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Spektroskopická analýza farmak na léčbu 
erektilní dysfunkce v pevné fázi a roztoku

Spectroscopic Analysis of Drugs for the Treatment  
of Erectile Dysfunction in Solid Phase and in Solution

KRISTÝNA DOBŠÍKOVÁ,1  MARTIN KUCHAŘ,2  VLADIMÍR SETNIČKA 3 

Abstrakt
Na celosvětovém trhu dochází k rapidnímu nárůstu padělaných farmak na léčbu 
erektilní dysfunkce, které jsou k dostání pouze na lékařský předpis. Obsah jejich účinné 
látky bývá několikrát překročen, nebo účinná látky zcela chybí. Tyto padělky obsahují 
nejrůznější příměsi a doposud neprostudované strukturní deriváty původních sloučenin, 
což představuje velké riziko pro jejich uživatele. K odhalení padělků lze využít metody 
vibrační spektroskopie, které vyžadují minimální přípravu vzorků, a lze pomocí nich 
charakterizovat padělek ve srovnání s naměřenými spektry standardů. V případě, že se 
jedná o chirální látku, lze využít i metody chiroptické spektroskopie, které v kombinaci 
s kvantově chemickými výpočty umožňují určení absolutní konfigurace a detailní popis 
struktury. Tato studie se zabývá analýzou avanafilu za využití chiroptické a vibrační 
spektroskopie v pevné fázi a roztoku.
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Abstract
There has been a rapid increase in counterfeit for the treatment of erectile dysfunction, which 
are only available with a prescription. The content of the active substance is often exceeded 
several times or the active substance is completely absent. These counterfeits contain various 
adulterants and unstudied structural derivatives of the original compounds, which poses  
a great risk for their users. Vibrational spectroscopy methods can be used to characterize  
the counterfeits as they require minimal sample preparation and can characterise  
the counterfeit against measured spectra of standards. In the case of a chiral substance, 
chiroptical spectroscopy methods can also be used. Their combination with quantum chemical
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calculations, allow us to determine the absolute configuration and describe the structure 
in detail. This study is focused on the analysis of avanafil using chiroptical and vibrational 
spectroscopy in solution and solid state.

Key words
avanafil, phosphodiesterase-5 inhibitor, structural analysis, molecular spectroscopy, 
circular dichroism
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Úvod

Erektilní dysfunkce (ED) je problém veřejného zdraví a má vážný negativní psychologický 
dopad na pacienty. Prevalence ED se zvyšuje s věkem a je nutné najít účinný a bezpečný 
způsob léčby mužské ED.1 Perorální inhibitory fosfodiesterázy typu 5 (PDE5) jsou 
považovány za účinnou metodu léčby ED. Tři z těchto léků (jako je sildenafil, vardenafil 
a tadalafil) jsou doporučeny Evropskou lékovou agenturou (EMA) a Úřadem pro kontrolu 
potravin a léčiv (FDA) pro léčbu ED.2, 3 

V posledních 10 letech, kvůli občasnému selhání a nežádoucím účinkům, mnoho pacientů 
není s těmito léky spokojeno a vyhledává jinou alternativu. Jako nová generace PDE5 je 
avanafil postupně přijímám pacienty díky své vysoké selektivitě a nízké míře nežádoucích 
účinků.4, 5 Avanafil byl schválen americkou FDA a je prodáván pod značkou Spedra.6, 7

Jelikož farmaka na léčbu ED jsou na lékařský předpis, mnozí uživatelé je objednávají  
na nelegálních online lékárnách, kde je mnohdy jejich cena nižší než v originálních 
lékárnách. Neznámý původ padělaných léčiv a jejich složení může však často ohrožovat 
zdraví uživatelů. 

Vzhledem ke stále narůstajícímu množství padělaných léčiv pro léčbu ED je nutná rychlá  
a spolehlivá identifikace a analýza. Mezi nejčastěji používanou metodu patří vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie (HPLC),7–11 obvykle ve spojení s hmotnostně spektrometrickou 
detekcí (MS). Celkové profilování vzorků, včetně identifikace různých příměsí a nečistot, 
může často poskytnout užitečné informace nejen o jejich původu, ale i o samotném 
výrobním procesu. Tyto analytické techniky v běžném provedení však nemohou objasnit 
chirální vlastnosti studovaných látek, což je důležité, protože enantiomery studovaných 
látek se často liší svými vlastnostmi i účinkem v organismu.

Molekulová spektroskopie představuje další vhodný nástroj pro analýzu vzorků padělaných 
léčiv. Techniky vibrační spektroskopie, jako je infračervená (IR) a Ramanova spektroskopie, 
se běžně používají k identifikaci zadržených vzorků,12–15 protože obecně umožňují rychlou, 
spolehlivou a relativně levnou analýzu. Vzhledem k tomu, že avanafil je chirální, lze pro jeho 
podrobné studium použít chiroptické metody [elektronický cirkulární dichroismus (ECD) 
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a vibrační cirkulární dichroismus (VCD)]. Chiroptické metody v kombinaci s metodami 
založenými na teorii funkcionálu hustoty (density functional theory, DFT) již prokázaly své 
výhody v několika studiích, které se zabývaly detailní strukturou tadalafilu,16 disociativních 
anestetik17 nebo kanabinoidů18–19 v roztoku. Tato kombinace může poskytnout podrobné 
informace o 3D struktuře a jejich změnách, které jsou klíčové pro pochopení mechanismu 
jejich biologické aktivity a toxicity v organismu. 

Tato studie se zabývá komplexní strukturní analýzou (S)-avanafilu, jejíž poznatky budou 
dále aplikovány v analýze padělků avanafilu a identifikaci nečistot. Pomocí metod ECD, 
VCD, IR a UV podpořené DFT výpočty byla popsána nejen detailní 3D struktura avanafilu, 
ale navíc určena absolutní konfigurace látky.

Experimentální část

V kamenné lékárně v Praze bylo zakoupeno jedno balení originálního přípravku Spedra 
s obsahem účinné látky 100 mg avanafilu. Zakoupené tablety byly v rámci této práce 
nejprve fotograficky zdokumentovány z obou stran s přiloženým forenzním pravítkem 
(obr. 1), poté byly skladovány při laboratorní teplotě a chráněny před světlem. Tablety byly 
pomocí skalpelu zbaveny potahu a jádro tablety bylo rozdrceno pomocí achátové třecí 
misky s tloučkem na homogenní prášek.

Obr. 1: Tableta originálního přípravku Spedra

Pro měření spekter ECD a VCD byla účinná látka vyextrahována pomocí methanolu  
a získaný extrakt byl odpařen na vakuové odparce. V rámci této práce byla optimalizována 
tloušťka a průměr tablet pro měření spekter ECD and VCD v pevné fázi. Tableta o tloušťce 
0,62 mm a průměru 20 mm byla připravena v hmotnostním poměru 1:60 analytu a KBr 
matrice pro měření spekter VCD a IR v pevné fázi. Pro otáčení tablety bylo zvoleno otáčení 
s nejvyšší rychlostí, a to 17 ot min−1. Pro ECD a UV měření v pevné fázi byla připravena 
tableta o tloušťce 0,56 mm a průměru 20 mm v hmotnostním poměru 1:57 analytu  
a KCl matrice. V rámci této práce byla poprvé naměřena spektra difúzní transmise a reflexe 
tablety pomocí spektrometru ECD.
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Spektra ECD v roztoku byla získána pomocí spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko). Roztoky 
o koncentraci 0,5 g∙l−1 byly připraveny rozpuštěním v deuterovaném methanolu a měřeny  
v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 mm při laboratorní teplotě. Spektrum bylo měřeno 
ve spektrálním rozsahu 220–350 nm při skenovací rychlosti 50 nm∙min−1 a s dobou odpovědi 
8 s. Výsledná spektra jsou průměrem tří dílčích spekter a jsou korigována odečtem spektra 
rozpouštědla, které bylo měřeno za stejných experimentálních podmínek. 

Spektra ECD v pevné fázi byla získána pomocí spektrometru J-1500 (Jasco, Japonsko), 
který byl po celou dobu profukován plynným dusíkem. Spektrum bylo naměřeno  
ve spektrálním rozsahu 220–350 nm při skenovací rychlosti 50 nm∙min−1, dobou odpovědi  
4 s a rozlišením 0,1 mm. Výsledná spektra jsou průměrem tří dílčích spekter. Každé 
měření vzorku bylo doplněné o měření spekter matrice KCl, které bylo použito ke korekci  
základní linie.

K měření VCD a IR absorpčních spekter v roztoku byl využit spektrometr s Fourierovou 
transformací IFS-66/S vybavený VCD/IRRAS modulem PMA 37 (Bruker, Německo). 
Připravený vzorek o koncentraci 160,0 g∙l−1 v deuterovaném methanolu byl měřen  
v kyvetě z CaF2 s optickou dráhou 24,0 μm za laboratorní teploty. Spektra byla měřena 
ve spektrálním rozsahu 1800–1250 cm−1 a rozlišením 8 cm−1. Výsledná VCD spektra  
jsou průměrem 12 dílčích bloků a jsou korigována odečtem spektra rozpouštědla. 
Výsledná IR absorpční spektra jsou zprůměrovaná z 32 skenů a korigována odečtením 
spektra rozpouštědla. 

Spektra VCD a IR v pevné fázi byla naměřena na spektrometru s Fourierovou transformací 
ChiralIR-2XTM (Biotools, USA) vybaveného rotačním držákem pro tablety (Biotools, USA 
a ÚOCHB AV ČR). Spektra IR byla simultánně měřena se spektry VCD. Z důvodu slabých 
signálů VD a relativně nízkým poměrům signál/šum byla nutná akumulace dat, proto byla 
IR absorpční spektra a spektra VCD získána měřením 72 bloků, kde každý blok obsahoval 
1000 interferometrických skenů. Výsledná spektra VCD jsou zprůměrována ze 72 dílčích 
bloků a korigována odečtem matrice. Před každým vzorkem bylo naměřeno IR pozadí  
při stejném rozlišení jako vzorek. Spektra byla naměřena s rozlišením 8 cm−1 ve spektrálním 
rozsahu 1800–1250 cm−1. 

Pro kvantově chemické výpočty byl vybrán (S)-avanafil a možné konformace byly určeny 
systematickou rotací kolem dihedrálních úhlů (obr. 2) s krokem 120° za použití MCM 
programu.20 Startovní geometrie byly následně optimalizovány pomocí metod založených 
na teorii funkcionálu hustoty (density functional theory, DFT) na úrovni B3LYP/6-31G(d) 
pomocí sady Gaussian 16 (cit.21).
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Obr. 2: Struktura avanafilu s vyznačenými dihedrálními úhly α1– α10

Jelikož po optimalizaci získaných konformerů bylo dosaženo buď stejné výsledné 
geometrie, nebo jejich zastoupení bylo příliš nízké (pod 1 %), uvažovány byly dále pouze 
3 stabilní konformery (obr. 3). Tyto konformery byly dále reoptimalizovány na několika 
vyšších úrovních teorie B3LYP/6-311++G(d,p), B3PW91/6-311++G(d,p), B3PW91/aug-
cc-pVDZ, B3PW91/aug-cc-pVTZ, CAM-B3LYP/6-311++G(d,p), CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ, 
CAM-B3LYP/aug-cc-pVTZ, ωB97XD/6-311++G(d,p), ωB97XD/aug-cc-pVDZ či ωB97XD/
TZVP). U jednotlivých experimentálních dat budou uvedeny pouze výsledky metod,  
u kterých bylo dosaženo nejlepší shody mezi simulovaným a experimentálním spektrem. 
V případě všech výpočtů byl zahrnut solvatační efekt methanolu jako rozpouštědla 
pomocí modelu polarizovaného kontinua.22–23 Při simulaci VCD spekter byl navíc zahrnut 
efekt výměny vodíků aminoskupiny za atomy deuteria. Spektra váženého průměru 
byla vypočtena na základě Boltzmannova rozdělení s použitím Gibbsovy volné energie  
při teplotě 298 K. Porovnání experimentálních a simulovaných spekter bylo provedeno  
v programu CDSpecTech, který kvantifikuje shodu spekter na základě indexu 
podobnosti.24–25 Hodnoty indexu podobnosti se pohybují od 0 pro žádnou shodu  
do 1 pro úplnou shodu porovnávaných spekter. 
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Obr. 3: Struktury tří stabilních konformerů (S)-avanafilu simulovaných na úrovni B3LYP/ 
6-311++G(d,p). Struktury jsou zobrazeny se shodnou orientací aromatického kruhu.

Tab. 1: Tři stabilní konformery (S)-avanafilu: hodnoty dihedrálních úhlů, jejich relativní 
Gibbsovy energie a relativní rovnovážné zastoupení při laboratorní teplotě 25 °C. Simulace 
byly provedeny na úrovni B3LYP/6-311++G(d,p).

Na základě porovnání experimentálního spektra avanafilu (obr. 4 vlevo dole)  
se simulovaným spektrem váženého průměru konformerů (obr. 4 vlevo uprostřed) byla 
potvrzena absolutní konfigurace jako (S)-enantiomer. Pro správnou interpretaci pásů 
byla simulovaná spektra škálována faktorem 0,97 s cílem dosáhnout maximální hodnoty 
indexu podobnosti. Hodnota indexu podobnosti pro simulované spektrum váženého 
průměru konformerů a experimentální spektrum činila 0,75. To umožnilo spolehlivé 
určení absolutní konfigurace enantiomeru. V experimentálním spektru ECD avanafilu 
(obr. 4 vlevo dole) můžeme pozorovat pásy 222, 243, 265, 278, 292 a 310 nm, které odráží 
kombinace elektronových přechodů n → σ*, π → π* a n → π* a ve spektru váženého 
průměru konformerů jsou pozorovány pásy 265, 278, 292 a 310 nm s nízkou intenzitou.

V případě UV absorpční spektroskopie pozorujeme celkem tří významné pásy 237, 265 
a 310 nm. Porovnáním experimentálního a simulovaného spektra váženého průměru 
konformerů bylo za použití škálovacího faktoru 0,97 dosaženo indexu podobnosti 0,84. 

konformer 
dihedrální úhel [°] 

ΔG 
[kcal∙mol−1] 

relativní 
zastoupení 

[%] α1 α2 α3 α4 α5 α6 α7 α8 α9 α10 

I 178 178 179 167 −8 78 174 −73 −32 180 0 61 

II 20 78 178 167 −3 68 177 101 −6 180 0,6 20 

III 162 78 178 167 −3 69 178 101 −6 180 0,7 19 
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Obr. 4: Simulovaná spektra ECD (vlevo) a UV absorpční (vpravo) (na úrovni 
B3LYP/6-311++G(d,p)) tří stabilních konformerů (S)-avanafilu (nahoře), jejich vážený 
průměr (uprostřed) a experimentální spektrum avanafilu (dole). Spektra jsou zobrazena 
v oblasti 220–350 nm.

V experimentálním a simulovaném spektru VCD (obr. 5 vlevo dole) bylo ve spektrálním 
rozsahu 1800–1250 cm−1 nalezeno celkem 13 významných pásů (tab. 2). Tyto pásy byly 
správně predikovány i ve spektru váženého průměru konformerů (obr. 5 vlevo uprostřed). 
Simulovaná spektra VCD jednotlivých konformerů (obr. 5 vlevo nahoře) se navzájem liší 
nejen svou polohou maxim pásů, ale i svým znaménkem, což dokazuje vysokou citlivost 
spektroskopie VCD vůči trojrozměrné struktuře. Při použití škálovacího faktoru 0,99 bylo 
dosaženo indexu podobnosti 0,68, což je podle Covingtona a Polavarapu26 podobnost 
dostačující k určení absolutní konfigurace molekuly. Ta byla určena porovnáním 
experimentálního a simulovaného spektra na úrovni B3LYP/6-311++G(d,p). Při porovnání 
je patrné, že pásy 1 a 3 mají v simulovaném spektru váženého průměru konformerů větší 
intenzitu než v experimentálním spektru. 
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Tab. 2 Pozice a orientace jednotlivých pásů v simulovaném a experimentálním spektru 
VCD (S)-avanafilu.

V experimentálním IR absorpčním spektru avanafilu pozorujeme celkem 11 významných pásů 
(obr. 5 vpravo dole), ke kterým byly přiřazeny jednotlivé vibrační módy (tab. 3). Tyto pásy byly 
správně predikovány ve spektru váženého průměru konformerů (obr. 5 vpravo uprostřed) 
simulovaných na úrovni teorie B3LYP/6-311++G(d,p). Nesrovnalosti v polohách pásů byly 
korigovány škálovacím faktorem 0,99 a bylo tak dosaženo přesvědčivého indexu podobnosti 
0,85. Simulovaná IR spektra jednotlivých konformerů (obr. 5 vpravo nahoře) se liší zejména 
v polohách významných pásů. Nejvíce se odlišuje průběh spektra konformeru II, který má 
podobné geometrické uspořádání jako konformer III, ale liší se polohou pyrimidinového 
heterocyklu, která je určena dihedrálním úhlem α1. 
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Obr. 5: Simulovaná spektra VCD (vlevo) a IR absorpční (vpravo) (na úrovni B3LYP/ 
6-311++G(d,p)) tří stabilních konformerů (S)-avanafilu (nahoře), jejich vážené průměry 
(uprostřed) a experimentální spektrum avanafilu (dole). Spektra jsou zobrazena v oblasti 
1800–1250 cm−1.
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Tab. 3: Polohy maxim významných pásů experimentálního a simulovaného spektra  
a k nim přiřazené vibrační módy (S)-avanafilu

Spektra ECD avanafilu v práškové formě a tabletě s KCl se vyznačovala stejným průběhem 
i počtem významných pásů (obr. 6 nahoře) jako spektra ECD v roztoku (obr. 4 vlevo).  
Rozdílnou intenzitu pásu 6 pozorujeme v případě pevné fáze oproti roztoku.  
Při porovnání obou experimentálních spekter ECD v pevné fázi (obr. 6) lze určit avanafil jako  
(S)-enantiomer. V UV spektrech pozorujeme pouze jeden absorpční pás 3, jehož maximum 
je oproti UV spektru v roztoku posunuto o ~ 20 nm. 

Při porovnání naměřených spekter VCD v pevné fázi (obr. 7) lze pozorovat stejný počet 
významných pásů jako v případě spekter v roztoku (obr. 5 vlevo). Pás 2 se ve spektrech 
pevné fáze (obr. 7) vyskytuje jako dva jednotlivé pásy 1624 a 1606 cm−1. S rozdílnou 
intenzitou oproti roztoku můžeme pozorovat i pásy 3 a 8. IR absorpční spektra v pevné fázi 
se vyznačují stejným počtem významných pásů jako spektra v roztoku, ale liší se intenzitou 
pásů 6, 7 a 10, které jsou ve spektrech pevné fáze pozorovány s menší intenzitou. Naopak 
pás 1 se v IR absorpčním spektru vyskytuje s vyšší intenzitou oproti roztoku.
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Obr. 6: Spektra ECD (nahoře) a UV absorpční (dole) (S)-avanafilu v pevné fázi. Spektra 
práškového vzorku (vlevo) a tablety s matricí KCl (vpravo). Spektra jsou zobrazena v oblasti 
220–400 nm.

Obr. 7: Spektra VCD (nahoře) a IR absorpční (dole) (S)-avanafilu v tablety s matricí KBr. 
Spektra jsou zobrazena v oblasti 1800–1250 cm−1.
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Závěr
V rámci této práce byla provedena strukturní analýza avanafilu, který patří mezi nejvíce  
padělaná léčiva na léčbu erektilní dysfunkce. Byly nalezeny celkem tři stabilní  
konformery (S)-avanafilu v roztoku, na základě Boltzmannova rozdělení bylo zjištěno jejich 
relativní rovnovážné zastoupení a simulována spektra váženého průměru jednotlivých 
konformerů. Ta byla porovnána s naměřenými spektry, díky čemuž byla určena nejen 
absolutní konfigurace ale i konformace látky. Pokud je nám známo, jedná se o první 
komplexní systematickou studii, která se zabývá analýzou avanafilu pomocí metod  
vibrační a chiroptické spektroskopie v roztoku a v pevné fázi ve spojení s kvantově 
chemickými výpočty. 
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