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Abstrakt

Cilem piedkladané diplomové prace bylo studium moznosti vyuziti cyklické voltamerie jako detekéni
techniky v kapalinové chromatografii. Jako modelové latky byly pouzity derivaty fenothiazinu:
chlorpromazin hydrochlorid, diethazin hydrochlorid a thioridazin hydrochlorid. V prvni &asti prace bylo
provedeno porovndni dvou moznych detektorti: tubuldrniho a velkoobjemového ,,wall-jet” detektoru
navrzen¢ho pro tuto praci. Z obou testovanych detektort vyhovél pouze velkoobjemovy ,,wall-jet* detektor.
Dale byly optimalizovany podminky separace a detekce studovanych fenothiazini na koloné RP-select B
LiChrospher® 60 (250x4 mm) s cyklickou voltametrii jako detekéni technikou. Nejlepsi separace bylo
dosazeno v mobilni fazi tvofené 0,1 mol dm™ roztokem chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda
(80:20). Dale byl studovan vliv rychlosti pratoku mobilni fize a polarizace elektrody na symetrii
chromatografického piku a jako optimalni byly nalezeny pritok mobilni fize 0,5 ml min™* a rychlost
polarizace elektrody 0,5 V s™. Za téchto optimalizovanych podminek byly proméieny kalibraéni zavislosti
studovanych fenothiazinti v koncentraénim rozsahu 5x10~° az 1x10~ mol dm™ pro chlorpromazin a 8x10°
az 1x10~ mol dm™ pro diethazin a thioridazin. Vyvinutd metoda byla aplikovana na stanoveni studovanych
fenothiazinti v 1é¢ivych piipravcich.

Kli¢ova slova: cyklicka voltametrie, detekce, fenothiaziny, HPLC

Abstract

The aim of the thesis was to study the possibility of employment of cyclic voltammetry as a detection
technique in liquid chromatography. The phenothiazine derivatives (chlorpromazine hydrochloride,
diethazine hydrochloride, and thioridazine hydrochloride) were used as model compounds. Firstly, the
comparison of two potential detectors (tubular detector and bulk ,,wall-jet* detector) was accomplished. Only
bulk ,,wal-jet“ detector satisfied. Next, the conditions for the separation and detection of studied
phenothiazines on RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm) column with cyclic voltammetry as the
detection techniques were optimized. The best separation is achieved in mobile phase consisted from the
solution of 0.1 mol dm™ sodium perchlorate in acetonitrile-water (80:20) mixture. The effect of flow rate of
mobile phase and scan rate of polarization of the electrode on the symmetry of chromatographic peak was
also followed, and optimal values of 0.5 ml min* for flow rate, and of 0.5 V s* for scan rate, were found.
Under optimized conditions the calibration dependences of studied phenothiazines were measured in the
range from 5x107° to 1x107° mol dm® for chlorpromazine, and in the range from 8x107° to 1x10~> mol dm™
for diethazine and thioridazine. The developed method was applied to determination of studied
phenothiazines in medical forms.

Key words: cyclic voltammetry, detection, HPLC, phenothiazines
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LOD
LOQ
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smérnice linearni regrese

plocha elektrody [mm?]

nebo vzdalenost levé ¢asti piku od jeho stiedu v 10 % vysky piku
plocha chromatografického piku [A s]

faktor asymetrie piku

usek linedrni regrese

vzdalenost pravé ¢asti piku od jeho stfedu v 10 % vysky piku
molérni koncentrace [mol dm ]

koeficient variace

prumér elektrody [mm]

potencial amperometrické detekce [V]
potencial piku [V]

prittokova rychlost mobilni faze [ml min ]
vyska chromatografického piku

proud piku [A]

limit detekce

limit kvantifikace

hmotnost [g]

pocet teoretickych pater

Sum detektoru

signal (odezva) detektoru

nebo koeficient determinace

rozliSeni chromatografickych pik

citlivost analytické metody

smérodatna odchylka linedrni regrese

cas [s]

objem [ml]

objemovy zlomek

sitka chromatografického piku pii zakladné [S]

Sitka chromatografického piku v poloving jeho vysky [s]
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1 CiL PRACE

V soucasné dob¢ je vétSina realnych analytickych stanoveni provadéna pomoci metod,
které l1ze souhrnné nazvat metody pritokové analyzy. Diky tomu, ze vzorek je unéasen
tokem kapaliny jej lze v ¢ase podrobit upravam a reakcim (typicky v injekéni pritokové
analyze) nebo jeho slozky separovat (typicky v kapalinové chromatografii). Jednim z hlav-
nich prvka takovéhoto uspotfadani analyzy je detektor (lat. detegere = odkryvat), zatfizeni
umoziujici indikovat pfitomnost stanovovaného analytu v konkrétnim misté toku nosné
kapaliny. Kvalita detektoru, jeho schopnost reagovat na druh a koncentraci analyzované
slozky, je tedy jednim z klicovych faktorti ovliviiujicich analytické charakteristiky takto
provedeného stanoveni.

Cilem této diplomové prace je studium moznosti vyuziti cyklické voltametrie jako
detek¢ni techniky v kapalinové chromatografii. Jako modelové latky pfi tomto studiu byly

pouzity derivaty fenothiazinu a bylo provedeno jejich stanoveni v 1ékovych forméch.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Detektory v pritokovych metodach
2.1.1 Detektory, jejich rozdéleni a vliastnosti

Detektor Ize charakterizovat jako zafizeni, které se sklada z vlastniho méticiho prvku

(¢idla, senzoru) reagujiciho na pfitomnost analytu a z pfislusné instrumentace prevadéjici

tuto reakci na signal (obvykle elektricky proud) [1, 2]. Principem detekéniho méfeni je

meéfeni zmény sloZeni roztoku protékajiciho detektorem, jeho detekéni celou. V kapalinové

chromatografii jsou vyuzivany tfi mozné piistupy:

1.

Meéreni celkové viastnosti, kdy se méfi zmény v celkové charakteristice tekouci kapaliny
(mobilni faze) bez piitomnosti a s pfitomnosti analytu. Vyhodou takového postupu je,
ze je univerzalni pro jakykoliv analyt, coZ vSak v néckterych ptipadech ptechazi
v nevyhodu (naptfiklad pfi gradientové eluci). NejzndméjSim piikladem takovéhoto

detektoru je méfeni indexu lomu (refraktometricky detektor).

. Méreni specifické vlastnosti vzorku, kdy je méfena nckterd z vlastnosti vzorku

nachazejictho se v toku mobilni fize. NejznaméjSim piikladem je UV detekce pfi
nastavené vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu analytu. Do této skupiny
patii i elektrochemické detektory (amperometricky ¢i potenciometricky) s vyjimkou

konduktometrického detektoru, ktery patti SpiSe do prvni skupiny.

. Spojeni chromatografu s externim analyzatorem (angl. hyphenated techniques) pfi nichz

je cela nebo ¢ast mobilni faze zavadéna do jiného analytického zafizeni a tam nezavisle
analyzovana. Nejzndm¢j$im piipadem je spojeni s hmotnostnim spektrometrem

(HPLC-MS).
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Idedlni detektor pro kapalinovou chromatografii by mél vykazovat nésledujici

charakteristiky [2]:

* mit vysokou citlivost vii¢i analytu a pfedpovéditelnou odezvu na n¢j,

* mit odezvu vici vSem latkam rozpuSténym v mobilni fazi, nebo alespon predpovéedi-
telnou specificitu viici nim,

* neménit odezvu se zménou teploty a rychlosti pritoku mobilni faze,

* mit odezvu nezavislou na (aktualnim) slozeni mobilni faze,

» nepiispivat k rozSitovani piku,

» byt spolehlivy a pohodlny pro pouziti,

* jeho odezva by méla linedrné riist s objemem analytu,

* byt nedestruktivni k analytu,

» poskytovat i kvantitativni informaci ke kazdému piku.

Samoziejmé, ze zadny z dnes pouzivanych detektorti nevykazuje vSechny vySe uvedené

charakteristiky, nicmén¢ dnes nejcastéji pouzivané detektory vykazuji alespon veétsi Cast

zZ nich (tab. 2.1).

Tab. 2.1

Porovnani vlastnosti bézné pouzivanych detektort v HPLC (upraveno podle [3]).

typ detektoru ovlivnéni  gradientova typicka  selektivita uplatnitelnost sloZitost méteni /
prutokem eluce citlivost interpretace

UV/Vis ne ano ng nizka vysoka nizka

refraktometricky ano ne ug nizka univerzalni nizka

hmotnostni ne ano pg vysoka univerzalni vysoka

fluorescenéni ne ano pg vysoka omezena nizka

elektrochemicky ano ne ng-pg  vysoka omezena stfedni

2.1.2 Pracovni parametry detektori

Cilem analytického méteni je ziskani dostateCnych informaci o analytech v co nejkratSim
Case a s co nejmenSimi naklady. Vlastnosti odezvy, kterou detektor poskytuje, jsou
ur¢ovany nejen fyzikalné-chemickym principem, na némz detektor pracuje, ale vSemi
slozkami méficiho systému, jehoZ je detektor soucasti (objemovou rychlosti toku mobilni
faze, teplotou, necistotami v mobilni fazi a podobn¢). Odezva detektoru (tedy zavislost

méfené veli¢iny na Case) se potom sklada jednak z uzite¢ného, na koncentraci analytu
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zavislého signalu a z poruch, které jsou zpisobeny ndhodnymi nebo soustavnymi vlivy
Vv pfenosovém kanalu (Sum).

Miru ovlivnéni signalu koncentraci analytu vyjadiuje citlivost S, definovana jako pomér
zmény signalu detektoru AR a zmény koncentrace (resp. hmotnosti) analytu Ac (Am)

v daném bodé¢ zavislosti signalu na koncentraci (hmotnosti analytu)

S = (2.1)

AR

Ac

Citlivost tedy piedstavuje smérnici kalibra¢ni pfimky v daném bod¢.
Odezvu detektoru ovlivituje dale Sum, neboli ¢ast méfené veliCiny, kterd neobsahuje

informaci. Odezva detektoru bez ptitomnosti analytu se pak nazyva pozadi (zakladni linie)

a sklada se z fady ptispévku (obr. 2.1):

» konstantni slozka dana zejména odezvou mobilni faze a necistot v ni obsazenych,

» vysokofrekvenéni Sum zpisobeny predevsim sitovym kmitoctem,

» nizkofrekven¢ni Sum dany obvykle konstrukei detektoru,

» dlouhodoba nestabilita zvySujici signal (tzv. drift) zpisobena naptiklad kolisanim
teploty,

» pulsy (,,spiky*) zptisobené poruchami v sitovém napéti, bublinkami v kapaliné apod.

Je samoziejmé Zadouci, aby Sum detektoru byl co nejnizsi, a tedy pomér signalu a Sumu co

nejvyssi.

cina

v .

ell

—= mérena v

—= cas

Obr. 2.1 Slozky Sumu: a = konstantni slozka, b = a + vysokofrekvenéni Sum, ¢ = a + b + nizkofrekvenéni

Sum, d = a + b + ¢ + drift, e = spiky (pievzato z [1]).
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Obr. 2.2 Mé&feni chromatografického signalu (S) a sumu (N) pro konkrétni pik (pfevzato z [2]).

Pomér signalu a Sumu (S/N) je dulezitou charakteristikou kazdého piku. Méfeni
velikosti obou veli¢in je znazornéno na obr. 2.2. Ptispévek poméru S/N k piesnosti méteni

Ize vyjadtit vypoctem koeficientu variace

50

=— 2.2
v S/N 22)

hodnota koeficientu je ekvivalentni relativni smérodatné odchylce méfeni vyjadiené
Vv procentech.

Pomoci poméru signalu a Sumu jsou definovany i dvé duilezité charakteristiky stanoveni
a to mez detekce (LOD = limit of detection), odpovidajici koncentraci, pti niz je signal
analytu statisticky vyznamné odlisny od Sumu, a mez stanovitelnosti (LOQ, limit of
quantification), tedy koncentrace, pii které je pfesnost stanoveni takova, Zze dovoluje

kvantitativni vyhodnoceni. Podle uzance pro separacni metody lze obé meze vypocitat ze

vztaht
3N
10N

kde a je smérnice kalibra¢ni pfimky. Limit detekce pak odpovida asi CV =~ 16 % a limit
kvantifikace CV =~ 5 %. Je patrné, ze ¢im vétsi bude pomér S/N tim niz$i budou hodnoty
obou mezi. Alternativnim pfistupem pro ziskani téchto charakteristik je vyuziti parametrt

linedrni regrese kalibra¢ni zavislosti



2 Teoreticka ¢ast 12

LOD = 38y + b (2.5)
a
1
LOQ = 105y, + b (2.6)

kde sy, je smérodatnd odchylka linedrni regrese, b hodnota iseku vytéeného na ose y a a
smérnice linearni regrese.

Dalsi dilezitou charakteristikou detektoru je charakter zavislosti signalu na koncen-
traci (hmotnosti) analytu S = f(c), resp. S = f(m), ktera ma velkou dilezZitost pro
spolehlivost méfeni. Tato zavislost miize obecné nabyvat i znacné komplikovanych tvart
(logaritmicky, exponencidlni, aj.), idedlni je samoziejmé linearni charakter této zavislosti,
pokud mozno V co nejvétSim rozsahu koncentraci (hmotnosti). Koncentra¢ni detektory
reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky v efluentu dm/dV (neboli dc/dt) nezavisle
na privodu slozky do detektoru a pro vztah mezi odezvou detektoru R a koncentraci plati

obecna rovnice

R =S¢ 2.7)

kde S je citlivost a x udava charakter zavislosti. Pro x v intervalu <0,98, 1,02> se zavislost
povazuje za linearni (lze snadno zjistit vynesenim log R proti log ¢). Hmotnostni detektory
reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky v efluentu dm/dt do detektoru a piislusny

vztah je obdobou vztahu (2.7).

2.2 Elektrochemické detektory v proudicich kapalinach

2.2.1 Typy elektrochemickych detektort

Elektrochemické detektory vyuZivaji k detekci analytu méteni urcitou elektrickou velic¢inu
(elektrodovy potencial, proud, odpor, kapacita) vyvolanou prichodem latky vhodné
konstruovanou pritokovou celou detektoru. Zména métené veli¢iny je imérna latkovému
mnozstvi detekované slozky [1, 3]. Jako dal$i proménna veli¢ina se zaznamenava Cas.
Konduktometrick¢ a vysokofrekven¢nich impedanc¢nich detektory jsou uréeny pro

méteni celkovych vlastnosti roztoku proudiciho detektorem.
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Ostatni elektrochemické detektory jsou zalozeny na elektrochemické reakci obecného
redoxniho systtmu Ox + n € 5 Red. Pokud je pifi méfeni elektrochemicky ¢lanek
vV termodynamicky rovnovazném stavu (faradicky proud je nulovy) jedna se 0 potencio-
metrii, je-li naopak ¢lanek v kinetickém stavu a na elektrodach dochazi ke konverzi
analytu, jedna se o elektrolyzu (faradicky proud neni nulovy). U elektrolytickych metod se
tak uplatnuji Ctyfi zavisle proménné veli¢iny: potencial elektrody, proud, koncentrace
elektroaktivni latky a ¢as. Podle podminek méfeni se elektrolytické metody rozdéluji na

metody potenciostatické, kdy se méii pfi konstantnim potencidlu pracovni elektrody, a

metody amperostatické, kdy se naopak méfti za konstantniho proudu.

2.2.2 Voltametrické detektory

Ve vsech prutokovych metodach se jako detekéni technika (vedle vodivostni detekce)

z elektroanalytickych metod pouziva nejcastéji voltametrie, resp. amperometrie, a colou-

metrie [1-3]. Je to proto, ze vSechny elektrolytické detektory dosahuji vysoké citlivosti a

jsou srovnatelné s citlivosti fluorimetrickych detektort, navic dosahuji dobré ptesnosti,

rychlé odezvy a spravnosti méteni. Hlavnimi omezenimi téchto metod jsou:

= Nosna kapalina (mobilni faze) musi mit alesponn minimdalni elektrickou vodivost a
poskytovat konstantni a zaroven co nejmensi elektricky signal. To vylucuje pouZiti
nepolarnich kapalin, ale 1 v pfipadé pouziti smé€snych rozpoustédel je obvykle nutné do
mobilni faze ptidavat zakladni elektrolyt.

» Konstantni a reprodukovatelna aktivita povrchu elektrod se jen obtizné udrzuje, ¢asto
dochazi k pasivaénim jevim na elektrodach. Nicméng, tok Cisté mobilni faze znaéné
napomahd odstraiiovani produkti elektrodové reakce.

= Signal je ovliviilovan teplotou a v rizném rozsahu i rychlosti toku mobilni faze.

Voltametrické (amperometrické) detektory tedy méfi proud vyvolany priachodem
redukovatelné nebo oxidovatelné latky priutokovou celou detektoru. Klicovym je tedy
vybér vhodného materidlu pracovni elektrody, aby jeho potencidlové okno vyhovovalo pro
dany analyt; pouzivaji se pifedev§im tuhé elektrody zhotovené ze skelného uhliku,
grafitovych vlaken, zlata, platiny, médi ¢i jiného kovu. Déle je tieba vybrat ¢i zkonstruovat
vhodnou méfici celu. Mobilni faze povrch pracovni elektrody omyva a elektrochemicka
reakce probihd pouze ve velmi tenké vrstvé (oxidacné-redukéni reakci na povrchu

elektrody podléha méné nez 10 % ptitomného analytu), proto ma konstrukce mérnych cel
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nékolik technickych feSeni [3]. NejcCastéji se jedna o tii typy detektorti (obr. 2.3)

tenkovrstvy (thin-layer), cela ,,wall-jet* a tubularni.

a

Obr. 2.3 Uspofadani béznych voltametrickych detektord: (a) tenkovrstva cela, (b) cela ,,wall-jet”,
(c) tubularni detektor; (1) pracovni elektroda, (2) vstup eluatu, (3) vystup eluatu (pfevzato z [1]).

Vyroba a provoz miniaturizovanych detekénich cel je nékdy spojena se znacnymi
problémy, zejména pokud jde o €isténi povrchu pracovni elektrody. To lze obejit pouzitim
»wall-jet cely o velkém objemu (obr. 2.4), v niz je makroskopicka (bézna voltametrickd)
elektroda umisténa v piepadovém rezervoaru spolu s referenéni a pomocnou
elektrodou [4]. V piepadovém rezervoaru je mobilni faze (zakladni elektrolyt), ktery
zajiStuje vodivé spojeni elektrod. Tryska (vyvod z HPLC kolony) je umisténa proti
pracovni elektrod¢, pricemz bylo zjisténo, ze paprsek tryskajici kapaliny zlstava intaktni
I pti vzdalenostech mezi tryskou a elektrodou vétSich nez 10 mm (doporucuje se okolo

5 mm, aby naopak nebyl rusen hmotovy transport analytu k elektrod¢).

4 2
—3
i
e
Obr. 2.4 Cela typu ,,wall-jet* s velkym objemem: (1) tryska ity T
(vyvod z HPLC kolony), (2) pracovni diskova elektroda, /‘ P
(3) referen¢ni elektroda, (4) pomocna elektroda (pievzato

2 [1]). }
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2.2.3 Analyty detegovatelné voltametrickymi detektory
Elektrochemicka detekce byla pouzita jiz v klasické kolonové chromatografii v 50. letech
20. stoleti, kdy pro ni Kemula pouzil nazev chromatopolarografie. Dnes patii elektro-
chemické (voltametrické) detektory ke standardné¢ dostupnym detektoritm pro HPLC.
Oblast detegovatelnych latek je velmi Siroka, jde prakticky o jakoukoliv latku, kterou Ize
oxidovat nebo redukovat, kromé& anorganickych latek je to Siroké spektrum latek
organickych. S vyhodou lze sledovat tyto latky i ve vzorcich se slozitymi matricemi
(klinické vzorky). Vybér potencidlu detekce je obvykle kompromisem mezi citlivosti,
stabilitou signalu a selektivitou zaloZenou na faktu, ze se zvySenim potencidlu detekce
dojde ke zvySeni odezvy, ale souCasné¢ dojde ke zvySeni Sumu a driftu zdkladni linie a
snizeni selektivity.

Priklady stanovovanych latek jsou uvedeny v tab. 2.2; detailni vhled podavaji

monografie [1, 3], nejnovéjsi publikace shrnuje piehledné review [5].

Tab. 2.2

Ptiklady organickych latek detegovatelnych voltametrickymi detektory
latky oxidovatelné latky redukovatelné

fenoly ketony

oximy aldehydy

merkaptany oximy

peroxidy konjugované kyseliny

hydroperoxidy konjugované estery

aromatické aminy, diaminy

puriny
heterocykly

konjugované nitrily
aromatické halogenderivaty
nitroslouceniny

heterocykly
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2.3 Cyklicka voltametrie

2.3.1 Zaklady metody

Cyklicka voltametrie je elektrochemicka metoda, vyuzivand zejména pro ziskavani
kvalitativnich informaci o elektrochemickych reakcich, protoze z priubéhu cyklickych
voltamogramu je mozné usuzovat na mechanismus elektrochemickych reakci [6]. Pii této
metodé je na pracovni elektrodu vkladan potencial trojuhelnikového pribéhu s riznou
rychlosti zmény (rychlost polarizace) od zvoleného pocatecniho potencidlu E; pfies
vrcholovy potencial E; az zpét do kone¢ného potencialu E; (obr. 2.5). Ziskana odezva, tzv.
cyklicky voltamogram (zavislost proudu protékajiciho elektrodou na vlozeném potencialu)
je slozita, Casoveé zavisla funkce velkého poctu chemickych a fyzikalnich parametrt.
Naméifené cyklické voltamogramy (obr. 2.6) obsahuji jeden nebo vice pikl, pricemz
poloha piku je dana redoxnimi vlastnostmi latky a jeho vyska (resp. proudova odezva)
souvisi s rychlosti vkladani potencidlu a koncentraci latky ptfitomné v elektrochemické
cele. Pribéh cyklického voltamogramu lze analyzovat fadou matematickych rovnic, resp.

vypocetnich piistupt.

—— 1. cyklus —

potencial

dopfedny
scan

¢as

Obr. 2.5 Potencialovy program pii metod¢ cyklické voltametrie (pfevzato a upraveno z [6]).
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Obr. 2.6 Priklad cyklického voltamogramu pro reversibilni systém (pfevzato a upraveno z [6]).

2.3.2 Cyklickd voltametrie jako detek¢ni technika

v pritokovych metodéach

Prvni praci 0 pouziti cyklické voltametrie jako detekéni techniky v pritokové injekéni
analyze publikoval Thegersen a kol. [7], ktefi ji spojili s injekéni pritokovou analyzou a
pomoci statické rtutové kapkové elektrody studovali zéavislost ziskaného signalu pro
Stavelan zelezity na prutokové rychlosti a rychlosti polarizace elektrody. Pii malych
rychlostech polarizace elektrody byly ziskavany pouze hydrodynamické voltamogramy,
které viak pii vysich rychlostech polarizace elektrody (> 1 V s') piechazely v cyklické
voltamogramy. Nasledné tuto metodu aplikoval i na organické latky Canete a kol. [8].
Vyhodou tohoto uspofadani je predevsim velka flexibilita FIA techniky a pomérné Siroka
diagnostickd schopnost cyklické voltametrie. Oproti amperometrické detekci je pfednosti
cyklické voltametrie predev§im vyuziti SirS§iho potencidlového okna, moznost rozliSeni
reversibilnich resp. ireversibilnich systémil a sniZeni pasivace elektrody. Vysledny zaznam
(oznacovany n¢kdy jako chromatovoltamogram [9]) pak v trojrozmérmém uspofadani
znazoriiuje zavislost proudu na vlozeném potencidlu pro jednotlivé Casy od zahdjeni

méfeni a je tak velmi podobny odezvé, kterou lze ziskat se spektrofotometrickym
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detektorem s diodovym polem [8]. Jako pracovnich elektrod se pii tomto druhu detekce
vyuziva piedevs§im zlatych a platinovych mikroelektrod [10]. Ziskana data jsou piipadné
upravovana napi. Fourierovskou transformaci (oznacovano jako fast Fourier transform
continuous cyclic voltammetry), coz vede ke snizeni detek¢nich limitli na pikomolarni
hladinu, zvyseni rychlosti analyzy a odstranéni nutnosti odstranovani rozpusténého kysliku
z roztoki [11-13]. Prehled latek, kter¢é mohou byt touto metodou stanoveny, podava
review [14]. Pouziti cyklické voltametrie jako detek¢ni techniky v HPLC nebylo v lite-

ratufe popsano.

2.4  Fenothiaziny

Obr. 2.7 Molekulova struktura fenothiazinu

Fenothiaziny (obr. 2.7) jsou synteticky piipravené tricyklické heterocyklické slouceniny
s atomem siry a dusiku v polohéach 5 a 10. Z velké ¢asti jsou vyuzivany pro své medicinské
aplikace, ale také jsou studovany v souvislosti s navrhy galvanickych a solarnich ¢lanka
fotosenzibilizatort. Poprvé byl fenothiazin syntetizovan A. Bernthsenem v roce 1883, jeho
anthelmintické vlastnosti byly zjistény roku 1938 (cit. [15, 16]). AZ dosud bylo
syntetizovano a farmakologicky testovano vice nez sto derivatd fenothiazinu [17].
Vzhledem Kk jejich relativné nizké toxicité, vysoké fyziologické aktivité a rozmanitému
farmakologickému ucinku jsou Siroce pouzivany jako psychofarmaka, antihistaminika,
antiparkinsonika. Jejich nejdulezitéjsi vlastnosti je zejména antidepresivni Gcinek. Také
jsou ¢leny neuroleptik a antialergenich 1ékd. Kdyz jsou substituovany v poloze 10, jde
o0 antihistaminika a antiparkinsonika, v piipadé¢, Ze jsou substituovany v poloze 2 a 10 patii
do skupiny neuroleptik. Ne¢které derivaty fenothiazinli jsou pouzivany jako redox
indikatory, ty jsou substituovany v polohach 3 a 7 (napiiklad methylenova modf) [18].
Nejcastéjsi nezadouci ucinky pii 1é€be fenothiaziny jsou Gtlum, zévraté, rozmazané vidéni,
nevolnost, zvraceni, priijem nebo zéacpa, gastrointestindlni poruchy, sucho v Ustech,

prekrveni nosni sliznice a poruchy krve.
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2.4.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti fenothiazinu

Derivaty fenothiazinu se mohou vyskytovat ve formé volnych bazi a jejich soli jako
hydrochloridy, maleaty, tartraty a dimethylsulfonaty. Ve formé volnych béazi vykazuji
podobu Zluté olejové kapaliny, nerozpustné ve vodé. Soli fenothiazinii jsou naopak bilé
krystalické latky velice dobfe rozpustné ve vodé, ziedéné kyseliné chlorovodikové a
organickych rozpoustédlech. Zavisi v§ak na druhu a typu substituenti: soli fenothiazint
s alifatickym postrannim fetézcem v poloze 10 (jako jsou chlorpromazin, diethazin a
promazan) vykazuji velice dobrou rozpustnost ve vodé, zfedéné kyselin€ chlorovodikové,
ethanolu, chloroformu a mirné hor$i rozpustnost v acetonu. Zavedenim heterocyklického
substituentu do této pozice na fenothiazinu naopak zptisobuje snizeni rozpustnosti ve vode¢.

Soli fenothiazinG disociuji a reaguji jako velmi slabé kyseliny, pK, = 9. Za piitomnosti
kationtové povrchové aktivni latky jsou tyto hodnoty pak posunuty K niz$im hodnotam,
pKa = 7 (cit. [19]), protoze kationtové micely mohou na svém povrchu vazat
elektrostatickymi interakcemi OH™ ionty, které se zde koncentruji a tim napomahaji
disociaci vazanych slabych kyselin.

Fenothiazin vykazuje teplotni stabilitu do 100 °C. Substituce zvysuje tepelnou stabilitu
slouceniny, ktera pak taje v teplotnim rozsahu 150-250 °C.
oxidovat at’ jiz chemickymi oxida¢nimi C¢inidly [20], elektrochemicky [21, 22],
enzymaticky [23] nebo fotochemicky [24, 25]. Vznikaji tak stabilni barevné radikaly
s dlouhou dobou zivota. Nejpravdépodobnéjsi detailni mechanismus oxidace derivatl
fenothiazint je znazornén na obr. 2.8. V prvnim kroku je molekula oxidovana na barevny
volny radikdl. Tato reakce je reverzibilni. Radikal-kationt je stabilni v silné¢ kyselém
prostfedi, jeho existence byla prokazana EPR spektrometrii. Ve druhém kroku je
radikal-kationt ireverzibilné¢ oxidovan (ztratou dalSiho elektronu) a je vytvoren
fenothiazinovy iont. Tento iont je v disledku toho snadno hydrolyzovan, coz vede
Kk produkci bezbarvého sulfoxidu. Rychlost prvniho reakéniho kroku zavisi na druhu
oxidaéniho c¢inidla, kyselosti roztoku, teplot¢ a typech fenothiazinovych derivatu.
Ptedpoklada se, ze rychlost druhého kroku siln€ zavisi na rychlosti nasledné hydrolyzy.
Typy substituenti a jejich poloha na molekule fenothiazinu ovliviiuje stabilitu
radikal-kationtu, ktery je stabilni pouze v siln& koncentrovaném (2—10 mol dm™®) roztoku

silné kyseliny [26].
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T = OO # O

+ H,0
'I?1o
S
[OH]°

Obr. 2.8 Reak¢ni schéma oxidace derivata fenothiazinu (ptevzato z [27]).

Oxidace derivati fenothiazinu probihaji pfi relativné nizkych redox potencialech.
Elektrochemickd oxidace derivati fenothiazinu zavisi na polarité a kyselosti reakéniho

prostiedi a piitomnosti substituentl v polohach 2 a 10 na molekule fenothiazina [28, 29].

2.4.2 Studované derivaty fenothiazinu
CHy
CHy  CHs
N CH, N
~
~ N CH,4

Lo o o

(@) (b) (c)

Obr. 2.9 Molekulova struktura (a) chlorpromazinu, (b) diethazinu, (c) thioridazinu.

V této diplomové praci byly studovany tfi vybrané derivaty fenothiazinu: chlorpromazin,
diethazin a thioridazin (obr. 2.9).
Chlorpromazin, systematicky 3-(2-chIorfenothiazin-lO-yI)-N,N-dimethylpropan-l-

vvvvvv

objeven na pocatku roku 1950 a od roku 1954 se zacal pouzivat k 1éCbé schizofrenie.
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Pivodné¢ byl vyvinut jako antihistaminikum proti alergiim. Vykazuje vyznamné
adrenolytické, anticholinergni, hypotenzni, spasmolytické, hypotermické, anestetické,
antiemetické a antihistaminické G¢inky. Vyznamné tlumi centrdlni nervovy systém a
zvySuje ucinek hypnotik a narkotik. Pouziva se zejména v psychiatrii k 1é¢bé schizofrenie,
stavl psychomotorického neklidu, halucinaci, nékterych uzkosti a obsedantnich neuro6z.

Terapeuticky pouzivany chlorpromazin hydrochlorid je bily nebo krémové bily prasek,
citlivy na svétlo (fotooxidace). Je dobie rozpustny ve vodé¢, ethanolu a chloroformu.
Disociacni konstanta pK; = 9,3, rozd€lovaci koeficient log P = 3,4.

Chlorpromazin hydrochlorid miaze byt podavan intravenozné a peroralné. Pri
peroralnim podani je dobie absorbovan (ale podléha first-pass efektu v jatrech a stievni
sténé, biologicka dostupnost je asi 20-30 %), maximalni plasmatické koncentrace je dosa-
zeno za 2-4 hodiny. Je metabolizovan v jatrech, za vzniku sulfoxidi, dale byla zjisténa
N-demethylace, hydroxylace a N-oxidace. Ve druhé fazi biotransformace byla zjisténa
konjugace s kyselinou glukuronovou. Biologicky polocas je 7-120 hodin. Vylucovani je
pfedev§im do moci (az 70 % podané davky), ¢asteéné 1 do Zlu€e. Chlorpromazin mé velky
distribu¢ni objem (asi 21 litrt1) a prochazi i hematoencefalickou bariérou, proto jsou jeho
metabolity vylu¢ovany i po mnoha mésicich od podani. Terapeuticky se denni davka
pohybuje v rozmezi 75 az 1000 mg chlorpromazin hydrochloridu.

Diethazin, systematicky N,N-diethyl-10H-fenothiazin-10-ethanamin, vykazuje vyznam-
ny parasympatolyticky (anticholinergni) uc¢inek. Nema pfili§ vyznamné sedativni,
antihistaminické a hypotermické ucinky. Pouziva se k 1écbé vSech typti Parkinsonova
syndromu a to zejména v ptipadech s vyznamnym tfesem [30]. Terapeuticky pouzivany
diethazin hydrochlorid je bily nebo slab& krémové zbarveny krystalicky prasek. Davkovani
se pohybuje v rozmezi 150 az 1500 mg denné.

Thioridazin, systematicky10-[2-(1-methylpiperidin-2-yl)ethyl]-2-methylsulfanylfeno-
thiazin byl diive Siroce pouzivan pii 1é¢bé schizofrenie a psychozy [30]. Vzhledem
k obavam z kardiotoxicity a retinopatie pii vysokych davkach byl tento 1ék stazen
z prodeje v mnoha zemich. V nékterych zemich neni bézné piedepisovany, je vyhrazen
pouze pro pacienty, ktefi nereaguji na jina antipsychotika nebo kvili kontraindikacim je
nemohou uZivat.

Terapeuticky pouzivany thioridazin hydrochlorid je bily nebo krémové bily praSek. Je
dobfe rozpustny ve vod¢, ethanolu a chloroformu. Disociaéni konstanta pK; = 9,5,

rozdelovaci koeficient log P = 5,90.
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Thioridazin je pfi oralnim podani velmi snadno absorbovén, v plasm¢ se siln¢ vaze na
plasmatické bilkoviny (az 99 % z ptitomné davky). Je metabolizovan zejména sulfoxidaci
v jatrech a exkreovan Zluci do stolice (90 % podané davky), mensi podil je vyloucen do
moci. Biologicky polo¢as je 10-36 h. Denni davky se pohybuji mezi 50 az 300 mg

thioridazin hydrochloridu.

2.4.3 Analytické metody pro stanoveni fenothiazint

Stanoveni derivata fenothiazinu je dulezité pro zajisténi kvality ve farmaceutickém
pramyslu a pro ziskani optimalnich terapeutickych koncentraci v télnich tekutinach, aby se
minimalizovalo riziko toxicity. Z tohoto divodu je dilezité mit k dispozici jednoduché a
citlivé metody pro stanoveni téchto latek.

Lékopisnymi metodami jsou nejcastéji titrace kyselinou chloristou v prostredi bezvodé
octové kyseliny s potenciometrickou detekci [31] nebo spektrofotometie v UV oblasti [32].
Prvni metoda je ¢asové ndrocna a u druhé je tieba certifikovany referencni standard. Pro
stanoveni fenothiazini at’ jiz v substanci nebo v 1ékovych forméch byla vyvinuta celd fada
metod, které jsou ptehledné podany v review [33, 34]. Z pratokovych metod analyzy
zaslouzi zminku zejména FIA stanoveni, jichZ byla vypracovana celd fada, v€etné malo
obvyklého stanoveni titraci v micelarnim prostfedi nebo v prostfedi nevodném [19] nebo
po fotochemické ¢i elektrochemické oxidaci [27]. Byla rovnéZ vypracovana celd fada
HPLC stanoveni s nejriznéj$imi typy detekce (diode-array UV spektrofotometricky,
hmotnostni spektrometr, elektrochemické detektory [35, 36]), obvykle na reverzni fazi

s mobilnimi fazemi voda-methanol [37] nebo voda-acetonitril [38, 39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Jako studované latky byly pouzity chlorpromazin hydrochlorid > 98% (Sigma-Aldrich),
diethazin hydrochlorid CSL 4 (Lé¢iva, CR) a thioridazin hydrochlorid > 99% (Sigma-
-Aldrich).
Ostatni pouzité chemikalie byly: acetonitril Chromasolv® for HPLC (Sigma-Aldrich),
dusi¢nan sodny Ph.Eur. 5 (Fluka) a chloristan sodny bezvody HPLC grade (Fluka).
Pouzitymi vzorky lékovych forem byly:
= Plegomazin®, 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v drazé (Egis, Mad’arsko),
= Deparkin®, 50 mg diethazin hydrochloridu v drazé (Lé¢iva, CR),
= Thioridazin®, 25 mg thioridazin hydrochloridu v drazé (Lé¢iva, CR).

3.2 Pouzité pristroje a postup méieni

Elektrochemickd méfeni byla realizovana pomoci potenciostatu/galvanostatu EZstat-Pro
(NuVant Systems, USA), fizeném softwarem EZware. Cyklicka voltametrie byla méfena
v elektrochemické cele pro nevodnou elektrochemii 0 vnitinim objemu 10 ml [40].
Pracovni elektrodou byla platinova diskové elektroda (d = 2 mm, A = 3,14 mm?) firmy
Radiometer Copenhagen (Déansko). Referencni elektrodou byla Pleskovova elektroda
(Ag/0,01 mol dm™ AgNOs/1 mol dm™ NaClO, Vv acetonitrilu), odd&lend od mé&feného
roztoku meziprostorem s naplni 0,5 mol dm® NaClO, v acetonitrilu. Pomocnou elektrodou
byl platinovy plisek.

Kapalinovd chromatografie byla méfena na aparatufe sestavajici z linedrniho
vysokotlakého &erpadla HP5001 (Laboratorni piistroje, CR), Sesticestného davkovaciho
ventilu Rheodyne s davkovaci smyckou objemu 20 pl a kolony s reverzné vazanou fazi
RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pm &astice). Mobilni faze byla tvofena

0,1 mol dm= roztokem chloristanu sodného v acetonitrilu miSeného s 0,1 mol dm3



3 Experimentalni ¢ast 24

roztokem chloristanu sodného v destilované vod¢ v riznych pomérech. Métfeni probihala

za laboratorni teploty 20+1 °C.

K detekci v HPLC aparatufe byly pouzity dva detektory:

e Tubularni detektor podle Cvacky a kol. [41], jehoz elektroda byla tvofena platinovou
trubi¢kou délky 15 mm a vnitiniho priméru 150 um, tomu odpovida objem takto vytvo-
fené cely 265 nl, aktivni plocha elektrody 0,71 mm?. Detektor, umistény na vyvodu
z HPLC kolony zasahoval do voltametrické nadobky [40], byl pomoci mobilni faze
vodive spojen s referencni Pleskovovou elektrodou a pomocnou platinovou elektrodou.

e Velkoobjemovy ,,wall-jet detektor (obr. 3.1) navrzeny pro tuto diplomovou praci byl
vyroben ve sklaiské dilné Ustavu organické chemie a biochemie AV CR. Detektor je
modifikaci cely pro voltametrii v nevodném prostiedi [40], v niz je proti vyvodu
zHPLC kolony umisténa ve vzdalenosti asi 3 mm diskova platinova elektroda
(d =2 mm, A = 3,14 mm?) firmy Radiometer Copenhagen (Dansko) jako pracovni
elektroda. Referencni elektrodou byla Pleskovova elektroda a pomocnou elektrodou

platinovy pliSek. Stala hladina mobilni faze v cele je udrzovana pomoci prepadu.

Obr. 3.1 Velkoobjemovy ,,wall-jet detektor pro detekci
pomoci cyklické voltametrie: (1) vyvod z HPLC kolony,
(2) pracovni platinova diskova elektroda, (3) meziprostor,

(4) referencni Pleskovova elektroda, (5) pomocna

platinova elektroda, (6) pfepad.
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Spektrofotometrickd méteni byla realizovana v kiemennych kyvetach s optickou drahou

1 cm na jednopaprskovém spektrofotometru Hewlett-Packard 8453 s diodovym polem.
3.3 Zpracovani namérenych dat

Namétend data byla zpracovana na hladin€ vyznamnosti 95 % béznymi statistickymi
postupy [42]. VSechna prezentovana data jsou mediany alesponi tii méfeni. Ke zpracovani
dat byly pouzity software Microsoft Office Excel 2007 a Origin 8.5 Professional (Microcal
Software, USA).

Z dat ziskanych pfi elektrochemické detekci v HPLC méfeni byly vytvofeny bud’
trojdimenzionalni chromatovoltamogramy (&as-potencial-proud) nebo byly z téchto dat
extrahovany pouze dvojdimenziondlni amperometrické chromatogramy (Cas-proud) pii
zvoleném potencialu.

Tvar chromatografickych pikti byl hodnocen pomoci faktoru asymetrie As (cit. [43])

pocitaného ze vztahu
B
4=~ (3.1)

kde A, resp. B, jsou vzdalenosti levé, resp. pravé, ¢asti piku od jeho stiedu, métené v 10 %

vysky piku (obr. 3.2).

A

10 % vysky —_—
piku ’| ...................................................

Obr. 3.2 Mé&feni vzdalenosti levé, resp. pravé, ¢asti piku od jeho stfedu pro stanoveni faktoru asymetrie piku

podle vztahu (3.1). (Pfevzato a upraveno podle [43].)
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Cyklicka voltametrie studovanych fenothiazini

Pro ovéfeni prabcéhu elektrochemické oxidace studovanych derivati fenothiazinu
popsanych v literatute [28] byly nejprve prométeny cyklické voltamogramy chlorpro-
mazinu a thioridazinu v prostiedi 0,1 mol dm™ chloristanu sodného v acetonitrilu pfi
rychlostech polarizace elektrody 0,01, 0,10, 1,00, 5,00 a 10,00 V' s .

Naméifené parametry cyklickych voltamograml se shodovaly s literdrnimi udaji. Na
obr. 4.1 jsou zndzornény vybrané cyklické voltamogramy chlorpromazinu a thioridazinu
pfi rychlosti polarizace elektrody 100 mV s™. Je patrné, Ze potencialy jednotlivych
katodickych i1 anodickych pikd obou latek se lisi (obr. 4.2), z ¢ehoz vyplyva, ze pfi
detegovani téchto latek v pritoku bude pifi pouziti pouze amperometrické detekce pro
jednotlivé latky pfi stejném potencialu vlozeném na detektor riizna citlivost. Pokud bude
jako detekéni technika v pratokové analyze pouzita cyklicka voltametrie, bude mozné
vybrat pro kazdou analyzovanou latku vhodny potencidl, pfi némz bude mit latka co

nejvetsi citlivost (tj. po méfeni lze zménit parametry detektoru).
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Obr. 4.1 Cyklické voltamogramy (A) chlorpromazinu a (B) thioridazinu v prostiedi 0,1 mol dm chloristanu
sodného v acetonitrilu (Garkovana ¢ara). Podminky méfeni: c(chlorpromazin, resp. thioridazin) =
= 1x10* mol dm3, A = 3,142 mm?, v = 100 mV s %, E vs. Ag/0.01 mol dm® AgNO,/1 mol dm 2 NaClO,.

75} .
1, pA
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Obr. 4.2 Porovnani cyklickych voltamogrami (1) chlorpromazinu a (2) thioridazinu v prosttedi
0,1 mol dm™ chloristanu sodného v acetonitrilu. Podminky méfeni: c(chlorpromazin, resp. thioridazin) =
= 1x10* mol dm3, A = 3,142 mm? v =100 mV s, E vs. Ag/0.01 mol dm® AgNO,/1 mol dm® NaClO,.
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4.2 Porovnani detektort pro detekci studovanych latek pomoci HPLC-CV
4.2.1 Tubuladrni detektor

Jako prvni byla studovana moznost detekce HPLC-CV pomoci tubuldrniho detektoru. Pro
jeho testovani byla pouzita HPLC aparatura bez zapojené kolony. Jako mobilni faze byl

% roztok chloristanu sodného v acetonitrilu o pritokové rychlosti

pouzit 0,1 mol dm™
0,1 ml mint. Do mobilni fize byl davkovan 1x1072 mol dm™ roztok chlorpromazinu
hydrochloridu v acetonitrilu. Chromatovoltamogramy byly snimany pii rychlostech
polarizace 0,5,2,0a8,0 Vs

Piiklad ziskaného chromatovoltamogramu je zobrazen na obr. 4.3. Pii vSech
studovanych rychlostech polarizace bylo pozorovano, ze pik analytu se $tépil na dva piky,
coz je podrobnéji pro vybrané potencidly demonstrovdno na obr. 4.4. Tento jev se
nepodaftilo odstranit ani pii dalSich experimentech, pfi nichz byly ménény rychlosti toku
mobilni f4ze 1 polarizace elektrody. Tubularni detektor se tedy ukazal jako nevhodny pro

detekci HPLC-CV.

[, pA

Obr. 4.3 Chromatovoltamogram chlorpromazinu (¢ = 1x10% mol dm™®) nam&teny v HPLC aparatufe bez
zapojené kolony na tubuldrnim detektoru. Podminky méfeni: mobilni faze 0,1 mol dm™ chloristan sodny

v acetonitrilu, F=0,1 mImin?,v=0,5V s E vs. Ag/0.01 mol dm* AgNO3/1 mol dm > NaClO,.



4 Vysledky a diskuze 29

0 1 2 t, min 3 0 1

Obr. 4.4 Amperometricky zdznam pfi potencialu (A) Eanp. = 0,5 V a (B) Eamp. = 0,8 V, vytvofeny z dat
chromatovoltamogramu chlorpromazinu (¢ = 1x1072 mol dm™3) naméfeného v HPLC aparatufe bez zapojené
kolony na tubularnim detektoru. Ktivka (a) znazorfiuje anodicky (dopiedny) sken a kiivka (b) zndzoriuje
katodicky (zp&tny) sken. Podminky méfeni: mobilni faze 0,1 mol dm™ chloristan sodny v acetonitrilu,
F=01mlmin? v=05Vs? Evs. Ag/0.01 mol dm® AgNOy/1 mol dm® NaClO,.

4.2.2 Velkoobjemovy ,,wall-jet™ detektor

Na zakladé literatury [1, 40] byl pro tuto diplomovou praci navrZzen a zkonstruovan
velkoobjemovy ,,wall-jet* detektor. Pro testovani moznosti jeho pouziti v HPLC-CV byla
nejprve pouzita HPLC aparatura se zapojenou kolonou. Jako mobilni faze byl pouzit
0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného v acetonitrilu o pritokové rychlosti
0,1 ml min". Do mobilni fize byl davkovan 1x1072 mol dm™ roztok chlorpromazinu
hydrochloridu v acetonitrilu. Chromatovoltamogramy byly snimany pii rychlostech
polarizace 0,5,2,0a8,0V s™.

Priklad ziskaného chromatovoltamogramu je znazornén na obr. 4.5, pfislusné
amperometrické zaznamy vytvofené z dat chromatovoltamogramu jsou uvedeny na
obr. 4.6. Je patrné, ze vyska chromatografického piku je zavisla na potencialu, pii némz

byl ziskan, a lze tak efektivné€ ovlivnit citlivost daného stanoveni.
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Obr. 4.5 Chromatovoltamogram chlorpromazinu naméteny v HPLC aparatufe na velkoobjemovém ,,wall-jet*
detektoru. Podminky méfeni: davkovano 20 ul chlorpromazinu o koncentraci 1x1072 mol dm v acetonitrilu,
mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného v acetonitrilu, kolona RP-select B LiChrospher® 60

(250%4 mm, 5 pm &astice), F = 0,1 mImin™®, v=0,5V s, E vs. Ag/0.01 mol dm® AgNOy/1 mol dm™
NaClO,.
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Obr. 4.6 Amperometricky zaznam pfi potencidlu (A) Eamp. = 0,2 V, (B) Eamp. = 0,4 V, (C) Eqmp. = 0,6 V a
(D) Eamp. = 0,8 V vytvorené z dat chromatovoltamogramu chlorpromazinu (¢ = 1x 1072 mol dm %) nam&feného
v HPLC aparatufe na velkoobjemovém ,,wall-jet” detektoru. Kfivka (a) znazoriuje anodicky (doptedny) sken
a kiivka (b) znazoriiuje katodicky (zpétny) sken. Podminky méfeni: davkovano 20 ul chlorpromazinu
o koncentraci 1x102 mol dm™ v acetonitrilu, mobilni fize 0,1 mol dm= roztok chloristanu sodného
v acetonitrilu, kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pm &astice), F = 0,1 mImin™, v =
=0,5V s E vs. Ag/0.01 mol dm2 AgNO4/1 mol dm NaClO,.
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4.3 Optimalizace separace studovanych latek v HPLC-CV

Pro vSechna dalsi méfeni byla pouzivana HPLC aparatura se zatazenou kolonou RP-se-

lect B LiChrospher® 60 a velkoobjemovym ,,wall-jet detektorem.

4.3.1 Optimalizace slozeni mobilni faze

Byl studovan vliv sloZeni mobilni faze (0,1 mol dm~ roztok chloristanu sodného ve smési
acetonitril-voda) na retenc¢ni cas jednotlivych studovanych derivati fenothiazinu pro
nasledujici obsahy organické slozky: 100 %, 95 %, 85 %, 80 %, 75 % a 70 %. Zjisténé
retenéni Casy pro jednotlivé derivaty jsou uvedeny v tab. 4.1, graficky je zavislost
retencniho Casu na slozeni mobilni faze uvedena na obr. 4.7.

Z naméfenych hodnot je patrné, ze dostatecné rozdilnych retencnich ¢asii studovanych
fenothiazinli bylo dosaZeno pii obsahu acetonitrilu v mobilni fazi rovnému 80 %. Tato

mobilni faze byla pouzivana i pro dals$i méfeni.

Tab. 4.1

Reten¢ni Casy studovanych derivatti fenothiazinu v HPLC-CV v zavislosti na obsahu organické slozky
(acetonitrilu) v mobilni fazi 0,1 mol dm roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda. Podminky
méfeni: davkovano 20 pl roztoku fenothiazinu o koncentraci 1x10™* mol dm™ v acetonitrilu na kolonu
RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pum ¢astice), F = 0,5 ml mint, v=05Vs? E vs. Ag/-
0.01 mol dm AgNOy/1 mol dm® NaClO,.

w(acetonitril) t, min

chlorpromazin  diethazin  thioridazin

1,00 5,65 5,80 5,88
0,95 5,90 5,72 5,86
0,85 6,35 6,36 6,63
0,80 7,12 6,90 7,35
0,75 7,59 7,29 8,08

0,70 9,87 8,95 10,74
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Obr. 4.7 Zavislost reten¢niho ¢asu (m) chlorpromazinu, (o) diethazinu a (A) thioridazinu v HPLC-CV na
obsahu organické slozky (acetonitrilu) v mobilni fazi 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési
acetonitril-voda. Podminky méfeni: davkovano 20 ul roztoku fenothiazinu o koncentraci 1x10* mol dm™
v acetonitrilu na kolonu RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pum &astice), F = 0,5 ml min™,
v=05Vs? Evs. Ag/0.01 mol dm> AgNO,/1 mol dm NaClO,.

4.3.2 Vl1iv pritokové rychlosti mobilni fadze a rychlosti
polarizace elektrody na symetrii chromatografického

piku

Byl studovan vliv rychlosti mobilni faze a rychlosti polarizace elektrody (tj. rychlosti
zaznamu cyklického voltamogramu) na symetrii chromatografického piku. Pritokova
rychlost mobilni faze byla testovana na hladinach 0,1, 0,2, 0,5, 0,7 a 1,0 ml min 7, rychlost
polarizace elektrody byla testovana na hladinach 0,10, 0,50, 0,75, 1,00 a 2,00 V st Pro
kazdé méteni byly vypocitany faktory asymetrie chromatografického piku podle vztahu

(3.1). Graficky je vliv testovanych parametrd na asymetrii piku znazornén na obr. 4.8.
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Obr. 4.8 Vliv priutokové rychlosti mobilni faze a rychlosti polarizace elektrody na faktor asymetrie
chromatografického piku pro chlorpromazin v HPLC-CV. Podminky méfeni: davkovany objem 20 ul
roztoku chlorpromazinu o koncentraci 1x10 mol dm™ v acetonitrilu, mobilni fize 0,1 mol dm™ roztok
chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm,
5 um &astice), E vs. Ag/0.01 mol dm™ AgNOs/1 mol dm™ NaClO,. Amperometrické zaznamy odedteny pii
potencialu 0,700 V.

Ze ziskanych dat je patrné, Ze se vétsi symetrii vykazovaly piky namétené pii vysSich
prutokovych rychlostech a nizsi rychlosti polarizace elektrody. Jako vhodné hodnoty pro
kalibraéni mé&feni byl proto zvolen pritok 0,5 ml min™* a rychlost polarizace elektrody
05Vs™

4.3.3 Separace smési studovanych fenothiazint

Za vyse optimalizovanych podminek byla v mobilni fazi s 80 % acetonitrilu studovana
separace smesi studovanych fenothiazinl, separovany byly vzdy dva derivaty. Zjisténé a
vypocitané chromatografické parametry jsou uvedeny v tab. 4.2. Pro ilustraci je na obr. 4.9
zobrazen ziskany chromatovoltamogram pro smés diethazin a thioridazin, pfisluSné
amperometrické zaznamy vytvoirené z dat chromatovoltamogramu jsou uvedeny na

obr. 4.10.



4 Vysledky a diskuze

Tab. 4.2

Chromatografické parametry separace smesi fenothiazini. Podminky méfeni: davkovano 20 pl smési dvou
fenothiaziné 0 koncentraci 5x10° mol dm™ v acetonitrilu, mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu
sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pm ¢&astice),
F=05mlmin? v=0,5Vs? Evs. Ag/0.01 mol dm> AgNO4/1 mol dm NaClO,.

smes latka Eamp., V t, S W, S n R,
. o chlorpromazin 430,7 80 464
chlorpromazin + dietazin . . 0,880 0,40
diethazin 410,7 20 6746
. ~__ chlorpromazin 426,5 16 11370
chlorpromazin + thioridazin = = 0,810 0,29
thioridazin 438,5 68 665
. . o diethazin 410,5 32 2633
diethazin + thioridazin o 0,810 0,73
thioridazin 4425 56 999

100

50

Obr. 4.9 Chromatovoltamogram smési (1) diethazinu a (2) thioridazinu (c(diethazin, resp. thioridazin) =
= 5x10° mol dm®) nam&teny v HPLC-CV. Podminky méfeni: davkovany objem 20 ul, mobilni faze
0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B
LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &astice), F = 0,5 mImin™, v = 0,6 V s, E vs. Ag/0.01 mol dm™

AgNO4/1 mol dm™ NaClO,.
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Obr. 4.10a Amperometricky zaznam pfi potencialu (A) Eymp. = 0,2V, (B) Eamp. = 0,4V, (C) Eamp. = 0,6 V,
(D) Eamp. = 0,8V vytvofeny z dat chromatovoltamogramu smési (1) diethazinu a (2) thioridazinu
(c(diethazin, resp. thioridazin) = 510~ mol dm®) naméfeny v HPLC-CV. Kfivka (&) znazoriiuje anodicky
(doptedny) sken a kiivka (b) znazorfiuje katodicky (zpétny) sken. Podminky méteni: davkovany objem 20 pl,
mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B
LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &astice), F = 0,5 mImin?, v = 0,6 V s, E vs. Ag/0.01 mol dm™
AgNO4/1 mol dm™ NaClO,.
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Obr. 4.10b Amperometricky zaznam pfi potencidlu (E) Esmp. = 1,0 V & (F) Eamp. = 1,2 V vytvofeny z dat
chromatovoltamogramu smési (1) diethazinu a (2) thioridazinu (c(diethazin, resp. thioridazin) = 5x10~ mol
dm) naméfeny v HPLC-CV. Kfivka (a) znazornuje anodicky (dopfedny) sken a kiivka (b) znazornuje
katodicky (zp&tny) sken. Podminky méfeni: davkovany objem 20 ul, mobilni faze 0,1 mol dm roztok
chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm,
5 pm &astice), F = 0,5 ml min%, v=0,6 Vs ?, E vs. Ag/0.01 mol dm* AgNO3/1 mol dm> NaClO,.

Pro smés diethazin a thioridazin byl kromé chromatovoltamogramu pro porovnani
zaznamenan 1 klasicky amperometricky zaznam pii potencidlu 0,878 V. Na obr. 4.11 je
uvedeno porovnani klasického amperometrického zaznamu s amperometrickym zaznamem
vytvofenych z dat chromatovoltamogramu smési diethazinu a thioridazinu rovnéz pii
potencidlu 0,878 V. Oba amperometické zdznamy byly vyhodnoceny a vypocitany
chromatografické charakteristiky pfisluSnych pikti. Jak plyne z tab. 4.3, klasicka
amperometricka detekce poskytuje vyssi piky (a tedy piky s vétsi plochou) oproti zdznamu
ziskanému HPLC-CV, vysledné stanoveni je tedy citlivéjsi. Na druhou stanu se piky
ziskané z HPLC-CV vyznacuji vétsi symetri¢nosti, vétsim poctem teoretickych pater (pii

stejné pouzité kolon¢) a lepSim rozliSenim pikd.
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Obr. 4.11 Porovnani (A) amperometrické detekce pfi potencidlu Eamp = 0,878 V s (B) amperometrickym

zaznem pfi potencialu E,mp. = 0,878 V vytvofeném z dat chromatovoltamogramu smési (1) diethazinu a (2)

thioridazinu. Podminky méfeni: c(diethazin, resp. thioridazin) = 5x10° mol dm, davkovany objem 20 pl,

mobilni faze 0,1 mol dm roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona RP-select B
LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &stice), F = 0,5 mImin™, v = 0,6 V s, E vs. Ag/0.01 mol dm

AgNO3/1 mol dm NaClO,.

Tab. 4.3

Chromatografické parametry separace smési diethazinu a thioridazinu detegované amperometicky a

HPLC-CV pfi potencialu 0,878 V. Podminky méfeni: c(diethazin, resp. thioridazin) = 5x10° mol dm™,

davkovany objem 20 pl, mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda
(80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pm &stice), F = 0,5 mImin™, v=0,6 V s},
E vs. Ag/0.01 mol dm 3 AgNO4/1 mol dm NaClO,.

detekce latka t,s  W,S ALuAs  hy,pA A n Ri,
_diethazin 408,0 28,8 402,4 31,7 1,90 3182
amperometrie 0,930
thioridazin 4422 42,0 515,0 319 282 1772
diethazin 4224 28,2 290,6 20,0 1,33 3645
cv 0,941
thioridazin ~ 450,0 40,2 332,0 179 2,33 2067
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4.4 Kalibraéni zavislosti

Z optimalizac¢nich experimentti byl pro zméfeni kalibracnich pfimek zvolen pritok mobilni
faze 0,5 ml min " a rychlost polarizace elektrody 0,5 V s™. Kalibragni zavislosti byly
méfeny v koncentraénim rozmezi 5x10°~1x10"2 mol dm™ pro chlorpromazin a 8x10°° az
1x10° mol dm™ pro diethazin a thioridazin. Z naméfenych HPLC-CV chromato-
voltamogramii jednotlivych fenothiazinii byly vytvofeny amperometrické zaznamy,
odecteny plochy pikii a sestrojeny kalibra¢ni zavislosti (obr. 4.12—4.14), které popisuje

rovnice piimky
A, [nA s] = ac[mol dm ] + b [uA s] (4.1)

Ziskané parametry kalibracnich pfimek a vypocitané limity kvantifikace podle vztahu (2.6)

jsou uvedeny v tab. 4.4.

A uAs
o
o
S
T
1

450 | -

300 - B

150 B

O " " " " 1 " " " " 1
0,0 5,0x10™ 1,0x10°

¢, mol dm®

Obr. 4.12 Kalibraéni zavislost pro stanoveni chlorpromazinu hydrochloridu v HPLC-CV. Podminky méfeni:
davkovany objem 20 pl, mobilni fize 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda
(80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &astice), F = 0,5 ml mint, v=10,5V s,
E vs. Ag/0.01 mol dm™® AgNO3/1 mol dm™® NaClO,, E,q, = 0,800 V.



4 Vysledky a diskuze 40

(2] T T

< 600 - o -
<

450 |- A -
300 F -
150 | -

O M M M M 1 M M M M 1
0,0 5,0x10™ 1,0x10°
¢, mol dm*®

Obr. 4.13 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni diethazinu hydrochloridu v HPLC-CV. Podminky méfeni:
davkovany objem 20 pl, mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda
(80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &astice), F = 0,5 mimin!, v=0,5V s,
E vs. Ag/0.01 mol dm AgNO4/1 mol dm3 NaClO,, E,q, = 0,800 V.
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Obr. 4.14 Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni thioridazin hydrochloridu v HPLC-CV. Podminky méfeni:
davkovany objem 20 pl, mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda
(80:20), kolona RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 um &astice), F = 0,5 mImin!, v=10,5V s,
E vs. Ag/0.01 mol dm™® AgNO3/1 mol dm™® NaClO,, E,q, = 0,800 V.
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Tab. 4.4

Smérnice, useky, koeficienty determinace kalibracnich zavislosti pro stanoveni studovanych fenothiazinQ
v HPLC-CV a vypocitané hodnoty limiti detekce a limitd kvantifikace. Podminky méfeni: davkovany objem
20 pl, mobilni faze 0,1 mol dm™ roztok chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20), kolona
RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm, 5 pm &astice), F = 0,5 mImin™, v = 05 V s, E vs. Ag/
0.01 mol dm™® AgNO3/1 mol dm™® NaClO,, E,, = 0,800 V.

latka a,10°moldm®pAs b, pAs r Sy« LOD, 10° moldm™ LOQ, 10* mol dm™
chlorpromazin 5,0 -2 0,9972 9,89 55 1,94
diethazin 4,9 -6 0,9946 18,25 10,0 3,60
thioridazin 5,0 -10  0,9969 11,68 5,0 2,14

4.5 Stanoveni fenothiazinii metodou HPLC-CYV v lékovych formach

Nalezené podminky méfeni a zmétené kalibraéni zavislosti byly aplikovany na stanoveni
fenothiazinli v redlnych vzorcich 1ékovych forem. Odvézena tableta 1€kové formy byla
pomoci ultrazvuku rozpu§téna ve 100 ml mobilni faze (0,1 mol dm™ roztok chloristanu
sodného ve smési acetonitril-voda (80:20)) a po vhodném natedéni byl roztok davkovan do
HPLC-CV. Ze ziskanych chromatovoltamogramii byly postupem a za podminek
popsanych v kap. (4.4) odecteny plochy chromatografickych pikt, které byly vyhodnoceny
pomoci piislusné kalibra¢ni piimky a pfepocitany na obsah fenothiazinu v tableté. Jako
referenéni stanoveni bylo pouZito spektrofotometrické stanoveni podle 1ékopisu [31].
Vysledky obou stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.5. Z tabulky je patrné, Ze stanoveni
metodou HPLC-CV je sice pravdivé (tedy spravné), ale méné precizni (piesné) nez

1ékopisné stanoveni spektrofotometrické.

Tab. 4.5.
Deklarovany obsah fenothiazinl v analyzovanych lékovych formach a nalezeny obsah fenotiazinti pomoci

HPLC-CV a spektrofotometrického stanoveni.

latka lékova forma nalezeno (mg/tableta)
HPLC-CV spektrofotometricky

chlorpromazin.HCI Plegomazin®, 100 mg 94 +£15 99,40 + 0,48

diethazin.HCI Deparkin®, 50 37+17 49,95+ 0,11

thioridazin.HCI Thioridazin®, 25 23+4 24,75+ 0,07
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V této diplomové préci byla studovana moznost vyuziti cyklické voltamerie jako detekcni
techniky v kapalinové chromatografii. Jako modelovych latek bylo vyuzito derivati
fenothiazinu (chlorpromazin hydrochlorid, diethazin hydrochlorid a thioridazin
hydrochlorid).

V prvni ¢asti prace bylo provedeno porovnani dvou moznych detektorti: tubularniho a
velkoobjemového ,,wall-jet™ detektoru navrzeného pro tuto praci. U tubularniho detektoru
bylo pozorovano Stépeni analytického signdlu (chromatografického piku), vyhovujici se
tedy ukézal pouze velkoobjemovy ,,wall-jet detektor.

V dals$i casti prace byly optimalizovany podminky separace a detekce studovanych
fenothiazinti na kolon¢ RP-select B LiChrospher® 60 (250x4 mm) s cyklickou voltametrii

% roztok

jako detekéni technikou. Byl studovan vliv sloZeni mobilni faze (0,1 mol dm™
chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda) na retencni ¢as jednotlivych studovanych
derivatl fenothiazinu pro nésledujici obsahy organické slozky: 100 %, 95 %, 85 %, 80 %,
75 % a 70 %. Nejlepsi separace bylo dosazeno v mobilni fazi tvofené¢ 0,1 mol dm®
roztokem chloristanu sodného ve smési acetonitril-voda (80:20). Dale byl studovan vliv
rychlosti pritoku mobilni faze a polarizace elektrody na symetrii chromatografického piku.
Jako nejvyhodn&j§i hodnoty byly nalezeny: priitok mobilni faze 0,5 ml min™ a rychlost
polarizace elektrody 0,5 V s. Za t&chto optimalizovanych podminek byly proméfeny
kalibraéni zavislosti studovanych fenothiazini v koncentraénim rozsahu 5x107° az
1x102 mol dm™® pro chlorpromazin a 8x10° az 1x10° mol dm™ pro diethazin a
thioridazin. Byly stanoveny parametry kalibracnich pfimek a vypocCitany limity
kvantifikace a limity detekce.

V posledni ¢asti diplomové prace byla vyvinutd metoda HPLC-CV aplikovana na

stanoveni studovanych fenothiazinti v 1é¢ivych ptipravcich.
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