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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva studiem infraCervenych spekter pentoxifylinu a verapamil
hydrochloridu v pevnych lékovych formach. Pro meéfeni byla vyuzita transmisni metoda
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci. Vzorky byly zpracovavany KBr
technikou. Byla proméfena spektra samotnych u€innych latek i excipienti. Na zakladé¢
interpretace jednotlivych spekter byl zvolen nejvhodnéjsi absorpéni pas, na kterém se dale
provadéla kvantitativni analyza pomoci kalibracnich pfimek a byl ovéfen Lambert-Beeriv

zakon.
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TITLE

FTIR analysis of pentoxifylline and verapamil hydrochloride in solid drug forms

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the study of infrared spectra of pentoxifylline and verapamil
hydrochloride in solid drug forms. The transmission method of infrared spectroscopy with
Fourier transform was used for the measurement. The samples were processed by KBr
technique. The spectra of the active substances and excipients were measured and, based on
their interpretation, the most appropriate absorption band was selected, on which quantitative

analys was further performed using calibration lines and the Lambert-Beer Law was verified.
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UVOD

Pro usp&sny vyvoj konecného l1écivého pripravku je rozhodujici charakterizace
farmaceuticky uc¢inné latky (API) z hlediska jejich fyzikalnich vlastnosti. Je jiz dlouho znamo,
ze se farmaceutické pevné latky mohou vyskytovat ve vice nez jedné pevné formé a tyto formy
vykazuji vyrazné odlisné fyzikalni a chemické vlastnosti, proto je nutna Uplné charakterizace
API. V minulosti byly vyuzivany pfedev§sim metody optické mikroskopie, rentgenové praskové
difrakce (XRPD) arizné tepelné techniky [l Od pocatku 50. let se zacala uplatiiovat
infracervend (IR) spektroskopie, ktera je dnes jednou z nejpouzivanéjsich analytickych technik.
Nejvétsi vyhodou této metody je, Ze je pouzitelna pro prakticky jakykoli vzorek v prakticky
jakémkoli stavu (kapaliny, roztoky, prasky, vlédkna, plyny, atd.). Dfive byly spektra
zaznamenavany pomoci tzv. disperznich technik, které vyuzivaly néstroje typu mtizky nebo
hranoli 2. Nejvyznamnéjsim pokrokem b&hem konce 20.stoleti bylo zavedeni
spektrofotometrii s Fourierovou transformaci (FTIR spektroskopie), které vyuzivaji

interferometr a matematicky proces této transformace [,

Mezi nejvice pouzivané analytické metody pro charakterizaci pevnych lékovych forem
v ramci infracervené spektroskopie patii transmisni infracervena spektroskopie s KBr, IR-ATR
(attenuated total reflectance; zeslabeny uplny odraz), NIR (blizk4 infracervena spektroskopie)

a pfipadn¢ Ramanova spektroskopie.

Transmisni spektroskopie je nejstar§$i a nejjednodussi infracervend metoda. Analyzu
vzorkl Ize kromé pevnych forem provést i v kapalnych a plynnych fazich. Jedna se o velmi
jednoduchou, rychlou a nedestruktivni techniku, kterd hraje velkou roli pfi rychlém uréovani
ruznych slozek v matricich. Nejcastejs$i metodou odbéru vzorku je ptiprava tablet s alkalickym
hydroxidem (KBr nebo KCI). Transmisni spektroskopie se vyuzivala hlavné pro kvalitativni
analyzu, ale v poslednich dvou desetiletich se rozvinula i v oblasti kvantitativni analyzy [,
Poloha absorp¢niho pasu udava struktury vyskytujici se v molekule vzorku, intenzita pasu
koncentraci molekul a Sitka je citlivd na chemickou matrici vzorku véetné pH a vodikovych
vazeb Bl Diky této metod& je mozna efektivni identifikace od vychozich surovin az ke
kone¢nému produktu farmaceutickych formulaci. Kvantitativni spektralni analyza je dnes
povazovana za rutinni nastroj béhem procesu monitorovani kvantity a kvality 1é¢iv bez nutnosti

zapojeni jakéhokoli rozpoustédla 41,
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FTIR (Fourier Transform-infrared) spektroskopické metody jsou rychlé a piesné, zejména
v kombinaci s technologii ATR (Attenuated Total Reflectance). V oblasti farmacie Ize tuto
techniku pouzit pro charakterizaci struktury biologickych systémil, neinvazivni studie
uvoliovani 1é€iv z polopevnych formulaci, méfeni diftize 1éCiv z prislusnych farmaceutickych
systému, jako jsou polymery, filmy atd., charakterizaci interakce 1éCiv se syntetickymi,
semisyntetickymi a nativnimi makromolekulami [¢1. Kombinace FTIR v reZimu ATR umoziuje
soucasné méfeni distribuce rtiznych slozek v tableté, napt. ucinné latky, polymeru a vody.
Soucasnou standardni metodou pro analyzu uvoliiovani 1éCiva z tablet je disolu¢ni test, ve
kterém je koncentrace u¢inné latky v roztoku monitorovana jako funkce casu. Tyto testy
rozpousténi neposkytuji zddné informace o procesech, ke kterym dochézi v ramci tablety, jako
je sorpce vody, otok, eroze a diftize 1éCiv, a tim zabranuji pfimému nahlédnuti do mechanismu
uvoliovani lé¢iva. FTIR zobrazovani umoznuje soucasné ziskdvani infracervenych spekter
zmnoha riznych mist ve vzorku a poskytuje pfesnou kvantifikaci vSech slozek v tableté
a diferenciaci mezi riiznymi molekularnimi formami latky. Kvili vysoké absorpéni schopnosti
vody a dalSich slozek v kombinaci s dlouhou drdhou infracerveného svétla je ve stfednim
rozsahu infracerveného svétla mozné métit pouze velmi tenké vzorky. Proto je velmi vyhodné
omezit délku drahy svétla skrz vzorek pomoci oslabeného celkového odrazu [7l. Dilezitym
aspektem vyvoje a vyroby 1€kl je charakterizace polymorfismu v pevnych 1écivych formach.
Zmény v polymorfnim chovani 1é¢iv mohou nepfiznivé ovlivnit jeji chemické vlastnosti
(michani, mleti, zpracovatelnost), proto je diilezité provést tuto analyzu v ranych fazich vyvoje
1é¢iv. Piivodné byly ziskdvany pouze kvalitativni spektralni udaje z vylisované KBr tablety nez
piimo z nativnich pevnych vzorka [®l. Dalsi velmi rozsifenou oblasti pouZiti je detekce 1éki

v lidském té&le, kdy nejsou potieba zadné separacni nebo extrakéni postupy 4.

NIR je v soucasné dobé jednou z nejrychleji rostoucich a nejuniverzalnéjsich analytickych
metod ve farmaceutickém pramyslu. Poskytuje rychlou analyzu Siroké Skaly materialt, coz
umoziuje ziskat velké mnoZzstvi chemickych a fyzikélné-chemickych parametrii. Mezi
farmaceuticky dtlezité parametry z oblasti technologie tablet patii napf. tvrdost, velikost ¢astic,
lisovaci sila arychlost rozpousténi. VSechny tyto parametry lze kvantitativné analyzovat
pomoci NIR spektroskopie, dalsi pouziti je zaloZzeno na jednoduché identifikaci ucinné latky
pfitomné v léku. Podstatou je vybér nékterych charakteristickych spektralnich péasem
a porovnani se specifickym spektrem plvodniho 1é¢ivého produktu snezndmym nebo
pochybnym vzorkem. Pro dilezité analyzy padélani 1éCiv byly vytvofeny NIR knihovny. Mezi

dalsi oblasti vyuziti patii porovnavani vyrobnich fad aSarzi farmaceutickych produkti.
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Specialni farmaceutické excipienty vytvareji jedine¢nou kompozici, kterou lze jen velmi
obtizn¢ identifikovat pomoci klasickych analytickych metod. Mezi hlavni vyhody NIR patii
rychlost spektralniho méteni, nizké néklady na analyzu, vzorek vyZzaduje minimalni nebo
zadnou pfipravu (suSeni, brouseni), moznost méfit soucasné nékolik slozek stejného vzorku.
Naopak jednim z hlavnich nevyhod NIR ve farmaceutickém primyslu je problém s roztoky
1écivych ptipravki, protoze vysoka absorpce vody vede k Sirokému vrcholu spektra, a proto je

limitovana detekce pro jiné slouceniny 4],

Pfi analyze a vySetfovani 1¢k je vyuZzivana také technika Ramanovy spektroskopie,
rezonan¢ni Ramanova spektroskopie a mikro-Ramanova spektroskopie. Tyto metody jsou
vyuzivany jak pro kvalitativni, tak 1 pro kvantitativni tcely. Dals8i vyuziti zahrnuje studium
struktury a interakei, jako jsou vodikové vazby, ptenosy protont, pfenos naboje a pritahovani

intovych molekul, které vysvétluji reaktivitu 1éka (1%,

Cil prace

Cilem této prace je proméfit infraCervend spektra pentoxifylinu a verapamil
hydrochloridu ve studovanych lé¢ivech a na zakladé experimentalnich dat posoudit pouziti
FTIR spektroskopie ke kvantitativni analyze. Dal§im cilem je ovétfeni platnosti Lambert-

Beerova zakona pro jednotlivé u¢inné latky ve studovanych tabletach.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Pentoxifylin

O
|| L
/\/\/\
H;C N
T T
0~ l\ll N
CH;

Obrazek 1 Struktura pentoxifylinu

Pentoxifylin je derivat methylxanthinu, ktery se pouZzivd perordlné pro 1écbu
onemocnéni perifernich cév. Primarné plsobi zvySenim pruznosti leukocytl, sniZzenim

viskozity krve a snizenim potencialu agregace trombocytl a s tim spojenou tvorbu tromba H!

12]

Chemicky se jedna o heterocyklickou slouceninu s jeji systematicky nazev je 3,7-
dimethyl-1-(5-oxohexyl)-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion. Komer¢n¢ je dostupny jako 1écivo
zvané Trental 131, Strukturné je podobny theofylinu a kofeinu (methylové derivaty xanthinu).
Jeho sumarni vzorec je C13H1sN4O3 a molekulova hmotnost 278.312 g/mol. Bézné se vyskytuje

v pevném skupenstvi jako bily prasek s bodem tani 106 °C 14,

1.2 Syntéza pentoxifylinu
Theobromin reaguje s 6-brom-2-hexanonem a hydroxidem sodnym v prostfedi

isopropylakoholu (propan-2-olu) za vzniku pozadovaného pentoxifylinu. Reakce probiha pti

120 °C a trva zhruba 24 hodin 1],

Obriazek 2 Syntéza pentoxifylinu
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Dalsi velmi podobna syntéza vychazi opét z theobrominu, ktery reaguje s 6-chloro-2-
hexanonen a uhli¢itanem draselnym v prostiedi N, N-dimethylformamidu. Tato reakce

probihd pfi 110 °C a trva 18 hodin, avsak jeji vytéZek je mensi [16],

H CHs (|)|
\ )\/\/\ /
\I \ O cl goﬁ O/ N/IN
Y
I \ CH3 O%kN N
0 Hj |
3
Obriazek 3 Syntéza pentoxifylinu
1.3 Verapamil hydrochlorid
e
N
CH
e 3
CHj3 O
N= O en
CHs 3
.HCI
H3C\O
0]
“CH;,

Obriazek 4 Struktura verapamil hydrochloridu

Verapamil je antiarytmicka a antiangin6zni €inna latka. Jedna se o blokator kalciovych
kanalt. Selektivné inhibuje transmembranovy pfitok extracelularnich vapenatych iontti do
bun¢k hladkého svalstva myokardu acév, coz ma za nasledek dilataci koronarnich
a systémovych tepen. Pouziva se pii 1écbé hypertenze, anginy pectoris a nékterych poruch

srde¢niho rytmu 171,

Jeho chemickd struktura je uvedena na obrazku 4 ajedna se o hydrochlorid 2-(3,4-

dimethoxyfenyl)-5-{[2-(3,4-dimethoxyfenyl)ethyl](methyl)amino}-2-(1-methylethyl)

pentannitrilu. Tato sloucenina patii mezi fenylbutylaminy, které obsahuji fenylovou skupinu
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substituovanou na ¢tvrtém atomu uhliku butan-1- aminem. Sumarni vzorec je Ca7H39CIN204
a molekulovd hmotnost 491.069 g/mol. Vyskytuje se ve formé bilého nebo prakticky bilého
krystalického prasku, ktery je téméf bez zapachu a ma hoikou chut. Je rozpustny ve vodé
a v chloroformu, naopak tézce rozpustny v alkoholu a prakticky nerozpustny v etheru. Bod tani

je 142-145 °C 18],

1.4 Syntéza verapamil hydrochloridu

Syntéza vychazi z 3,4-dimethoxy-N-methylfenerthylaminu(N-methylhomoveratryl-
amin), ktery reaguje s 2-(3,4-dimetroxyfenyl)-2-(3-oxopropyl)-2-isopropylacetonitrilem
as kyselinou  mraven¢i, v prostfedi isopropylalkoholu  atoluenu. Rekrystalizaci

z isopropranolu se ziska produkt s 88 % vytezkem 1],

i
N
_CH
HCOOH CH, ©
= O\
|sopropy|a|koho| CH, CHs

Hs toluen

HiC

Obriazek 5 Syntéza verapamil hydrochloridu

1.5 Princip infracervené spektroskopie

Principem metody je absorpce infraervené¢ho zateni pii prichodu vzorkem. Energie
fotonil infraervené¢ho zareni neni dostatecné velka pro excitaci elektronti v molekulovych
orbitalech. Tato energie zplisobuje zmény vibrac¢niho ¢i rotacniho stavu molekuly v zavislosti
a zménach dipdlového momentu. Vysledkem je infracervené spektrum, které zobrazuje funkéni
zavislost energie na vinové délce dopadajiciho zafeni. Energie byva vyjadirovana v jednotkach

absorbance nebo v procentech transmitance 21,

Energie zateni E se popisuje pomoci frekvence v, vinové délky A nebo vinoctu ¢ a plati

vztah:

E=hv=h<
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kde h je Planckova konstanta (h= 6,626.103* J s) a ¢y rychlost svétla ve vakuu
(co=2,998. 103 m.s 1) [3],

Zativy tok predstavuje vykon pieneseny nebo piijimany ve form¢ zateni a jednotkou
je watt. Pomoci zatfivého toku je definovana transmitance t jako pomér zatfivého toku

proslého vzorkem @ a zativého toku dopadajiciho na vzorek ®o:

Rozmér transmitance je jednotkovy a jeji hodnoty se pohybuji v rozmezi 0-1, resp.

v procentudlni Skale 0-100 %.

Absorbance A4 je zdpornym logaritmem hodnoty transmitance. Udava, jak mnoho
svétla bylo pohlceno métenym vzorkem. Jedné se bezrozmérnou veli€inu, kterou popisuje

vztah:

A=—logt = —logf.
0

1.6 Lambert-Beeriiv zakon

Lambert-Beertiv zdkon matematicky popisuje absorbanci aje zdkladnim vztahem
vyuzivanym v kvantitativni spektrometrické analyze. Plati obvykle jen pro nizké koncentrace,
pfi vyssich koncentracich se objevuji odchylky. Platnost Lambert-Beerova zdkona je tedy vzdy

nutno experimentalné ovetit.
Nejcastéji byva definovan vztahem:
A=¢glc,

kde ¢, je molarni absorpéni koeficient dané latky pfi vinové délce A (1. mol™!. cm™), / je tloustka
absorpéni vrstvy (cm) a c¢ je latkova koncentrace dané latky (mol. I'!). Takto definovana veli¢ina
je linearné zavisla na latkové koncentraci absorbujici latky. Absorbance je aditivni, pokud je
tedy ve vzorku vice absorbujicich slozek, je celkova absorbance dand sumou jednotlivych

absorbanci 2!,

1.7 FTIR spektroskopie

Fourierova transformovana infracervend spektroskopie je zaloZzena na myslence ruseni

zafeni mezi dvéma paprsky pro ziskani interferogramu. Dochazi ke vzajemné reakci mezi

17



interferen¢ni vlnou a vzorkem. Interferen¢ni vlna je vytvarena v interferometru, nejbéznéjsim

je Michelsondv [*J,

K ovladani interferometru je pouzivan pocitac, ktery shromazd'uje data a také provadi
samotnou Fourierovu transformaci. Kolimovany svételny paprsek z IR zdroje je sméfovan na
Michelsontv interferometr, kde je délen pomoci separdtoru. Jedna polovina paprsku je
odrazena z pevného zrcadla a druhd polovina z pohybujiciho se zrcadla. Tyto dva svételné
paprsky se po navratu ze zrcadel rekombinuji a diky tomu vznika rekonstruovany paprsek, ktery
je opticky interferen¢ni vinou. Ruseny svételny paprsek prochazi vzorkem a je modifikovan na

zékladé jeho interakce se vzorkem (2,

Kompletni IR spektrum mize byt zrekonstruovano i po jediném cyklu pohybu zrcadel
pomoci rychlého algoritmu Fourierovy transformace. Pfi dostatku casu se provadi obvykle dalsi
skenovani, po kazdém se vypocte primérny interferogram, ktery je piekladan do spektra
(emisniho, absorp¢niho, atd.). Interferogram je elektricky signal znazornény jako funkce

casového zpozdéni dvou paprskil v interferometru.

Fourierova transformace je dekdédovaci postup, kterym je signal ptrevedeny z tzv. Casové
domény (signal je funkci zpozdéni) na frekvenéni doménu (funkci je frekvence). Potup

vyjadfuje vzorec:
Sw) =2 foool(x) cos(2mix) dx ,

kde x je retardace, I(x) je interferogram, v libovolna vlnova délka a S (v) spektrum [21,

1.8 KBr technika

KBr tablety jsou specialné¢ urcené pro FTIR spektroskopické meéteni. Tato technika
odbéru vzorku spociva v michani vzorku v pevné fazi s alkalickym hydroxidem, v naSem
ptipadé KBr, v poméru 1-2 hmotnostni % vzorku. Smés musi byt homogenizovana a pomoci
hydraulického lisu jsou zhotovovany velmi tenké, sklenéné tablety. Mezi hlavni vyhody této

techniky patii mala spotieba vzorku (obvykle 1 mg) a rychlé ziskani kvalitniho spektra 1.

1.9 Analyza spekter

Jakmile je zaznamenéno infracervené spektrum, pfihazi na fadu dalsi krok experimentu-

vyhodnoceni spektra. Interpretace spektra je zjednodusena skuteCnosti, ze jednotlivé pasy
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mohou byt obvykle pfifazeny jednotlivym funkénim skupindm molekuly, které produkuji

znamé skupinové frekvence.

V tabulce €.1 jsou uvedeny vInoCty charakteristickych vibraci n€kterych vazeb a skupin,
které budou uzite¢né pro charakterizaci latek v 1éto praci [2!-22], Tato data jsou pouze orienta¢ni.

Existuji spektralni databaze, které poskytuji kompletni pfehled charakteristickych vibraci-

SDBS, FDM Refence Spectra Databases, NIST chemistry webbook.

Tabulka 1 VInoéty charakteristickych skupin [21-221

Vinocet cm™!

Funkéni skupina

Dalsi charakteristicky pas

3620-3500 H>O v rozpoustédle 1645-1615
3590-3400 -OH, intramol. H-vazba 1140-1300
3550-3230 -OH, intermol. H-vazba 1440-1290
2895-2840 -(C)-CHs, -(0)-CHs 1470-1385
2830-2810 -CHO

2270-2200 -C=N

1800-1740 -COOH, monomerni forma | 1380-1280
1750-1720 -CO-O- 1300-1150
1140-1325 -CHO 975-780
1395-1345 CHs-(C)-, CH3-(0)- 1255-1125
1385-1330 CH;-(C=0)-, CH3-(C=0)-0O-

1220-1190 >C(CHs):2

1155-1060 -O-, alifat.ethery 1140-900
1140-1065 -O-, =C-0O-C, alifat.ethery

Okolo 1100 R-CO-R’
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

e Pentoxifylin (dostupny od firmy SigmaAldrich)
e Verapamil hydrochlorid
e KBr
e Prosolv ® SMCC (silikovana mikrokrystalicka celuéza)
e Stearat hofecnaty
e Compritol ® 888 CG ATO (glycerol dibehenat)
e Parteck ® (polyvinyl alkohol)
e cthanol
2.2 Laboratorni pristroje a pomiicky
e sklenéné 1ékovky
e analytické vahy
e skalpel
e mleci komirky (vétsi na klasické tablety, mensi s kulickou na KBr tablety)
e vibra¢ni kulovy mlyn-MM 200, Rentsch
e hydraulicky lis-Trystom
e FTIR spektrometr-Nicolet 6700, Thermo Scientific

Obriazek 6 Hydraulicky lis
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Obrazek 7 Vibracni kulovy mlyn

Obriazek 8 FTIR spektrofotometr

Program pouzity pro méfeni, upravu a vyhodnocovani spekter-OMNIC Series Software,
chemické struktury areakéni schémata byla vytvofena v programu ChemSketch a grafy

v programu Origin.
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2.3 Priprava tablet-pentoxifylin/verapamil hydrochlorid

Pro tuto praci byly pouzity vlastni vylisované tablety s pentoxifylinem a verapamil
hydrochloridem o 3 riiznych sloZzenich. Tablety byly lisovany na kone¢nou hmotnost 500 mg.

Slozeni tablet je uvedeno v tabulkéach 2 a 3.

Tabulka 2 SloZeni tablet s pentoxifylinem

Formulace Prosolv Pentoxifylin Stearat Compritol Parteck
F1 395 mg 100 mg 5 mg - -
F2 345 mg 100 mg 5 mg - 50 mg
F3 345 mg 100 mg 5 mg 50 mg -

Tabulka 3 SloZeni tablet s verapamil hydrochloridem

Formulace Prosolv Verapamil Stearat Compritol Parteck
F1 395 mg 100 mg 5 mg - -
F2 345 mg 100 mg 5 mg - 50 mg
F3 345 mg 100 mg 5 mg 50 mg -

Na analytickych vahach bylo navazeno pozadované mnozstvi chemikalii pro dané
sloZeni s pfesnosti + Img. Latky byly kvantitativné prevedeny do mleci komtirky a umistény
do vibra¢niho mlynku. Na vibra¢nim mlynu byla nastavena série frekvenci vibraci 10, 13, 15;
kazdd po dobu jedné minuty. Homogenizovana smés byla prevedena do lisovaci formy
a umisténa do hydraulického lisu. Smés byla podrobena tlaku 10 kN po dobu 5 minut. Poté byla

tableta opatrné vyjmuta, zvaZena a umisténa do sklenéné 1ékovky.

2.4 Priprava vzorku KBr technikou

KBr tabletky byly lisovany na konenou hmotnost 300 mg. Z 500 mg tablety
s pentoxifylinem nebo verapamil hydrochloridem bylo skalpelem odfiznuto a navdZeno 15 mg,
nasledné smichano s 285 mg KBr. Takto pfipravend smés byla pfevedena do mensi mleci
komtrky, kterd je vzdy opatiena kulickou, a poté umisténa do vibracniho mlynu. Frekvence
vibraci pro KBr tablety je 25, po dobu 1 minuty. Z této smési bylo odebrano 30 mg a doplnéno

270 mg KBr, opé homogenizovano v mlynu za stejné frekvence amleci doby.
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V hydraulickém lisu byl nastaven tlak 40 kN po dobu 5 minut. S vyslednymi tabletami, viz

obrazek 9, je nutné velmi opatrn¢ zachazet, jsou velmi tenké a maji tendenci praskat.

Obrazek 9 Srovnani tablety 500 mg a KBr tablety

Pro identifikaci byly pfipraveny i KBr tablety Cistych jednotlivych latek, které byly
v této praci pouzivany. Z divodu vysoké intenzity nékterych pasi bylo nutno zvolit vétsi

ziedéni smési, jak je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 SloZeni pro KBr tablety ¢istych latek

Latka 1.smés KBr tableta
Prosoly 15 mg + 285 mg KBr 30 mg + 270 mg KBr
Parteck 15 mg + 285 mg KBr 30 mg + 270 mg KBr
Stearat 15 mg + 285 mg KBr 15 mg + 285 mg KBr

Compritol 15 mg + 285 mg KBr 10 mg + 290 mg KBr

Pro ovéfeni Lambert-Beerova zdkona byla pripravena série KBr tablet se

samotnym pentoxifylinem/ verapamil hydrochloridem o hmotnostech 5, 10, 15 a 20 mg.

Pfi ovéfovani tohoto zdkona v jednotlivych tabletdch bylo nutno zvolit jiny pomeér
vzorku ku bromidu draselnému, jak je uvedeno v nasledujici tabulce. Vychozi smés obsahovala
150mg vzorku tablety a 150 mg KBr. Z této smési bylo postupné odebirano uvedené mnozstvi

a doplnéno na kone¢nou hmotnost 300mg.
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Tabulka 5 SloZeni KBr tablet pro ovéfeni L.-B. zdkona

Smés 150 mg tablety+150 mg KBr KBr
Smg 295 mg
10 mg 290 mg
15 mg 285 mg
20 mg 280 mg
25 mg 275 mg

2.5 Meéreni infracervenych spekter

K méfeni byl pouzivan jednopaprskovy FTIR spektrometr Nicolet 6700 (obr.8)
obsahujici program OMNIC. V tomto programu byla vzdy nastavena transmisni KBr metoda
s intervalem 4000-400 cm™!, 64 skend, rozliseni 2.00 cm™!. Vysledkem je zavislost absorbance
na vilnoctu. Po zméfeni samotného vzorku nasledovalo vzdy proméfeni okolni atmosféry-

vzduchu. Tento postup bylo nutné dodrzovat pro kazdé méteni.

V programu OMNIC byl nasledné proveden odecet téchto dvou spekter. U kazdého
spektra bylo nutno provést rucni baseline korekci. V pfipadé kvantitativni analyzy, konkrétné
u kalibracnich tad, byla potieba spektra vynasobit korekénim faktorem, ¢imz bylo docileno

srovnani rozdilnych hmotnosti KBr tablet po slisovani.
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3. VYSLEDKY

Byla prométena spektra Cistych ucinnych latek a Cistych excipientti z divodu identifikace

jednotlivych pasu ucinnych latek. Dale byla zméfena spektra vzorkli vSech pfipravenych

formulaci s pentoxifylinem a verapamil hydrochloridem.

Na zakladé literarnich dat byly vlnocty ptifazeny charakteristickym vazbam pro jednotlivé

ucinné latky a byl zvolen nejvhodnéjsi absorpéni pas pro kvantitativni analyzu.

3.1 Interpretace spekter

Pro interpretaci byla pouzita spektra ¢istych uc¢innych latek a excipietdl v rozmezi vinocti

4000-400 cm™'. Na obrazku 10 jsou vidét spektra v8ech excipienttl, které byly v pribéhu prace
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Obriazek 12 Spektrum verapamil hydrochloridu
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Na zaklad¢ literarnich zdroji bylo provedeno pfifazeni jednotlivych vInocti
odpovidajicim funk¢énim skupinam (vazbam). VInoCty pro charakteristické skupiny vyskytujici

se v molekulach jednotlivych Gi¢innych latek jsou uvedeny v tabulkdch 6 a 7.

Tabulka 6 Charakteristické vinocty pro Ptx 23241

Vinoéty [em™] Odpovidajici vazba
3119 aromaticky kruh
2954-2945 C-H

1720, 1701 C=0

1658 amidicka C=0
1650-1430 CH;

760, 750 -(CH2)n

Tabulka 7 Charakteristické vinocty pro VH 125261

Vinoéty [em™] Odpovidajici vazba

3030-2860 C-H vazby methylovych a methylenovych skupin
2840 C-H vazba methoxy skupin

2800-2300 N-H

2236 C=N

1607, 1590, 1518 benzenovy kruh

1262 C-O vazba u aromatickych etherti

Na obrazku 11 je zobrazeno infracervené spektrum pentoxifylinu. Zcela nejintenzivngjsi
je absorpéni pas 1720 a 1701 cm!, ktery odpovida vazb& C=0. V molekule pentoxifylinu se
vyskytuje nékolik CH: vazeb za sebou, coZ se projevuje intenzitou v rozmezi 760 a 750 cm™.
Za povsimnuti také stoji pasy 2954-2945 cm!, které odpovidaji C-H vazbé. Pro kvantitativni
analyzu byly zvaZovany pasy 3119 a 615 cm™!. Pas 615 cm™ je vhodny pro analyzu samotného
pentoxifylinu. Ve smésich je tento pas ovlivnén ptidavky excipientil a neni zcela jednoznaéné
jeho ohraniceni, coz je pro kvantitu velmi dilezité. Na zaklad¢ tohoto pozorovani byl zvolen

pro veskerou analyzu pentoxifylinu pas 3119 cm.

Na obréazku 12 1ze vidét spektrum verapamil hydrochloridu. Zde jsou nejintenzivnéjsi
pasy 1607, 1590 a 1518 cm’l. Tyto pasy jsou charakteristické pro benzenové jadro. Dale je
napadny také pas v rozmezi 2800-2300 cm!, ktery zachycuje N-H vazbu. Pro kvantitativni

analyzu byl jednoznaéné& zvolen pas 2236 cm™! odpovidajici trojné vazbé uhlik-dusik.
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Obrazek 13 Spektra formulaci F1, F2, F3 s Ptx

Na obrazku 13 jsou vidét spektra pentoxifylinu v konkrétnich smésich. Cernou barvou
je oznacena formulace F1, ¢ervenou F2 a modrou F3. Piesné sloZeni formulaci je uvedeno

v predchazejici tabulce 2.

Nejlépe je vidét vliv compritolu (glycerol dibehenat) u formulace 3 (modra barva ve
spektru), projevujici se vyraznou intenzitou v oblasti kolem 2900 a 2800 cm™!. Charakteristicky
pas pro pentoxifylin 3119 cm™! je zjedné strany ovlivnén Sirokym péasem pfislusejici O-H
vazbam u excipientil, a proto je nutné pii kvantitativnim zpracovani tohoto pdsu pouzit

tfibodovou korekeci.
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Obrazek 14 Spektra formulaci F1, F2, F3 s VH

Obdobn¢ jako v ptipadé pentoxifylinu jsou na obrdzku 14 zobrazena spektra verapamil
hydrochloridu ve smésich, cernd je formulace F1, cervend F2 a modra F3. Detailni slozeni

jednotlivych formulaci je v tabulce 3.

V tomto ptipadé je opct nejvyraznéjsi vliv compritolu ve spektru (modré F3).
Nejdilezitejsi je zde pas pii vinoctu 2236 cm’!, ktery neni zaruSen vlivem zadnych z pouZitych
excipientd a ma velmi jasné ohraniceni, tudiz je skute¢né vhodny pro pouziti v kvantitativni

analyze.
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3.2 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni analyzu byl v piipadé pentoxifylinu i verapamil hydrochloridu vzdy

zvolen jeden a.p., u kterého se v programu OMNIC vyhodnocovala jeho vyska. Pti odectu

vysky pasu byla v obou ptipadech provedena tfibodova korekce baseline. Z vyhodnocenych dat

byla sestrojena kalibra¢ni pifimka pro ob¢ ti€inné latky v cisté formé.

3.2.1 Kalibrace pentoxifylinu

Kalibrace pentoxifylinu byla provadéna na absorpénim pasu 3119 cm'l. Odebirané

mnozstvi bylo 5,10,15 a 20 mg. Pro tyto hmotnosti byly provedeny nésledujici zakladni vypocty

hmotnosti, hmotnostnich zlomkl a korekéniho faktoru, které jsou déale kompletné uvedeny

v tabulce 8.

Vypocty:

m (teoretickatablety)

0,3

Korekeni faktor: f =

m(skutecna,tablety) - 0,2788

Hmotnost Ptx ve smési: m = x(Ptx ve smési) X m(odebrana ptx) = % x 0.0052

Hmotnostni zlomek Ptx v KBr tableté: x =

Hmotnost Ptx v KBr tableté:
9,61083x10—4 x 0,2788 x 1,07604

Tabulka 8 Data pro kalibraci pentoxifylinu

Hmotnost Hmotnost
smési [mg]  pentoxifylinu

ve smési [g]

5 2,6795x104
10 4,9983x10
15 7,7809x10*
20 1,0409x10°

Hmotnost
KBr
tablety [g]

0,2788
0,2946
0,2839
0,2923

m(Ptx ve smési)

_2,6795x107%

m(skutecna,tablety) -

Hmotnostni
zlomek
pentoxifylinu
v KBr tableté
9,61083x10*
1,69664x103
2,74072x10°3
3,56104x10°3
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0,2788

Korekéni

faktor

1,07604
1,01833
1,05671
1,02634

m = x(Ptx v tablété) x m(skutetnd, tablety) X f =

Hmotnost
pentoxifylinu
v KBr tableté

[mg]

0,288325

0,508995

0,822215

1,068308



Hodnoty hmotnosti pentoxifylinu ve 300 mg KBr tabletach byly vyuZity pro sestrojeni

kalibra¢ni p¥imky, kde jsou vyneseny na ose x. Na ose y je zaznamendana vyska a.p. 3119 cm’!.

Vyslednou kalibraci 1ze vidét v grafu 1. U rovnice této pfimky je usek velmi blizky nule

a hodnota spolehlivosti R? je 0,9958.

Kalibrace pentoxifylinu, a.p. 3119 cm™!

o
=
N}

y=0,1073x-0,0118
R*=0,9958

vyska pasu
o o o o
o o o o o
N IS (o)) o0 =

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

hmotnost pentoxifylinu [mg]

Graf 1 Kalibrace pentoxifylinu

Kalibrace pentoxifylinu ve smésich

Pro kazdou formulaci byla provedena série tfech meéfeni. Vypocty hmotnosti,
hmotnostnich zlomk a korekénich faktoril jsou stejné jako v pfipadeé samotného pentoxifylinu
a vysledky jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach 9, 10 a 11. Hodnoty byly v programu Origin

zprumérovany a smérodatna odchylka je vzdy uvedena za jednotlivym vysledkem.

Vypocty:
, v - m(Ptx v puv.tableté m(odebrani z plv.tablet
Hmotnostni zlomek Ptx ve smeési: x = ( > 7P )x ( P Y —
m(plvodni tablety) m(KBr smési)
100 150,1
500 300,4

Hmotnost Ptx v KBr tableté: m = x(Ptx ve smési)x m(odebrana Ptx) = 0,1x 0,0057

m(Ptx v KBr tableté) _ 5,6129x10™*
m(Kbr tablety) 0,2908

Hmotnostni zlomek Ptx v KBr tableté: x =
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Hmotnost Ptx v KBr tableté:

m = x(Ptx v KBr tableté)x m(KBr tablety)x f =

1,93015x1073x 0,2908 x 1,03163 [g]

Tabulka 9 Data pro kalibraci Ptx, F1

Hmotnostni Odebrand hmotnost
zlomek smési [g] + SD

pentoxifylin

u ve smési
0,100 0,005+ 3,5355x10*
0,100 0,010
0,100 0,015+1,4142x10™
0,100 0,02+0
0,100 0,025+2,1213x10™

Tabulka 10 Data pro kalibraci Ptx, F2

Hmotnostni Odebrand hmotnost
zlomek smési [g] + SD

pentoxifylin

u ve smesi
0,09983 0,005+2,1213x10™
0,09983 0,011£7,0711x107
0,09983 0,015+2,8284x10™
0,09983 0,020+7,0711x107
0,09983 0,025+2,1213x10™

Hmotnost KBr
tablety [g] + SD

0,292+ 0,00191
0,290+ 0,00269
0,299+ 0,00212
0,296+ 0,00382
0,297+ 0,00665

Hmotnost KBr
tablety [g] + SD

0,294+ 0,00156
0,293+ 0,00276
0,297+ 0,00622
0,298+0
0,298+ 0,00361
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Korekéni faktor

+SD

1,027+ 0,0067
1,034+ 0,0096
1,003+ 0,0071
1,015+ 0,0131
1,009+0,02186

Korekéni faktor

+SD

1,021+ 0,0054
1,022+ 0,0096
1,011+0,02121
1,007+0
1,007+ 0,01432

Hmotnost
pentoxifylinu
v KBr tableté

[mg] +SD
0,550+ 0,04075
1,037+ 0,0096
1,536+ 0,00561
2,034+ 0,02627
2,463+ 0,00855

Hmotnost
pentoxifylinu
v KBr tableté

[mg] +SD
0,516+ 0,01131
1,087+ 0,01742
1,514+ 0,0603
2,035+ 0,00711
2,528+ 0,05728



Tabulka 11 Data pro kalibraci Ptx, F3

Hmotnostni
zlomek
pentoxifylinu
ve smési
0,09987
0,09987
0,09987
0,09987
0,09987

Odebrana hmotnost

smési + SD

0,005+7,0711x107
0,01£7,07107x10°
0,015+4,9497x10*
0,020+2,1213x10*
0,025+1,4142x10*

Hmotnost KBr
tablety [g] + SD

0,295+4,949x10™
0,289+ 0,00417
0,298+ 0,00509
0,292+ 0,00382
0,298+ 0,00552

Korekéni faktor

+SD

1,017+ 0,0017
1,037+ 0,01496
1,007+ 0,01722
1,027+ 0,01342
1,006+ 0,01863

Hmotnost
pentoxifylinu
v KBr tableté

[mg] +SD
0,502+ 0,00637
1,030+ 0,00761
1,523+ 0,02374
2,088+ 0,0504
2,553+ 0,03303

Vysledna hmotnost pentoxifylinu ve 300 mg KBr tableté je vynesena na ose x, na ose

y je zobrazena vyska absorpcniho pasu.

vySka pasu

0,15

R?=0,98994

0,10

0,05

y=0,06272x+0,00481

y=0,06636x+0,00359
R?=0,98967
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Graf 2 Kalibraéni pfimka Ptx pro F1
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Obrazek 15 Absorpéni pas pentoxifylinu p¥i 3119 cm!

V jednotlivych grafech 2, 3 a 4 jsou opét vyneseny na ose x hmotnosti pentoxifylinu
ana ose y vyska absorpéniho péasu. U formulace F2 je linearita se smérodatnymi odchylkami
z jednotlivych méteni zachovana a odpovida tomu i vyfez spektra na obrazku 15, kde 1ze vidét,
jak se hodnoty absorbance s naristajici koncentraci zvétsuji. U formulaci F1 a F3 posledni body
kalibra¢ni kiivky, které odpovidaji koncentraci 25 mg, narusuji linearitu pfimky. Tento problém
je znacné viditelny i na obrazku 15, kde je pro tuto koncentraci jen velmi maly rozdil vysek
pasu od predchozi 20 mg koncentrace. Navic je spektralni kiivka u slozeni F2 pro koncentraci
25 mg na spousté mistech zaktivend. U pentoxifylinu je tedy nejvhodnéjsi dodrzovat rozmezi
koncentraci do 20 mg, kde je jasny narlst absorbance a kalibracni pfimka je pro vSechny tyto

koncentrace linearni.
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3.2.2 Kalibrace verapamil hydrochloridu
Kalibrace verapamil hydrochloridu byla provedena na absorpénim pasu 2236 cm.
Potfebné vypocty jsou stejné jako v pfedchazejicim ptipadé u pentoxifylinu. Vysledna data jsou

uvedena v tabulce 12.

Tabulka 12 Data pro kalibraci verapamil hydrochloridu

Hmotnost Hmotnost Hmotnost =~ Hmotnostni Korekéni Hmotnost
smési [mg] verapamilu ve KBr zlomek faktor verapamilu
smési [g] tablety [g]  verapamilu v KBr

v KBr tableté tableté[mg]

5 2,6465x10* 0,3036 8,71706x10* 0,988 0,261474

10 5,2929x10* 0,2952 1,79239x10°3 1,01626 0,537896

15 7,3402x10* 0,2973 2,46895x10°3 1,009 0,740626

20 9,8868x10* 0,290 3,40927x073 1,0345 1,022799

Opét byla provedena grafickd zévislost hmotnosti verapamil hydrochloridu na vysce
absorpéniho pasu 2236 cm. V rovnici vysledné piimky je Gsek téméF nulovy a hodnota

spolehlivosti R? je 0,9983.
Kalibrace verapamilu, a.p. 2 236 cm ™!

y =0,0357x - 0,0001
0,035 R?=0,9983

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
hmotnost verapamilu [mg]

Graf 5 Kalibrace verapamil hydrochloridu
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Kalibrace verapamil hydrochloridu ve smésich

Vypocty:
, v - m(VH v puv.tableté m(odebrani z piv.tablet
Hmotnostni zlomek VH ve smési: x = ¢ P ) ¢ P Y) =
m(pivodni tablety) m(KBr smési)
100 150,8
500 301,6

Hmotnost VH v KBr tableté: m = x(VH ve smési)x m(odebrand VH) = 0,1x 0,0053

m(VH v KBr tableté) _ 53 x10"*

Hmotnostni zlomek VH v KBr tableté: x =
m(Kbr tablety) 0,2916

Hmotnost VH v KBr
1,81756x1073x 0,2916 x 1,0288 [g]

tableté: m = x(VH v KBr tableté)x m(KBr tablety)x f =

Opét byla provedena série tfech méfeni, vysledky a smérodatné odchylky pro kazdou

formulaci jsou uvedeny v tabulkach 13, 14 a 15.

Tabulka 13 Data pro kalibraci VH, F1

Hmotnostni Odebrana Hmotnost KBr Korekéni faktor Hmotnost
zlomek hmotnost smési tablety [g] + SD +=SD verapamilu
verapamilu [g] £SD v KBr ve 300
ve smési mg tableté [mg]

+SD
0,1 0,005+2,121x10™ 0,292+ 0,00106 1,026= 0,00372 0,528+ 0,02368
0,1 0,010+4,242x10™ 0,295+ 0,0046 1,015+ 0,0158 1,025+ 0,02713
0,1 0,015+7,072x10” 0,297+ 0,00354 1,0081+ 0,0120 1,555+ 0,02963
0,1 0,020+2,121x10™ 0,294+ 0,00262 1,018+ 0,00905 2,063+ 0,03994
0,1 0,025+2,121x10™ 0,299+3,53x10™ 1,004+ 0,00119 2,539+ 0,01124
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Tabulka 14 Data pro kalibraci VH, F2

Hmotnostni
zlomek
verapamilu
ve smési
0,10027
0,10027
0,10027
0,10027
0,10027

Tabulka 15 Data pro kalibraci VH, F3

Hmotnostni
zlomek
verapamilu
ve smési
0,10029
0,10029
0,10029
0,10029
0,10029

Odebrana
hmotnost smési

[g] £SD

0,005+3,535x10™
0,010+3,535x10™
0,015+7,071x10”
0,020+4,949x10™
0,025+7,071x10”

Odebrana
hmotnost smési

[g] +SD

0,005+2,828x10™
0,010+4,243x10™
0,015+0
0,020+2,121x10™
0,025+2,828x10™

Hmotnost KBr
tablety [g] + SD

0,291+ 0,00396
0,293+9,192x10™
0,296+ 0,00311
0,293+7,071x10”
0,296+ 0,00502

Hmotnost KBr
tablety [g] + SD

0,291+ 0,00134
0,294 0,00255
0,298+9,899x10™
0,297+ 0,00184
0,294 0,00361
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Korekéni faktor

+SD

1,031+ 0,01402
1,024+ 0,00321
1,015+ 0,01068
1,023+2,48x10™
1,012+ 0,01714

Korekéni faktor

+SD

1,031+ 0,00479
1,020+ 0,00883
1,005+ 0,00332
1,011+ 0,00622
1,022+ 0,01257

Hmotnost
verapamilu
v KBr tableté
[mg] +SD
0,553+ 0,03901
1,051+ 0,04846
1,562+ 0,02365
2,085+ 0,05239
2,583+ 0,05092

Hmotnost
verapamilu
v KBr tableté
[mg] +SD
0,569+ 0,03186
1,042+ 0,03548
1,553+ 0,00517
2,053+ 0,03415
2,592+ 0,06013



Vysledna hmotnost verapamil hydrochloridu ve 300 mg KBr tableté je vynesena na

ose X, na ose y je vyhodnocena vyska absorpcniho pasu.

y=0,05666x+0,00233
0,15 - R®?=0,98767

0,10

vySka pasu

0,05

. , . , .
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
hmotnost VH [mg]

Graf 6 Kalibra¢ni pfimka VH pro F1
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Graf 7 Kalibraéni pfimka VH pro F2
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Graf 8 Kalibra¢ni pfimka VH pro F3
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Obrazek 16 Absorpéni pas verapamil hydrochloridu pfi 2236 cm™!
41



Vgrafu 6, 7 a 8 jsou kalibraéni pfimky pro jednotlivé formulace u verapamil
hydrochloridu. U formulaci F1 a F3 je hodnota spolehlivosti R? blizka 1 a tisek v rovnici pfimky
je témet nulovy. U F2 je hodnota spolehlivosti o néco mensi a i tsek v rovnici je vétsi, coz

naznacuje vétsi odchylku od Lambert-Beerova zdkona nez u ostatnich dvou sloZeni.

Detail na absorpéni pas pii 3119 em™ zachycuje obrazek 16. Na rozdil od pentoxifylinu
zde neni problém s koncentraci 25 mg. U vSech ptipadi se hodnoty absorbance zvysuji
s narUstajici koncentraci a jednotlivé spektralni kiivky jsou ¢isté. Pro kvantitativni analyzu

verapamil hydrochloridu je tedy celé zvolené rozmezi koncentraci (do 25 mg) vhodné.
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4. ZAVER

Tato prace byla zaméfena na studium infracervenych spekter pentoxifylinu a verapamil
hydrochloridu v pevnych I€ékovych formach. Byly zvoleny 3 rGzné formulace 1é¢iv
s danymi G¢innymi latkami. K méfeni spekter byla vyuzita metoda transmisni infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci. Vzorky byly zpracovany metodou KBr tablet.
Byla proméfena jak spektra samotnych ucinnych latek a excipientd, tak i spektra latek
v danych smésich. Na zéklad¢ interpretace spekter byl zvolen absorpéni pas pfi vinoctu
3119 cm! pro pentoxifylin a 2236 cm™! pro verapamil hydrochlorid, na kterych se dale
provadéla kvantitativni analyza. Pomoci metody kalibracni kifivky byl ovéfen Lambert-

Beeriiv zdkon a stanoveny jeho odchylky pro jednotlivé sloZeni.

Bylo zjisténo, Ze Lambert-Beeriv zdkon v pfipad¢ samotného pentoxifylinu
a verapamil hydrochloridu plati jen s naprosto minimélni odchylkou v rozmezi koncentraci
0-20 mg. Pentoxifylin v danych smésich prokazoval vétsi odchylky od L-B. zdkona
anejvice se to projevilo u formulaci bez retardujici slozky a u formulace s retardujici
slozkou compritolu, kde koncentrace 25 mg naruSovala linearitu kalibracni pfimky.
V ptipad¢ verapamil hydrochloridu bylo rozmezi koncentraci v potfadku, ale taky se zde

objevily malé odchylky zpiisobené vlivem excipient.

Vzhledem k tomu, Ze byl v této praci prozkoumén vzdy pouze jeden absorpcni pas pro
kazdou uc¢innou latku, by bylo dobré se pokus najit dalsi a stejnym zpiisobem ovéfit planost
Lambert-Beerova zédkona. U pentoxifylinu nastal problém s koncentraci 25 mg, tudiz by
bylo také dobré se detailnéji zaméfit na rozmezi koncentraci 20-25 mg a zjistit, kde pfesné

dochazi k poruseni linearity.
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