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Abstrakt

Byla vyvinuta a optimalizovana metoda vyuzivajici techniku sekvencni injekéni analyzy pro spektrometrické
stanoveni dvou analytii, sulfamethoxazolu a trimethoprimu, ve smési v 1é¢ivém pfipravku Biseptol® 480 bez
nutnosti jejich separace. Oba analyty absorbuji zafeni v UV oblasti spektra, ale pouze sulfamethoxazol,
jakozto primarni amin, poskytuje po derivatizacni reakei s dusitanem sodnym a N-(1-naftyl)ethylendiaminem
barevny produkt, ktery 1ze detegovat ve VIS oblasti spektra. Koncentrace sulfamethoxazolu je pfimo umérna
absorbanci barevného produktu diazotacni reakce a odeétenim této koncentrace od koncentrace obou analytti
zméiené v UV oblasti spektra, Ize urcit koncentraci trimethoprimu ve vzorku.

Klicova slova: sekvenéni injek¢ni analyza, trimethoprim, sulfamethoxazol, biseptol

Abstract

A method using the sequential injection analysis technique for the spectrometric determination of two
analytes, sulfamethoxazol and trimethoprim, in a mixture in the drug Biseptol® 480 without the need for their
separation, was developed and optimized. Both analytes absorb in the UV spectrum, but only
sulfamethoxazol, as primary amine, gives a colour product after derivatization reaction with sodium nitrite
and N-(1-naphthyl)ethylenediamine, that can be detected in the VIS spectrum. The concentration of
sulfamethoxazol is directly proportional to the absorbance of the colour product and by subtracting this
concentration from the concentration of both analytes measured in the UV spectrum, the concentration of
trimethoprim in the sample can be determined.

Key words: sequential injection analysis, trimethoprim, sulfamethoxazole, biseptol
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Seznam pouzitych zkratek

Cg

FIA
FTIR
HPLC
HPTLC
LOD
LOQ
NEDA
PTFE
RSD

SMX
SIA
TMP

absorbance

moléarni koncentrace [mol dm 3]
hmotnostni koncentrace [g dm™]
prittokova rychlost [ul min™']

pratokova injekéni analyza

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
vysokouéinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
mez detekce

mez stanovitelnosti
N-(1-naftyl)ethylendiamin
polytetrafluorethylen

relativni smérodatna odchylka

plocha SIA piku [s]

sulfamethoxazol

sekvencni injek¢ni analyza

trimethoprim

objem [ul]



1 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je navrhnout a optimalizovat metodu sekvenéni injekéni
analyzy se spektrometrickou detekci pro simultdnni stanoveni dvou analytl, sulfameth-
oxazolu a trimethoprimu, obsaZenych v antibakteridlnim piipravku Biseptol® 480 bez
nutnosti jejich separace. Zamérem je také navrhnout metodu tak, aby byla casové a
finan¢n€ nendrocnd, s co nejmensi spotifebou ¢inidel, nebot” kombinace sulfamethoxazolu a
trimethoprimu je Casto uzivana v léCivych ptipravcich a doposud uzivané metody jsou
Casové narocné a financné nevyhodné pro casté a opakované analyzy a vétSinou je

zapotiebi velka spotteba organickych rozpoustédel.



2 Teoreticka cast

2.1 Analyzované latky

Predklddand bakalaiska prace se zabyva stanovenim slozek antibakteridlniho léciva
oznaCované¢ho jako kotrimoxazol, coZ je smés sulfamethoxazolu a trimethoprimu ve
fixnim poméru 5:1 [1]. Je proddvano pod komerénim nazvem Biseptol, Bactrim nebo
Co-trimoxazol Forte. UZiva se pii infekcich mocovych nebo dychacich cest, pfi zanétech
sttedniho ucha, stfevnich infekcich a infekcich kize. Obvykle se vyrabi tablety s obsahem
400 mg sulfamethoxazolu a 80 mg trimethoprimu, pfipadné davky vyssi (800 mg
sulfamethoxazolu a 160 mg trimethoprimu). Kotrimoxazol ma synergicky antimikrobialni
uc¢inek na tfadu grampozitivnich a gramnegativnich mikrobi a snizuje riziko vzniku
rezistentnich kmenti [2]. Kombinace trimethoprimu a sulfamethoxazolu inhibuje po sob¢
jdouci stupné metabolismu bakterialni kyseliny listové. Vysledkem synergického ucinku

kotrimoxazolu je sekvencni blokada metabolismu bakterialni kyseliny listové [1].
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Obr. 2.1. Strukturni vzorec sulfamethoxazolu

Sulfamethoxazol je antibakteridlni chemoterapeutikum patiici do skupiny sulfon-
amidl [3], latek, které byly zavedeny do terapeutické praxe ve druhé poloviné 30. let
20. stoleti. Sulfonamidy jsou kompetitivni antagonisté kyseliny paraaminobenzoové,
inhibujici syntézu kyseliny dihydrolistové kompetici o enzym dihydropteorat syntasu.
Timto mechanismem sulfonamidy brani syntéze bakterialniho ristového faktoru kyseliny
listové, jelikoZ se vytvaii jeji nefunk¢ni analogy [1]. Dnes se sulfonamidy pouZzivaji jako

alternativni 1écba mocovych infekei, ponckud Sifeji se stile uplatiiuje kombinace



sulfamethoxazolu s trimethoprimem. Systematicky nazev sulfamethoxazolu
(CAS [723-46-6]) je  4-amino-N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)benzensulfonamid  [3].
Strukturni vzorec je uveden na obr. 2.1, jeho sumarni vzorec je CioH11N303S a relativni
molekulova hmotnost 253,28. Jedna se o témér bily krystalicky prasek. Sulfamethoxazol je
velmi obtizné rozpustny ve vod¢, dobie se rozpousti v organickych rozpou-
stédlech, kyselin¢ chlorovodikové nebo hydroxidu sodném. Jeho teplota tani je 167 °C.

Sulfamethoxazol ma dvé disociacni konstanty pKa,1 = 1,6 a pKa» = 5,7 pii 25 °C.
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Obr. 2.2. Strukturni vzorec trimethoprimu.

Trimethoprim je antibakteridlni chemoterapeutikum pattici do skupiny pyrimidina [3].
Byl prvné pouzit v 60. letech 19. stoleti. Dnes se trimethoprim pouziva i samostatn¢, ale
CastéjSi je pouziti ve fixni kombinaci se sulfamethoxazolem. Bakteriostaticky ucinek
sulfamethoxazolu miize byt zvracen piebytkem 4-aminobenzoové kyseliny, pro takovy
piipad trimethoprim brani nasledujicimu kroku syntézy kyseliny listové. Mechanismus
ucinku trimethoprimu je zaloZen na inhibici reduktdzy kyseliny dihydrolistové [1].
Trimethoprim (CAS [738-70-5]) systematicky 5-[(3,4,5-trimethoxy-fenyl)methyl]pyrimi-
din-2,4-diamin [2], jeho strukturni vzorec je uveden na obr. 2.2, sumarni vzorec
trimethoprimu je Ci4HigN4Os. Jeho relativni molekulovda hmotnost je 290,32.
Trimethoprim je bily ¢i lehce nazloutly krystalicky prasek Spatné rozpustny ve vode a
alkoholech, dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech. Jeho pK, ma pii 25 °C
hodnotu 7,2.
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2.2 Analytické metody pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu

Pro stanoveni trimethoprimu a sulfamethoxazolu ve smési bylo navrzeno velké mnozstvi
metod, jelikoz kotrimoxazol patfi mezi velmi Casto uzivana léCiva. Mezi oficidlni
Ié¢kopisné metody stanoveni patii HPLC na obracenych fazich [4] nebo kombinace UV
spektrometrie a diazotacni titrace [5]. Mezi dalsi Casto uzivané analytické metody patii
naptiklad UV spektrometrie s vicetroviiovou kalibraci [6, 7], FTIR spektrometrie [§],
amperometrie [9], voltametrie [10], HPTLC [11,12] nebo HPLC [13,14]. Charakteristiky
vybranych analytickych metod pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu jsou
uvedeny v tab. 2.1. Vétsina z téchto metod je ale ¢asové i finanéné naroéna. Casto jsou
také ve velkém mnoZstvi pouZivana organicka rozpoustédla, napiiklad jako slozky mobilni

faze v HPLC metodach.

Tabulka 2.1

Hodnoty limita detekce pro sulfamethoxazol a trimethoprim u vybranych analytickych metod.

Metoda, reference Prostiedi LOD /mg dm™

sulfamethoxazol trimethoprim

HPLC na obracenych fazich [13] methanol 0,20 0,35
FTIR spektrometrie [8] aceton:chloroform 70:30 (vv) 9,6 4,0
amperometrie [9] methanol:voda 70:30 (v/v) 0,22 0,17
voltametrie [10] methanol 3,6x1073 3,9x1073
HPTLC [11] methanol: voda 9:1(v/v) 0,20 0,35

2.3 Sekvencni injek¢ni analyza

Sekvencni injek¢éni analyza (angl. sequential injection analysis, SIA) je pritokova
analytickd metoda, kterd byla vyvinuta vroce 1989 na Univerzit¢ ve Washingtonu
z pivodni metody injekéni pritokové analyzy (angl. flow injection analysis, FIA). Metoda
SIA je zaloZena na nasati piesné definovaného objemu vzorku do reakéni civky, ke
kterému jsou piidavany potiebné reagenty. Produkt reakce je poté odnaSen nosnym
roztokem pies detekéni celu do odpadu. Na rozdil od techniky FIA vyuZiva SIA zménu
pifimého a zpétného toku nosného proudu, ¢imZ je dosazeno vys§iho stupné konverze

analytu na vysledny produkt.
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Vyhodou metody SIA je snadnd automatizace sériovych analyz velkého poctu vzorkd,
rychlost analyzy a mala spotieba vzorku a reakénich Cinidel. Metoda se uziva v fad¢ obortd,
napiiklad v analyze potravin, monitoringu bioprocesii, imunoanalyze, envirometnalni
analyze, farmaceutické analyze [15].

Pristroj pro SIA je nejcastéji slozen z pistové pumpy, reakéni civky, vicecestného
ventilu a vhodného detektoru. K detekci je casto uzivan spektrometricky [16] nebo
spektrofluorometricky detektor [17], ale je mozné vyuzit napiiklad i elektrochemické
detektory [18] nebo turbidimetrie [19]. Analytickou odezvou jsou po sobé jdouci piky,
odpovidajici jednotlivym analytim, z jejichz vySky nebo plochy Ize zjistit koncentraci
analyta.

Instrumentéalni uspotadani SIA umoziuje uzit vice reakcnich ¢inidel v kombinaci
s riznymi nosnymi proudy. Pfi SIA se po sekvencich nasavaji vzorek a reagenty do
reakéni civky z vybranych rezervoari pomoci vicecestného ventilu. Pfi obraceném chodu
pumpy se vzorek a reagenty dokonale promichaji a vznikd tak zona detekovatelného
produktu. [15]. Pro uspésné stanoveni metodou SIA je pfedev§im dulezita spravné zvolena
chemickd reakce pro prevedeni analytu na detegovatelny produkt. Analyt je mozné
detegovat ptimo, ale vétSinou je potieba ho zménit tak, aby byl kompatibilni s detekénim

systémem. Nejjednoduseji jsou adaptovatelné spektrometrické analyzy nebo titrace [20].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Analyzovany léCivy pripravek

Analyzovanym 1é¢ivym ptipravkem byly tablety Biseptol® 480 s deklarovanym obsahem
400 mg sulfamethoxazolu a 80 mg trimethoprimu, vyrobené firmou Pabianickie Zaktady

Farmaceutyzcne Polfa S.A. (Polsko), ¢islo Sarze 41533850.

3.2 Pouzité chemikalie

Jako standardy byly pouzity: sulfamethoxazol, analytical standard (Sigma-Aldrich) a
trimethoprim > 99,0 % (Sigma-Aldrich). Veskeré pouzité chemikalie byly analytické nebo
HPLC Cdistoty: acetonitril (Sigma-Aldrich), dusitan sodny (Lach-Ner), chlorovodikova
kyselina 35% (Lach-Ner), octova kyselina 99% (Penta), N-(1-naftyl)ethylendiamin
hydrochlorid (Sigma-Aldrich) a triethylamin (Sigma-Aldrich)

33 Priprava roztoku

e Roztok dusitanu sodného o koncentraci 4,5 - 107> mol dm™ v prostiedi chlorovodikové
a octove kyseliny.
Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0311 g dusitanu sodného, kvantitativné
pfevedeno do 100 ml odmérné bailkky a rozpusténo asi v 50 ml deionizované vody.
K tomuto roztoku bylo pfidano 4,5 ml chlorovodikové kyseliny o koncentraci
1 mol dm™ a 1,5 ml octové kyseliny o koncentraci 5 mol dm™>. Smés byla dopln&na
deionizovanou vodou po rysku. Pro Uplné rozpusténi byl roztok umistén do

ultrazvukové 1azné€ na 15 minut. Roztok je pouZitelny maximalné 24 hodin.
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Roztok ¢inidla NEDA o koncentraci 5,0 - 10~ mol dm™

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,1295g N-(1-naftyl)ethylendiamin
hydrochloridu, kvantitativné pievedeno do 100 ml odmérné banky a doplnéno
deionizovanou vodou po rysku. Pro uplné rozpusténi byl roztok umistén do
ultrazvukové lazné na 30 minut.

Smés chlorovodikové a octové kyseliny.

Do 1000 ml odmérné banky bylo pipetovano 45 ml chlorovodikové kyseliny
o koncentraci 1 mol dm™ a 15 ml octové kyseliny o koncentraci 5 mol dm™ a doplnéno
po rysku deionizovanou vodou.

Standardni roztok sulfamethoxazolu o koncentraci 0,2 g dm™>

Na analytickych vahéach bylo navazeno 0,0200 g sulfamethoxazolu. Toto mnoZstvi bylo
kvantitativng pievedeno do 100 ml odmérné baiiky a doplnéno smési 1 mol dm™
chlorovodikové kyseliny a 5 mol dm™ octové kyseliny. Pro uplné rozpusténi byl roztok
ponechan v ultrazvukové 14zni po dobu 30 minut.

Standardni roztok trimethoprimu o koncentraci 0,5 g dm™.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0501 g trimethoprimu. Toto mnozstvi bylo
kvantitativné pievedeno do 100 ml odmérné baiiky a doplnéno smési 1 mol dm™
chlorovodikové kyseliny a 5 mol dm™ octové kyseliny. Pro uplné rozpusténi byl roztok
ponechan v ultrazvukové 1azni po dobu 20 minut.

Roztok tablety Biseptol® 480.

Na analytickych vahach byly zvaZeny tfi tablety piipravku Biseptol® 480, které byly
nasledn¢ zhomogenizovany, a na analytickych vahach byl odvazen podil odpovidajici
15 % hmotnosti tfi tablet. Toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do 100 ml
odmérné baiiky a rozpusténo ve smési 1 mol dm™> chlorovodikové kyseliny a
5 mol dm™ octové kyseliny. Pro tiplné rozpusténi byl roztok ponechan v ultrazvukové
lazni po dobu 30 minut. Z tohoto roztoku bylo pipetovdno 2,5 ml do 100 ml baiiky a
doplnéno po rysku smési 1 mol dm™> chlorovodikové kyseliny a 5 mol dm™ octové

kyseliny.
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e Mobilni fdze pro HPLC stanoveni
Mobilni faze pro HPLC stanoveni byla pfipravena smichanim 1400 ml destilované
vody, 400 ml acetonitrilu a 2,0 ml triethylaminu. S pouzitim hydroxidu sodného
o koncentraci 0,2 moldm™ bylo upraveno pH smési na hodnotu 5,9. Roztok byl

doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 2000 ml.

3.4 Instrumentace

Statickd spektrometrickd méfeni byla provedena na jednopaprskovém spektrometru
HP-8453 (Agilent, USA) s diodovym polem v kiemennych kyvetach o délce optické drahy
I cm.

Sekvencni injek¢ni analyza byla provedena na pfistroji FIAlab-3500, ktery byl ovladan
softwarem FIAlab ver. 5.0 (obé FIAlab Instruments, USA). Roztoky byly nasavany
1,00 ml injekéni pumpou pies osmicestny ventil. Reakéni civka byla vyrobena z PTFE
hadi¢ky (Unchurch, USA) vnitfnitho priméru 0,8 mm a méla celkovy objem 1000 pl
Spojovaci hadicky z PTFE m¢ély vnitini pramér 0,5 mm. Spektrometricka detekce u SIA
byla realizovéna na vldknovém spektrometru Ocean Optics QE65000 (Ocean Optics, USA)
piipojeny optickymi vldkny o vnitfnim priméru 400 um k pritokové cele o optické draze

1 cm a vnitinim objemu 80 pl. Celé zapojeni je zndzornéno na obr. 3.1.
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Obr. 3.1. Schéma pouzité aparatury pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu SIA metodou:
NP nosny proud (destilovana voda), PP pistova pumpa, RC reakéni civka, OV osmicestny ventil, V" vzorek
(pfipadné roztok standardu), R; roztok dusitanu sodného, R, roztok N-(1-naftyl)ethylendiaminu, PC prito-
kova cela, ZZ zdroj zateni, D detektor, O odpad.

Pro HPLC méfeni byl pouzit chromatograt UHPLC Nexera XR (Shimadzu, Japonsko)
s vnitinim detektorem s diodovym polem. Separace byla provedena na koloné XBridge®
BEH C18 (150x3,0 mm i.d., velikost ¢astic 2,5 um; Waters). Kolona byla temperovana na
30 °C. Byla pouzita isokraticka eluce s vySe popsanou mobilni fazi s pratokovou rychlosti
0,5 ml min~'. Nastiik vzorku byl 2 pl. Detekce probihala spektrometricky pii vinové délce
254 nm.

3.5 Zpracovani namérenych dat

Veskera stanoveni byla provedena v péti opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Data
byla statisticky zpracovana. Vysledky jsou uvedeny jako mediany s pfisluSnymi intervaly
spolehlivosti. Statistické zpracovani bylo provedeno v prostfedi programu Microsoft Excel
2011 (Microsoft Corporation, USA). Grafy byly zpracovany v prostiedi programu
OriginPro 8.1 (Microcal).
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4 Vysledky a diskuze

Stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu ve smési v piipravku Biseptol® 480 bylo
zaloZzeno na meéteni absorbance v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. V ultrafialové
oblasti spektra byly zméteny absorbance obou analytii. Ve viditelné oblasti spektra byla
zméfena absorbance produktu sulfamethoxazolu po diazotacni reakci s dusitanem sodnym
a ¢inidlem NEDA, kdy absorbance barevného produktu byla pfimo imérna koncentraci

sulfamethoxazolu.

4.1 Optimalizace experimentalnich podminek

Nejprve byla provedena méteni a optimalizace experimentalnich podminek ve statickém

uspotadani. Poté bylo méteni pfevedeno a optimalizovano pro méifeni technikou SIA.

4.1.1 Statické spektrometrické méreni

Na zéklad¢ literarnich udajii a po predbéznych métenich byl jako prostiedi pro stanoveni
studovanych latek zvolen vodny roztok 4,5 - 102 mol dm™ chlorovodikové kyseliny a
sou¢asné 7,5 - 1072 mol dm> octové kyseliny. Pii statickém spektrofotometrickém méfeni
byla zméfena spektra obou analytli samostatné a produktu diazotacni reakce pro urceni
optimalni vinové délky pro méfeni samostatnych analytl a produktu diazotacni reakce
v prostfedi smési chlorovodikové kyseliny a octové kyseliny. Naméfend spektra jsou

uvedena na obrazku 4.1.
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Obr. 4.1. Absorpéni spektra ve vodném roztoku 4,5 102 mol dm™ chlorovodikové kyseliny a
7,5 - 102 mol dm™ octové kyseliny: (a) produktu diazotatni reakce sulfamethoxazolu o koncentraci
2,5mgdm= s4,5- 103 moldm™ dusitanem sodnym a 5-107° moldm™ NEDA; (b) samotného
sulfamethoxazolu o koncentraci 0,5 mg dm™ (ervend kfivka) a samotného trimethoprimu o koncentraci

0,5 mg dm (modra kiivka).

Z naméfenych spekter byla pro méfeni absorbance v ultrafialové oblasti zvolena jako
vhodna vinova délka 264 nm. Pro méfeni absorbance ve viditelné oblasti byla zvolena jako

vhodné vlnova délka 540 nm.

4.1.2 Sekvencni pritokova analyza

Pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu SIA metodou byla pouzita aparatura
znazornéna na obr. 3.1. Jako nosny proud byla pouzita destilovana voda. Pro veSkera
méfeni pro optimalizaci SIA byl pouzit standard o koncentraci 5 mgdm™
sulfamethoxazolu a 1 mg dm™> trimethoprimu. Jako analyticky signal byla pouzita plocha
SIA piku.

Nejprve byla pro stanoveni ve viditelné oblasti optimalizovana koncentrace reakénich
Cinidel podle tabulky 4.1. Pro dalSi méfeni byla vybrdna koncentrace NEDA
5,0 - 10> mol dm™ a koncentrace dusitanu sodného 4,5 - 107> mol dm >, pii nichz bylo

dosazeno nejvétsi analytické odezvy.
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Tabulka 4.1
Zavislost velikosti signalu pii vinové délce 540 nm (Sass) na koncentraci pouzitych reagenti pii SIA
stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu (c(sulfamethoxazol) = 5 mg dm™, c(trimethoprim) =

= 1 mg dm 3, priitokova rychlost nosného proudu 50 pl min!, ddvkovany objem vzorku 50 pl).

¢(NEDA)/mol dm™>  ¢(NaNO,) / mol dm Sazea /s
5,0-1072 1,0-1072 -
3,0-1072 1,0-1072 1,459
5,0-1073 45-107 1,509

¢ Signal byl nereprodukovatelny.

Pro urceni vhodné pritokové rychlosti nosného proudu byly zméfeny odezvy pro
prutokové rychlosti uvedené v tabulce 4.2. Pro méfeni byla vybrana pritokova rychlost

nosného proudu 50 pl s™!, pfi niz bylo dosaZeno nejvétsi analytické odezvy.

Tabulka 4.2
Zavislost velikosti signalu pfi vinové délce 264 nm (Saz4) na prutokové rychlosti nosného proudu (£) pfi
SIA stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu (c(sulfamethoxazol) =5 mg dm™, c(trimethoprim)=

= 1 mg dm3, davkovany objem vzorku 50 pl).

F/ p.l s Sazea ! S
50 0,199
100 0,100

Pro urCeni optimalniho davkovaného objemu vzorku byly zméfeny odezvy pro
davkované objemy vzorku uvedené v tabulce 4.3. Pro méfeni byl pouzit ddvkovany objem

vzorku 50 pl, pfi némz bylo dosazeno nejvétsi analytické odezvy

Tabulka 4.3
Zavislost velikosti signalu pfi vinové délce 264 nm (Saz4) na davkovaném objemu vzorku pii SIA stanoveni
sulfamethoxazolu a trimethoprimu  (c(sulfamethoxazol) = 5 mg dm™, c(trimethoprim) =1 mg dm3,

pritokova rychlost nosného proudu 50 pl s™).

Davkovany objem Sazeal s
vzorku / pl
50 1,427
75 1,251

100 1,402
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4.2 Stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu SIA metodou

Sekvencni injekéni analyza pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu ve smési byla

realizovana v aparatufe znazornéné v kapitole 3.4. Na zdkladé¢ optimaliza¢nich

experimentdl byla pro stanoveni pouZita priitokova rychlost nosného proudu 50 pls™' a

nasledujici sekvence:

1.

do reak¢ni civky aparatury bylo nasato 50 pl roztoku vzorku (resp. standardu) a po
10 sekundové prodlevé byl obsah reakéni civky promyt detekéni priitokovou celou do
odpadu, tim byl ziskan signal pii vinové délce 264 nm;

reak¢ni civka, spojovaci hadic¢ky a detekéni pritokova cela byly promyty destilovanou

vodou;

. do reak¢ni civky aparatury bylo nasato 50 pl roztoku vzorku (resp. standardu), dale

100 pl roztoku dusitanu sodného o koncentraci 4,5 - 107> mol dm™ a 100 pl roztoku
NEDA o koncentraci 5,0 - 107> mol dm™>, po 30 sekundové reakéni prodlevé byl obsah
reak¢ni civky promyt detekéni pritokovou celou do odpadu, tim byl ziskan signal pii

vinové délce 540 nm;

. reak¢ni civka, spojovaci hadicky a detekéni priitokova cela byly promyty destilovanou

vodou.

Na obr. 4.2 je uveden priklad ziskaného zdznamu (SIAgram). Cyklus jednoho méieni

trval 150 s, za hodinu lze tedy analyzovat 24 vzorkd.
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Obr. 4.2 Zavislost absorbance na &ase (SIA pik) pro standardni roztok o koncentraci 2 mg dm™

3

trimethoprimu (Cervena kfivka 1) a 10 mg dm™ sulfamethoxazolu (modra kfivka 2) ve vodném roztoku

4,5 - 102 mol dm chlorovodikové kyseliny a 7,5 - 1072 mol dm™ octové kyseliny (ddvkovany objem vzorku
50 ul, F=50 pl 87!, ¢(NaNOs) = 4,5 - 10> mol dm>, V(NaNOy) = 100 ul, ¢(NEDA) = 5,0 - 10~ mol dm,
V(NEDA) = 100 pl).

Jako analyticky signal pro konstrukci kalibracnich zavislosti slouzily plochy SIA pikd.
Plocha SIA piku pii vinové délce 264 nm je timérna koncentraci obou analytl, tedy
trimethoprimu 1 sulfamethoxazolu, na zdklad¢ aditivity absorbanci podle Lambertova-
-Beerova zakona. Pfi optimélnich podminkach byla prométena zéavislost plochy piku pfi
vlnové délce 264 nm na koncentraci standardu trimethoprimu s konstantnim piidavkem

sulfamethoxazolu (obr. 4.3), kterou lze popsat rovnici

Sazes = 0,0173 ctmp + 0,0344 csmx 4.1)

kde Sazss je plocha SIA piku pii vinové délce 264 nm [s], ctmp je koncentrace
trimethoprimu [mgdm™] a csux je koncentrace sulfamethoxazolu [mgdm™].
Determinacni koeficient zavislosti je 0,9928, vypocitany limit detekce pro trimethoprim je

0,03 mg dm* (koncentrace odpovidajici signélu trojnasobku $umu zékladni linie).
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Obr. 4.3. Zavislost plochy SIA piku pfi vinové délce 264 nm (a) na koncentraci standardu trimethoprimu
v rozmezi 0,1-5,0 mg dm™ pfi konstantni koncentraci sulfamethoxazolu (1) 0,0 mg dm™, (2) 2,5 mg dm™>,
(3) 5,0 mg dm=3, (4) 7,5 mg dm™ a (5) 10,0 mg dm™>; (b) na koncentraci sulfamethoxazolu bez p¥itomnosti

trimethoprimu.

Plocha SIA piku pfi vlnové délce 540 nm je umeérna pouze koncentraci
sulfamethoxazolu (ani desetindsobny piebytek ptitomného trimethoprimu neovlivni
hodnotu plochy piku). Pro linearni dynamicky rozsah sulfamethoxazolu 0,1-10,0 mg dm>

byla zmétena kalibracni zavislost, kterou popisuje rovnice

Sasa0 = 0,076 csmx (4.2)

kde Sas40 je plocha SIA piku pii vinové délce 540 nm [s] a csmx je koncentrace
sulfamethoxazolu [mg dm™]. Determinaéni koeficient zavislosti je 0,9797, vypocitany
limit detekce pro sulfamethoxazol je 0,01 mgdm™ (koncentrace odpovidajici signalu
trojnadsobku Sumu zékladni linie).

Pfi stanoveni obou latek se tedy koncentrace sulfamethoxazolu ziska z rovn. (4.2) a
nasledn¢ se tato hodnota dosadi do rovn. (4.1) aby bylo mozné ziskat i hodnotu
trimethoprimu.

Vyvinutad SIA metoda byla pouzita pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu
v autentickém vzorku 1é¢ivého piipravku, tabletich Biseptol®480. Vysledky stanoveni
jsou uvedeny v tabulce 4.4, ze které je patrné, Ze stanovené hodnoty SIA méfenim jsou

v dobré shod¢ s deklarovanym obsahem sulfamethoxazolu i trimethoprimu v tableté.
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Tabulka 4.4
Vysledky stanoveni obsahu slozek tablety Biseptol® 480 metodou SIA.

slozka obsah
deklarovany nalezeny / % = RSD
sulfamethoxazol 400 mg v tableté 94 £3
trimethoprim 80 mg v tableté 9 £ 1
4.3 Stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu HPLC metodou

Jako srovnavaci metoda pro stanoveni obsahu slozek autentického vzorku tablet
Biseptol® 480 byla pouzita metoda vysokoudinné kapalinové chromatografie podle metody
uvedené v The United States Pharmacopoeia [4]. Na obr. 4.4 je zndzornén ilustrativni

chromatogram, vysledky stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.5.

odezva detektoru x 10* / mV
w

t/ min

Obr. 4.4 Chromatogram stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu metodou HPLC: (1) trimethoprim
(c=0,32mgml™), (2) sulfamethoxazol (c=1,6 mgml™"). Podminky méfeni: kolona XBridge® BEH C18
(150x3,0 mm i.d., velikost ¢astic 2,5 um), isokraticka eluce voda:acetonitril:trietylamin = 1589:400:2 (v/v/v),

pritok 0,5 ml min™!, detekce pfi 254 nm, nastfik vzorku 2 ul).
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Tabulka 4.5
Vysledky stanoveni obsahu slozek tablety Biseptol® 480 metodou HPLC.

slozka obsah

deklarovany nalezeny / % = RSD
sulfamethoxazol 400 mg v tableté 95,94 + 0,07
trimethoprim 80 mg v tableté 97,94 + 0,03
4.4 Diskuze

Pro stanoveni kotrimoxazolu byla vyvinuta a optimalizovana metoda sekven¢ni injekéni
analyzy se spektrofotometrickou detekci. Stanoveni bylo zaloZeno na méfeni absorbance
obou analytl, sulfamethoxazolu a trimethoprimu, v ultrafialové oblasti spektra a méfeni
absorbance barevného produktu diazotacni reakce sulfamethoxazolu s NEDA ve viditelné
oblasti spektra. Pouzitd metoda sekvencni injek¢éni analyzy se osvédcila jako rychla a
jednoduchd metoda, ktera poskytuje dostateCné piesné vysledky pro stanoveni obou
analyta.

Pfi porovnani s lékopisnou metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie je
metoda SIA rychlejsi, méné nakladna a poskytuje dostatecné piesné vysledky stanoveni.

Vyhodou je také mensi spotieba pouzitych chemikalii.
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V bakaléiské praci byla vyvinuta a optimalizovana metoda sekvencni injek¢ni analyzy pro
spektrometrické stanoveni analytl trimethoprimu a sulfamethoxazolu ve smési. Metoda
byla Usp&né aplikovana na stanoveni té&chto analyti v lékové formé& Biseptol®480.
Stanoveni obsahu analytii ve vzorku bylo provedeno pomoci naméfenych kalibra¢nich
zéavislosti. Jako srovnavaci metoda byla vyuzita HPLC na obracenych fazi podle metody
uvedené v The United States Pharmacopoeia. Zjisténé koncentrace sulfamethoxazolu a
trimethoprimu pomoci metody SIA jsou v dobré shodé s nalezenymi koncentracemi
pomoci srovndvaci metody HPLC.

Vyvinutd SIA metoda pro stanoveni sulfamethoxazolu a trimethoprimu v 1€kové formeé
Biseptol® 480 se tedy ukézala jako vhodna metoda pro rychlé a piesné stanoveni téchto
dvou latek. Vyhodou stanoveni SIA metodou oproti jiz zavedenym metodam je rychlost
mefeni, snadnd automatizace a snizeni finan¢nich nakladt diky malé spotieb¢ reakénich
¢inidel.

Vysledky dosazené v této bakalarské praci se rovnéz staly podkladem pro publikaci

v Casopise Monatshefte fiir Chemie - Chemical Monthly, viz ptiloha.
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