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Uvod

Paracetamol (N-(4-hydroxyfenyl)acetamid) je hod-
notné nesteroidni lé¢ivo svétov€ uZivané pii bolestech
hlavy, zad a pri redukci horecky u bakteridlnich ¢i virovych
infekci!-3,

V soucasné dobé jsou kladeny vysoké pozadavky na sta-
bilitu 1éCiv, se kterou tzce souvisi i Cistota. Mezi nejcastéjsi
rozkladné reakce v tekutych 1ékovych formach patii hydro-
Iytické Stépeni esterové a amidické vazby. Ze stabilitnich
studii paracetamolu je patrné, Ze paracetamol v roztoku
podléha alkalické i kyselé hydrolyze vazby N-C, viz.
schéma 1 (cit.*%). Koshy a Lach zkoumali vliv rizného pH
na hydrolyticky rozklad paracetamolu v roztoku, ktery byl
temperovan na 70 °C po dobu 20, 40, 60, 80 a 90 hodin. Pfi
pH 2 a 9 byl roztok temperovan na 80 a 90 °C a spektrofo-
tometrické stanoveni bylo ovlivnéno zménou zbarveni diky
oxidaénim produktiim p-aminofenolu’. Cista substance pa-
racetamolu je pomérné stabilni i pfi teploté 45 °C, ale pfi-
tomnost p-aminofenolu i v malych koncentracich zpisobuje
charakteristické barevné zmény substance od razové pres
hnédou aZ na Eernosedoud-10.

p-Aminofenoly se totiz dlouhodobym vystavenim na
vzduchu a svétle ochotné oxiduji na chinony, chinoniminy
a semi-chinoniminy®*.

Stabilitou p-aminofenolu v 50% methanolu a v 0,5%
kyseliné octové po dobu 24 a 48 hodin se zabyval Bloomfi-
eld, vzorky byly skladovany za laboratornich podminek
z dosahu pfimého sluneéniho svétla'!.

V této praci byl sledovan vliv teploty, svétla a UV zareni
na stabilitu p-aminofenolu.

Ackoli je paracetamol latkou Siroce uzivanou, jejiz pou-
Zivani je vZito 1 v mnoha volné prodejnych pfipravcich, pii
predavkovdani ¢i enzymatické indukci aktivity hepatdlniho
cytochromu P450 muiZe dochdzet ke kumulaci toxickych
metaboliti paracetamolu, které mohou zpisobit velmi
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Schéma 1. Mechanismus kyselé a alkalické hydrolyzy paraceta-
molu

vazné poskozeni jater. Jeho toxicitou, metabolismem a sta-
bilitou se zabyva fada praci!?-1°. Hlavni pfi¢inou jeho toxi-
city je jeho metabolit a zaroveni jeho hlavni rozkladny pro-
dukt, p-aminofenol.

Jeho toxicita je béznou pric¢inou akutniho jaterniho se-
lhdni a to vede k hlubokému nabourdni fyziologickych
funkci a je charakterizovano vasoplegii, encefalopatii a ko-
agulopatii. Je béZné¢ komplikovdno rendlnim selhdnim,
mozkovym edémem a multiorganovou disfunkci. Mortalita
je vysokd a pacienti Casto vyzaduji sluzby viceoborovych
specialistii na intenzivni pé¢i a transplantaci jater20.

S ohledem na riziko spojené s jeho pritomnosti v 1é¢i-
vych pfipravcich byla zaméfena pozornost na jeho stano-
veni ve velmi nizkych koncentracich. K tomu byla vypraco-
vana vhodna metodika HPLC za pouZiti derivatizace volné
aminoskupiny.

s w2

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

p-Aminofenol, dansylchlorid, 9-fluorenyl-methyloxy-
carbonyl chlorid, o-ftaldialdehyd, 2-sulfanylethanol (Sigma
Aldrich), kyselina fosforecnd, kyselina boritd, hydroxid
sodny, ethanol p. a., acetonitril p. a., methanol p. a., kyse-
lina octova p. a. (Lachema a. s.), destilovana voda.
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Separace p-aminofenolu

K separaci p-aminofenolu byly pouZity kolony Sym-
metry:

1. sreverzni fazi C18, 150 X 4,6 mm, 5 wm a jako mobilni
faze byla pouzita methanol/0,6 % CH;COOH (5-15 :
: 95-85, v/v), pritokova rychlost byla 1,2 ml.min!.

s reverzni fazi C8, 250 x 4,6 mm, 5 wm a v tomto pripadé
byla zkouSena mobilni fize methanol/0,02 mol.I"! H,PO,
(30 : 70, v/v) a pritokova rychlost byla 0,8 ml.min™!. Dale
byla zkouSena mobilni faze acetonitril/voda (80 : 20, v/v),
priitokova rychlost byla 0,9 ml.min"!.

Chromatografické zaznamy byly méfeny pfi vlnovych
délkach 282 nm — absorpni maximum p-aminofenolu a 243
nm — absorpéni maximum oxida¢niho produktu p-aminofe-
nolu. Vzorky byly nastfikovany na kolonu v objemech 10 pl.
Separace probihala pfi teploté 25 °C.

Pti zjistovani fotostability p-aminofenolu v roztoku byla
pouzita UV lampa (Camag, Switzerland) s nastavenou vl-
novou délkou 254 nm, intenzita zafeni byla 1200 uW.cm™2.

Roztok p-aminofenolu byl v kfemenné barice.

Hodnoceni p-aminofenolu

K hodnoceni derivitu p-aminofenolu byla pouZita kolona
Separon SGX s reverzni fazi C 18, 250 x 4,6 mm, 7 um a jako
mobilni faze byla pouzita methanol/voda (60 : 40, v/v) s upra-
venou hodnotou pH na 7,40 pomoci 0,1 mol.I' NaOH. Prito-
kova rychlost byla 0,9 ml.min!.

Chromatografické zaznamy derivatu byly méfeny fluo-
rescenénim detektorem pii excitacnim maximu 333 nm
a emisni maximum bylo 450 nm. Vzorky byly nastfikovany
v objemech 20 pl. Separace probihala pii teploté 20 °C.

Pouzité pfiistroje byly soucasti sestavy HPLC firmy
SHIMADZU: System kontroler SCL-1 0Ayp, UV-VIS de-
tektor SPD-10A;p, fluorescen¢ni detektor RF-10AXL,
pumpa LC-10ADy;p, low pressure gradient flow control
valve FCV-10ALy;p, on-line degasser DGU-14A, pec pro
kolonu CTO-10AS;p, PC Pentium IIT s chromatografickym
softwarem Class-VP.

Vysledky a diskuse

Pfi zjistovani vhodnych chromatografickych podminek pro
hodnoceni p-aminofenolu jsme pouZili delsi kolonu 250 mm
s reverzni fazi C8, pfic¢emZ mobilni faze obsahovala mensi po-
dil organické slozky, abychom docilili prodlouZeni retencnich
faktorii alespoti do 3. minuty. Pfi pouZiti mobilni faze acetoni-
tril/voda (80 : 20, v/v) byl retencni ¢as p-aminofenolu 1,9 min
a byla horsi reprodukovatelnost pii kvantifikaci p-aminofenolu
neZ pfi pouZiti mobilni fize methanol/0,02 mol.l'! H;PO,
(30 : 70, v/v). Pro ovéfeni selektivity této metody pro separaci
p-aminofenolu a jeho oxida¢nich produktli bylo provedeno
méfeni 1 pfi vlnové délce 243 nm, coZ bylo absorp&ni maxi-
mum oxida¢nich produkt p-aminofenolu. Tyto rozkladné pro-
dukty mély odli$né retencni charakteristiky nez p-aminofenol.
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam analyzy p-aminofenolu
v roztoku 50% methanolu; a) po 48 h pfi laboratorni teploté za
nepfistupu svétla, b) po 48 h plisobeni UV zéfeni, c) po 48 h pii
7 °C. Podminky analyzy: kolona s reverzni fazi C8, 250 x 4,6 mm,
5 um a jako mobilni faze byla pouZity smés methanol/0,02 mol.I"!
H;PO, (30 : 70, v/v) a pratokova rychlost byla 0,8 ml.min!, de-
tekce pfi 282 nm. Pik ¢. 1 — p-aminofenol
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Bylo provedeno hodnoceni HPLC obsahu p-aminofe-
nolu v roztoku 50% methanolu pii rizném skladovéni, viz
obr. 1a, b, c.

Obsah p-aminofenolu byl zjiStovin metodou vnéjSiho
standardu, ktery byl Cerstvé pfipraven, jen v piipadé hodno-
ceni fotostability ptisobenim UV zéfeni o vinové délce 254
nm byl pouZit jako vnéjsi standard roztok p-aminofenolu

Tabulka I
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
(0,2 mg.ml'!) pfi 7 °C, bez pfistupu svétla
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uchovéavany pfi 7 °C. V piipadé, Ze byl roztok uchovavan
pri 7 °C v lednici, béhem dvanécti dnti byl sledovan tbytek
p-aminofenolu az na 67,89 %, viz tabulka I.

Déle byl roztok ponechén bez svétla pfi laboratorni tep-
loté a byl sledovan tbytek p-aminofenolu po dobu deseti
dnt azZ na 58,25 %, viz tabulka II. Fotolyticky rozklad byl
sledovan po dobu 48 hod, viz tabulka III.

Tabulka III
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
0,2 mg.ml’l) plsobenim UV zafeni

Cas [h] ¢ [ug.ml''2 Obsah Cas [h] ¢ [ug.ml-1)2 Obsah
p-aminofenolu® [%] p-aminofenolu® [%]
0 199,98 99,99 0 199,99 99,99
1 199,76 99,87 7 192,04 96,02
4,5 199,29 99,64 22,5 179,84 89,92
24 195,12 97,56 24 179,55 89,77
31 193,55 96,78 31 174,06 87,03
46 191,07 95,54 32 170,92 85,46
75 185,95 92,98 34 169,39 84,69
96 181,68 90,84 48 158,34 79,17
125 173,22 86,61
148 166,58 83,29 a Aktualni koncentrace, ® obsah v % vzhledem k vnéj§imu
168 157,66 78,83 standardu
199 147,84 73,92
219 139,16 69,58
293 135,78 67,89

a Aktualni koncentrace, P obsah v % vzhledem k vn&jsimu
standardu

Tabulka II
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
(0,2 mg.ml") ve tmé& pii 20 °C

Cas [h] ¢ [ug.ml''2 Obsah
p-aminofenolu® [%)]
0 198,89 99,45
2,5 197,52 98,75
3 197,01 98,50
7 193,9 96,59
15 189,76 94,87
21 185,82 92,91
25 183,15 91,57
47 174,54 87,27
57 170,37 85,18
76 166,10 83,05
110 163,90 81,95
125,5 155,30 77,65
148 143,66 71,83
196 130,58 65,29
220 116,50 58,25

a Aktualni koncentrace, ® obsah v % vzhledem k vnéjSimu
standardu
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Schéma 2. Mechanismus oxidace p-aminofenolu ve vodnych
roztocich

Nestabilitu p-aminofenolu v roztoku zachycuje reak¢ni
schéma 2 (cit.2!).

Na zédkladé zjisténych hodnot koncentrace nerozloze-
ného p-aminofenolu v ¢ase odbéru vzorku byly vypocteny
kinetické charakteristiky oxidacniho procesu v tom caso-
vém useku, kdy byly zévislosti hodnot log ¢ na Case line-
arni. Tento Casovy tsek vyjadiuje graf na obr. 2.

Pro zvySeni citlivosti byla zkouSena derivatizace p-amino-
fenolu. K derivatizaci byla pouZita derivatizacni Cinidla — dan-
sylchlorid, 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid a o-ftaldial-
dehyd. V prvnich dvou piipadech byl p-aminofenol v acetonit-
rilu s nadbytkem cinidla zahfivan pod zpétnym chladic¢em 30,
40 a 60 min na teplotu 60 °C. Po odfoukani acetonitrilu pod du-
sikem a po rozpusténi zbytku v mobilni fazi byly vzorky na-
stfikovany na kolonu s reverzni fazi C 18, kterou protékala mo-
bilni faze methanol/ 0,05 mol.I'! H;PO, (50 : 50, v/v) rychlosti
0,8 ml.min"!. Mé&feni probihalo pfi vinové délce 220 nm. Z hle-
diska separace byly tyto chromatografické podminky optimélni,
ale nepodafilo se optimalizovat podminky derivatizace tak, aby
reakce probihala kvantitativné a reprodukovatelné. Proto bylo
pouzito k derivatizaci dalsi Cinidlo, o-ftaldialdehyd.

o
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Obr. 2. Zavislost logaritmu koncentrace p-aminofenolu v me-
thanolickém roztoku na ¢ase; standard v lednici — rychlostni kon-
stanta k = 9,9.10% 571, vzorek ve tmé k = 2,745.103 571, vzorek pod
UV lampou k = 4,769.1073 57!

@® UV lampa, B bez pfistupu svétla a pii laboratorni teploté,
A 7 °C, bez piistupu svétla
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Obr. 3. Chromatograficky zaznam analyzy derivatu p-amino-
fenolu ( 0,5 ug.ml). Podminky analyzy: kolona Separon SGX s re-
verzni tazi C 18, 250 x 4,6 mm, 7 um a jako mobilni faze byla pou-
zita methanol/voda (60 : 40, v/v) s upravenou hodnotou pH na 7,40
pomoci 0,1 mol.I! NaOH. Pritokova rychlost byla 0,9 ml.min™.
Vzorky byly méfeny pii excitatnim maximu 333 nm a emisni maxi-
mum bylo 450 nm. Pik s reten¢nim ¢asem 10,24 min vyjadiuje de-
rivat a v§echny piky do osmé minuty pochézeji z Cinidla.

Pfi pfipravé derivatiza¢niho cinidla se vychézelo z lite-
ratury?2. 30 mg o-ftaldialdehydu bylo rozpusténo v 0,5 ml
ethanolu a po pfidani 20 pl 2-sulfanylethanolu byl obsah
doplnén boratovym pufrem o hodnoté pH 8,5 na 5 ml. Tento
zéasobni roztok byl nafedén boratovym pufrem dvacetkrat.

Vzorky pro analyzu byly pfipraveny tak, Ze 0,5 ml roz-
toku cinidla bylo doplnéno do 2 ml methanolickym rozto-
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kem p-aminofenolu tak, aby vysledné koncentrace p-ami-
nofenolu byly 4; 1; 0,5; 0,25; 0,125 pg.ml-!.

Reakce c¢inidla s p-aminofenolem probihala 60 s za in-
tenzivniho tfepani tésné pred nastfikem vzorku na kolonu.
Byla zkouSena mobilni faze methanol : H,O v rizném po-
méru o hodnoté pH od 3,6 az 7,5. S narGstem organické
slozky v mobilni fazi se sniZoval retencni ¢as a pifi vySSim
pH mobilni faze se také retencni ¢as posouval k niZ§im hod-
notdm, coZ bylo vzhledem k nizké stabilité derivatu vy-
hodné. Pti hodnoté pH 6,6 byl retencni ¢as derivatu 33 min
a pfi pH 7,4 uZ jen 11 min, cozZ se ukazalo jako optimadlni,
protoZe doba analyzy byla dostatecné kratka a zaroven byl
nadbytek derivatiza¢niho ¢inidla dobfe separovdn od pro-
duktu derivatizace, viz obr. 3.

Pro vypocet detek¢niho limitu byla sestrojena kalibracni
kfivka potvrzujici linearitu v koncentratnim rozmezi
0,125-10 pg.ml‘l s korelacnim koeficientem R = 0,9998. De-
tekéni limit pro stanoveni p-aminofenolu byl 1,00554 .10©

ug.ml!,

Prdce byla vypracovdna za podpory vyzkumného zd-
méru MSM 111600001.
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Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové): Study of
Stability of 4-Aminophenol as Dominant Decomposition
Product of Paracetamol

An HPLC method for determination of very low con-
centrations of 4-aminophenol was elaborated, and the kine-
tics of its decomposition at low temperatures and at labora-
tory temperature in the absence of light or under irradiation
at 254 nm were compared. To increase the sensitivity of the
method, derivatization of 4-aminophenol with various rea-
gents was tested. Phthalaldehyde proved to be the best; its
reaction at laboratory temperature in the presence of 2-sul-
fanylethanol is very fast. The derivatization conditions were
optimized.



