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KOKKUVOTE

Elina Hermann, Lilith Napp (2019). Tallinna Tervishoiu Kdrgkool, meditsiinitehnilise
hariduse keskus, farmatseudi 6ppekava. Asovérvide kvantitatiivne madaramine ravimites ja
vedelikkromatograafilise mé&&ramismeetodi valideerimine. LOputdd on 46 lehekuljel,
sisaldab 8 tabelit ning 10 joonist. T60s on kasutatud 69 kirjandusallikat.

Asovérve kasutatakse tdnapaeval palju, igapdevaelus kasutatavatest varvidest moodustavad
nad poole. Asovarvid vdivad pOhjustada allergiat, astmat ning hiperaktiivsust. Loput06
eesmargiks oli uurida asovéarvide ohtlikkust, kasutusvaldkondi, seost antibakteriaalsete
ainetega ning koguseid Eestis muldatavates ravimites. Ldputtds anallilisiti asovéarvide

koguseid kasimulgiravimites ning tuvastatud asovérvide jaamist piirnormidesse.

LAputdd on koostatud empiirilise uuringuna, mis viidi labi Tallinna Tervishoiu Kdrgkooli
instrumentaalanalliiisi laboris, kasutades korgsurve-vedelikkromatograafia aparatuuri.
Proovide ettevalmistamisel kasutati “Development and validation of an HPLC-UV method
for determination of synthetic food colorants” metoodikat. Referentsainete valik tehti
kasimulgiravimites enim esinevate asovérvide alusel. Analliisitavate ravimpreparaatide
valikul lahtuti eelkdige lastele ja noortele sobilikest ravimitest ning lisaks v@eti juurde
preparaate, kus leidus analUlsitavaid asovarve.  Taiskasvanutele  mdeldud
kasimulgiravimid valiti, kuna apteegis ostetakse neid tihti ning autorid peavad nendes

asovarvide kasutamist ebavajalikuks.

Analidsitud viie preparaadi referentsvaértused on avaldatud tervishoiu to6taja ravimiinfos
(SPC) ning Dolmeni referentsvéértuse kohta tehti teabendue ravimifirmasse. Metoodika
valideerimisega selgitati vélja asovarvainete madramise metoodika laiendatud
mdGtemaaramatus, milleks oli 35%. Tulemusi ning referentsvaartusi vorreldes selgus, et
vottes ei jadnud piirnormidesse Theraflu SN. Dolmen sisaldas kinoliinkollast margatavalt
vahem ravimifirmalt saadud kogusest. Ulejaanud kaheksa preparaadi vérdlusmoment
plstitati toidulisandite piirnormide alusel. Eestis lubatud asovérvide piirnormid on
kajastatud Riigiteatajas. Tulemusi analliiisides selgus, et tlejddnud kaheksas preparaadis

jaid asovarvid piirnormidesse.

Votmesonad: asovarvid, pdikeseloojangukollane, asorubiin, erkpunane, briljantsinine,

kinoliinkollane, prontosil, HPLC.


https://www.riigiteataja.ee/akt/905492

SUMMARY

Elina Hermann, Lilith Napp (2019). Tallinn Health Care College, Medical Technology
Education Centre, Curriculum of an Assistant Pharmacist. Method validation and
quantitive determination of azo dyes in drugs by using HPLC. The thesis consists of 46
pages, 8 tables, 10 figures and 69 references.

Azo dyes are widely used, they make up about half of the colours used in every day life.
Azo dyes can cause allergies, asthma and hyperactivity. The purpose of the final thesis was
to analyse the hazardousness of azo dyes, field of use, association with antibacterial
substances and quantities of azo dyes in medicines sold in Estonia. The quantities of azo
dyes in medicines were analyzed and the presence of them in the limit values were

observed.

The thesis is an empirical study, which was carried out at Tallinn Health Care College’s
instrumental analysis’ laboratory using high-pressure liquid chromatography (HPLC).
Samples were prepared using “Development and validation of an HPLC-UV method for
determination of synthetic food colorants” method. The choice of reference substances was
based on the most used azo dyes in medicines and the choice of products was based on
suitability for children and teens. Products suited for adults were chosen because they are

more commonly bought and the authors find unnecessary to use azo dyes in them.

The reference values of the 5 analysed preparations are published in the summary of
product characteristics (SPC) and Dolmen referencevalue was inquired through the
pharmaceutical company. The expanded uncertainty which was 35% was found through
the validation of the method. During the comparison of the results and reference points it
was found that 5 of the products were in the limit values while 1 was not. Taking into
account expanded uncertainty, Theraflu SN did not remain within the limit values. Dolmen
contained quinoline yellow significally less that the pharmaceutical company told. The
comparison(s) of the remaining 12 preparations were set according to the limitations of the
food supplements. The allowed limit values of azodyes in Estonia are recognized in the
Riigiteataja. When analysing the results it was found that the azodyes in the remaining 8

preparations were in the limits.

Keywords: sunset yellow, azorubine, ponceau, brilliant blue, quinoline yellow, prontosil,
HPLC.
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SISSEJUHATUS

Sinteetilisi véarve Kkasutatakse tekstiili varvimisel, printimisel, vérvifotograafias,
ravimitoostuses, toiduvalmistamisel, kosmeetikas ja paljudes muudes valdkondades
(Erkurt 2010: 10). Terminit sunteetiline kasutatakse varvainete puhul, mis ei ole
looduslikud ning on saadud keemilise sunteesi teel (Corradini 2019: 1). Koik lisaained, k.a
asovarvid on tahistatud lisaaine koodiga, mis hdlmab tahist E ning numbrilist koodi. Téhis
E annab ohutuse garantii ning numbriline kood véimaldab lisaaineid slstematiseerida
erinevatesse kasutusklassidesse. “Téhis E ja numbrikood viitavad konkreetsele keemilisele
uhendile, mis on kantud toiduainetes kasutada lubatud lisaainete registrisse Euroopa
Liidus.”. (Vihalemm).

Asovarvid esindavad igapdevaelus kasutatavatest varvainetest poolt (Erkurt 2010: 10).
Uhendite kasutatavus tuleneb nende lihtsatest siinteesiprotsessidest ning pusivusest nii
niiskuse kui temperatuuri suhtes (Bafana jt 2011: 351). Enamik asovarve on vees
lahustuvad, mis tdhendab, et need imenduvad organismis kergesti (Azo dyes 2018).
Tanapéeval siinteesitakse asovérve uUlipuhastest naftasaadustest (Amchova jt 2015: 914).
Kuigi asovérvid ei ole otseselt ohtlikud, vdivad need vee-keskkonda sattudes muutuda
kantserogeenseteks amiinideks, mis mdjutavad dkosusteemi ning inimeste tervist (Erkurt
2010: 10). Laialdaselt on levinud uskumus, et toiduvarvid, kaasa arvatud asovarvid vdivad
tekitada toidutalumatust, allergilisi reaktsioone, hiperaktiivsust lastel, genotoksilisust ning
kantserogeensust (Feketea ja Tsabouri 2017: 579; Corradini 2019: 1). Heakskiidetud
stinteetiliste varvainete puhul ei ole teatatud kantserogeensest ning genotoksilisest toimest,
kuigi nende ainevahetusproduktide sarnasus potentsiaalselt kantserogeensete voi

genotoksiliste Gihenditega on ulatuslik (Corradini 2019: 1).

Paikeseloojangukollane E110 on asovarvaine, mis sisaldab asogruppi —N=N-. E110
kasutatakse  nditeks  juustus, kommides, aprikoosimoosis, pakisuppides ning
energiajookides. Péikeseloojangukollane v@ib pohjustada astmat, immunosupressiooni,
arevust, migreeni ja huperaktiivsust. (Gomez jt 2016: 807-808). Asorubiin E122, teise
sbnaga karmoisiin, on asovérv, mida kasutatakse laialdaselt toiduvarvina (Basu ja Kumar
2015: 54; Komisjoni rakendusmaérus... 2012). Inglise keeles tuntakse kui Red 3 ning Acid
Red 14. Tavaliselt esineb asorubiin dinaatriumsoolana ja seetdttu on see vees véaga hasti
lahustuv. On tdestatud, et karmoisiin avaldab rottide maksa- ja neerukudedele

histopatoloogilist mdju, mis véljendub rakkude turses ja nekroosis. (Basu ja Kumar 2015:



54). Erkpunane on asovéarv, mida kasutatakse laialdaselt paljudes toiduainetes. Peamine
terviseprobleem erkpunase tarbimisega on moju laste kditumisele, peamiselt
hlperaktiivsus. (Abbey jt 2014: 460). Briljantsinine on asovarv, mis on E-ainena
registreeritud kui E133. Paljudes riikides kasutatakse briljantsinist toiduvarvina, kaasa
arvatud ka Euroopa Liidu riikides. (Wang jt 2019: 126; EFSA 2013: 4-6). Briljantsinist
tuleks votta sissehingamisel ohuna ning kuna puuduvad andmed naha ning silmade arrituse
kohta, siis tuleks pidada briljantsinist potentsiaalselt &rritavaks (EFSA 2013: 4).
Kinoliinkollane (E104) on kollane v8i rohekaskollane asovarv. Kinoliinkollane on Euroopa
Liidus heaks kiidetud vdarvaine ning seda kasutatakse enamasti toiduvarvina. (Wang jt
2019: 126; E-ainete tabel...). Kinoliinkollase tarbimise peamisteks korvaltoimeteks on
allergilised tursed ning ndgestdbi (Vihalemm). Pdikeseloojangukollase, asorubiini ja
erkpunase ADI peaks jddma vastavalt 2,5 mg, 4 mg ja 4 mg kehakaalu kilogrammi kohta
(Leo jt 2017: 36). Briljantsinise ADI 1969. aastal oli 12,5 mg/kg kehakaalu kohta, alates
1984. aastast aga 10 mg/kg kehakaalu kohta (Lucova 2013: 19). Kinoliinkollase ADI peaks
jadma 0,5 mg kehakaalu kilogrammi kohta (EFSA 2009: 1).

LOputdd eesmargiks on uurida asovarvide sisaldust apteegis mudgil olevates
kasimiugiravimites. Ravimite valiku tegemisel lahtuti sobivusest lastele ning noortele ning
lisaks voeti juurde kdasimiugiravimeid, kus leidus analulsitavaid asovérve. Taiskasvanutele
mdeldud kasimalgiravimid valiti, kuna apteegis ostetakse neid tihti ning t66 autorid
peavad nendes asovarvide kasutamist ebavajalikuks. Kirjanduse alusel uurida asovarvide
kasutusvaldkondi ning ohtlikkust. Sellest lahtuvalt pustitatakse 18put6éd hulpotees, et

apteegis mutdavates kasimudgiravimites on asovarve normi piires.
LOputdd uurimisilesanded:

e tdenduspdhise kirjanduse alusel uurida asovérvide ohtlikkust;

e uurida asovarvide kasutusvaldkondi;

e uurida asovérvide kasutamist meditsiinis;

o vélja selgitada farmaatsiatoostuses enim kasutatavad asovarvid;

e analulsida kvantitatiivselt apteegis mulidavaid k&simudgiravimeid, mis sisaldavad
asovarvi/asovarve;

o vedelikkromatograafilise madramismeetodi valideerimine;

e vOrrelda uuritavate preparaatide asovérvide referentskoguseid ning analluside

kéigus saadud tulemusi.



MOISTED

ADI (Accepted Daily Intake) — néitab aine kogust, mida vdib 60péevas kogu eluea jooksul

ohutult tarbida, arvestatuna kehakaalu kilogrammi kohta (Eesti toitumis... 2017).

Ekstinktsioonitegur — molaarne ekstinktsioonitegur néitab uuritava aine 1-molaarse lahuse

absorptsiooni lainepikkusel A, kui lahuse kihi paksus on 1 cm (Kreen jt 2010: 40).

Genotoksiline — havitav toime raku geneetilisele materjalile (DNA, RNA), mis mdjutab
selle terviklikkust (Shah 2012: 43).

Immunosupressioon — olukord, kus ravimite tarvitamise tOttu on immuunsiisteemi t60
vahem efektiivne vdi hoopis peatatud. Enamasti rakendatakse seda juhul, kui on toimunud

organi siirdamine. (Immunosuppression).

Kantserogeenne — vo0ib pOhjustada pahaloomuliste kasvajate teket vdi suurendada nende
esinemissagedust (To0keskkonna kantserogeenid 2012).

Kromatogramm — siisteemis toimunud ainete eraldamise esitamisviis. Kromatogrammile

joonistuvatest piikidest esineb iga piik erinevat ainet. (How Does...).

LDso (Median Lethal Dose) — aine annus, mis surmab pool (50%) katseorganismidest.
LDso valjendatakse tavaliselt aine massitihikuna isendi kehakaalu kilogrammi kohta
(mg/kg kehakaalu kohta). (RaTeRa - Rahvatervishoiu...).

Monotsiiit — luulimbrises valmistatud teatud tldpi valge verelible, mis liigub labi vere
organismi kudedesse, kus ta muundub makrofaagiks. Makrofaagid Umbritsevad ja
havitavad mikroorganisme, eemaldavad surnuid rakke ja suurendavad immuunvastuseid.
(NCI Dictionary...).

Mdootemédramatus — mdodte- voi anallidsitulemusele omistatavate voimalike vaartuste
hajusust iseloomustav parameeter. Iseloomustab mdoétetulemuste usaldusvéérsust. (Leito ja
Viitak 2007: 25).

Madramispiir — madalaim analttdi sisaldus proovis, mida metoodika vOimaldab

usaldusvéarselt kvantitatiivselt maérata (Leito ja Viitak 2007: 20).

Referentsvaartus — proovis analulidi tegeliku sisalduse parim vdimalik hinnang (Leito ja
Viitak 2007: 73).



Retentsiooniaeg — aeg, mis kulub aine sisestamisest tema piigi maksimumi valjumiseni

kromatogrammil (Parts).

Valideerimine — protsess, mille eesmark on valja selgitada, kas metoodika vastab
eesmargile ehk kas ta kdlbab analtlsiks, milleks teda soovitakse kasutada (Leito ja Viitak
2007: 28)



1. ASOVARVIDE KEEMILINE LOOMUS JA TOIME ORGANISMIS

Looduslikke varvide ajalugu on pikk ning huvitav. Varaseim kirjalik dokument loodusliku
varvaine kasutamise kohta parineb Hiinast aastast 2600 eKr. Varvitoostuse algusaastatel
toodeti vérve looduslikust materjalist — taimedest ja putukatest. Loodusliku materjali
suurimaks miinuseks oli piiratud vérvivalik. Silnteetiliste vérvainete to0stus sai alguse
1856. aastal kui William Henry Perkin's valmistas kivisoetdrvast lillaka vérvi. Esimene
asovarv aniliin kollane toodeti 1861. aastal. (Bafana jt 2011: 351).

Asovarvid on suurim rihm varvaineid, moodustades umbes 70% kdikidest maailmas
toodetud orgaanilistest varvidest (Bafana jt 2011: 351). Need on keemiliselt téhistatud kui
R-N=N-R’, kus -N=N- tihistab asoriihma ja R v&i R’ vdib olla kas ariiiil voi alkiiiilriihm.
Ajalooliselt tuleb sdna “aso” prantsuse keelsest sdnast azote, mis tdhendab l&mmastikku
ning mis on omakorda tuletatud kreeka keelsetest sdnadest: a (mitte) zoe (elada). (Chung
2016: 233). Need uhendid on véga stabiilsed valguse, hapniku ja pH muutuste suhtes
(Gomez jt 2016: 808). Esimesed asovarvid saadi Kivisdetorvast, tanapéeval siinteesitakse
neid korgelt puhastatud naftasaadustest (Amchova jt 2015: 914).

Enamus asovérve on vees lahustuvad mis tahendab, et need imenduvad organismis
kergesti. Enamasti toimub imendumine l&bi sissehingamise, alla neelamise v&i naha kaudu.
(Azo dyes... 2018). Asovérvid muundatakse organismis aromaatseteks amiinideks. Koige
markimisvéaarsem biotransformatsioon toimub juhul, kui aromaatsed amiinid lagundatakse
inimese soole mikroflooras asoreduktaasi abil. (Chung 2016: 238-239). Sinteetilisi
varvaineid lisatakse toiduainetele ja jookidele, et parandada nende valimust ja tekstuuri,
kuid neil ei ole toitevaartust (Gomez jt 2016: 808).

1.1. Asovarvide toksikoloogia

Slnteetilised vérvid on mitmete harude, nditeks tekstiili-, farmaatsia-, ja toidutodstuse
aluseks. Asovarvid moodustavad 70% igapdevaselt toodetud vérvidest. (Bafana jt 2011:
350). Suure tootlikkuse tottu on varvide tootmine hakanud avaldama negatiivset moju nii
keskkonnale kui inimeste tervisele (Rawat jt 2016: 592). Mitmed siinteetilised varvid, eriti
asovarvid, on mdirgised ning mutageense toimega, seetdttu on need paljudes riikides
keelatud. Asovérvide LDso Euroopa Liidu seadusandluse alusel on vahemikus 250-2000
mg/kg kohta. (Bafana jt 2011: 350-353). Euroopa Liidus on keelatud kasutada vérvainet



Red 2G (E128), mis muundub organismis aniliiniks, mida loetakse kantserogeenseks
aineks (Komisjoni maarus... 2007). “Seadusandlus riikide I6ikes on erinev. Rootsis ning
Leedus on keelatud toiduvarvide kasutamine lastele méeldud toidus, Venemaal on lubatud
kasutada nelja varvi. Eestis on lubatud kasutada kdiki Euroopa Liidus heaks kiidetud

stinteetilisi varvaineid.”. (Vihalemm).

On teada, et asovarvide lagunemisproduktid (néiteks aromaatsed amiinid) on mdrgised
ning kantserogeensed (Lipskikh jt 2016: 975). Mitmed asovérvid on resistentsed
lagunemise suhtes, mistdttu on need toksilised inimeste ja loomade tervisele. Liigne
tarbimine vOib pdhjustada tdsiseid terviseprobleeme, sealhulgas allergiat ja astmaatilisi
reaktsioone, DNA Kkahjustusi, neerupuudulikkust ja huperaktiivsuse haireid (ADHD).
(Rovina jt 2016: 48). Laialdaselt on levinud uskumus, et toiduvérvid vdivad tekitada
toidutalumatust ning allergilisi reaktsioone, naiteks urtikaariat (Feketea ja Tsabouri 2017:
579).
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2. ASOVARVIDE KASUTUSALAD

2.1. Farmaatsiatdostus

Farmaatsiatoostuse areng kiirenes peale Teist maailmasfda. L&bimurre saabus 19. sajandi
I6pus, kui Paul Ehrlich slinteesis asovérvide baasil malaariavastase ravimi. Algaineks oli
aniliinvarv metileensinine, mille derivaadid on samuti efektiivsed malaariavastased
uhendid. Ehrlich Uritas asovérvidega ravida ka aafrika tripanosomiaasi, kuid porus.
(Wainwright 2008: 582-583). Aafrika trupanosomiaasi ehk unetdve haigustekitaja on
algloom Trypanosoma brucei gambiense vdi Trypanosoma brucei rhodesiense. Haigust
kannavad loomalt inimesele vGi haigelt inimeselt tervele (le tsetsekarbsed.
Haigusnahtudeks on tsetsekarbse hammustuskohale tekkiv valulik sdlmeke, tusev palavik,
tugev peavalu ja unetus ning nahal6dve. Limfisdlmed suurenevad ja on valulikud. Haiguse
hilises staadiumis kahjustub keskndrvislisteem, tekivad koordinatsiooni-, taju- ja
pstihikahdired ning unisus, tahtmatud liigutused ja sudamekahjustus. Ravimata I6peb

haigus surmaga. (Aafrika tripanosomiaas 2019).

Lahtudes Ehrlichi avastustest, hakkas Carl Browning 19. sajandil sGjahaavade ravimiseks
kasutama akriidini derivaate proflaviini ning akriflaviini. Mdlemad thendid on tugevad
antiseptikumid mis nahaga kokkupuutel varvivad naha punaseks. On kindlaks tehtud, et
aminoakridiinid omavad toimet bakteri DNA-le ning inhibeerivad replikatsiooni.
(Wainwright 2008: 584-585).

2.2. Toiduainetoostus

Toidu lisaaine on mistahes aine, mida tavaolukorras ei tarbita toiduna ega koostisosana,
vélja arvatud ained, mis lisatakse toidule, et sailitada vOi parendada toitevaartust. Samuti
lisatakse neid, et pidurdada riknemist ja parandada struktuuri, vélimust, koostist ja
organoleptilisi omadusi. (Vihalemm). Euroopa Toiduohutusamet defineerib toiduvérve kui
toidu lisaained, mille eesmargiks on tagada varvi sdilivus ka peale péikesevalguse ja
niiskusega kokkupuudet. Lisaaineid klassifitseeruvad: sdilitusained, emulgaatorid,
antioksiidandid, stabilisaatorid, maitseained, magusained ning varvained. (Feketea ja
Tsabouri 2017: 579). Tanapéeval lisatakse toiduvérve erinevatesse toodetesse, naiteks
piimatoodetesse ning suupistetesse. Nende peamine eesmérk on muuta toit tarbija jaoks

atraktiivsemaks. (Rovina jt 2016: 48). Toiduvarvid jagunevad looduslikeks ning
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stnteetilisteks (Feketea ja Tsabouri 2017: 579-580). Looduslikke varve saadakse nii
toiduainetest kui ka looduslikust materjalist, suinteetilised toodetakse keemiliste protsesside
kaigus (Amchova jt 2015: 914). Ko&ige sagedamini kasutatavad asovérvid
toiduainetdostuses on alluurpunane, briljantsinine, tartrasiin ja paikeseloojangukollane
(Feketea ja Tsabouri 2017: 582).

Lahtuvalt Euroopa Uhenduse méaéruse nr 1333/2008 kohaselt peab olema esitatud lisateave
koos toiduvdrvi nimetuse vOi E numbriga ,,v0ib avaldada kahjulikku moju laste
aktiivsusele ja tdhelepanuvdimele® jirgnevatel asovirvidel: pdikeseloojangukollane
(E110), kinoliinkollane (E104), asorubiin (E122), tartrasiin (E102), vdlupunane (E129),
erkpunane 4R (E124) (Tarbijakaitseamet kontrollis... 2011).

2.3. Kosmeetikattostus

Kosmeetikatoode on aine vdi segu, mis on valja to6tatud naha, juuste, ndo- ja ihukarvade,
kiiunte, huulte ja véliste suguelundite vdi hammaste ja suuddne limaskestade
puhastamiseks, I6hnastamiseks ja kaitsmiseks. Kasutatakse ka valimuse muutmiseks ning
hea seisukorra hoidmiseks. Kosmeetikatooted ei tohi olla inimese tervisele kahjulikud ning
pakendid peavad olema nduetekohaselt mérgistatud. (Kosmeetikamaérusega satestatud...
2017).

Kdige laialdasemalt on kosmeetikas kasutusel stinteetilised varvid. Asovarvide tahtsus ning
kasutamise populaarsus tuleneb madalatest tootmiskuludest. Samuti on need vorreldes
looduslike véarvidega vastupidavamad valgusele, kuumusele ja pH taseme kdikumistele.
Kosmeetikas kasutatavaid varvaineid saab rihmitada struktuuri, varvi ning lahustuvuse
jargi. (Guerra jt 2018: 1-2). Lahustuvuse alusel jagunevad vérvained tootes lahustuvateks
ja mittelahustuvateks tihenditeks. Lahustuvad on vérvid, mille alla kuuluvad ka asovarvid.
Vees lahustuvad asovérvid on kdige tdhtsamad tooni andvad hendid kosmeetikatoostuses,

mis toonivad enamasti ainult toodet, mitte inimese nahka. (Clark 2011: 182).

Kinoliinkollane on genotoksiline naha kaudu imendumisel. Asovérve Kkasutatakse
plsimeigi  ning tatoveeringute tegemisel. Kuna need varvid ei ole pisimeigi ega
tatoveeringute tegemiseks loodud, on nende puhtusaste antud tegevuste jaoks madal.
(Guerra jt 2018: 3).
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3. ASOVARVIDE SEOS ANTIBAKTERIAALSETE AINETEGA

Enne antibiootikumide tarvitamisele vOtmist 1930. aastal, kasutati varvaineid
mikroskoopilistel uuringutel. Kuna bakterid absorbeerivad varvaineid, muutuvad nad
varviga kokkupuutel nahtavaks. L&htuvalt sellest hakkasid 1.G. Farbeni teadlased otsima
varvaineid, mida bakterid absorbeerivad kuid mis on nende jaoks mirgised. Varvainetega
tehti in vitro ja in vivo Katseid. In vitro korral viiakse katse labi katseklaasis v0i Petri tassil,
in vivo korral elusorganismidega. 1.G. Farbeni teadlased leidsid, et mdningad varvained
olid antibakteriaalsed in vivo kui ka in vitro katsetes. Varvaine Prontosil osutus
inaktiivseks in vitro ning aktiivseks in vivo. (Carey ja Giuliano 2011: 966).

3.1. Prontosil

Esimest meditsiinis kasutatavat asovarvi punast Prontosili saadi Kivisoetdrvast (vt joonis
1). Inglise keeles kutsutakse seda veel sulfamidochrysoidine, rubiazol, aseptil rojo,
streptocide, ja sulfamidochrysoidine hydrochloride. 1.G. Farbeni uurimisriihma liige
Gerhard Domagk kasutas 1932. aastal Prontosili staflilokokiga eluohtlikult nakatunud lapse
raviks. Ravi oli vdga kiire ning laps paranes téielikult. Domagk patenteeris 1932. aastal
Prontosili meditsiiniliseks kasutamiseks. (Chung 2016: 235). Uurimistd0 eest Prontosilist
palvis Domagk 1939. aastal Nobeli meditsiini- ja fusioloogiapreemia. (Carey ja Giuliano
2011: 966).

i
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Joonis 1. Prontosili struktuurvalem (Prontosil).

Prontosili antibakteriaalne toime Streptococcus pyogenes sisteemse infektsiooni vastu
avastati 1932. aastal tehes katseid hiirtega. Domagki poolt labiviidud eksperimendis sustiti
26le hiirele hemolditilist streptokokki bakterikultuuri. Poolteist tundi hiljem siistiti nendest

12 hiirele doos Prontosili. Hiired, kellele manustati Prontosili jaid elama, Glejaanud 14
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kontrollhiirt surid. Katsega tdestas Domagk, et Prontosil toimib streptokokkidele in vivo,
kuid mitte in vitro ning ei ole hiirtele mingil madral toksiline. (Chung 2016: 235).
Uurimused nditasid, et Prontosili antibakteriaalsed omadused ei ole seotud vérvaine
omadustega. Organismis toimub asosideme katkemine ning tekib sulfaniilamiid. (Carey ja
Giuliano 2011: 966). Algselt levis arvamus, et antibakteriaalne toime on asovarvil, hiljem
aga selgus, et toimet omab hoopis asovarvi redutseerimise produkt sulfaniilamiid
(Wainwright 2008: 585). Kui Ameerikas voeti kasutusel sulfaniilamiinidel baseeruvad
ravimid, vahenes kopsupdletikust pdhjustatud surmade arv mérgatavalt (Carey ja Giuliano
2011: 966). Samuti kasutati ravimeid veremurgituse ning gonorréa raviks (Chung 2016:
235).

Tanapéeval kasutatakse sulfoonamiide harva, peamiselt haiglates (Wainwright 2008: 586).
Niddisajal on véga levinud trimetoprimi ning sulfametoksasooli kombinatsioon, mida
kasutatakse kuseteede bakteriaalse infektsiooni, dgeda keskkdrvapdletiku ning kroonilise
bronhiidi &genemise korral. (Wainwright 2008: 586; Ravimiomaduste kokkuvote:
Berlocid... 2018). Kombinatsiooni kasutatakse ka sulfametoksasooli ja trimetoprimi suhtes
tundlike mikroorganismide pdhjustatud infektsioonide ravis, samuti kopsupdletiku ja
toksoplasmoosi profilaktikaks ja raviks (Ravimiomaduste kokkuvdte: Berlocid... 2018).
Toksoplasmoos on rakusisese alglooma Toxoplasma gondii tekitatud imetajate ja lindude
tobi. Inimesel kulgeb toksoplasmoos gripilaadselt. Rasedate esmanakatumisel haigestuvad
tihti looted, esineb aborte ja lapsed v@ivad siindida hélvetega. Inimeste riskigruppide hulka
kuuluvad rasedad, kes varem pole toksoplasmoosi pddenud ning immuunpuudulikkusega
isikud. (Toksoplasmoos). Ravimi kasutamise ajal peab arst patsienti pidevalt jalgima
neeru- vOi maksafunktsiooni kahjustuse, kilpnddrmefunktsiooni hdirete ja foolhappe
defitsiidi kahtluse korral, samuti juhul, kui tegemist on eaka patsiendiga (Ravimiomaduste
kokkuvdte: Berlocid... 2018).
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4, PAIKESELOOJANGUKOLLANE FCF

Paikeseloojangukollane FCF (E110), keemilise nimetusega dinaatrium-2-htdroksi-1-(4-
sulfonatofenuilaso)-naftaleen-6-sulfonaat on asovarv mida kutsutakse ka dhtukollaseks voi
s60davaks kollaseks (Komisjoni direktiiv... 2006; Rovina jt 2016: 48; Goémez jt 2016:
807) (vt joonis 2). Péikeseloojangukollast kasutatakse laialdaselt toiduainetdostuses,
ravimites ning kosmeetikatoodetes. Kasutamise eesmérgiks on anda tootele oranz voi
punane vérvus. (Rovina jt 2016: 48). Péikeseloojangukollase tootmise kaigus vdib teatud
tingimustes tekkida Sudan | (Komisjoni direktiiv... 2006). Sudan I on lipofiilne asovérv,
mida kasutatakse laialdaselt to6stuslikel ja teaduslikel eesmérkidel, kuid mille kasutamine
toiduvérvainena on keelatud selle kantserogeensuse tottu (Gomez jt 2016: 808).
Toidulisandites lubatud péaikeseloojangukollase kogus on tahketes toodetes 300
mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta (Toidus lubatud... 2000).

Joonis 2. Paikeseloojangukollase keemiline struktuur (Sunset Yellow).

Uleliigsel tarbimisel voib paikeseloojangukollane pdhjustada astmat, immunosupressiooni,
ekseemi ning migreeni. Pdikeseloojangukollast seostatakse samuti véhi tekkega. Toksilisus
ning kantserogeensus imetaja organismile vdib olla pdhjustatud asovarvi vastastikusest
toimest retseptor molekulide rakusisese vedelikuga vOi l&bi vabade radikaalide
moodustamise.  Mitte-tsutotoksiline  doos  pdikeseloojangukollast  v8ib  omada
immunomoduleerivat toimet. Asovarv vahendab harkn&d&rme kaalu ning monotsidtide
arvu. (Rovina jt 2016: 49). On kindlaks tehtud, et vastupanu infektsioonhaigustele sdltub

peamiselt monotsiiutide sekkumisest (Hashem jt 2010: 1584).

Vérvainega teostati katse Rahvusvaheliste Uuringute Keskuses, Gizas, Egiptuses. Katse
viidi labi 50ne emase albiinorotiga, kes olid jagatud viide gruppi. Katse kestus oli neli

nédalat ning selle aja jooksul jalgiti rottide kehakaalu muutust. Katse 16pus kaaluti ka p6rn
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ning harkndare. Tulemused néitasid, et manustades rottidele oraalselt 315 mg/kg
paikeseloojangukollast, ei muutu katsealuste kehakaal. Samuti ei muutunud rottide pdrna
kaal, kuid vahenes harkndarme kaal. Antud doos asovarvi ei mdjutanud rottide valgete
vereliblede arvu, védhendas aga monotslitide arvu. Katse Kinnitab, et paikeseloojangu-
kollane tekitab immunosupressiooni ning mojutab monotsiutide arvu. Vérvaine voib
mdjutada immuunsusteemi terviklikkust. (Hashem jt 2010: 1582-1584).
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5. ASORUBIIN

Asorubiin  (E122), keemilise nimetusega dinaatrium-4-hidroksu-3-(4-sulfonato-1-
naftullaso)-naftaleen-1-sulfonaat on sinteetiline punane varvaine, mis kuulub asovarvide
hulka (vt joonis 3). Sunonlumideks on karmoisiin ning toidupunane 3. (Komisjoni
rakendusméirus... 2012); (Konig 2017: 40). Enamasti saadakse asorubiini
dinaatriumsoolast. Kdige rohkem kasutatakse seda dekoratsioonides, kastmetes, 16hekala ja
kalapasta varvimiseks. Samuti kasutatakse asorubiini nii alkohoolsetele kui ka
mittealkohoolsete jookidele varvi andmiseks. Alkohoolsetes jookides vOib asovarvi
sisaldus olla kuni 200 mg/l ja mittealkohoolsetes jookides 50 mg/l. (Kdnig 2017: 40).
Toidulisandites lubatud asorubiini kogused on tahketes toodetes 300 mg/kg ning vedelikes
100 mg/kg kohta (Toidus lubatud... 2000). Asorubiini peamisteks korvaltoimeteks on
toime maksale, veresuhkru tus plasmas ja kaalutdus (Montaser jt 2013: 2194).

Joonis 3. Asorubiini keemiline struktuur (Acidic Red...).

Asorubiiniga viidi 1abi katse Egiptuses, Kairos. Katses kasutati 36 noort albiino rotti, kes
kaalusid vahemikus 60-80 grammi. Loomadele manustati kahes annuses asorubiini —
madalam annus oli 8-15 mg/kg ning kérgem annus 100-500 mg/kg. Katse ajal jalgiti
loomade toitumist ning neile anti regulaarselt vett. Katse 16pus voeti rottidelt vereanallis
ning tulemused néitasid, et suured annused asorubiini tdstsid rottide kehakaalu. (Amin jt
2010: 2995).
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6. ERKPUNANE 4R

Erkpunane 4R (E124), nimetatakse ka Ponceau 4R, Cochineal Red A ehk uuskoSenill,
keemilise nimetusega trinaatrium-2-htdroksi-1-(4-sulfonato-1-naftiiiilaso)-naftaleen-6,8-
disulfonaat on asovarv, mida kasutatakse laialdaselt alkohoolsetes ja mitte-alkohoolsetes
jookides ning paljudes toidainetes, nditeks: juust, liha, kastmed, keeksipulbrid, keeksid,
puu-ja juurviljakonservid ja karastusjoogid (vt joonis 4) (Abbey jt 2014: 460; Vihalemm:;
Komisjoni direktiiv... 1995). Toidulisandites lubatud erkpunase kogused on tahketes
toodetes 300 mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta. (Toidus lubatud... 2000).

MNat
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Joonis 4. Erkpunase keemiline struktuur (Ponceau S).

Peamine terviseprobleem erkpunase tarbimisega, on mdju laste kaitumisele, peamiselt
hiiperaktiivsus. Uhendriikide Toiduohutusamet (UKFSA) tellis uuringu, kus uuriti kuute
stinteetilist toiduvarvi, millest ks oli Ponceau 4R. Uuringu autorid vaitsid, et on olemas
seos laste hiperaktiivsuse ning slnteetiliste toiduvarvide vahel. Erkpunane ei ole
kantserogeenne, genotoksiline, neurotoksiline ega pdhjusta arengutoksilisust, kuid siiski
vOib luua seose erkpunase ning allergiliste reaktsioonide vahel. Jalgides lubatuid

péaevaannuseid, ei kujuta Ponceau 4R inimtervisele otsest riski. (Abbey jt 2014: 460).
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7. BRILJANTSININE FCF

Briljantsinine (E133) on asovarv, mis pohineb trifentitlmetaani struktuuril (Wang jt 2019:
126; EFSA 2013: 1) (vt joonis 5). Briljantsinist kasutatakse naariumsoolana, kuid on
lubatud ka kaalium- ning kaltsiumsoolana. Briljantsinist toodetakse punakas-sinise
varvusega graanulite voi pulbrina ning on vees lahustuv (EFSA 2013: 6-8). Paljudes
riikides, néiteks Austraalias, Hiinas, Uus-Meremaal, kasutatakse briljantsinist toiduvarvina.
(Wang jt 2019: 126). Samuti on asovarv Euroopa Liidus heaks kiidetud. Euroopa Liidus on
lubatud briljantsinise kogused toiduainetes vastavalt 20-500 mg/kg kohta ning jookides
kuni 200 mg/l kohta. (EFSA 2013: 4). Briljantsinist tuleks kasitleda sissehingamisel ohuna.
Kuna puuduvad andmed naha ning silmade arrituse kohta, siis tuleks pidada briljantsinist
potensiaalselt arritavaks nahale ja/vdi silmadele. Briljantsinist kasutatakse kasside ning
koerte soodalisandites. FEEDAP to6rihm peab kasside ning koerte jaoks briljantsinist
ohutuks kuni kontsentratsioonideni 278 mg ja 334 mg/kg taissodda kohta. (EFSA 2013:
2). Toidulisandites lubatud briljantsinise kogused on tahketes toodetes 300 mg/kg ning
vedelikes 100 mg/kg kohta. (Toidus lubatud... 2000).

L o]
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Joonis 5. Briljantsinise keemiline struktuur (Brilliant Blue...).

Briljantsinisega viidid labi katse, kus katsealusteks olid Beagle’i koerad. Katses osales 7
isast koera ning 5 emast. Kadikidele manustati (he aasta jooksul briljantsinist
kontsentratsiooniga 1% vo6i 2%. Neljale isasele ning kahele emasele koerale manustati 2%
briljantsinist ning kahele isasele ning kahele emasele 1%. M@&lemist soost (ihele koerale ei
manustatud midagi ning neid hoiti kontrollgrupina. Koerte kehakaalu mdddeti iga-
nadalaselt. Uks 2% riihma isane koer suri infektsiooni tagajarjel. 1% riilhmast suri isane
koer avastamata infektsiooni tagajarjel, mis mdojutas looma pankreast ning maksa.
Kaalumuutust ei tuvastatud kuna katsealuseid oli liiga vahe. (EFSA 2013: 9-10)
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8. KINOLIINKOLLANE

Kinoliinkollane (E104) on kollane v8i rohekaskollane asovarv, mis kuulub disulfoonhappe
derivaatide (dinaatriumsoolade) hulka (vt joonis 6). Seda turustatakse kaubanduses mono-,
di- ja trisulfoonhappe derivaatide seguna. (E-ainete tabel; EFSA 2009: 7). Lahustub
kergesti vees, halvemini etanoolis ning tldse mitte taimedlides. Varv sisaldab enamasti
monosulfonaatide, disulfonaatide ja trisulfonaatide ja tdiendavate varvainete segu
(naatriumkloriidi ja/vGi naatriumsulfaati). Kinoliinkollasel on inglise keeles véhemalt 28
erinevat sinonudmi, nagu naiteks Acid Yellow, Food Color No. Yellow 13, INS No. 104
jne. (EFSA 2009: 7-8).

Sarnaselt briljantsinisele on ka kinoliinkollane Euroopa Liidus heaks kiidetud ning
kasutusel. Kinoliinkollast voib toidus kasutada maksimaalselt annustes 50-500 mg/kg ja
jookides 200 mg/l. (EFSA 2009: 7-9). Vérvi kasutatakse naha ja huulte
kosmeetikatoodete valmistamisel ning lisaks karastusjookide ja maiustuste vérvimisel.
Kinoliinkollase peamised k&rvaltoimed on allergilised tursed ja ndgestdbi. (Chequer jt
2015: 54; Vihalemm). Samuti v8ib kinoliinkollane tekitada astmat, urtikaariat ja riniiti,
kuid seda rohkem siis, kui seda tarbitakse koos teiste stnteetiliste varvainetega (EFSA
2009: 30). Toidulisandites lubatud kinoliinkollase kogused on tahketes toodetes 300
mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta. (Toidus lubatud... 2000).

Na*

Ma*

Joonis 6. Kinoliinkollase keemiline struktuur (Quinline yellow).

Prantsusmaal asuv Laboratoire d'Etudes du Métabolisme des Médicaments viis
kinoliinkollasega labi katse, kus kasutati emaseid ja isaseid rotte. Uuringu kaigus moddeti
rottide plasmas erinevate ajaintervallide tagant kinoliinkollasest pdhjustatud
radioaktiivsuse taset. Ajaintervallideks olid maaratud 15 ja 30 minutit, 1, 2, 4, 8, 24 ja 48
tundi. Rottidele manustati suukaudselt 4 mg/l kinoliinkollast. Maksimaalne radioaktiivsuse
tase plasmas saavutati 30 minutit kuni 1 tund pdrast varvi manustamist ning enamik

radioaktiivsest ainest seondus just plasmavalkudega. Tulemused nditasid, et véike osa
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imendus seedetraktis, suurem osa nii maksas kui pdies. Samuti leiti, et kontsentratsioon
pusis kilpndarmes kuni 48 tundi ja esimese 24 tunni jooksul leiti munasarjades korge
kontsentratsioon radioaktiivset ainet. lIsastel rottidel tuvastati kérge kontsentratsioon
kilpnaarmes. (EFSA 2009: 17).
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9. UURIMISTOO METOODIKA

9.1. Kirjanduse Ulevaate metoodika

LOputdd teoreetiline osa pohineb tdenduspdhise erialase Kkirjanduse Ulevaatel.
Kirjandusallikate leidmiseks kasutati Tallinna Tervishoiu Korgkooli raamatukogu, Tallinna
Tehnikaulikooli raamatukogu ning otsingumootoreid Google ja Google Scholar. Kasutatud
kirjanduse hulka kuuluvad raamatud, Opikud, tGenduspdhised teaduslikud artiklid ning
elektroonilised allikad. T66 koostamisel kasutati Terviseameti ning Euroopa Liidu Teataja
kodulehekiilge. Elektroonilised teaduslikud artiklid on leitud andmebaasist ScienceDirect.
OtsingusGnadena kasutati: asovarvid (azo dyes), paikeseloojangukollane (sunset yellow),
ravimid (drugs), asorubiin (azorubine), karmoisiin (carmoisine), erkpunane (ponceau),
briljantsinine (brilliant blue), kinoliinkollane (quinoline yellow). ScienceDirect-ist leiti 26
kirjandusallikat, millest kasutati 17. LOoputdds kasutati usaldusvaarseid kirjandusallikaid
ning kasutatud artiklite ilmumisaastad jaid ajavahemikku 2008-2019. Kdik t66s kasutatud
mujalt allikatest parinevad andmed on viidatud ja kajastatud kasutatud kirjanduse all.
LOputdd koostamisel ja vormistamisel kasutati juhendit ,,Kirjalike tilidpilastoode struktuur

ja vormistamine Tallinna Tervishoiu Kdrgkoolis” (2017).

9.2. Valimi moodustamise metoodika

Uuringu esimeses faasis analtisiti kolme asovérvi, milleks olid péikeseloojangukollane,
asorubiin ja erkpunane. Teises faasis lisandusid briljantsinine ja kinoliinkollane. Vastavalt
sellele telliti reaktiivide mudgiga tegelevast firmast HNK Eesti referentsained puhtusega
ule 95% vdi sellise puhtusastme puudumise korral nii suure puhtusega, kui vdimalik.

Referentsained on naidatud tabelis nr 1.

Tabel 1. Analldsides kasutatud referentsained.

Asovérv Lot nr Sailivusaeg Tootja
Erkpunane A0390039 November 2022 ACROS Organics
Paikseloojangukollane MKCB3559 | 3 aastat alates avamisest Aldrich
Asorubiin 10206226 Mai 2027 Alfa Aesar
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Tabel 1 jatk

Asovarv Lot nr Sailivusaeg Tootja
Briljantsinine BCBV6154 3 aastat alates avamisest Aldrich
Kinoliinkollane 153178 3 aastat alates avamisest DR Ehrenstorfer

Uuringu esimeses faasis anallisiti seitset apteegis miuudavat kilmetusvastast
kasimulgiravimit. Preparaatide valiku tegemisel lahtuti eelkdige lastele ja noortele
suunatud kulmetusvastastest ravimitest ning samuti sellest, kui mitmes leidus eelpool
mainitud asovarve. Lastele suunatud kilmetusvastased kasimudgiravimid valiti seet6ttu, et
asovarvide piirnormid on kehtestatud kehakaalu kohta. Lapsed vbivad kaaluda sama palju
kui taiskasvanud, kuid nende organism on palju vastuvGtlikum. Teises faasis lisandus
seitse kasimulgiravimit. Ravimite valiku tegemisel lahtuti sobivusest lastele ning noortele
ning lisaks vOeti juurde preparaate, kus leidus analtlsitavaid asovarve. Téiskasvanutele
moeldud k&simadgiravimid valiti, kuna apteegis ostetakse neid tihti ning t66 autorid

peavad nendes asovérvide kasutamist ebavajalikuks.

9.3. Analuutilise uuringu metoodika

LOputdd on koostatud empiirilise uuringuna, mis tugineb analtlside kaigus kogutud
andmete kvantitatiivsel analliisil. Asovérvide kvantitatiivne analtiis viidi &bi Tallinna
Tervishoiu Kdrgkooli instrumentaalanalliisi laboris. L8putdé metoodika valjatéotamist
alustati metoodika: “'High Sensitivity UHPLC-DAD Analysis of Azo Dyes using the Agilent
1290 Infinity LC System and the 60 mm Max-Light High Sensitivity Flow Cell” alusel.
Metoodika alusel saadud katsetulemused ei olnud reprodutseeritavad. Seetbttu valiti
I6putdd aluseks metoodika: “Development and validation of an HPLC-UV method for
determination of synthetic food colorants”. Loput6d metoodika valideeriti, et saada teada
kui suur viga voib tekkida prooviettevalmistuse ning analtitisi kaigus. Tanu valideerimisele

saab realistlikumalt vOrrelda analtiusis saadud tulemusi referentsvadrtustega.

Analliis teostati vedelikkromatograafiliselt UV/VIS-detektoriga, kasutades Agilent
Technologies 1220 Infinity LC vedelikkromatograafi, koos gradient pumba ja kolonniga
(4,6 x 250 mm). Esimeses faasis kasutati kahte lainepikkust: 520 nm ning 490 nm. Teises

faasis lisandus briljantsinine lainepikkusega 600 nm ning kinoliinkollane lainepikkusega
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430 nm. Katse teostamiseks valmistati kaks eluenti A ja B. Eluent A koosnes
ammooniumatsetaadist. Eluendi valmistamiseks kasutati lahust kontsentratsiooniga 100
mMol. Eluent B koosnes atseetonitriilist. M6lemad ained valati 1 | eluendipudelitesse ning

uhendati HPLC pumpade stisteemiga.

9.4. Standardlahuste ettevalmistus

Standardlahuste valmistamiseks kaaluti 25,0 mg erkpunast, 26,0 mg asorubiini, 26,0 mg
paikeseloojangukollast, 25,4 mg briljantsinist ning 25,0 mg kinoliinkollast. Pulbrid viidi 50
ml kolbidesse ning taideti metanooliga mahuni. Peale seda asetati asovarvide lahused
lahustumise lihtsustamiseks 5 minutiks ultrahelivanni toatemperatuuril. Antud lahustest
tehti omakorda lahjendused mida kasutati asovarvide lainepikkuste ning piikide

maaramiseks. Asovarvide kogused ning lahjendused on néidatud tabelis 2.

Tabel 2. Standardlahused (pg/1).

Asovarv L4 L3 L2 L1
Paikseloojangukollane 5,20 2,60 1,04 0,52
Erkpunane 5,00 2,50 1,00 0,50
Asorubiin 5,20 2,60 1,04 0,52
Briljantsinine 5,10 2,60 1,02 0,51
Kinoliinkollane 5,00 2,50 1,00 0,50

L5 valmistamiseks voeti paikeseloojangukollast 52,0 ug/l, erkpunast 50,0 pg/l, asorubiini
52,0 pg/l, briljantsinist 51,0 pg/l ning kinoliinkollast 50,0 ug/l. Kalibreerimiskdvera
koostamisel ei kasutatud L5, kuna kalibreerimisgraafikut analliisides selgus, et see jéi
kontsentratsiooni- ja lineaarsuspiirkonnast valja. L5 tehti 10 kordne lahjendus ning saadi
L4, mille valmistamiseks m6ddeti 1 ml L5 lahust 10 ml kolbi ning tdideti deioniseeritud
(DI) veega margini. L5 tehti 20 kordne lahjendus ning saadi L3, mille valmistamiseks
mdddeti 0,5 ml L5 lahust 10 ml kolbi ning téideti DI veega mérgini. L5 tehti 50 kordne
lahjendus ning saadi L2. L2 valmistamiseks mdddeti 200 pg L5 lahust 10 ml kolbi ning
kolb taideti margini DI veega. L1, ehk L5 100 kordne lahjenduse tegemiseks mdddeti 100
pg L5 10 ml kolbi ning taideti margini DI veega. Standardlahused asetati kromatograafi

autosamplerisse ning alustati analliisi. Kdikide standardlahuste juures on arvesse voetud
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lahuste puhtusastmeid, mis on jargmised: péikeseloojangukollane 96%, erkpunane 83%,
kinoliinkollane 90,2%, asorubiin 98% ja briljantsinine 97%.

9.5. LOput6os kasutatud ravimpreparaadid ning nende ettevalmistus analtdsiks

Uuringu esimeses faasis analliusiti seitset ravimpreparaati — vees lahustuvat pulbrit
(Fervex, Theraflu SN, Coldrex), siirupit (Sudafed Expectorant, Fluditec), suspensiooni
(Panadol) ja losengi (Strepsils vitamin C) (vt tabel 3). Teises faasis analliusiti lisaks
eelmainitule veel seitset ravimpreparaati — vees lahustuvat pulbrit (Dolmen, TriFlunex),
siirupit (Actifed), losengi (Septolete Omni mentool), kapslit (Espumisan, Loperamide-
Grindeks) ja vaginaalset kapslit (Canesten) (vt tabel 4).

Tabel 3. Esimeses faasis analiitsitud ravimid.

Ravimi nimetus Sisalduv asovérv Vanusegrupp

Fervex 280+10+100 mg N8 - ule 6-aastased
suukaudse lahuse graanulid paikeseloojangukollane (E110) lapsed

Panadol suukaudne susp 120 mg/5

ml 100 ml asorubiin (E122) 2 kuud - 12 aastat

Sudafed Expectorant siirup 6 mg+20 | péikeseloojangukollane (E110), 6-12 aastased

mg/ml 100 ml erkpunane 4R (E124)
Fluditec sir 20 mg/ml 125 mi paikeseloojangukollane (E110) 2-15 aastased
Strepsils vitamin C 100 mg 0,6 péikeseloojangukollane (E110), ule 6-aastased ja
mg+1,2 mg+100 mg N24 loseng erkpunane 4R (E124) taiskasvanud

Theraflu SN, 500 mg/30 mg
suukaudse lahuse pulber

tle 15-aastased ja

paikeseloojangukollane (E110) tiiskasvanud

Coldrex Maxgrip Menthol &
Berries, suukaudse lahuse pulber
kotikeses 1000+10+70 g

paikeseloojangukollane (E110), tile 12-aastased ja
asorubiin (E122) téiskasvanud

Panadol on suukaudne suspensioon mida kasutatakse ndrga kuni médduka valu ja/voi
palaviku lihiajaliseks stiimptomaatiliseks raviks. Ravimit kasutatakse maksimaalselt kolm
paeva. Sisaldab asorubiini. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Panadol... 2018). Sudafed
Expectorant siirupit kasutatakse nina limaskesta turse vdhendamiseks nohu korral ja roga
lahtistamiseks ageda produktiivse kdha korral. Ravimit ei tohiks kasutada lle viie péeva.
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Siirup sisaldab erkpunast ja paikeseloojangukollast. (Ravimiomaduste kokkuvote:
Sudafed... 2018). Theraflu SN on nédidustatud iilemiste  hingamisteede
viirusinfektsioonidest ja gripist pohjustatud siimptomite luhiajaliseks sumptomaatiliseks
raviks. Ravimit tohib kasutada kuni kolm péeva. Sisaldab paikeseloojangukollast.

(Ravimiomaduste kokkuvdte: Theraflu... 2018) (vt joonis 8).

Joonis 8. Analliisitud preparaadid.

Fervex on ndidustatud palaviku alandamiseks, valu vaigistamiseks ning nohu
simptomaatiliseks raviks. Ravimit ei tohi kasutada lle 3 paeva. Sisaldab péikeseloojangu-
kollast FCF. (Ravimiomaduste kokkuvote: Fervex... 2016). Fluditec siirupit kasutatakse
lastel vanuses 2-15 aastat roga lahtistamiseks. Ravikuuri pikkuseks on tavaliselt 5 p&eva.
Sisaldab péikeseloojangukollast. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Fluditec... 2017). Strepsils
on desinfitseeriv vahend, mida kasutatakse suu- ja neelupdletike korral patsientidel, kes
samaaegselt vajavad téiendavalt C-vitamiini. Ravikuuri pikkuseks on kuni 3 paeva. Loseng
sisaldab paikeseloojangukollast ning erkpunast. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Strepsils...
2016). Coldrex’i kasutatakse luhiajalise palaviku alandamiseks, ndrga valu leevendamiseks
ja nohu sumptomaatiliseks raviks. Ilma arsti soovituseta ei tohi kasutada kauem kui 7
paeva. Sisaldab péikeseloojangukollast ja asorubiini. (Ravimiomaduste kokkuvdte:
Coldrex... 2018) (vt joonis 8).

Tabel 4. Teises faasis analiitsitud ravimid.

Ravimi nimetus Sisalduv asovérv Vanusegrupp

Dolmen, 25 mg suukaudse
lahuse graanulid

taiskasvanud ning vanurid,

kinoliinkollane (E104) lastel pole uuringuid

kinoliinkollane (E104) taiskasvanud ja lle 12-

Actifed, siirup paikeseloojangukollane FCF (E110) aastased
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Tabel 4 jatk.

Ravimi nimetus Sisalduv asovérv Vanusegrupp

TriFlunex, 500 mg/200
mg/10 mg suukaudse kinoliinkollane (E104)
lahuse pulber

taiskasvanud, eakad ja
vahemalt 12-aastased

Espumisan, 40 mg kinoliinkollane (E104),

pehmekapslid paikeseloojangukollane FCF (E110) alates 6-aastast

Septolete omni, 3 mg/1 mg

. briljantsinine FCF (E133) alates 6-aastast
losengid

kapslikeha: erkpunane 4R (E 124)

Loperamide-Grindeks, 2 kapslikaas: kinoliinkollane (E 104)

téiskasvanud ja lle 12-

mg kdvakapslid aastased
Canesten 500 mg kinoliinkollane (E104), taiskasvanud ja le 12-
vaginaalpehmekapsel paikeseloojangukollane (E110 aastased neiud

Dolmen on ndidustatud ndrga kuni modduka tugevusega &geda valu lihiajaliseks
(maksimaalselt 3-4 paeva) simptomaatiliseks raviks (ka lihas-skeleti valu, diismenorroa
ning hambavalu). Sisaldab asovarvidest kinoliinkollast. (Ravimiomaduste kokkuvote:
Dolmen... 2018). Actifed siirupit kasutatakse nina limaskesta turse véhendamiseks nohu
korral, sh allergilise nohu korral. Ravikuuri pikkuseks on madratud kuni 5 péeva. Sisaldab
paikeseloojangukollast ja kinoliinkollast. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Actifed... 2019).
Triflunex pulbrit kasutatakse Ulemiste hingamisteede viirusinfektsioonide ja gripiga
kaasneva ndrga kuni mddduka valu, palaviku, ninakinnisuse luhiajaliseks leevendamiseks
(kuni 3 pédeva) ja omab ka roga lahtistavat toimet. Vérvainena sisaldab kinoliinkollast.
(Ravimiomaduste kokkuvdte: Triflunex... 2018). Espumisan kapsleid kasutatakse
kdhupuhituse korral ja samuti ka tédiendava vahendina seedetrakti diagnostiliste uuringute
ettevalmistamiseks. Kapsleid vo6ib kasutada pikema aja valtel. Espumisan sisaldab
péikeseloojangukollast. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Espumisan... 2014). Septolete
Omnit kasutatakse neelu-, suuddne- ja igemepdletiku korral. Omab ka antiseptilist ja
valuvaigistavat toimet. Ravikuur ei tohiks dlletada 7 pdeva. Asovérvidest sisaldab
briljantsinist. (Ravimiomaduste kokkuvdte: Septolete... 2018). Loperamide-Grindeks

kapsleid kasutatakse k6hulahtisuse slimptomaatiliseks raviks maksimaalselt kaks péeva.
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Asovarvidest sisaldab erkpunast ja kinoliinkollast. (Ravimiomaduste kokkuvote:

Loperamide... 2017) (vt joonis 9).

Joonis 9. Anallisitud preparaadid.

Uuritavate preparaatide analliis algas proovide ettevalmistusega. Koiki preparaate kaaluti
2,5 g ning viidi 25 ml Kkolbidesse ning tédideti mahuni DI veega (Milli-Q
veepuhastusseade). Strepsilsi ja Septolete Omni losengid purustati eelnevalt uhmris.
Espumisani, Loperamide-Grindeksi ning Canesteni lahustamiseks tuli valmistada kuuma
DI vett. DI keedetud vesi valati 25 ml kolbi ning thte lisati Espumisani kapslid ning teise
Loperamide-i kapslid. Kuna Canesteni vaginaalne kapsel oli 25 ml kolbi jaoks liiga suur,
siis pidi seda lahustama keeduklaasis. Keeduklaasi m6ddeti 25 ml DI keedetud kuuma vett
ning lisati Canesten. Proovi loksutati 3 minutit ning seejérel filtreeriti 1&bi puuvillavatist
valmistatud filtri 25 ml-sse kolbi. Seejérel asetati kdik proovid ultrahelivanni 10 minutiks
45°C juurde. Metoodikat vélja tootades kasutati algselt proovide lahjendamiseks
atseetonitriili — 2,5 ml ainet viidi 25 ml kolbi ning téideti mahu margini. Proovid asetati
ultrahelivanni 5 minutiks toatemperatuurile. Selgus, et osad proovid ei lahustunud
atseetonitriilis, moodustades siltja sademe. Seetdttu ei olnud proovid kasutuskdlblikud
ning uuel katsel asendati atseetonitriil DI veega. Espumisani, Loperamide-Grindeksi ning
Canesteni viaali viimiseks tuli lahused filtreerida labi sustlafiltri. Antud protseduur oli
vajalik, kuna lahused sisaldasid sadet, mis oleks analtisi tulemusi méjutanud. Saadud
lahused pipeteeriti 1,5 ml viaalidesse ning mérgistati vastavalt. Viaalid asetati

kromatograafi autosamplerisse ja alustati analtsi.
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9.6. Kaorgsurve-vedelikkromatograaf

Kromatograafia on meetod, mille puhul on véimalik lahutada ainete segud (ksikuteks

komponentideks. Korgsurve-vedelikkromatograafia (inglise k High perfomance Liquid

Chromatography) enk HPLC on vedelikkromatograafia taiustatud versioon, kus lahusti

surutakse labi kolonni vé&ga suure survega, mis teeb selle meetodi kiireks. (High

Performance... 2015).

HPLC koosneb jargmistest osadest (vt joonis 10):

Eluendi
anum

Joonis

eluendi anum — sisaldab enamasti polaarsete ja mitte-polaarsete ainete segu, mille
kontsentratsioon valitakse vastavalt proovi koostisele;

pump — tekitab r6hu mobiilse faasi ja proovi viimiseks labi kromatograafilise
slisteemi;

injektor ehk proovisisesti — vOBib olla Uhekordne manuaalne sist voi
automatiseeritud slistimissiisteem;

kolonn — terastoru, mis on taidetud silikageeli terakestega, mille pinnale on kaetud
funktsionaalsed rihmad ja kus toimub segu komponentide eraldamine;

detektor — tuvastab kolonnist véljuvad analtiudid,;

arvuti — genereerib analtdtilise signaali alusel vastuse igale komponendile ning
asetab need kromatograafi, mida on hiljem lihtne lugeda ja tdlgendada. (High
Performance... 2015).

‘ i i Proov ( )
: i 1 [ I
Pump Injektor :p._., Detektor
Kolonn l

Arvuti

A 4

)

Jaagid

10. Kaorgsurve-vedelikkromatograafia — aparatuur  (High  Performance...

2015, kohandatud).

HPLC susteemis pumbatakse eluent tihtlase kiirusega korge réhu all 1abi kolonni. Seejérel

sisestatakse anallilisitav proov dosaatorisse ning see liigub koos eluendiga kolonni.
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Kolonnist véljudes tuvastab detektor véljuvad analliidid ning saadab info arvutisse, mille
alusel koostatakse kromatogramm. Analulsitud proov valjub 16plikult detektorist koos

eluendiga. (How Does...).

9.7. Andmete analiitisi metoodika

Kdrgsurve-vedelikkromatograaf naitab leitud asovérve piikidena, mis avalduvad erinevatel
lainepikkustel. Asovarvi kogusest oleneb piigi pindala, mille avaldumist mdjutab
retentsiooniaeg. Anallilsitud asovarvide retentsiooniajad on: paikeseloojangukollane 3,7
min, erkpunane 3,162 min, asorubiin 4,8 min, briljantsinine 5,19 min ning kinoliinkollane
5,325 min. Loplike tulemuste arvutamiseks alustati prooviettevalmistusega, mis on
tdpsemalt dra toodud alapeatiikis 9.5. Peale prooviettevalmistust viidi lahused viaalidesse
ning analudsiti vedelikkromatograafiliselt. Tulemuste arvutamisel vdeti arvesse
prooviettevalmistuse juures tehtud lahjendused (100 korda) ning proovi kaalutis.
Arvutamise kaigus arvestati ka kdikide standardlahuste puhtusastmeid, mis on jargmised:
paikeseloojangukollane 96%, erkpunane 83%, kinoliinkollane 90,2%, asorubiin 98% ja

briljantsinine 97%. Kdik tulemused esitati Uiksikannuste kohta.
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10. TULEMUSED

LOputdd esimeses faasis anallilsiti seitset apteegis muldavat kiilmetusvastast preparaati.
Vedelikkromatograaf kalibreeriti kolme standardlahuse alusel. Kalibreerimisest jaeti valja
kdige kangem standardlahus L5, mis sisaldas 51,0 pg/l paikeseloojangukollast, 52,8 g/l
erkpunast ning 53,0 pg/l asorubiini. Vélja jatmise pdhjuseks oli antud lahuse punktide
paiknemine valjaspool lineaarsus-piirkonda. Antud t66 vBimaldas analiiiisida ning maarata
paikeseloojangukollase,  erkpunase ja asorubiini  esinemist ning  koguseid
kilmetusravimites. Lisaks asovérvidele sisaldavad ravimid teisi lisaaineid ning
toimeaineid, mida antud anallitsi kdigus ei tuvastatud. Esimese faasi proovidega ei tehtud
korduskatseid, seega tulemuste madramatus ei olnud teada. Kvantitatiivse uuringu

tulemused on tabelis 5.

Tabel 5. Uuritavatest preparaatidest leitud asovéarvi (asovarvide) kogus (kogused).

Erinevus £20%
Ravim Asovarv Tulemus Referentsvéartus referents
vaartustest
Theraflu SN, 500
IR il aikeseloojangu-
suukaudse lahuse | P Jang 0,83 mg 0,6 mg 38%
. kollane
pulber (9,2 g thes
pakis)
Coldrex Maxgrip | paikeseloojangu- 022 m andmed _
Menthol & kollane : g puuduvad
Berries, suukaudse
lahuse pulber
kotikeses asorubiin 3,10 mg andmed -
1000+10+70 g (7,6 puuduvad
g Uhes pakis)
Fervex
AGEHUA) Y aikeseloojangu- andmed
N8 suukaudse P Jang 0,02 mg -
. kollane puuduvad
lahuse graanulid
(2,9 g Uhes pakis)
Strepsils vitamin C | paikeseloojangu- 0.21 mg andmed _
100 mg 0,6 kollane ' puuduvad
mg+1,2 mg+100 dmed
mg N24 loseng erkpunane 0,04 mg an dme q —~
(2,6 g ks loseng) puuduva
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Tabel 5 jatk.

Erinevus £20%
Ravim Asovarv Tulemus Referentsvaéartus referents
vaartustest
PURIEE S aikeseloojangu- andmed
mg/ml 125 mi (5 | A PUANS 0,06 mg iad -
ml) ollane puuduva
Panadol
suukaudne susp . 0
120 mg/5 ml 100 asorubiin 0,03 mg 0,05 mg 40%
ml (5 ml)
Sudafed paikeseloojangu- 0
Expectorant kollane 0,24 mg 0,25 mg 4%
siirup 6 mg+20 STkOUNANG
u
mg/ml 100 ml P 0,27 mg 0,25 mg 8%
(5 ml)

Referentsvaartused on teada SPC avaldatud kolme analtsitud preparaadi kohta.
Ulejdanute preparaatide referentsvaartused pole teada ja seetSttu lahtuti tulemuste
vOrdlemisel toidulisandite piirnormidest. Referentsvéértused on teada jargnevatel

ravimitel:

e Theraflu SN, 500 mg/30 mg (9,2 g Uhes pakis): Teadaolevat toimet omavad
abiained: iga kotike sisaldab 0,6 mg paikeseloojangukollast (E110) (Ravimi
omaduste kokkuvote: Theraflu... 2018);

e Panadol, 120 mg /5 ml suukaudne suspensioon: Teadaolevat toimet omavad
abiained: Iga 5 ml mdotelusikatéis suspensiooni sisaldab 0,05 mg asorubiini (E122)
(Ravimi omaduste kokkuvote: Panadol... 2018);

e Sudafed Expectorant, 6 mg/20 mg/ml siirup: Teadaolevat toimet omavad abiained:
5 ml siirupit sisaldab 0,25 mg vérvainet paikeseloojangukollane (E110), 0,25 mg
varvainet erkpunane 4R (E124) (Ravimi omaduste kokkuvote: Sudafed... 2018).

Theraflu SN pulbris madrati kvantitatiivseks koguseks 0,83 mg, mis Uletas kehtestatud

referentsvéartust. Tulemuse erinevus referentsvadrtusest oli  38%. Panadoli
kvantitatiivseks koguseks méérati 0,03 mg, mille tulemus on véiksem kui ravimi infolehes.
Tulemus erineb referentsvaartusest 40%. Erkpunast sisaldav Sudafed Expectorant-i kogus
uletas referentsvadartust. Erkpunase erinevus referentsvaartusest oli 8%. Kui arvestada

I6putdo teises faasis saadud laiendatud mdodtemadramatusega, siis jai erkpunase kogus
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modtemaaramatuse piiridesse. Pdikeseloojangukollase kogus ravimis jai lubatud
halbepiirkonda. Tulemuste ja referentsvaartuste erinevused vdisid tuleneda meetodi

maaramatusest vGi méaramatusest proovi ettevalmistamisel.

Kuna 16putt0 esimeses faasis esines moningane kdrvalekalle referentsvéértustest, otsustati
teises faasis valideerimise kaigus kindlaks teha meetodi laiendatud mdGteméaramatus, et
anda hinnang preparaatide asovarvide sisalduse vastavusele referentsvaartustele. Selleks
tehti anallisi seeria kasutades preparaati Sudafed Expectorant. Sudafed Expectorant valiti,
kuna ravimi referentsvéartused olid avaldatud SPC ning preparaat sisaldas kahte
analudsitud asovarvi. Valmistati viis proovi, 1iga proovi jaoks tehti eraldi
prooviettevalmistus. Proovid valmistati ette vastavalt alapeatikile 9.5. Valideerimise
kaigus tehti kindlaks laiendatud mo&dtemaaramatus, milleks oli 35%. Tulemuste

standardhalbe alusel anti hinnang korratavusele (vt tabel 6).

Tabel 6. Korduskatsed (K).

Referents- | Kursusetoo

K1 K2 K3 K 4 K5 Keskmine
vaartus tulemused

Pdikeseloojangu 0,25 mg 0,24 mg 0,19 | 0,22 | 0,23 | 0,23 | 0,20

-kollane mg mg mg mg mg 0,22 mg

022 | 0,28 | 0,29 | 0,29 | 0,25

Erkpunane 0,25 mg 0,27 mg mg | mg | mg | mg | mg

0,27 mg

LOputdd teises faasis analliusiti seitset apteegis miuiddavat kasimidgiravimit.
Vedelikkromatograaf kalibreeriti viie standardlahuse alusel. Kalibreerimisest jaeti valja
kdige kangem standardlahus L5, mis sisaldas 52,0 pg/l paikeseloojangukollast, 50,0 g/l
erkpunast, 52,0 g/l asorubiini, 51,0 pg/l briljantsinist ning 50,0 pg/l kinoliinkollast.
Valja jatmise pohjuseks oli antud lahuse punktide paiknemine véljaspool lineaarsus-
piirkonda. Esimese ning teise faasi standardlahuste asovérvide koguste erinevus tuleneb
prooviettevalmistusest. Peamine erinevuse pohjus on kaalumise ebatdpsus. Antud t60
vOimaldas analliisida ning mé&&rata paikeseloojangukollase, erkpunase, asorubiini,
kinoliinkollase ning briljantsinise esinemist ning koguseid ravimites. Kvantitatiivse

uuringu tulemused on vélja toodud tabelis 7.

33



Tabel 7. Uuritavatest preparaatidest leitud asovarvide kogused.

Erinevus
0,
Ravim Asovarv Tulemus Referentsvéartus reﬁ?eﬁts
vaartustest
Dolmen, 25 mg
suukaudse lahuse N .
graanulid (2,5 g kinoliinkollane 0,36 mg 1,2 mg 70%
Uhes kotikeses)
: kinoliinkoll 0,30 andmed -
Actifed 30 mg/1,25 inoliinkoliane »oU Mg puuduvad
mg/5 ml siirup (5 _
ml) patikeseloojangu- 0,004 mg 0,005 mg 20%
kollane ’ ’
TriFlunex, 500
mg/200 mg/10 mg
suukaudse lahuse kinoliinkollane 0,33 mg iﬁ%’:\‘jgd _
pulber (4,36 g Uhes P
pakis)
N andmed
Espumisan, 40 mg kinoliinkollane 0,53 mg puuduvad -
pehmekapsel (2 eselon
kapslit) pdikeseloojangu- .
kollane 0,004 mg 0,004 mg 0%
Septolete omni, 3 andmed
mg/1 mg losengid briljantsinine 0,023 mg uuduvad -
(2,5 g Uks loseng) P
Loperamide- erkpunane 0,089 mg anocljmedd _
Grindeks, 2 mg puuauva
kdvakapslid (2
kapslit) kinoliinkollane ei tuvastatud p?JTJ%T\?g q -
Canesten 500 mg kinoliinkollane ei tuvastatud anc:jmed g -
vaginaalpehmekaps puuduva
el (1 vaginaalne :
paikeseloojangu- andmed B
kapsel) kollane 0.03 mg puuduvad

Referentsvaartused on teada SPC avaldatud kahe analulsitud preparaadi kohta. Dolmeni

referentsvaartus

avaldati

autoritele

ravimifirma

poolt.

Ulejaanute

preparaatide

referentsvaartused pole teada ja seetbttu l&htuti tulemuste vdrdlemisel toidulisandite

piirnormidest. Referentsvéartused on teada jargnevatel ravimitel:
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o Actifed 30 mg/1,25 mg/5 ml siirup: Teadaolevat toimet omavad abiained: 5 ml
Actifed siirupit sisaldab 0,005 mg péikeseloojangukollast (E110) (Ravimiomaduste
kokkuvdte: Actifed... 2019);

e Espumisan, 40 mg pehmekapslid: Teadaolevat toimet omavad abiained:
péikeseloojangukollane (E110) 0,002 mg/kapslis (Ravimiomaduste kokkuvdte:
Espumisan... 2014);

e Dolmen, 25 mg suukaudse lahuse graanulid: Teadaolevat toimet omavad abiained:
uks kotike sisaldab kinoliinkollast (E104) 1,2 mg (Teabendue).

Actifedi siirupis maéarati kvantitatiivseks koguseks 0,004 mis j&&b alla kehtestatud
referentsvaartuse. Ravimi erinevus referentsvaartusest oli 20%. Dolmeni kvatitatiivseks
koguseks maarati 0,36 mg. Tulemus on 70% véaiksem ravimifirma poolt saadud kogusest.
Kuna Dolmeni referentsvaartus ei parine Ravimiametilt vaid ravimifirmalt, siis ei ole
kogus ametlikult kinnitatud. Espumisani analliusil saadi péikeseloojangukollase koguseks
uksikannuses 0,004 mg, mis ei erine kehtestatud referentsvaartusest. Loput6o tulemused on

arvutatud Uksikannuste kohta.

Metoodika valideerimisega selgitati valja asovérvainete madramise metoodika laiendatud
mdodtemadramatus, milleks oli 35%. Modtemadaramatus arvuti kahe asovarvi kohta, mis
mdlemad sisaldusid Sudafed Expectorant siirupis. Kahe asovarvi modtemadramatuse
tulemused olid véga sarnased, seetGttu valiti neist suurem arvutatud méaéaramatust ning see
Umardati taisarvuni (35%). Kuna asovérvid on sarnaste omadustega, siis uldistati tulemus
koigile asovarvidele. Mddtemadramatuse arvutamine voimaldab realistlikumalt vorrelda
saadud tulemusi referentsvaartustega. Tulemused koos laiendatud mddtemadramatusega

ning referentsvaartustega on tabelis 8.

Tabel 8. Analulsitud ravimite tulemused koos mddtemaaramatustega.

. ) Referents- Mootemaaramatus
Ravim Asovarv - Tulemused
vaartus V)

Theraflu SN, 500

mg/30 mg paikeseloojangu- B
suukaudse lahuse kollane 0.6 mg 0.83 mg 0,39-0.81 mg
pulber
Panadol
SIS Sy asorubiin 0,05 mg 0,03 mg 0,03-0,07 mg

120 mg/5 ml 100
ml
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Tabel 8 jatk.

. ) Referents- Mobtemaaramatus
Ravim Asovarv VAArUS Tulemused L)
aikeseloojangu-
sudafed D allare 0,24 mg 0,25 mg 0,16-0,34 mg
Expectorant
siirup 6 mg+20
mg/mi 100 ml erkpunane 0,27 mg 0,25 mg 0,16-0,34 mg
Dolmen, 25 mg
suukaudse lahuse kinoliinkollane 1,2 mg 0,36 mg 0,78-1,62 mg
graanulid
e &) aikeseloojangu-
mg/1,25 mg/5 ml | P Jang 0,005 mg 0,004 mg 0,003-0,007 mg
S kollane
siirup (5 ml)
Espumisan, 40 péikeseloojangu- 0,004 mg 0,004 mg 0,003-0,005 mg

mg pehmekapsel

kollane

Mdotemaadramatuseid arvesse vottes saab vdita, et Theraflu SN sisaldas paikeseloojangu-

kollast Ule lubatud piirnormi, milleks oli 0,6 mg, kuid analliisides saadi tulemuseks 0,83

mg. Dolmenis sisalduv kinoliinkollase kogus on véiksem vorreldes ravimifirmalt saadud

info kohaselt. Tulemuseks saadi 0,36 mg kinoliinkollast ning referentsvéértuseks oli 1,2

mg. Kuna Dolmeni referentsvaartus ei parine Ravimiametilt vaid ravimfirmalt, siis ei ole

kogus ametlikult kinnitatud. Kuna erinevuseks on 70% ning andmed pole Kinnitatud

Ravimiameti poolt, vajab Dolmen pulber edasist uuringut, kus kontrollitakse (Gle

referentsvaartuse usaldusvaarsus ning tehakse korduskatseid, mis kinnitaksid tulemuste

digsust. Teised analtdsitud ravimid (Actifed, Panadol, Sudafed Expectorant ja Espumisan),

mille referentsvaartused olid teada, vastavad SPC kajastatud kogustele ning mahuvad

moddtemadramatuse piiridesse.
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11. ARUTELU

Asovérvid on ténapdeval véga sagedasti kasutatavad sunteetilised vérvained. Neid
kasutatakse, kuna tootmine on odav ning need muudavad toote tarbija jaoks
atraktiivsemaks. Vérvainete kasutusvaldkond on vdaga lai, alustades toiduainetest ning
I6petades ravimitega. Paljud asovérvid voivad tarbimisel tekitada negatiivset moju, naiteks
allergiat, astmat ning hlperaktiivsust. Hiperaktiivsus esineb enamasti lastel, seega antud
toos analliisiti enamasti ravimeid, mida vdivad kasutada ka lapsed. LOputdds uuriti

lahemalt paikeseloojangukollast, asorubiini, erkpunast, briljantsinist ning kinoliinkollast.

Péikeseloojangukollane (E110) on oranzi voi punast vérvi andev siinteetiline asovérv. Seda
kasutatakse erinevates valdkondades, nagu farmaatsia-, toiduainete- kui ka
kosmeetikatoostuses. Paikeseloojangukollase liigsel tarbimisel vdivad tekkida jargmised
kdrvaltoimed - astma, immunosupressioon, ekseem ning migreen. Samuti seostatakse seda
vahi tekkega. Toidulisandites lubatud paikeseloojangukollase kogus on tahketes toodetes
300 mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta. Asorubiin (E122) on punane asovarv, mida
kasutatakse nii toiduainetddstuses, néiteks dekoratsioonides, kalatoodetes, alkohoolsetes
jookides kui ka farmaatsiatoostuses. Asorubiini peamisteks kdrvaltoimeteks on moju
maksale, veresuhkru tdus plasmas ning samuti kaalutGus. Toidulisandites lubatud
asorubiini kogused on tahketes toodetes 300 mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta.
Erkpunane 4R ehk uuskoSenill on punane asovarv, mida kasutatakse peamiselt liha-ja
juustutoodetes, lisaks maiustustes nagu keeksid, karastusjoogid ning puu-ja
juurviljakonservid. Peamine kdrvaltoime, mis seostub erkpunasega on laste hiiperaktiivsus.
Toidulisandites lubatud erkpunase kogused on tahketes toodetes 300 mg/kg ning vedelikes
100 mg/kg kohta. Briljantsinine (E133) on asovarv, mida kasutatakse toiduainetfostuses
(nii inimestele mdeldud toidus kui ka loomasddtades), aga ka ravimites. Véarv voib tekitada
naha ning silmade &rritust ning seet6ttu tuleks seda kasitleda ettevaatlikusega. Euroopa
Liidus on toiduainetes lubatud koguseks 20-500 mg/kg briljantsinist ja jookides kuni 200
mg/l. Toidulisandites lubatud briljantsinise kogused on tahketes toodetes 300 mg/kg ning
vedelikes 100 mg/kg kohta. Kinoliinkollane (E104) on kollane vdi rohekaskollane
stnteetiline varvaine, mida kasutatakse toiduainettdstuses ning kosmeetikatoodete ja
ravimite varvimisel. Korvaltoimetena tekitab allergilisi turseid, ndgestdbi, astmat,

urtikaariat ja riniiti. Toidus vdib kasutada kinoliinkollast maksimaalselt 50-500 mg/kg ja
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jookides 200 mg/l. Toidulisandites lubatud kinoliinkollase kogused on tahketes toodetes
300 mg/kg ning vedelikes 100 mg/kg kohta.

Paljud apteegis mludavad ravimid ning toidulisandid sisaldavad asovarve. Toidulisandite
puhul ei ole ndutud Kliinilised katsed, mistottu on kehtestatud uldine asovarvide paevane
piirkogus. Ravimitel Gldised piirnormid Eestis puuduvad, mistdttu on raske teha pistelisi
uuringuid, et kontrollida sinteetiliste varvide sisaldust. Kuna toidulisandite piirnormid on
kdrged, ei pidanud autorid vajalikuks halvet arvutada, sest asovarvide kogused analilisitud
ravimites olid madrgatavalt madalamad. LOput6é valmimise ajal esitati Ravimiametile
teabendue asovarvide koguste kohta ravimites ja selle teabendude ajendil lisati vastav info

ravimite infolehtedesse.

LOputdd eesmérgiks oli analliisida Eestis apteegis migil olevat 14 ravimpreparaati, mis
sisaldasid asovérve. Ravimite valiku tegemisel l&htuti sobivusest lastele ning noortele ning
lisaks voeti juurde ravimeid, kus leidus analliusitavaid asovérve. Tdiskasvanutele mdeldud
ravimid valiti, kuna apteegis ostetakse neid tihti ning t66 autorid peavad nendes asovarvide
kasutamist ebavajalikuks. Lastele suunatud ravimid valiti, kuna laste organism on
vastuvotlikum kui tdiskasvanute oma, samuti on asovarvide ekspositsioon kehakaalu the
kilogrammi kohta tdendoliselt mdnevdrra suurem LOputdds analtilsitud preparaatidest leiti
enamik otsitavatest asovéarvidest ning méaéarati nende koguselised sisaldused. Preparaadid,
mille referentsvéértused olid kajastatud SPC, sisaldasid osaliselt asovérvi/asovérve normi
piires. Esimeses faasis analliisitud ravimitest jai laiendatud mddtemadramatusest vélja
Theraflu SN, mille erinevus referentsvéartusest oli 38%. Mdbtemadramatust arvesse vottes
mahtus  Sudafed  Expectorant  piirnormidesse.  Kui autorid ei  arvestaks
modGtemaédramatusega, siis saaks vaita, et Sudafed Expectorant sisaldab erkpunast 8%
rohkem, kui SPC madrgitud. Panadol siirup sisaldas asorubiini 40% véhem SPC olevast
referentsvaartusest. Teises faasis anallilsitud preparaatidest sisaldas Actifed siirup
paikeseloojangukollast laiendatud modtemé&dramatuse piirides. Acrifed siirup sisaldas
asovarvi 20% vahem SPC olevast referentsvdértusest. Samuti jai Dolmenis sisalduv
kinoliinkollase kogus mddtemadramatuse piiridesse. Kuna Dolmeni referentsvaartus ei
parine Ravimiametilt vaid ravimfirmalt, siis ei ole kogus ametlikult kinnitatud. Kuna
erinevuseks on 70% ning andmed pole kinnitatud Ravimiameti poolt, vajab Dolmen pulber
edasist uuringut, kus kontrollitakse (le referentsvéértuse usaldusvéarsus ning tehakse
korduskatseid, mis kinnitaksid tulemuste Gigsust. Espumisani veaprotsendiks tuli 0%.

Ulejdanud 12 preparaadi vdrdlusmoment pstitati toidulisandites lubatud koguste alusel.
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Preparaatides kasutatud asovérvide sisaldused jéi toidulisandites lubatud koguste
piiridesse.

Madningates ravimites, nditeks Actifed siirup ning Canesten, ei suudetud méarata asovarvi
sisaldust. Selle p&hjuseks vdis olla kinoliinkollase méaramiseks liiga kbrge méaramispiir
vOi ebatdpsus prooviettevalmistusel. Canesteni puhul vdis kinoliinkollane absorbeeruda
prooviettevalmistuse kaigus filtrile ning seetdttu vdis saagis jaada liiga madalaks. Edasiste
analliuside labiviimiseks tuleks Ule vaadata halvasti lahustuvate preparaatide
prooviettevalmistus. Selline muutus vGib aidata kaasa preparaatides sisalduvate asovarvide

paremale tuvastamisele.

Eestis on asovarve vahesel madral uuritud. Anallisides valismaist kirjandust ning
asovarvidega tehtud katseid, said 16putdd autorid to60 kirjutamise kaigus palju uut ning
usaldusvaarset infot. Autorid leidsid infot paljudest kdrvaltoimetest, mida asovérvid vdivad
tekitada, ning seetGttu ei poolda autorid asovarvide kasutamist. Autorid on arvamusel, et
imikute ning laste jaoks ei ole méarav ravimi varv. Néiteks voib tuua analttsitud Panadoli
suukaudse suspensiooni, mida vOib kasutada alates teisest elukuust. Panadol sisaldab
asorubiini ning on punakas-roosa varvusega. Asovarvide mittekasutamine oleks laste ning
téiskasvanute tervisele ohutum. Kuna antud ravimeid vdivad kasutada ka téiskasvanud, siis
on autorid arvamusel, et taiskasvanute jaoks ei oma ravimi varv samuti olulist tahtsust.
Tanapéeval tarbivad inimesed Uha rohkem toiduaineid, mis sisaldavad sunteetilisi
lisaained, k.a asovérve. Lisaainete tarbimine vdib kaasa tuua immuunsuse languse, mis
omakorda suurendab haigestumise riski. Haigussimptomite leevendamiseks pdorduvad
inimesed apteeki ning suure tBendosusega ostavad sealt ravimi, mis vdib sisaldada
asovarvi. Autorite arvates tuleks suurendada inimeste teadlikkust stinteetiliste ainete osas,
mis viiks tarbijad l&bimdeldud valikuteni. Koiki sinteetilisi varvaineid on vdimalik
asendada sama varvi looduslike vérvidega, kui tootja peab vajalikuks toodet varvida.
Punast tooni saab asendada néiteks peedimahlaga, kollast kurkumi ekstraktiga ning sinist

segades kollast ja rohelist (klorofilli ekstrakt).
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JARELDUSED

Kirjandusest leitud informatsiooni ja kvantitatiivse uuringu tulemuste pohjal tehti

jargmised jareldused:

e asovarvide lagunemisproduktid, nditeks aromaatsed amiinid on murgised, seetdttu
uleliigne asovarvide tarbimine v0ib osutuda nii inimestele kui loomadele ohtlikuks.
Uleliigne tarbimine vdib pdhjustada allergiat, astmaatilisi reaktsioone, DNA ja
siseelundite kahjustusi ning lastel huiperaktiivsust;

e asovarve Kkasutatakse nii kosmeetika-, toiduaine-, kui ka farmaatsiatoostuses
eesmargiga tuua esile voi sdilitada toote esialgne varv;

e 1932. aastal avastatud esimene asovarvaine Prontosili antibakteriaalne toime ei
tulene mitte asovarvist endast, vaid tema redutseerimise tagajarjel tekkivast
produktist sulfaniilamiidist. L&htuvalt sellest tehti jareldus, et asovérvidel puudub
seos meditsiiniga, kuna need ei oma farmakoloogilist toimet. Asovérvid on
ravimites kasutusel eesmargiga anda tootele varv;

e analulsides ravimite infolehti, osutusid enim kasutatavateks asovarvideks
paikeseloojangukollane, asorubiin, erkpunane, kinoliinkollane ja briljantsinine;

e anallsiti 14 Eesti apteekides muugil olevat kasimadgiravimit, mille valikul lahtuti
eelkdige sellest, et need sobiksid lastele ja noortele ning sisaldaks analtitsitud
asovarvi/asovarve;

e metoodika valideerimisel méérati laiendatud modtemadramatuseks 35%;

e |0putod kaigus analliusitud asovarvide tulemused ei jaanud osaliselt lubatud

halbevahemikku, milleks on 20%.

Enamik  anallUsitud  preparaatidest  jaid  laiendatud = md&dtemadramatusesse.
Modtemadramatusest jai vélja Theraflu SN. Sellest l&dhtuvalt saab jareldada, et 16put66
tulemused ei toetanud osaliselt hiipoteesi, et apteegis miudavates kasimdtgiravimites on

asovarve lubatud normi piires.

Kuna asovérvid on Eestis vahe uuritud teema ning aktuaalsus on suhteliselt madal, siis
ettepanekuna saaks antud t06d jatkata uurides t60 kaigus véljatootatud metoodika alusel ka

teisi apteegis miudavaid tooteid, mis sisaldavad asovérve.
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