v stomatoldgii.

Zo skupiny aldehydov st v siliciach zndme napr. citronelal a citral (obidva sa nachéadzaju
v citronelovej silici, pochéadzajucej z medovky lekarskej). Citral (prirodny je zmesou cis-
a trans-izomérov) ma aj priemyselné vyuZzitie, pouziva sa ako vychodiskova latka pri vyrobe
vitaminu A.

Tujon je znamy monoterpén zo skupiny keténov. Je to jedna z jedovatych silic. MéZe sa
vyskytovat’ vo forme dvoch stereoizomérov, a to a-tujon a f-tujon. Obsahuji ho rézne rastliny.
Trivialny nazov zliceniny je odvodeny od vyskytu Vv tujovych listoch. Tujon sa nachéadza
v zakazanom alkoholickom napoji znamom ako Absint. Absint sa pripravuje extrakciou zmesi
roznych rastlin, hlavne paliny pravej; avSak hlavnou zloZkou silice z paliny je prave jedovaty
tujon.
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SPOSOB IZOLACIE SILIC

Najcastejsi sposob izolécie silic je destilacia podrveného rastlinného materialu vodnou parou.
V laboratdrnych podmienkach sa takato izolacia realizuje zohrievanim celych rastlin, alebo ich
Casti (listy, kvety, a pod.) zaliatych vodou vo varnej banke. Para sa do banky méze privadzat’
aj z oddeleného zdroja. Zakladnym principom izolacie je strhavanie silic uvolfiujacich sa pri
zvysenej teplote pomocou vodnej pary, ktora sa po skondenzovani v chladic¢i zachytava. Silice
sa vylucia vo forme olejovitej vrstvy na povrchu zachyteného kondenzatu. Dalsim spracovanim
kondenzatu sa tato vrstva oddeli, vysusi a pripadne precisti (purifikuje). Pri ziskavani silic
z citrusovych plodov sa stdle vyuZiva aj klasicky spdsob izolacie, tzv. lisovanie Cerstvého
oplodia za studena. Medzi najmodernejSie spésoby ziskavania silic z prirodnych materialov
patri extrakcia pomocou oxidu uhli¢itého v nadkritickom stave. Ten sa vyuZiva pri extrakcii
typu tuha latka — kvapalina. Pre svoju netoxickd povahu sa nazyva i ,,zelené rozpuastadlo®.
Tento sp6sob umoziuje izolovat’ napr. limonén z pomaranc¢ove;j alebo citronovej kory a eugenol
alebo Skoricovy aldehyd zo Skorice.

KLINCEKOVA SILICA (OLEJ)

Klin¢ekova silica (oleum caryophylli) sa
ziskava zo suSenych kvetnych pukov
klin¢ekovca vonavého (Syzygium aromaticum)
z Celade myrtovité. Klin¢ekovec pochadza
z Indonézie apestuje sa aj inde v tropoch
(Zanzibar, Madagaskar). Pod Tudovym
nazvom ,klin¢ek* ho mozno beZzne kupit
v obchode. Hlavnu obsahovu latku tvori silica
(15 - 26 %), v ktorej ma majoritné zastupenie eugenol (az 96 % z celkového obsahu silice).
Ako minoritné zlozky tejto silice boli identifikované acetyleugenol, furfural a seskviterpény
humulén a karyofylén, ktorych chemické Struktury si uvedené nizSie.

CHs
CHs;
H,CO
H,C HiC \
HaC o)
OCHs TTCH, CH
OH

3
(0]

eugenol acetyleugenol karyofylén humulén

Klin¢ekovec je 'ahko rozpoznatel'ny podla Specifickej aromatickej vone a korenistej chute. Pri
priprave jedal a napojov sa Casto pridava ako korenina zlepSujuca chut’ do jedla a podporujica
vyluCovanie traviacich enzymov. Nicenim kvasnych a hnilobnych mikroorganizmov tiez
poméaha normalizovat ¢revny mikrobiom. Traduje sa, Ze zvyk ,Zuvania klinceka“ pri

Klin¢ekovy olej a eugenol




oslovovani cisara zacal v Cine. Podobny zvyk bol aj na kralovskych dvoroch v Eurdpe, napr.

pocas panovania kral'ovnej Alzbety 1.

EUGENOL
(2—metoxy—4—(prop—2—€én—1-yl)fenol
Trividlne oznaCovany aj klin¢ekovy olej sa
extrahuje z korenim klin¢eka a Skorice. Méa
prijemntl vofiu a pouziva sa aj pri vyrobe
parfumov. Na z&klade svojich dezinfekénych
a lokalne anestetickych ucinkov sa spolu
s oxidom zino¢natym pouziva ako material na
vlozky do kariéznych zubov a Kkoreiov.
Derivaty eugenolu sa pouZivaju aj ako
antioxidanty v gumarenskom priemysle av
priemysle plastov. Eugenol tvori aj surovinu
pre syntézu vanilinu.

PosTupr IzoLAcIE EUGENOLU 7z KLINCEKOV

CHEMIKALIE A MATERIAL:
dichlérmetéan

roztok NaOH (3 mol/l)
koncentrovana HCI (36 %)
siran sodny (NazSOa, bezvody)
destilovana voda

dietyléter

petroléter

klinc¢eky

REAKCNA SCHEMA:

NaO

silicovy NaOl I(ag)l

olej

H,CO

PoMOCKY:

destilacna banka

Liebigov chladi¢

oddel'ovaci lievik

filtra¢ny lievik

banka s gulatym dnom

kadicka

rotacnd vakuova odparka (RVO)
trecia miska

CH

H5CO

HCl(konc.)
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PouzivANE APARATURY A ZARIADENIA:

destilacia vodnou parou
=

rotaéna vakuova odparka

voda +
alonz klingekovy

olej [—'_—_'—_ﬁ

magenticka
mieSatka

vodnd vrstva
g vocna vrstva

organicka vrstva
A(dichlormetan + esencidlny olej)

T

extrakcia

PRACOVNY POSTUP:

1)
2.)
3)

4)
5)

6.)

7)

8)

Do gulatej banky (250 ml) nasypeme 5 g klinéekov (rozdrvenych v trecej miske)
a pridame 150 ml vody.

Na banku nasadime destilaény nastavec, teplomer a Liebigov chladi¢ s destila¢nou
predlohou, ustiacou do kadic¢ky (250 ml) na zachytavanie destilatu.

Banku s vodou a rastlinnym materidlom zahrievame do varu, pricom zachytavame
destilat mlie¢nej farby, obsahujuci silicu.

Destila¢nt banku zahrievame v olejovom kuapeli.

Ziskany destilat prenesieme do oddelovacieho lievika. Silicu extrahujeme do
dichlérmetanu, pricom vrchni vodnd vrstvu extrahujeme dvomi 15 ml porciami
dichlérmetanu a spodnu organickd vrstvu zberame.

Spojené organické vrstvy dalej extrahujeme dvomi porciami roztoku hydroxidu
sodného s koncentraciou 3 mol/l (pripravime rozpustenim 6 g NaOH v 50 ml vody).
V tomto kroku sa eugenol prevedie na sodnt sol’, rozpustenl vo vodnej vrstve. Ostatné
zlozky izolovanej silice nie su schopné zasaditej hydrolyzy, a preto zostand v organickej
vrstve.

Sodnu sol’ eugenolu, zachytent v spojenej vodnej vrstve, prevedieme na eugenol
pridavanim koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej, pricom kontrolujeme pH roztoku
lakmusovymi papierikmi. Pri dosiahnuti pH < 9 sa ako mlie¢nobiela emulzia za¢ne
vylucovat’ vo vode nerozpustny eugenol.

Opiétovnou extrakciou do dichlérmetanu (podl'a bodu 5.) izolujeme uZ €isty eugenol do
spojenej organickej vrstvy.
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9.) Organicku vrstvu vysuSime pomocou siranu sodného, ktory nasledne odfiltrujeme cez
skladany filtraény papier.

10.) Roztok eugenolu v dichlérmetane prelejeme do vopred odvazenej gulatej banky (100
ml) a rozptstadlo odparime na RVO. Odvéazime ziskany eugenol a vypocitame % obsah
vo vzorke klincekov.

11.) Cistotu overime tenkovrstvovou chromatografiou:

- malé mnoZstvo vzorky a Standardu rozpustime v etanole;

vyvijacia sustava: dietyléter / petroléter (2 : 1);
detekcia Skvin: pod UV lampou (254 nm);

- urcenie a porovnanie Rr hodn0t (produkt verzus Standard)
12.) Malé mnoZstvo eugenolu rozpustime v etanole. V kremennej kyvete zmeriame UV
spektrum v rozsahu 200 — 350 nm. Namerané spektrum porovname so Standardom (obr.

nizsie).

2.01

1.5]

1.01

0.5]

2824

200 240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm
Ukazka UV spektra eugenolu
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Vybrané ¢asti z monografie europskeho liekopisu pre silicu kvetu klinéekovca
(Ph. Eur., ¢lanok 01/2008:1091, Gprava vo vydani 7.6)

Anglicky nazov: Clove oil. Latinsky nazov: Caryophylli floris aetheroleum.

Definicia: Esencialny olej ziskavany destilaciou vodnou parnou suSenych kvetnych pukov
rastliny Syzygium aromaticum (L.) Merr. Et L.M.Perry (syn. Eugenia caryophyllus (Spreng.)
Bullock et S.G.Harrison).

Vlastnosti
Vzhlad: ¢ira, zIta kvapalina. Pri vystaveni vzduch hnedne.
Rozpustnost: miesatel'na s dichlormetanom, toluénom a mastnymi kyselinami.

Identifikéacia:

PRVA IDENTIFIKACIA: B (pozn. jedna sa chromatograficky profil metddou plynovej
chromatografie).

DRUHA IDENTIFIKACIA: A.

A. TENKOVRSTVOVA CHROMATOGRAFIA.

SkuSany roztok. Rozpustite 20 pul skusanej latky v 2,0 ml toluénu R.

Porovnavaci roztok. Rozpustite 15 pl eugenolu R a 15 pl acetyleugenolu R v 2,0 ml toluénu R.
Platia: TLC silikagél F2s4 platna R.

Mobilna faza: toluén R.

Nanasanie: 20 ul skuSaného roztoku a 15 ul porovnavacieho roztoku (samostatné drahy).
Vyvijanie: dva krat v nenasytenej nadobe, dizka drahy 10 cm. Medzi jednotlivymi vyvijaniami
nechajte odstat’ 5 min.

Susenie: vzduchom.

Detekcia A: pozorujte pod UV svetlom vlnovej dizky 254 nm. Oznaéte skvrny.

Vysledky A: chromatogram skd$aného roztoku ma v strednej Casti Skvrnu (eugenol), ktora je
poziciou podobna Skvrne na chromatograme porovnavacieho roztoku. Tesne pod touto Skvrnou
je viditeI'na slaba skvrna (acetyleugenol), ktora je poziciou podobna Skvrne acetyleugenolu na
chromatograme porovnavacieho roztoku.

Detekcia B: nasprejujte roztokom anizaldehydu R. Pozorujte pri dennom svetle za zahrievania
na 100 — 105 °C po dobu 5 — 10 min.

Vysledky B: na chromatogramoch ski$aného roztoku a porovnavacieho roztoku su vyrazné
hnedo-fialové Skvrny prislichajuce eugenolu. Na chromatograme skuSaného roztoku je miziva
fialovo-modra Skvrna prislichajuca acetyleugenolu. Na chromatograme skdsaného roztoku sd
aj d’alsie farebné skvrny, obzvlast’ miziva Cervend Skvrna v spodnej Casti drahy a Cervenkasto-
fialova Skvrna (B-karyofylén) vo vrchnej Casti drahy.

Skasky

Relativna hustota: 1,030 az 1,063.

Index lomu: 1,528 az 1,537.

Opticka otacavost™: - 2° aZ 0°.

Mastneé kyseliny a Zivicoveé esencialne oleje. Vyhovujici vysledok testu.

Rozpustnost’ v alkohole. 1,0 ml je rozpustnych v 2,0 ml (alebo va¢Som mnozstve) 70 (v/v %)
etanolu R.
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Liekopisné pripravy uvedenych roztokov a iné slivisiace texty

Roztok anizaldehydu R: zmieSajte nasledovné reagencie - zachovajte poradie: 1.) 0,5 ml
anizaldehydu R, 2.) 10 ml l'adovej kyseliny octovej, 3.) 85 ml metanolu R, 4.) 5 ml kyseliny
sirovej R.

Liekopisna skuska podla kapitoly 01/2008:20807 Mastné kyseliny a Zivicové esencialne oleje
v esencialnych olejoch: Kvapnite 1 kvapku esencialneho oleja na filtraény papier. V priebehu
24 hodin sa kvapka Uplne vypari a nezanecha ani priehl'adny, ani mastny fl'ak.

Eugenol (4-Allyl-2-methoxyphenol) - bezfarebnad alebo bledoZlta olejovita kvapalina. Pri
vystaveni vzduchu a svetlu tmavne a stava sa viac viskdznou. Prakticky nerozpustna vo vode,
miesatelna s 96 % etanolom a s mastnymi a esencialnymi olejmi. d?%o: priblizne 1,07. Bod
varu: priblizne 250 °C.
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PURINOVE ALKALOIDY

Purinoveé alkaloidy su zlu¢eniny odvodené od xantinu a kyseliny mocove;j.

Derivaty xantinu su vieobecne zndme, najma kofein, teofilin a teobromin. Navzajom sa odliSujd
pritomnost'ou alebo absenciou metylovej skupiny a jej polohou na zékladnom xantinovom
skelete (obr. nizsie).

0 0 R3 )
| xantin:
1—p2—-p3—
H R1 R*=R“=R°=H
N \N N kofein:
A | oRI=R?=R3=CHs
)\ | o )\ teofilin:
N R!=R2=CH3;R3=H
H |

teobromin:
R'=H: R2= R®= CH3

kyselina mo¢ova R2

Purinové alkaloidy s dusikaté bazickeé latky bezne sa vyskytujuce v listoch a semenach rastlin,
pripadne ich plodoch. Takychto rastlin je zndmych viac ako 100 a su rozSirené po celom svete.
NajznamejSie prirodné zdroje vysSie uvedenych xantinovych alkaloidov su:
a) kava: semeno kavové (semen coffeae) najéastejSie druhov kavovnika arabského -
Coffea arabica L. a kavovnika mohutného - C. robusta Chev.
b) caj: list cajovnikovy (folium theae) najcastejsie z druhov kamélie ¢inskej - Camellia
sinensis (L.) O. Katze a ¢ajovnika ¢inskeho - Thea sinensis L.
c) kakao: semeno kakaové (semen cacao) kakaovnika pravého - Theobroma cacao L.
d) koka-kola: semeno kolové (semen colae) z koly lesklej - Cola nitida (Vent.) Shott et
Endl.
e) maté: list maté (folium maté) cezminy paraguajskej - llex paraguaiensis St. Hil.
f) guarana: (pasta guarana) s najvyssim obsahom kofeinu; pripravuje sa zo semien,
z rozdrvenych a prazenych kli¢nych listov paulinie napojovej - Paullinia cupana
H.B.K.

KOFEIN
Systemovym nazov: 3,7— dihydro— 1,3,7— trimetyl- 1H- purin—2,6—dion.
Obsah kofeinu v rastlinach meni v zavislosti od druhu, resp. variety konkrétnej rastliny, miesta
pestovania a moéze sa menit’ pocas rastu a obdobia zberu. V nasledujiacej Tabulke je uvedené
porovnanie priemerného obsahu kofeinu v réznych rastlinach:

rastlina obsah kofeinu v %
paulinia ndpojova 4,3
¢ajovnik 2,0-45
kola leskla 2,7

kava 0,3-25
cezmina paraguajska 0,9
citrénovnik obrovsky (pomelo) 0,9
kakaovnik pravy 0,7
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KOFEIN A KAVA

Charakteristicka horka chut’ kavy vznika pri procese spracovania kavovych zin. Aj napriek
tomu, Ze samotny kofein ma tiez horku chut’, ku celkovej vyslednej horkej chuti kavy prispieva
vzhl'adom na svoju nizku koncentraciu len malym podielom. Kofein pdsobi povzbudivo na
centralny mozgovy systém, rozSiruje vencovité imozgove cievy (zlepSuje prekrvenie
a mozgovu Cinnost’) a rozsiruje aj cievy obli¢iek (diurézu).

KATEGORIA LIECIVA: stimulant, analeptikum,
relaxatné U¢inky na hladké svalstvo
(bronchodilatancium)

ViLasTNoSTI:  kryStalicky kofein tvori biele
ihlicovite krystaly. Pri miernom zahriati
sublimuje. Ma dobr( rozpustnost’ v studenej
vode a vyborna rozpustnost’ v horucej vode,
podobne je to aj v chloroforme. Menej sa
rozpusta v etanole azll rozpustnost ma
v éteri. Jeho teplota topenia je 235 — 239 °C.
Neziadtce ucinky, resp. Skodlivost’ kofeinu su
nejednoznacné. Kazdy ¢lovek vSak reaguje na
prisun kofeinu individualne. Dennd davka
kofeinu do 300 mg by nemala mat’ nepriaznivé
ucinky. Smrtel'na davka kofeinu (LDso) je pri
ordlnom uziti 150 mg/kg, inak povedané cca
12 g kofeinu na 80 kg vaziaceho ¢loveka, ¢o zodpoveda asi 20 litrom kavy. NajvysSia
zaznamenana davka, ktorG c¢lovek prezil, bola 24 g kofeinu. Predavkovanie (napr.
skonzumovanie viac ako 300 mg kofeinu na jeden krét, ¢o zodpoveda asi pol litru kavy) sa moze
prejavit’ buSenim srdca, pocitmi strachu, bolestami hlavy, Gervenou tvarou, poruchami
koncentracie, zavratmi a halucindciami, trasenim ruk, ¢astym mocenim, zrychlenim tepu
a zvySenim telesnej teploty. Je dobré poznamenat, ze niektoré zneziaducich u¢inkov
(podréazdenie zaludka a neprijemné pocity spojené tlaku na zaludku, ki€ov, hnaciek a zniZenej
chuti do jedla) mézu byt spésobené produktmi prazenia kavy a kyselinou chlorogénovou.
Ked'ze kofein sa dobre rozptsta vo vode, neusadzuje sa v organizme a behom niekol’kych hodin
je z neho vyluceny.

Vo farmakologii sa kofein pouZiva ako sucast’ niektorych lie¢iv. V malych davkach stimuluje
centralnu nervovu sdstavu, ma bronchodilata¢né G¢inky, v kombinacii s analgetikami sa uziva
pri bolestiach hlavy, ma mo¢opudné tc¢inky.

Priemyselne sa kofein ziskava z odpadového ¢ajového prachu. Medzi moderné technoldgie patri
ziskavanie z kavy pri priprave tzv. bezkofeinovej kavy, kedy sa vyuZiva extrakcia oxidom
uhli¢itym v nadkritickom stave. Tato metoda spiiia trend novych technoldgii zavadzat’ také
postupy, ktoré znizuji mnozstvo pouzivanych toxickych a karcinogénnych rozpustadiel.
Zna¢na Cast’ svetovej spotreby kofeinu sa ziskava modifikaciou pribuzného xantinového
derivatu, alebo metylaciou teobrominu, ktory sa nachadza v kakaovnikovych Supkéch,
ziskanych z odpadu pri vyrobe kakaového prasku.
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POSTUP 1IZOLACIE KOFEINU

Prakticky sa da kofein v laboratérnych podmienkach dobre izolovat’ z ¢ierneho ¢aju, v ktorom
sa nachadza v mnozstve od 2,0 do 4,5 % (v zavislosti od pdvodu a spracovania ¢aju). Pri izolacii
sa voli postup extrakcie kofeinu z vodného odvaru.

CHEMIKALIE A MATERIAL:

10 g uhli¢itanu sodného (Na2COsz)
100 ml chloroformu (CHClIs)
siran sodny bezvody (Na2SQs4)
etanol, 95 % (CH3CH20H)
destilovana voda

20 g kavy alebo c¢ierneho caju

PoOuzITE APARATURY A ZARIADENIA:

A1

PoMOCKY:

kadicka (500 ml)
odsavacia banka
Buchnerov lievik
oddel'ovaci lievik (500 ml)

rotacna vakuova odparka

1\

vakuum

\

extrakcia

filtracia pri zniZzenom tlaku

_'_ﬁ

rota¢nd vakuova odparka




POSTUP IZOLACIE KOFEINU Z CIERNEHO CAJU ALEBO KAVY:

1.) Do 500 ml kadi¢ky odvazime 20 g ¢ierncho ¢aju alebo kavy, 10 g uhli¢itanu sodného
a pridame asi 200 ml vody. Varime na vari¢i cca 20 min.

2.) Zmes premieSame sklenenou ty¢inkou a za horuca rychlo prefiltrujeme cez Biichnerov
lievik.

3.) Po ochladnuti na laboratérnu teplotu filtrat prenesieme do oddelovacicho lievika
a pridame k nemu 50 ml chloroformu. Opatrne extrahujeme, aby nevznikli emulzie.

4.) Po oddeleni vrstiev spodnu, chloroformova, vrstvu vypustime a odloZime.

5.) Horn(, vodnd, vrstvu eSte raz extrahujeme rovnakym sp6sobom pomocou chloroformu
v objeme 50 ml.

6.) Zachytené organické vrstvy spojime a vysusime statim nad Na2SO4 po dobu asi 15 min.

7.) Tuhy podiel odfiltrujeme cez skladany filtra¢ny papier do vopred odvazenej gul'atej
varnej banky (100 ml).

8.) Chloroform oddestilujeme pomocou RVO (rota¢nej vakuovej odparky).

9.) Surovy produkt odvazime, stanovime jeho teplotu topenia a porovname s referen¢nou
hodnotou (234 — 235 °C).

10.) Vypocitame percentualny obsah kofeinu vo vzorke.

ZiSKANY KOFEIN MOZEME DALEJ PRECISTIT VIACERYMI SPOSOBMI:
a) sublimaciou pri normalnom tlaku a teplote 180 — 200 °C
b) krystalizaciou z 95 % etanolu:
- podla hmotnosti surového produktu a rozpustnosti (I g v 5 ml) si vypocitame
mnozZstvo etanolu, potrebného na krystalizaciu,
- vo vypocitanom mnozstve etanolu za hortca rozpustime produkt a prenesieme do
krystaliza¢nej misky, polozenej na l'ade,
- vylucené krystaly odsajeme a vysusime na vzduchu.
) vylucovanim z jeho acetonového roztoku pomocou izohexanu:
- produkt rozpustime postupnym pridavanim hordceho acetonu,
- do acetonového roztoku pridavame pomaly izohexan az do vytvorenia jemného
zékalu,
- zmes nechame ochladnut’ a krystalizovat,
- vylucené krystaly odsajeme a suSime na vzduchu.

IDENTIFIKACIA PRODUKTU POMOCOU TENKOVRSTVOVEJ CHROMATOGRAFIE:

Identifikdciu a overenie Cistoty izolovaného kofeinu moZeme zrealizovat’ tenkovrstvovou
chromatografiou (TLC). Jednozlozkovéa zmes (Cist4 latka) v chromatografii na tenkej vrstve
vykazuje iba jednu Skvrnu.

Postup: Malé mnozZstvo izolovaného kofeinu a Standardu rozpustime v 0,5 ml chloroformu.
Malé mnozstvo (kvapku) takto pripravenych roztokov nanesieme pomocou tenkej kapilary na
naznaceny Start na silufolovej platni (s indikatorom pre UV detekciu pri 254 nm) vedl'a seba s
rozostupom aspoit 1 cm. Platiiu ddme do vyvijacej komory s elu¢nou zmesou (95 %
chloroformu a 5 % metanolu). Nechame vyvijat’, pokial’ eluent vystipi do vysky cca 0,5 cm od
horného okraja platne. Jednotlivé latky (produkt, Standard, prip. necistoty) detegujeme pod UV
lampou (A = 254 nm) ako Skvrny, ktoré obkreslime ceruzkou a vypocitame ich Rr hodnoty.
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Vybrané ¢asti z monografie europskeho liekopisu pre kofein
(Ph. Eur., ¢lanok 01/2020:0267)

Anglicky nazov: Caffeine. Latinsky nazov: Coffeinum.
Definicia: 1,3,7-Trimetyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione.
Obsah: 98.5 % aZz 101.5 % (na susinu).

Vlastnosti

Vzhl'ad: biely alebo takmer biely krystalicky praSok alebo jemné krystaly.

Rozpustnost’: slabo rozpustny vo vode, vol'ne rozpustny vo vriacej vode, mierne rozpustny
v 96 % etanole. Rozpusta sa v koncentrovanych roztokoch alkalickych benzoatov alebo
salicylatov.

Rychlo sublimuje.

Identifikacia

Prva identifikécia: A, B, E.

Druhd identifikacia: A, C, D, E, F.

A. Bod topenia: 234 °C az 239 °C.

B. Infracervend spektrofotometria.

Porovnavacia latka: certifikovana porovnavacia latka caffeine CRS.

C. Do 2 ml nasyteného roztoku skuSanej latky pridajte 0,05 ml jodovaného roztoku jodidu
draselného. Roztok ostane ciry. Pridajte 0,1 ml zriedenej kyseliny chlorovodikovej; vytvori sa
hneda zrazenina. Neutralizujte roztok zriedenym roztokom hydroxidu sodného; zrazenina sa
rozpusti.

D. V sklenej skimavke so zadbrusom a so sklenou zatkou rozpustite priblizne 10 mg skuSanej
latky v 0,25 ml zmesi 0,5 ml acetylaceténu a5 ml zriedeného roztoku hydroxidu sodného.
Zahrejte vo vodnom kupeli na 80 °C po dobu 7 minat. Vychladte a pridajte 0,5 ml roztoku
dimetylaminobenzaldehydu R2. Opét’ zahrejte vo vodnom kupeli na 80 °C po dobu 7 mindt.
Nechajte vychladnut’ a pridajte 10 ml vody. Vytvori sa intenzivne modré zafarbenie.

E. Strata suSenim (vid’ Skusky).

F. SkdSana latka ma vyhovujuci vysledok identifikacnej reakcie pre funkéné skupiny xantinov.,
Skusky

Roztok S. Pomocou zahrievania rozpustite 0,5 mg skuSanej latky v 30 ml odplynenej (t. j.
prevarenej) vody, pripravenej z destilovanej vody. Vychlad'te a zried'te vodou do celkového
objemu 50 ml.

Kyslost’. Do 10 ml roztoku S pridajte 0,05 ml roztoku R1 bromtymolovej modrej; roztok je
zeleny alebo ZIty. Na zmenu farby na modru nie je potrebnych viac ako 0,2 ml 0.01 mol/I
roztoku hydroxidu sodného.

Strata suSenim: maximalne 0,5 % pri stanoveni suSenim v suSiarni pri 105 °C po dobu
1 hodiny v mnoZstve 1,000 g sku3anej latky.




Liekopisné pripravy uvedenych roztokov a iné slivisiace texty

Jodovany roztok jodidu draselného: rozpustite 2 g jédu a 4 g jodidu draselného v 10 ml vody.
Ked’ je roztok homogénny, dopliite vodou do celkového objemu 100 ml.

Zriedena kyselina chlorovodikova: zried’te 20 g kyseliny chlorovodikovej vodou do celkoveho
objemu 100 ml.

Zriedeny roztok hydroxidu sodného: rozpustite 8.5 g hydroxidu sodného vo vode a doplite
vodou do celkového objemu 100 ml.

Roztok  dimetylaminobenzaldehydu  R2:  bez  zahrievania  rozpustite 0,2 ¢
dimetylaminobenzaldehydu v zmesi 4,5 ml vody a 5,5 ml kyseliny chlorovodikovej. Pripravte
bezprostredne pred pouzitim.

Roztok R1 bromtymolove] modrej: Rozpustite 50 mg bromtymolovej modrej v zmesi 4 ml
0,02 mol/l roztoku hydroxidu sodného (liekopisna priprava 0.1 mol/l roztoku hydroxidu
sodného: zried’te 100.0 ml 1 mol/I roztoku hydroxidu sodného odplynenou vodou do celkového
objemu 1000.0 ml) a 20 ml 96 % etanolu a zried’te vodou do celkového objemu 100 ml.

1 mol/l roztok hydroxidu sodného: Rozpustite 42 g hydroxidu sodného v odplynenej (t. j.
prevarenej) vode a dopliite rovnakym rozpustadlom do celkového objemu 1000,0 ml.
Standardizacia: Rozpustite 1,50 g hydrogénftalatu draselného v 50 ml vody. Titrujte roztokom
hydroxidu sodného. Urcite bod ekvivalencie bud’ potenciometricky, alebo pouzitim 0,1 ml
roztoku fenolftaleinu (rozpustite 0,1 g fenolftaleinu v 80 ml 96 % etanolu a zried’te vodou do
celkoveho objemu 100 ml) ako indikatora. 1 ml 1 mol/l roztoku hydroxidu sodného zodpoveda
204,2 mg CgHsKOa.

0.01 mol/I roztok hydroxidu sodného: vid’ priprava 0.1 mol/l roztoku hydroxidu sodného
Identifikacna reakcia pre funkcné skupiny xantinov: Ku par miligramom ski3anej latky pridajte
0,1 ml silného roztoku peroxidu vodika (zodpoveda 30 % roztoku peroxidu vodika) a 0,3 ml
zriedenej kyseliny chlorovodikovej. Zahrejte do sucha vo vodnom kupeli do vytvorenia
Zltkastko-Cerveného zvysku. Pridajte 0,1 ml zriedeného amoniaku R2 (zriedte 14 g
koncentrovaného amoniaku vodou do celkového objemu 100 ml). Farba zvySku sa zmeni na
fialovo-Cervent.




TEOBROMIN

Teobromin sa chemicky oznacuje ako 3,7-
dihydro-3,7-dimetyl-1H-purin-2,6-dion.
VLASTNOSTI: krystalicky teobromin tvori biely
alebo Zltkasty mikrokrystalicky prasok.
V studenej vode sa velmi zle rozpusta, vo
véacsine organickych rozpustadiel je tiez slabo
rozpustny. Teplota topenia sa uvadza okolo
350 °C, presne sa zmerat’ neda. Pri opatrnom
zahrievani sublimuje. Pomenovanie
teobrominu pochadza z dvoch gréckych slov,
theo - boh a brosi - pokrm. Takze ¢okolada,
v ktorej je hlavne teobromin, sa oddavna
povazuje za pokrm bohov. Majitelia psov by vSak mali vediet, Ze tato ich pochutka je pre psov
vel'mi $kodliva. Prave teobromin je pre psy toxickou latkou, ktora vyvolava zvracanie, zvySuje
krvny tlak a negativne pdsobi na CNS.

Zaujimavé su vysledky experimentov vedeckého timu z londynskeho institatu Imperial
College, ktori Studovali antitusicky (kasel' tlmiaci) uc¢inok teobrominu. V skupine
dobrovol'nikov vyvolali drazdivy kaSel’ podanim kapsaicinu (alkaloidu ¢ili papriky) a porovnali
tlmiaci ucinok bezne pouzivaného antitusika kodeinu a teobrominu. Ukézalo sa, Ze teobromin
bol u¢innejsi nez kodein a pri pouzitom davkovani nemal Ziadne vedlajsie G¢inky. Teobromin
a jeho soli sa v praxi pouZivaju ako mierne diuretika.

POSTUP IZOLACIE TEOBROMINU Z KAKAA

Ciel’ experimentu: izol&cia teobrominu z prirodného materialu

EXPERIMENT: Do 500 ml banky opatrenej spatnym chladi¢om navazime 20 g kakaa, 6 g oxidu
hore¢natého (MgO), pridame 20 ml etanolu a 40 ml vody. Zmes zahrievame na vodnom kupeli
za mieSania, pokial’ sa nevytvori polotuha kaSovita hmota (cca 45 minut). Banku ochladime na
laboratérnu teplotu a pridame 150 ml chloroformu. Za mieSania, najlepSie na magnetickom
mieSadle s ohrevom, zahrievame reakéna zmes 30 minat pod refluxom. ESte za horlca zmes
prefiltrujeme (v digestore) cez Bichnerov lievik a tuhy zvySok na filtri premyjeme cca 25 ml
hordceho chloroformu tak, aby nedoSlo ku strate produktu. Filtrdt zahustime na rotacnej
vakuovej odparke oddestilovanim vécsSiny rozpustadla a nechame cca 10 ml zvySok obsahujuci
teobromin, ktory vyzrazame zo zvySku pridanim 60 ml éteru. Banku s produktom nechame
zatvorenu stat’ a pozorujeme vylucovanie jemnej krystalickej latky - teobrominu, ktory
izolujeme filtraciou.

TENKOVRSTVOVA CHROMATOGRAFICKA CHARAKTERISTIKA PRODUKTU:

Cistotu izolovaného teobrominu mézeme overit' tenkovrstvovou (TLC) chromatografiou,
porovnanim so Standardom. Malé mnoZstvo izolovaneho teobrominu rozpustime v 0,5 ml
chloroformu a ¢ast’ takto pripravenej vzorky nanesieme pomocou tenkej kapilary na Start na
silufolovd TLC platiiu (s indikatorom pre UV detekciu pri 254 nm). Vedl’a, vo vzdialenosti cca
0,7 cm nanesieme vzorku Standardu - ¢istého teobrominu. Platiiu ddme do vyvijacej komory
a za pomoci vhodnej elu¢nej zmesi nechame vyvijat', pokial’ eluent vystapi do vysky cca 0,5 cm
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pod horny okraj platne. Jednotlivé zlozky detegujeme pod UV svetlom ako 3kvrny. Skvrny
obkreslime ceruzkou a vypocitame ich RF hodnoty.

Podla eurdpskeho liekopisu je teobromin (C7HsN4O2) biely, alebo takmer biely prasok, vel'mi
malo rozpustny vo vode a v bezvodom etanole, mierne rozpustny v amoniaku. Rozpusta sa
v zriedenych roztokoch alkalickych hydroxidov a v mineralnych kyselinach.
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KYSELINA ACETYLSALICYLOVA
Viaceré  rastliny  syntetizuju  kyselinu
salicylovd ako ochranu proti parazitom. Kéra
viby jej obsahuje asi najvicsie mnozstvo.
Priaznivé ucinky kyseliny salicylovej a jej
derivatov boli vyuzivané uz v staroveku.
Znamy grécky lekar a filozof Hippokrates (460
— 377 pred Kristom) pouzival §tavu z vibovej
kory na utiSenie reumatickych bolesti svojich
pacientov. Na dlhych pochodoch rimskych
vojakov sa ako oblibené lieCivo Zzula kora
viby. Odvar z vrbovej kory bol v T'udovom
lieitel'stve vyuzivany na znizenie teploty od
nepamaéti.

Kyselina salicylova (viba z lat. Salix), v chemickom nézvoslovi kyselina 2-hydroxybenzoova,
a jej derivaty salicilaty st ucinné antipyretikd disponujiice aj miernymi analgetickymi a
antiflogistickymi (protizdpalovymi) U¢inkami. Derivaty kyseliny salicylovej patria medzi
nesteroidné protizapalové latky. Aj ked’ sa samotna kyselina salicylova v sti¢asnosti pouziva len
v minimalne (hlavne vo forme soli), jej najrozSirenejsi derivat, kyselina acetylsalicylova
(kyselina 2-acetoxybenzoova) je ucinnou latkou humannych lie¢iv acylpyrinu, aspirinu a
anopyrinu. Kyselina acetylsalicylova je synteticky derivat, vyvinuty s cielom redukcie lokélnej
drézdivosti, spdsobovanej kyselinou salicylovou. Tento derivat sa po peroralnom podani vo
forme tabliet dostava do organizmu uz v sliznici traviaceho traktu a je rychlo distribuovany do
telovych tkaniv a medzibunkovych tekutin. V peceni sa kyselina acetylsalicylova deacetylaciou
meni na U¢innu zlozku, kyselinu salicylovi. Mechanizmus uc¢inku spoc¢iva v obmedzeni tvorby
prostaglandinov (blokator syntézy prostaglandinu E2) v tkanivach pri zapalovom procese.
Salicylaty vratane kyseliny acetylsalicylovej su spolu s d’al$imi nesteroidnymi protizapalovymi
latkami schopné inhibovat’ cyklooxygenazu (COX1,2), ktora je kI'iCovym enzymom pri ich
biosyntéze. Prostagladiny zaroven funguji ako mediatory bolesti. Preto ich eliminacia
salicylatmi vytvéara aj sekundarny efekt a p6sobi analgeticky — tlmi bolest’. Salicylaty d’alej
pdsobia priamo na hypotalamus centralnej nervovej sustavy a maju analgeticky ucinok. Podl'a
Statistickych tidajov WHO je aspirin jeden z naj¢astejSie predpisovanych a uzivanych liekov.
Ordinuje sa najmid na zvladnutie horuckovitych stavov (antipyretikum). Kyselina
acetylsalicylova sa vSak vyuziva aj pre svoje antiagregacné a antikoagula¢né u¢inky. Vyskumy
potvrdili jej schopnost’ zhorSovat’ agregdciu krvnych dosticiek, ktord je jednym z predpokladov
pre vytvorenie krvnej zrazeniny (trombu).

Krvné zrazeniny mozu zablokovat’ cievne rieCisko a tym odStartovat’ Zivot ohrozujlice stavy
ako infarkt myokardu, cievnu mozgovu prihodu a trombo6zu hlbokého zilového rie¢iska dolnych
koncatin s naslednou pl'aicnou emboliou.

Acylpyrin alebo aspirin sa celosvetovo pouziva viac ako sto rokov. Sirsie vyuzitie kyseliny
salicylovej a jej derivatov umoznila Kolbeho-Schmittova syntéza (v roku 1874). Uginky
kyseliny salicylovej (protizapalové a bolest’ utlmujuce) boli lekarom a vedcom zndme eSte pred
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objavom aspirinu. AvSak az koncom 19. storocia sa vd’aka vyskumu franctuzskych a nemeckych
vedcov podarilo eliminovat’ neziaduce vedl'ajsie ucinky. ESte v roku 1853 syntetizoval kyselinu
acetylsalicylovu C. Gerhardt, o par rokov neskoér C. J. Kraut. Ani jeden z produktov vSak nebol
dostatocne Cisty. Podla udajov nemeckej firmy Bayer sa prvu, dostatocne cistu kyselinu
acetylsalicylovu podarilo syntetizovat’ v roku 1897. Firma Bayer sa do roku 1896 zaoberala iba
chemickou vyrobou. Na podnet vtedajSieho $éfa vyskumu C. Duisberga vybudoval v tomto
roku A. Eichengrun prvé farmaceutické oddelenie podniku.

Jednym z jeho prvych projektov bol vyvoj novych zlucenin z kyseliny salicylovej. Vedlajsie
Gginky tejto latky boli prekazkou Sirokého pouzitia v lekarskej praxi. Clen Eichengriinovho
timu F. Hoffman dokazal napokon ako prvy syntetickou cestou vyvinut’ dnes uZz svetoznamu
kyselinu acetylsalicylovu. Patentovana bola v roku 1898. Princip fungovania aspirinu objasnil
v roku 1971 J. Vane. Ten ako prvy zistil, ze spomal’uje produkciu horménu prostaglandin, ktory
ovplyviiuje priebeh zapalovych procesov, ako aj vnimanie bolesti. Acylpyrin je z pohladu
svojej historie a dlhodobého uplatnenia vynimocné lieivo. Aj napriek tomu, Ze jeho
gastrotoxicita predstavuje vyznamné zdravotné riziko, stale patri k najpouzivanej$im liecivam
pri analgetickej, antipyretickej a antiflogistickej indikacii a to aj vd’aka svojej nizkej cene.
Kyselina acetylsalicylova sa uplatiiuje aj vo veterindrnej medicine, kde sa pouziva pri prevencii
a liecbe chordb hydiny, psov, teliat, o§ipanych a koni.
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SYNTEZA KYSELINY ACETYLSALICYLOVE]
CHEMICKY NAZzoV: kyselina 2-acetoxybenzoova

KATEGORIA LIECIVA: analgetikum, antipyretikum, antiflogistikum, antikoagulant

REAKCNA SCHEMA!
o] OH 0] OH
0
Hﬁ%
OH L - H,S0,4 » 0 2
-CH;COOH
H,C
CHs
kyselina salicylova anhydrid kyseliny octovej kyselina 2-acetoxybenzoova
C7Hs0s3 C4Hs0s3 CsHoNO2
M= 138,12 g/mol M= 102,09 g/mol M= 180,16 g/mol

VYPOCTY VZTIAHNUTE NA 2,5 GRAMU VYCHODISKOVE] LATKY:
Vypocéty na 2,5 g vychodiskovej latky- kyseliny salicylovej.
m(kys. salicylova) 25¢g
M(kys.salicylova) 138,12 g/mol
Vypocet teoretického vytazku reakcie:

n(kys.salicylova) = = 0,0181 mol

m(kys. acetylsalicylovd) = n(kys.salicylovad) * M(kys. acetylsalicylova)

m(kys. acetylsalicylov) = 0,0181 mol * 180,16 % —326g ~3,3g

Anhydrid kyseliny octovej pridavame v nadbytku 300 %:

m(anhydrid kys. octovej) = 3 = n(kys. salicylova) * M(anhydrid Kkys. octovej)

m(anhydrid kys. octovej) = 3 * 0,0181 mol * 102,0‘5‘mi0l =5543¢g

m(anhydrid kys.octovej) _ 5,543 g

V(anhydrid kys. octovej) = p(anhydrid kys.octovej) 1,08 g/ml =51ml
CHEMIKALIE: PoMOCKY:
kyselina salicylova Erlenmeyerova banka (100 ml)
anhydrid kyseliny octovej Teplomer
kyselina sirova metanol Kadicka skleneny
destilovana voda lievik odsavacia
vodny roztok kyseliny octovej (1:1) banka Blichnerov

lievik
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PouzITE APARATURY:

vakuum

aparatura na filtraciu za zniZzeného tlaku

PRACOVNY POSTUP:

1.) Do 100 ml Erlenmeyerovej banky odvazime 2,5 g kyseliny salicylove;j.

2.) K navazku vychodiskovej latky pridame 5,1 ml anhydridu kyseliny octovej a 2 kvapky
kyseliny sirovej (katalyzator reakcie).

3.) Reak¢nti zmes v banke dobre premiesame, pri¢om teplota banky sa samovolne zvysi na
70 aZ 80 °C.

4.) Tuha kyselina salicylova sa postupne rozpusta. Priblizne po 12 az 15 minutach teplota
klesne na 35 az 40 °C a obsah banky stuhne.

5.) Do banky pridame 25 ml vody a dobre rozmieSame.

6.) Produkt odsajeme za zniZzeného tlaku na Buchnerovom lieviku.

7.) Zachyteny produkt rekrystalizujeme z vodného roztoku kyseliny octovej (1:1):

25 ml vodného roztoku kyseliny octovej zohrejeme na teplotu priblizne 80 °C,
produkt v kadic¢ke (100 ml) pomaly rozpuStame prilievanim horticeho roztoku,
do roztoku produktu priddme malé mnoZstvo aktivneho uhlia a pomieSame,
aktivne uhlie z horticeho roztoku odfiltrujeme cez skladany filtra¢ny papier,
filtrat s produktom ochladime v 'adovom kupeli a nechame krystalizovat,
vylu¢ené krystaly odsajme na Biichnerovom lieviku,

produkt suSime na vzduchu, odvazime a vypocitame prakticky vytazok.

KONTROLA PRODUKTU
1.) Stanovime teplotu topenia, t: (kyseliny acetylsalicylovej) = 136 °C.
2.) Tenkovrstvovou chromatografiou:

malé mnoZstvo vzorky a Standardu rozpustime v dietyléteri;
vyvijacia sustava: hexan : octan etylovy (etylacetat) v pomere 1:3;
detekcia Skvin: pod UV lampou (254 nm);

urcenie a porovnanie Rr hodnot (produkt verzus Standard)
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Vybrané Casti z monografie europskeho liekopisu pre kyselinu acetylsalicylova
(Ph. Eur,, ¢lanok 01/2017:0309)

Anglicky nazov: Acetylsalicylic acid. Latinsky nazov: Acidum acetylsalicylicum.

Definicia: 2-(Acetyloxy)benzoic acid.

Obsah: 99.5 % az 101.0 % (na susinu).

Vlastnosti
Vzhl'ad: biely alebo takmer biely krystalicky prasok, alebo bezfarebné krystaly.

Rozpustnost’: mierne rozpustna vo vode, vol'ne rozpustna v 96 % etanole. Bod

topenia: priblizne 143 °C.

Identifikacia

PRVA IDENTIFIKACIA: A, B.

DRUHA IDENTIFIKACIA: B, C, D.

A. Infracervena spektrofotometria.

Porovnavacia latka: certifikovana porovnavacia latka acetylsalicylic acid CRS.

B. Ku 0,2 g skuSanej latky pridajte 4 ml zriedeného roztoku hydroxidu sodného a povarte 3
minuty. Ochlad’te a pridajte 5 ml zriedenej kyseliny sirovej. Vytvori sa krystalicka zrazenina.
Prefiltrujte. Zrazeninu premyte a vysuste pri teplote 100 — 105 °C. Bod topenia je

156 °C az 161 °C.

C. V skiimavke zmieSajte 0,1 g skusanej latky s 0,5 g hydroxidu vapenatého. Zmes zahrejte

a tvoriacim sa param vystavte filtratny papier impregnovany pomocou 0,05 ml roztoku

nitrobenzaldehydu. Papier sa zafarbi na zeleno-modro alebo zeleno-Zlto. Navlh¢ite papier

zriedenou kyselinou chlorovodikovou. Farba sa zmeni na modrd.

D. Zahrievanim rozpustite priblizne 20 mg zrazeniny, ziskanej pri identifikacii B, v 10 ml

vody. Ochlad’te. Roztok mé vyhovujtci vysledok identifikacnej reakcie (a) pre funkéné skupiny

salicylatov.

Skusky

Pribuzné latky. Kvapalinova chromatografia. Roztoky pripravte bezprostredne pred pouZzitim.

Skusany roztok. Rozpustite 0,100 g sktisanej latky v acetonitrile pre chromatografiu a zried’te

rovnakym rozpastadlom do celkového objemu 10,0 ml.

Porovnavaci roztok (a). Rozpustite 50,0 mg kyseliny salicylovej R (necistota C) v mobilnej faze

a zried'te mobilnou fazou do celkového objemu 50,0 ml. Dalej zried’te 1,0 ml mobilnou fazou

do celkového objemu 100,0 ml.

Porovnavaci roztok (b). Rozpustite 10,0 mg kyseliny salicylovej R (neéistota C) v mobilnej faze

a zried'te mobilnou fazou do celkového objemu 10,0 ml. K 1,0 ml roztoku pridajte 0,2 ml

testovacieho roztoku a zried’te mobilnou fdzou do celkového objemu 100,0 ml.
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Porovnavaci roztok (c). Obsah jednej vialky certifikovanej porovnavacej latky acetylsalicylic
acid for peak identification CRS rozpustite v 1,0 ml acetonitrilu v ultrazvukovom kuapeli.
Kolona:

- Velkost:1=0,25m, ® =4,6 mm;

- Stacionarna faza: octadecylsilyl silikagél pre chromatografiu (5 um).
Mobilna faza: kyselina fosfore¢na R, acetonitril pre chromatografiu R, voda R (2:400:600,
VIVIV).
Prietok: 1 ml/min.
Detekcia: spektrofotometricka, 237 nm.
Nastrek: 10 pl.
Cas analyzy: sedemndsobok retenéného ¢asu kyseliny acetylsalicylove;.
Identifikacia necistot: na identifikaciu necistoty C pouzite chromatogram porovnavacieho
roztoku (a). Na identifikaciu necistot A, B, D, E a F pouzite chromatogram porovnéavacieho
roztoku (c) v kombin&cii so sprievodnym chromatogramom pre certifikovani porovnavaciu
latku acetylsalicylic acid for peak identification CRS.
Relativna retencia voci kyseline acetylsalicylovej (retencny cas = priblizne 5 min): ne€istota A
= priblizne 0,7; neCistota B = priblizne 0,8; necistota C = priblizne 1,3; necistota D = priblizne
2,3; necistota E = priblizne 3,2; necistota F = priblizne 6,0.
Vhodnost systému: porovnavaci roztok (b):
Rozlisenie: minimum 6,0 medzi pikmi kyseliny acetylsalicylovej a necistotou C. Limity:
Nedistoty A, B, C, D, E, F: pre kazdu necistotu nie viac ako 1,5 nasobok plochy hlavného piku
v chromatograme porovnavacieho roztoku (a) (0,15 %);
Nespecifikované necistoty: pre kazdu necistotu nie viac ako 0,5 ndsobok plochy hlavného piku
v chromatograme porovnavacieho roztoku (a) (0,05 %);
Suma: nie viac ako 2,5 nasobok plochy hlavného piku v chromatograme porovnavacieho
roztoku (a) (0,25 %);
Hranica zanedbatel'nosti (disregard  limit): 0,3  nasobok plochy

hlavného piku v chromatograme porovnavacieho roztoku (a) (0,03 %).

Strata suSenim: maximalne 0,5 % pri stanoveni vakuovym suSenim mnozstva 1,000 g. Obsah
V sklenej banke so zabrusom a sklenou zatkou rozpustite 1,000 g skiSanej latky v 10 ml 96 %
etanolu. Pridajte 50,0 ml 0,5 mol/l roztoku hydroxidu sodného. Banku zazatkujte a nechajte
stat’ 1 hodinu. Titrujte 0,5 mol/l roztokom kyseliny chlorovodikovej, ako indikator pouZzite 0,2
ml roztoku fenolftaleinu. Titrujte blank na korekciu spotreby.

1 ml 0,5 mol/l roztoku hydroxidu sodného zodpoveda 45,04 mg CoHsOa.

Liekopisné pripravy uvedenych roztokov a iné suvisiace texty

Zriedeny roztok hydroxidu sodného: rozpustite 8,5 g hydroxidu sodného vo vode a dopliite
vodou do celkového objemu 100 ml.

Zriedena kyselina sirova: Do 60 ml vody pridajte 5,5 ml kyseliny sirovej. Nechajte ochladnut’

a dopliite vodou do celkového objemu 100 ml.
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Roztok nitrobenzaldehydu: Pridajte 0,12 g praSkového nitrobenzaldehydu do 10 ml zriedeného
roztoku hydroxidu sodného (vid’ pozndmka pod Ciarou Cislo 1). Za ¢astého mieSania ponechajte
statt 10 min. Prefiltrujte. Pripravte bezprostredne pred pouzitim. Zriedena kyselina
chlorovodikova: Zried’te 20 g kyseliny chlorovodikovej vodou do celkového objemu 100 ml.

1 mol/l roztok hydroxidu sodneho: Rozpustite 42 g hydroxidu sodného v odplynenej (t. .
prevarenej) vode a doplite rovnakym rozpustadlom do celkového objemu 1000,0 ml.
Standardizacia: Rozpustite 1,50 g hydrogénftalatu draselného v 50 ml vody. Titrujte roztokom
hydroxidu sodného. Urcite bod ekvivalencie bud’ potenciometricky, alebo pouzitim 0,1 ml
roztoku fenolftaleinu (rozpustite 0,1 g fenolftaleinu v 80 ml 96 % etanolu a zriedte vodou do
celkového objemu 100 ml) ako indikatora. 1 ml 1 mol/l roztoku hydroxidu sodného zodpoveda
204,2 mg CgHsKOa.

1 mol/l roztok kyseliny chlorovodikovej: Zried'te 103,0 g kyseliny chlorovodikovej vodou do
celkového objemu 1000,0 ml. Standardizacia: Rozpustite 0,950 g trometamolu v 50 ml vody.
Titrujte roztokom kyseliny chlorovodikovej. Urcite bod ekvivalencie bud’ potenciometricky,
alebo pouzitim 0,1 ml roztoku metyloranze (rozpustite 0,1 g metyloranze v 80 ml vody a zried’te
96 % etanolom do celkového objemu 100 ml) ako indikétora do dosiahnutia Zltkasto-¢ervene;j
farby. 1 ml 1 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikovej zodpoveda 121,1 mg CsH1:NOs.

Identifikacna reakcia (a) pre funkcné skupiny salicylatov: Do 1 ml roztoku pridajte 0,5 ml R1
roztoku chloridu Zelezitého (105 g/l FeCls x 6 H20). Vznikne fialové zafarbenie. Fialové
zafarbenie ostdva pritomné aj po pridani 0,1 ml kyseliny octovej (zried’te 30 g 'adovej kyseliny
octovej vodou do celkoveho objemu 100 ml).
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PARACETAMOL (ACETAMINOFEN)

Patri medzi bezne dostupné lieky (bez
lekérskeho predpisu), ¢o suavisi s jeho
prvenstvom— je najcastejSie pouzivanym
lie¢ivom proti horucke a bolesti v USA, ale aj
v Eurdpe. Nachadza sa aj na liste zakladnych
lieciv. WHO. Predava sa pod roznymi
obchodnymi ndzvami, napr. TYLENOL,
PANADOL ai.

Prva syntéza paracetamolu sa pripisuje H. N.
Morseovi v roku 1878 alebo C. F. Gerhardtovi
Vv roku 1852.

RozSirené  pomenovanie ,,acetaminofen‘*
predstavuje skratku z chemického nazvu N-
acetyl-amino-fenol abolo pouZité ako
obchodné oznacenie spolo¢nostou McNeil
Laboratories v roku 1955. Druhé zauzivané
oznaCenie ,,paracetamol** vzniklo skratenim chemického nazvu para-aceto-amino-fenol,
zavedené spolo¢nost'ou Frederick Stearns & Co v roku 1956.

Paracetamol je analgetikum neomamného charakteru s antipyretickymi t¢inkami. Z pohl'adu
chemickej $truktary sa zarad’uje medzi derivaty anilinu. PouZiva sa na zniZenie horucky
a zmiernenie bolesti sprevadzajucich chripku, prechladnutie alebo iné infekéné ochorenia. Tiez
je vhodny na ul'avu od miernej az stredne silnej bolesti rozneho povodu, ako napr. bolest hlavy,
migréna, bolesti chrbta, zubov, menstruacné bolesti, bolest’ hrdla alebo nezapalova bolest’
pohybového aparatu. Mechanizmom antipyretického ucinku je inhibicia enzymu COX-2
(cyklooxygenaza 2) v hypotalame. Nepriame pdsobenie na 5-HT3 (sérotoninové) receptory v
mieche je zodpovedné za jeho analgeticky ucinok. Nastup t¢inku je do 30 minut od pozitia
v zavislosti od liekovej formy a vyrobcu.

Ak sa paracetamol pouziva podla odporGcania lekara alebo vyrobcu, je povazovany za
bezpetné a Géinné lie¢ivo. NeZiadlce u¢inky st zriedkavé a podobné neziadticim tc¢inkom
ibuprofenu. Najma pri dlhSom uZivani je povaZovany za jedno z bezpe¢nejsich nesteroidnych
protizapalovych lie¢iv. Casto je poddvany pacientom, ktori nemdzu uzivat ibuprofen.
S roz$irenou dostupnostou a pouzivanim paracetamolu vSak suvisi aj riziko nadmerného
uzivania, ktoré moze viest’ ku poklesu hladiny hemoglobinu, krvacaniu do traviaceho traktu
a zlyhaniu pecene. Protilatkou paracetamolu je acetylcystein.
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POSTUP SYNTEZY PARACETAMOLU
CHEMICKY NAzoV: N-acetyl-p-aminofenol alebo 4-hydroxyacetanilide
KATEGORIA LIECIVA: analgetikum; antipyretikum

REAKCNA SCHEMA:
0
Js
0 HN CHs
H3C%
+ 0O——— P
HsC
0
OH
OH
p-aminofenol anhydrid kyseliny octovej N-acetyl-p-aminofenol
CsH7NO C4HeOs3 CsH9NO2
M= 109,16 g/mol M= 102,09 g/mol M= 151,16 g/mol

VYPOCTY VZTIAHNUTE NA PRIPRAVU 6 G PARACETAMOLU:

m(paracetamol) 6g
M (paracetamol) ~ 151.16 g/mol

m(p — aminofenol) = n(paracetamol) * M(p — aminofenol)

m(p — aminofenol) = 0,04 mol * 109,16 % =4,4g

Anhydrid kyseliny octovej priddvame v nadbytku 10 %:

n(paracetamol) = = 0,0397 mol = 0,04 mol

m(anhydrid Kys. octovej) = 1,1 * n(paracetamol) * M (anhydrid Kys. octovej)

m(anhydrid Kys. octovej) = 0,04 mol * 102,09% =449¢g
m(anhydrid kys.octovej) 4,49 g

V(anhydrid kys. OCtOVGj) - p(anhydrid kys.octovej) 1,08 g/ml =42ml
CHEMIKALIE: PomMOCKY:
4,4 g 4-aminofenolu 25 ml Erlenmeyerova banka
4,2 ml anhydridu kyseliny octovej Teplomer
aktivne uhlie odsavacia banka
destilovana voda Bichnerov lievik alebo sklena frita

100 ml kadicka

Paracetamol



POuUZITE APARATURY:

A
vakuum
)

PRACOVNY POSTUP:

1.) Do Erlenmeyerovej banky na odvazime 4,4 g p-aminofenolu anésledne ho
suspendujeme (rozmieSame) v 10 ml destilovanej vody.

2.) Suspenziu p-aminofenolu intenzivne mieSame a pomaly do nej pridame po kvapkach 4,2
ml anhydridu kyseliny octove;j.

3.) Po Uplnom rozpusteni p-aminofenolu reakénti zmes ochladime a nechame stat
v l'adovom kupeli niekol’ko minnt.

4.) Vylucené krystaly produktu odsajeme na Biichnerovom lieviku alebo sklenej frite
a dokladne premyjeme studenou vodou. Premytim sa odstrdnenia zvysky kyseliny
octovej, ktora vznika ako vedl'ajsi produkt reakcie.

5.) Produkt d’alej ¢istime rekrystalizaciou z vody:

50 az 100 ml destilovanej vody zohrejeme na teplotu priblizne 80 °C,
produkt v kadic¢ke (100 ml) pomaly rozpastame prilievanim hordcej vody,
do roztoku produktu pridame malé mnozstvo aktivneho uhlia a pomieSame,
aktivne uhlie z horticeho roztoku odfiltrujeme cez skladany filtra¢ny papier,
filtrat s produktom ochladime v 'adovom kupeli a nechame krystalizovat’,
vylucené krystaly odsajme na Biichnerovom lieviku alebo sklenej frite,
suSime na vzduchu alebo pri teplote 90 °C za zniZeného tlaku.

POTVRDENIE PRODUKTU- PARACETAMOLU:

1.) Stanovime teplotu topenia na Koflerovom bloku t: (paracetamol) = 169 °C.
2.) Tenkovrstvovou chromatografiou:

malé mnozstvo vzorky a Standardu rozpustime v etanole;

vyvijacia sustava: etylacetat;

detekcia Skvin: pod UV lampou (254 nm), pripadne v jédovej komore;
urcenie a porovnanie Rr hodnot (produkt verzus Standard).
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Vybrané ¢asti z monografie europskeho liekopisu pre paracetamolu
(Ph. Eur., ¢lanok 04/2022:0049)

Anglicky nazov: Paracetamol. Latinsky nazov: Paracetamolum
Definicia: N-(4-Hydroxyphenyl)acetamide
Obsah: 99,0 % az 101,0 % (na susinu).

Vlastnosti

Vzhlad: biely alebo takmer biely krystalicky praSok

Rozpustnost Ciastone rozpustny vo vode, volne rozpustny v 96 % etanole, vel'mi malo
rozpustny v dichlérmetane

Identifikacia

PRVA IDENTIFIKACIA: B.

DRUHA IDENTIFIKACIA: A.

A. BOD TOPENIA:

Stanovenie A: stanovte bod topenia skusanej latky.

Vysledok A: 168 °C az 172 °C

Stanovenie B: zmieSajte rovnaké podiely skiSanej latky a certifikovanej porovnavacej
latky paracetamol CRS a stanovte bod topenia.

Vysledok B: absolutny rozdiel medzi bodom topenia zmesi a hodnotou nameranou v Stanoveni
A nie je vacsi ako 2 °C.

B. INFRACERVENA SPEKTROFOTOMETRIA:

Porovnavacia latka: certifikovanej porovnavacia latka paracetamol CRS.

Skusky

Strata suSenim: maximalne 0,5 % pri stanoveni v suSiarni pri teplote 105 °C v mnozstve 1,000
g.

Obsah

Rozpustite 0,300 g skusanej latky v roztoku zloZzeného z 10 ml vody a 30 ml zriedenej kyseliny
sirovej. Varte pod refluxom 1 hodinu, vychlad’te a dopliite vodou do celkového objemu 100,0
ml. Ku 20.0 ml roztoku pridajte 40 ml vody, 40 g Tadu, 15 ml zriedenej kyseliny
chlorovodikovej a 0,1 ml feroinu. Titrujte 0,1 mol/l roztokom siranu ceri¢itého do zelenkasto-
ZItého zafarbenia. Titrujte blank na korekciu spotreby.
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Liekopisné pripravy uvedenych roztokov

Zriedena kyselina sirova: do 60 ml vody pridajte 5.5 ml kyseliny sirovej. Nechajte vychladnut
a dopliite vodou do celkového objemu 100 ml.

Zriedena kyselina chlorovodikova: zried’te 20 g kyseliny chlorovodikovej vodou do celkového
objemu 100 ml.

Feroin: Rozpustite 0.7 g siranu Zeleznatého a 1.76 g fenantrolinu hydrochloridu v 70 ml vody.
Dopliite vodou do celkového objemu 100 ml.

0.1 mol/l roztok siranu cericitého: Rozpustite 40.4 g siranu ceri¢itého v zmesi 500 ml vody a 50
ml kyseliny sirovej. Nechajte vychladniat’ a doplite vodou do celkového objemu 1000.0 ml.
Standardizacia: Rozpustite 0.300 g etyléndiamonia siranu Zeleznatého v 50 ml zriedeného
roztoku kyseliny sirovej (49 g/L). Titrujte roztokom siranu cericitého. Urcite bod ekvivalencie
bud’ potenciometricky, alebo pouzitim 0.1 ml feroinu ako indikatora. 1 ml 0.1 mol/l roztoku
siranu ceri¢itého zodpoveda 38.21 mg Fe(C2H10N2)(SO4) x 4 H20.
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BENZOKAIN

Lie¢iva pouzivané v medicinskej praxi na
znecitlivenie urcitej ohrani¢enej oblasti
ludského tela sa oznacuju pojmom ,,lokélne
anestetikd““.  Princip ich fungovania je
zaloZzeny na doc¢asnom potlaceni Sirenia
vzruchov (signédlov) v periférnom nervovom
tkanive. Tento (c¢inok dosahuju lokalne
anestetika blokovanim receptorov bolesti,
ktoré sa nachadzaju na bunkovej membrane
v tesnej blizkosti sodikovych kanalov. Takto
sa do¢asne obmedzi prestup Na* i6nov, ktoré
participuju na Sireni nervového podrazdenia
(signélu). Typicka pre tento typ anestézie je
absencia bezvedomia, teda znecitlivena je len
urcita ast’ 'udského tela, resp. tkaniva. Toto sa
Casto vyuZiva v humannej i veterinarnej praxi
pri povrchovom znecitliveni koZe alebo sliznic, napriklad pri menSich chirurgickych
zakrokoch, v zubnom lekéarstve, koznych operaciach a podobne. Lokalne anestetikd byvaju
d’alej bezne zlozkou pripravkov a masti, ktoré pre svoj t¢inok potrebuju miestne znecitlivenie.
Jednd sa najma o r6zne masti a obklady pre Sportovcov, pouzivané pri bolestivych poraneniach
svalov. Lokélne anestetikd si vo vSeobecnosti dostupné a podavané v réznych liekovych
formach: od injek¢énych roztokov cez spreje, masti, zasypy, ¢apiky aZ po kvapky.

Z historického hladiska bol prvym masovo pouZivanym lokalnym anestetikom kokain. Jedna
sa 0 alkaloid pochadzajuci z listu kokoveho (folium cocae) juhoamerickej kroviny Erythroxylon
coca Lam. Rastliny dnes uz divo nerasti. Kokain otupuje nervové zakoncenia na sliznici,
pri¢om st'ahuje cievy, zamedzuje sekréciu a odstranuje opuchy. I pri lokdlnom upotrebeni ma
v8ak centralne pésobenie. Malé davky pdsobia povzbudivo a euforicky, vyvolavaju prijemny
stav telesnej a dusevnej pohody, vacsie vSak vyvolavaju halucinacie, pricom hrozi, Ze pacient

si nail navykne. V Cistej kryStalickej forme bol kokain po prvy raz vyuzity uz v roku 1884 pri
operacii oka. Coskoro sa viak zistili jeho vedlajsie nepriaznivé éinky, najmi neurotoxicita
a vysokd navykovost. | trvalejSie tradicné uzivanie, rozSirené medzi obyvate'mi Juznej
Ameriky, vedie k duSevnej a telesnej degeneracii.

Stadie spojené s uréenim chemickej Struktdry kokainu, ako aj dalsi vyskum orientovany na
eliminaciu jeho neziaducich u¢inkov viedli k zaveru, Ze na zachovanie anestetickej aktivity je
nutnd pritomnost’ benzoylovej skupiny, ktord je viazanad esterovou vazbou R—O-R. Tento
poznatok bol klI'icovy pre vyvoj novej skupiny synteticky pripravenych esterov kyseliny
p—aminobenzoovej s rdznymi substituentmi. Jedna sa o kyselinu ozna¢ovanu skratkou PABA
(p—aminobenzoic acid), patriacu medzi vitaminy rozpustné vo vode. BeZne sa pouZivaju aj
d’alsie jej synonymické oznacenia, ako napr. vitamin Bx alebo bakterialny faktor P. Kyselina
PABA ma vyznam aj ako rastovy faktor a v malych mnoZstvach sa nachadza v kazdej bunke.
Medzi jej najcastejsie prirodné zdroje patria méso, obilné zrna, kvasnice, $pargla, Spenat, huby,

pecen, mlieko a vajcia.
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Na z&klade chemickej Struktliry mozno lokalne anastetika rozdelit’ do dvoch hlavnych skupin,
ato:

a) esterového typu,

b) amidového a anilidového typu.
K najstarS§im a dokonca aj v stiCasnosti eSte stale pouzivanym lokalnym anestetikdm patria
derivaty zo skupiny esterov kyseliny 4-aminobenzoovej, ako napriklad prokain (Procain)
a benzokain (Herbadent). Zo skupiny lokalnych anestetik anilidového typu su typickymi
prikladmi tetrakain a trimekain (Mesocain), ktory sa vyraba podl'a ¢eskoslovenského patentu
(CS-203208-B1; 1977-04-20). Pri syntéze benzokainu sa ako vychodiskova latka vyuZiva
kyselina p—aminobenzoovd, z ktorej esterifikdciou setanolom vznika kone¢ny produkt-
etylester kyseliny p—aminobenzoovej. Tato esterifikatna reakcia je katalyzovana Kyslim
prostredim, teda pritomnostou H* iénov.
Syntéza pomocou kyslokatalyzovanej esterifikacnej reakcie z karboxylovej kyseliny je vo
svojej podstate vratnd, pricom posuvanie chemickej rovnovahy k vychodiskovym latkam méze
byt ovplyvnené pritomnostou vody v reakénej zmesi. Z tohto dévodu je vyhodné pouzit
absolutny (bezvody) etanol, ktory neméa negativny vplyv na vytazok. V pripade syntézy vacsich
mnozstiev sa odporuca pri reakcii vznikajucu vodu kontinualne odoberat’ (napr. azeotropickou
destilaciou) a tym posuvat’ chemicku rovnovahu v prospech produktu.
Alternativna syntéza benzokainu vychéadza opit’ z karboxylovej kyseliny ako vychodiskovej
latky, ale v prvom kroku sa z nej pripravi jej chlorid pomocou tionylchloridu (SOCI2). Vo
vSeobecnosti plati, Ze chloridy karboxylovych kyselin su vyrazne reaktivnejSie pri
nukleofilnom ataku ako samotné karboxylové kyseliny. Tento spdsob pripravy esterov zvicsa
poskytuje vysSie vytazky. Tato dvojkrokovi syntézu mozno realizovat’ ako ,,0ne pot™ reakciu,
teda obidva stupne sa realizuju v jednej aparature (banke), bez potreby izolacie a purifikacie
jej medziproduktu — chloridu karboxylovej kyseliny.
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POSTUP SYNTEZY BENZOKAINU
CHEMICKY NAZzoV: etyl 4—aminobenzoat, etylester kyseliny p—aminobenzoovej
KATEGORIA LIECIVA: lokalne anestetikum

REAKCNA SCHEMA:

@) OH

o ® \/
H,SO,
+ /\ —
OH

NH,
NH-»
kyselina p-aminobenzoova  etanol etylester kyseliny p-aminobenzoovej
(bezvody) (benzokain)
C7H7NO2 C2HsO CoH11NO2
M= 137,14 g/mol M= 46,07 g/mol M= 165,19 g/mol

VYPOCTY VZTIAHNUTE NA 2,7 GRAMU VYCHODISKOVEJ LATKY:

Na hmotnost’ vychodiskovej latky (kys. p-aminobenzoovej) 2,79:
m(kys.p — aminovbenzoovd) 2,7¢g

kys.p — inob ) = = = 0,020 mol

n(kys.p — aminobenzoov) M(kys.p — aminobenzoova) 137,14 g/mol mo
Vypocet teoretického vytazku benzokainu:

m(benzokain) = n(kys.p — aminobenzovd) * M(benzokain) = 0,020 mol * 165,19 % =3,3g

CHEMIKALIE: PomOCKY:

kyselina p-aminobenzoova (2,70 g) 250 ml banka s gul'atym dnom
bezvody etanol (35 ml) ladovy kupel

kyselina sirova, H2SO4 (2,5 ml) spatny chladi¢

uhli¢itan sodny (Na2COz) ladovy kupel

siran sodny (Na2SQO4) kadicka

dietyléter (50 ml) oddel'ovaci lievik

etanol (95 %) Liebigov chladi¢

odsavacia banka
Bichnerov lievik

Benzokain



POUZITE APARATURY A ZARIADENIA:

<«4+—— chladi¢

<«+— vodny klpel
i % <+— magneticka mieSacka
( )

aparatura na refluxovanie

extrakcia v oddelovacom lieviku

L
/ \\ ,
vakuum

aparatara na filtraciu pri znizenom tlaku

-
| ; — rotacna vakuova odparka

rotacnd vakuova odparka
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PRACOVNY POSTUP:

1.) Do suchej varnej banky s gulatym dnom odvaZime 2,7 g kyseliny p—aminobenzoovej,
prilejeme 35 ml absoldtneho (bezvodého) etanolu a jemne zamieSame.

2.) V ladovom kupeli zniZime teplotu roztoku a za staleho chladenia pomaly pridavame 2,5
ml koncentrovanej H2SOa.

3.) Po pridani celého objemu kyseliny sirovej zatneme reakénti zmes zahrievat’ vo vodnom
kupeli a za staleho mieSania ju refluxujeme 2 hodiny.

4.) Obsah banky za horuca prelejeme do kadicky (250 ml) a ochladime na laboratornu teplotu.

5.) Do roztoku v kadicke vel'mi pomaly (po malych mnoZstvach) a za stidleho mieSania
sklenou ty¢inkou pridavame roztok 20 % uhli¢itanu sodného (20 g Na2COs rozpustime
v 80 ml vody) dovtedy, kym pH roztoku nebude asponi 9. Reak¢énti zmes priebezne
testujeme pocas pridavania roztoku uhli¢itanu sodného pomocou lakmusovych papierikov
(spotreba cca 30 ml). Pocas tejto neutralizacnej reakcie sa z roztoku uvoliuje COs.

6.) Reak¢énu zmes ochladime na laboratornu teplotu a prenesieme do oddel'ovacieho lievika,
kde ju extrahujeme dvakrat 25 ml dietyléteru (vrchné vrstva v lieviku).

7.) Spojené organické (éterové) vrstvy vysuSime nad bezvodym siranom sodnym (Na2SOa)
a tuhy podiel (susidlo) odfiltrujeme do varnej banky s gul’atym dnom (100 ml).

8.) Rozpustadlo (dietyléter) potom oddestilujeme na rota¢nej vakuovej odparke bez pouzitia
ohrevu, staci len vakuum — vodna vyveva.

9.) V momente, ked’ sa v destilatnom zvysku objavi olejovita vrstva, systém zavzdusnime, do
banky pomaly pridavame 95 % etanol (cca 50 ml).

10.) Zmes opatrne zahrejeme, aby sa olej rozpustil a prelejeme ju do krystaliza¢nej misky.

11.) Potom do nej pomaly priddvame horicu vodu (cca 100 ml), kym sa neobjavi zékal, alebo
sa neza¢ne opatovne tvorit’ ole;.

12.) Zmes za mieSania ochladime v 'adovom kupeli, pricom sa najprv vyluci produkt v podobe
oleja, ktory postupne stuhne.

13.) Krystaly benzokainu odsajeme a vysuSime na vzduchu. Produkt odvéZime a vypocitame
prakticky vytazok reakcie.

KONTROLA PRODUKTU:

a) Stanovime teplotu topenia a porovname s referenénou, 88 °C az 92 °C.

b) Cistotu produktu posudime pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC): produkt
a Standard rozpustime v dietyléteri, vyvijacia sustava hexan : etylacetat (1:3), detekcia pod UV
lampou (254 nm) alebo v jédovej komore.

Benzokain



Vybrané ¢asti z monografie europskeho liekopisu pre benzokain
(Ph. Eur., ¢lanok 04/2020: 0011)

Anglicky ndzov: Benzocaine. Latinsky nazov: Benzcainum.
Definicia

Ethyl 4-aminobenzoate.

Obsah: 99.0 % aZ 101.0 % (na susinu).

Vlastnosti

Vzhl'ad: biely, alebo takmer biely krystalicky prasok, alebo bezfarebné krystaly.
Rozpustnost: veI'mi malo rozpustny vo vode, vol'ne rozpustny v 96 % etanole.
Polymorfny.

Identifikécia
PRVA IDENTIFIKACIA: A.
DRUHA IDENTIFIKACIA: B.
A. Infracervena spektrofotometria.
Porovnavacia latka: certifikovana porovnavacia latka benzocaine CRS.
Ak st namerané spektra odliSné, rozpustite zvlast skusant latku a zv1ast’ porovnavaciu latku
v bezvodom etanole R. Odparte do sucha a vo zvySkoch po odpareni namerajte nové spektra.
B. Bod topenia.
Stanovenie A: stanovte bod topenia testovanej latky.
Vysledok A: 89 °C az 92 °C.
Stanovenie B: ZmieSajte rovnake podiely skusanej latky a certifikovanej porovnavacej latky
benzocaine CRS a stanovte bod topenia zmesi.
Vysledok B: absolutny rozdiel medzi bodom topenia zmesi a hodnotou nameranou v Stanoveni
A nie je vicsi ako 2 °C.
Skasky
Pribuzné latky. Kvapalinova chromatografia.
Rozpustadlo: acetonitril R1, voda pre chromatografiu R (50:50 V/V).
SkuSany roztok. Rozpustite 25,0 mg skiSanej latky v 5 ml acetonitrilu R. Dopliite rozptstadlom
do celkového objemu 50,0 ml.
Porovnavaci roztok (a). Rozptstadlom zried’te 1,0 ml skiSaného roztoku do celkového objemu
100,0 ml. 1,0 ml d’alej zried’'te rozpustadlom do celkového objemu 10.0 ml.
Porovnavaci roztok (b). Rozpustite 5 mg skiSanej latky a5 mg 4-nitrobenzoovej kyseliny
(necistota E) v 10 ml rozpustadla. 1 ml roztoku d’alej zried'te rozptstadlom do celkového
objemu 50 ml.
Kolo6na:

- Velkost:1=0,10 m, ® = 4,6 mm;

- Staciondrna féaza: endkapovany octadecylsilyl silikagél pre chromatografiu,

kompatibilny so 100 % vodnymi mobilnymi fazami (3 um);
- Teplota: 35 °C.
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Mobilné faza:

- Mobilna faza A: Vodou pre chromatografiu zried'te 1 ml kyseliny perchlérovej do
celkového objemu 100 ml. 1 ml tohto roztoku d’alej zried’te vodou pre chromatografiu
do celkového objemu 100 ml. ZmieSajte 9 objemov tohto roztoku s jednym objemom

acetonitrilu R1.

- Mobilna faza B: acetonitril R1.

Cas (min) Mobilna faza A (% V/V) Mobilna faza B (% V/V)
0 100 0

2 100 0

15 38,5 61,5

Prietok: 1,5 ml/min

Detekcia: spektrofotometer, 215 nm

Nastrek: 10 um

Identifikacia necistot: na identifikaciu piku necistoty E pouzite chromatogram porovnavacieho

roztoku (b).

Relativna retencia voci benzokainu (retencny cas priblizne 10 min): necistota E = priblizne 0.9.
Vhodnost systému: porovnavaci roztok (b):

- RozliSenie: minimum 5.0 medzi pikmi necistoty E a benzokainom.

Vypocet percentudlneho obsahu: pre kazdi necistotu pouzite koncentraciu benzokainu

V porovnavacom roztoku (a).
Limity:

- Nespecifické necistoty: pre kazdu necistotu maximum 0.10 %;

- Celkovy obsah: maximum 0.2 %;
- Medza reportovania (reporting threshold): 0.05 %.

Strata suSenim: maximalne 0,5 % pri stanoveni vakuovym suSenim mnoZstva 1,000 g.

Obsah

Stanovte aromaticky primarny amin. Rozpustite 0,400 g ski3anej latky v zmesi 25 ml kyseliny
chlorovodikovej a 50 ml vody. Pridajte 3 g bromidu draselného. Vychlad'te v 'adovej vode a za

staleho mieSania pomaly titrujte 0,1 mol/l roztokom dusitanu sodneho.
1 ml 0,1 M dusitanu sodného je ekvivalentny 16,52 mg CoH11NO2.
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Liekopisné pripravy uvedenych roztokov a iné slivisiace texty

Acetonitril R1 musi okrem poziadaviek pre acetonitril spifiat’ aj dodato¢né kritéria, menovite
obsah (minimum 99,9 %) a absorbanciu (maximum 0,10 pri merani vinovou dizkou 200 nm
a pouziti vody R ako kompenzacnej kvapaliny).

0,1 mol/l roztok dusitanu sodného: rozpustite 7,5 g dusitanu sodného vo vode a zried’te vodou
do celkového objemu 1000,0 ml. Standardizécia: Rozpustite 0,150 g kyseliny
paraaminosulfonovej v 50 ml zriedenej kyseliny chlorovodikovej (zried'te 20 g kyseliny
chlorovodikovej vodou do celkového objemu 100 ml). Pridajte 3 g bromidu draselného.
Vychladte v 'adovej vode a za staleho mieSania pomaly titrujte 0,1 mol/l roztokom dusitanu
sodného. Standardizujte bezprostredne pred pouzitim. 1 ml 0,1 mol/l roztoku dusitanu sodného
je ekvivalentny 17,32 mg CeH7NOsS.

ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY:
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ESLAMIAN L., BORZABADI-FARAHANI A., EDINI H. Z., BADIEE M. R., LYNCH
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orthodontic pain caused by elastomeric separators, a preliminary study. In: Acta
Odontologica Scandinavica, 2013, 71 (5), pp. 1168-1173.
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FENYTOIN

Patri do skupiny lie¢iv antiepileptika, ktoré
potlacaju excitabilitu neuronov, a to tak, Ze sa
zameriavaju na Siroké spektrum receptorov,
ako napr.: sodikové, vapnikové alebo
draslikové kandly, GABAergné (inhibi¢né)
alebo glutamatové (excitacné) receptory,
pripadne sa moézu viazat na synaptické
proteiny. Detailny mechanizmus uc¢inku nebol
objasneny. Z pohladu ich zamerania sa na
cielové receptory delime antiepileptika na
Uzkospektralne a Sirokospektralne.

a) Uzkospektralne cielia na len jeden typ receptorov:

- kanaly Na*, napr. fenytoin, lakosamid, eslikarbamazepin, karbamazepin

- kanaly Ca?", napr. pregabalin, gabapentin, etosuximid

- GABA, napr. fenobarbital, primidon, tiagabin, vigabatrin, klobazan, klonazepam
- glutamat, napr. perampanel

- vézba na synaptické proteiny, napr. levetiracetam, brivaracetam

b) Sirokospektralne antiepileptikd ovplyviuji viaceré aZ majoritu moznych cielovych
Struktur (receptorov). Patria sem napr. flebamat, zonisamid, topiramat, lamotrigin a valproat.
Medzi hlavné neZiaduce ucinky antiepileptik patria vo vSeobecnosti spomalenie, poruchy
pamiti, zavrate, ospalost, zmeny v spankovom rezime, poruchy videnia a stres. MéZu tiez
ovplyviiovat’ telesni hmotnost’ (narast pri valproate a vigibatrine, alebo pokles pri zonisamide
a topiramate).

FENYTOIN je u¢innou latkou roznych komeréne dostupnych pripravkoch, ako napr. Dilantin
a Epilan D. Podava sa bud’ peroralne alebo intraven6zne. Pri intraven6znom podani nastupuje
u¢inok do 30 minUt a pbsobi 24 hodin. Fenytoin bol prvykrat syntetizovany nemeckym
chemikom H. Biltzom v roku 1908. Jeho pozitivne ucinky pri lieCbe zachvatov bez sedativnych
ucinkov boli objavené az neskor v roku 1938. Podl'a WHO patri do zoznamu zakladnych liekov.
Je dostupny aj ako generické lieCivo.
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POSTUP SYNTEZY FENYTOINU

CHEMICKY NAzovV: 5,5-difenylhydantoin

KATEGORIA LIECIVA: antiepileptikum

REAKCNA SCHEMA:
0
o) %
HN
HoN NH,
NH
+ Y KO}I’ o
© 0
1,2— difenyletan—1,2—dion (benzil) mocovina 5,5-difenylhydantoin (fenytoin)
C14H1002 CH4 N2O Ci15H12N202
M = 210,23 g / mol M = 60,06 g / mol M = 252,27 g / mol

VYPOCTY VZTIAHNUTE NA 2 GRAMY VYCHODISKOVEJ LATKY:

Vsetky vypocty st vztiahnuté na 2 g vychodiskovej latky — benzilu.
m(benzil) 2g

benzil) = = = 0,0095 mol
n(benzil) M(benzil ) 210,23 g/mol mo
Vypocet teoretického vytazku fenytoinu:
m(fenytoin) = n(benzil) x M(fenytoin) = 0,0095 mol * 252,27,19 miol =2,4g
Vypocet vychodiskovej latky, mocoviny, v nadbytku 30 %:
m(mocovina) = 1,3 * n(benzil) * M(mocovina)
m(mocovina) = 1,3 * 0,0095 mol * 60,06% =0,7g
PoMOCKY: CHEMIKALIE:
vodny kuapel’ benzil (2,0 g)
dvojhrdlova banka mocovina (0,78 Q)
teplomer koncentrovana kyselina chlorovodikova
chladi¢ bezvody etanol (80 ml)
magneticka mieSacka s mieSadlom hydroxid draselny (2,0 g)

odséavacia banka
Bichnerov lievik
filtracny lievik
pipeta
krystalizatna miska

Fenytoin



POUZITE APARATURY A ZARIADENIA:

T

vakuum

E |47 vodny kipel
] | magneticka miesacka

aparatura na refluxovanie aparatira na odsavanie

PRACOVNY POSTUP:

1.) Do dvojhrdlovej banky vloZzime odvazeny benzil (2,00 g), hydroxid draselny (2,00 g)

a mocovinu (0,78 g) a rozpustime ich v suchom etanole (80 ml)
2.) Zmes refluxujeme za mierneho varu na vodnom kupeli.
3.) Koniec reakcie indikujme tenkovrstvovou chromatografiou:
- vychodiskovu latku benzil rozpustime v etanole,

- na Start nanaSame roztok benzilu ako referenénu skvrnu, ktortt porovnavame s druhou

nanesenou Skvrnou- reakénou zmesou,
- platiiu vyvijame v zmesi etylacetat : hexan v pomere 20:80,
- 8kvrny detegujeme pod UV lampou pri vinovej dizke 254 nm.

4.) Absencia Skvrny benzilu v dréhe reakénej zmesi indikuje Uplné spotrebovanie

vychodiskovych latok a teda koniec reakcie.
5.) Reak¢énl zmes vylejeme do pripravenej zmesi 'ad/voda (100 ml).

6.) Vzniknuty roztok prefiltrujeme, aby sme odstranili malé mnozstvd vedl'ajsieho

produktu: 4,5-difenyl-4,5-dihydroxy-2-imidazolu.

7.) Cerveny filtrat okyslime postupnym pridavanim (po kvapkéach) koncentrovanej

kyseliny chlorovodikovej, pricom produkt sa vyluéuje vo forme bielej tuhej latky.
8.) Produkt odsajeme, premyjeme vodou a vysusSime.
9.) Produkt ¢istime rekrystalizaciou z etanolu:

- malé mnoZstvo etanolu privedieme do varu apostupne pridavame do kadicky

s produktom,

- po Uplnom rozpusteni produktu roztok udrziavame hordci a pridame malé mnoZzstvo

aktivneho uhlia,
- za horuca prefiltrujeme do krystaliza¢nej misky, ktori nechame na l'ade,
- vylucené krystaly odsajeme.
10.) Produkt odvéazime a vypocitame prakticky vytazok syntézy.

KONTROLA PRODUKTU:

a) Stanovime teplotu topenia a porovndme s referen¢nou, 293 — 298 °C.
b) Tenkovrstvova chromatografia:

- vzorku a referen¢ny Standard rozpustime v acetone,

- vyvijacia sustava na platiu: etylester kyseliny octovej,

- detekcia skvin pod UV lampou (A = 254 nm).
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Vybrané ¢asti z monografie eurdpskeho liekopisu pre fenytoin
(Ph. Eur., ¢lanok 01/2019:1253)

Anglicky nazov: Phenytoin. Latinsky nazov: Phenytoinum.
Definicia: 5,5-diphenylimidazoline-2,4-dione.
Obsah: 98,0 % az 102,0 % (na susinu).

Vlastnosti

Vzhl'ad: biely, alebo takmer biely krystalicky prasok.

Rozpustnost’: prakticky nerozpustny vo vode, mierne rozpustny v 96 % etanole, vel'mi malo
rozpustny v dichlormetane. Rozpusta sa v zriedenych roztokoch alkalickych hydroxidov.

Identifikacia

Infrac¢ervend spektrofotometria.

Porovnavacia latka: certifikovana porovnavacia latka phenytoin CRS.

Skasky

Kyslost’ alebo zasaditost’. Ku 1,0 g skiSanej latky pridajte 45 ml vody a povarte po dobu
2 minut. Nechajte vychladit’ a prefiltrujte. Filter premyte odplynenou (t. j. prevarenou) vodou.
Filtrat skombinujte s kvapalinou z premyvania a zried'te odplynenou vodou do celkového
objemu 50 ml. Do 10 ml roztoku pridajte 0,15 ml roztoku R metylcervene. Na zmenu farby do
¢ervena nie je potrebné pridat’ viac ako 0,5 m1 0,01 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikovej. Do
10 ml roztoku pridajte 0,15 ml roztoku R1 bromtymolovej modrej. Na zmenu farby do modra
nie je potrebné pridat’ viac ako 0,5 ml 0,01 mol/l roztoku hydroxidu sodného.

Pribuzné latky. Kvapalinova chromatografia.

Skusany roztok (a). Rozpustite 50,0 mg skusanej latky v mobilnej faze a zried’te mobilnou fazou
do celkového objemu 50,0 ml.

Skusany roztok (b). Zried'te 1,0 ml skusaného roztoku (a) mobilnou fazou do celkového objemu
20,0 ml.

Porovnavaci roztok (a). Zried'te 1,0 ml skiisaného roztoku (a) mobilnou fazou do celkového
objemu 100,0 ml. Dalej zried’te 1,0 ml mobilnou fazou do celkového objemu 10,0 ml.
Porovnavaci roztok (b). Rozpustite 2 mg 2,2-diphenylgycinu R (neéistota C) v 100 ml mobilnej
fazy.

Porovnavaci roztok (c). Rozpustite 10 mg certifikovanej porovnavacej latky phenytoin for
system suitability CRS (obsahujicej neéistoty D a E) v mobilnej faze, pridajte 1 ml
porovnavacieho roztoku (b) a zried’te mobilnou fazou do celkového objemu 10 ml.
Porovnavaci roztok (d). Rozpustite 50 mg certifikovanej porovnavacej latky phenytoin CRS
v mobilnej faze a zried’te mobilnou fazou do celkového objemu 50,0 ml. Dalej zried’te 1,0 ml
mobilnou f&zou do celkového objemu 20,0 ml.

Kolona:

- velkost: 1=0,25 m, ® = 4,6 mm,

- stacionarna faza: endkapovany oktadecylsilyl silikagél pre chromatografiu, kompatibilny so
100 % vodnymi mobilnymi fazami R (5 um).
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Mobilna faza: zmieSajte 20 objemov metanolu R2, 35 objemov acetonitrilu R1 a 45 objemov
5,75 g/l roztoku dihydrogénfosfore¢nanu amonneho, upraveného kyselinou fosfore¢nou na pH
2,5.
Prietok: 1,5 ml/min.
Detekcia: spektrofotometer, 220 nm.
Nastrek: 20 ul skisaného roztoku (a) a porovnavacich roztokov (a) a (c).
Cas analyzy: $tvornasobok retenéného asu fenytoinu.
Identifikdcia necistot: na identifikaciu necistot C, D a E pouZite sprievodny chromatogram pre
certifikovani porovnavaciu latku phenytoin for system suitability CRS v kombin&cii
s chromatogram porovnavacieho roztoku (c).
Relativna retencia voci fenytoinu (retencny cas = priblizne 4 minuty): necistota C = priblizne
0,5; necistota D = priblizne 0,6; necistota E = priblizne 0,8.
Vhodnost systému:. porovnavaci roztok (c):
RozliSenie: minimum 3,5 medzi pikmi necistoty D a necistoty E.
Limity:
- korekcné faktory: pre vypocet obsahu prenasobte plochy nasledovnych necistot
prislusnymi korekénymi faktormi: neéistota D = 1,7; neéistota E = 1,4;
- necistota E: nie viac ako trojndsobok plochy hlavného piku v chromatograme
porovnavacieho roztoku (a) (0,3 %);
- necistota C: nie viac ako dvojndsobok plochy hlavného piku v chromatograme
porovnavacieho roztoku (a) (0,2 %);
- necistota D: nie viac ako plocha hlavného piku v chromatograme porovnavacieho
roztoku (a) (0,1 %);
- nespecifikované necistoty: pre kazdi neéistotu: nie viac ako plocha hlavného piku
v chromatograme porovnavacieho roztoku (a) (0,10 %);
- suma: nie viac ako patnasobok plochy hlavného piku v chromatograme porovnavacieho
roztoku (a) (0,5 %);
- medza zanedbatelnosti (disregard limit): polovica plochy hlavného piku
v chromatograme porovnavacieho roztoku (a) (0,05 %).

Strata suSenim: maximalne 0,5 % pri stanoveni suSenim mnoZstva 1,000 g v suSiarni pri
teplote 105 °C.

Obsah

Kvapalinova chromatografia, ako je opisana pri skuske pre pribuzné latky, s nasledujlcou
obmenou:

Nastrek: skusany roztok (b) a porovnavaci roztok (d).

Vypocitajte percentudlny obsah CisH12N202 vzhl'adom na deklarovanti hodnotu certifikovane;j
porovnavacej latky phenytoin CRS.
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Liekopisné pripravy uvedenych roztokov a iné slivisiace texty

Roztok R metylcervene: rozpustite 50 mg metyl¢ervene v zmesi 1,86 ml 0,1 mol/l roztoku
hydroxidu sodného (liekopisna priprava: zriedte 100.0 ml 1 mol/I roztoku hydroxidu sodného
odplynenou vodou do celkového objemu 1000.0 ml) a 50 ml 96 % etanolu. Zried’te vodou do
celkového objemu 100 ml.

0,1 mol/l roztok kyseliny chlorovodikovej: zriedte 100,0 ml 1 mol/l roztoku kyseliny
chlorovodikovej odplynenou (t. j. prevarenou) vodou do celkového objemu 1000,0 ml.

1 mol/l roztok kyseliny chlorovodikovej: Zried'te 103,0 g kyseliny chlorovodikovej vodou do
celkového objemu 1000,0 ml. Standardizacia: Rozpustite 0,950 g trometamolu v 50 ml vody.
Titrujte roztokom kyseliny chlorovodikovej. Urcite bod ekvivalencie bud’ potenciometricky,
alebo pouzitim 0,1 ml roztoku metyloranze (rozpustite 0,1 g metyloranze v 80 ml vody a zried’te
96 % etanolom do celkového objemu 100 ml) ako indikétora do dosiahnutia Zltkasto-¢ervene;j
farby. 1 ml 1 mol/l roztoku kyseliny chlorovodikovej zodpoveda 121,1 mg C4H11NO:s.

Roztok R1 bromtymolove] modrej: Rozpustite 50 mg bromtymolovej modrej v zmesi 4 ml
0,02 mol/l roztoku hydroxidu sodného (liekopisna priprava 0.1 mol/l roztoku hydroxidu
sodného: zried’te 100.0 ml 1 mol/I roztoku hydroxidu sodného odplynenou vodou do celkového
objemu 1000.0 ml) a 20 ml 96 % etanolu a zried’te vodou do celkového objemu 100 ml.

1 mol/l roztok hydroxidu sodného: Rozpustite 42 g hydroxidu sodného v odplynenej (t. j.
prevarenej) vode a dopliite rovnakym rozpustadlom do celkového objemu 1000,0 ml.
Standardizacia: Rozpustite 1,50 g hydrogénftalatu draselného v 50 ml vody. Titrujte roztokom
hydroxidu sodného. Urcite bod ekvivalencie bud’ potenciometricky, alebo pouzitim 0,1 ml
roztoku fenolftaleinu (rozpustite 0,1 g fenolftaleinu v 80 ml 96 % etanolu a zried'te vodou do
celkového objemu 100 ml) ako indikétora. 1 ml 1 mol/l roztoku hydroxidu sodného zodpoveda
204,2 mg CsHsKOa.

Metanol R2 musi okrem poZiadaviek pre metanol R aj dodato¢n¢ kritéria, menovite obsah
(minimalne 99,8 %) a absorbanciu (maximum 0,17 pri vinovej dlzke 225 nm pri pouziti vody
ako kompenzacnej kvapaliny).

Acetonitril R1 musi okrem poziadaviek pre acetonitril spifiat’ aj dodatoéné kritéria, menovite
obsah (minimum 99,9 %) a absorbanciu (maximum 0,10 pri merani vlnovou dizkou 200 nm
a pouziti vody R ako kompenzac¢nej kvapaliny).
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