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Abstrakt

Cilem této bakalafské prace bylo porovnat ¢&tyfi analytické metody pro stanoveni prokainu
hydrochloridu v 1é¢ivych ptipravcich z hlediska preciznosti a pravdivosti stanoveni a jeho casové
a finanéni naroénosti. Vybranymi metodami jsou: bromatometricka titrace, titrace dusitanem sodnym,
UV spektrofotometrie a VIS spektrofotometrie. Analyzovany byly tfi injekéni roztoky o rdznych
koncentracich (0,2%, 0,5% a 1,0% prokainu). Nejprecizn&j$i vysledky poskytovalo stanoveni
VIS spektrofotometrii, zatimco nejméné precizni bylo stanoveni pomoci UV spektrofotometrie. Pravdivé
vysledky poskytly obé titratni stanoveni a UV spektrofotometrie. Finanéné nejvyhodnéjsi byla
UV spektrofotometrie, naopak nejdrazsi metodou bylo titraéni stanoveni dusitanem sodnym. Casové
nejuspornéjsi  byla bromatometrickd titrace, naopak Casov€ nejnaro¢néjsi metodou byla

VIS spektrofotometrie.

Kli¢ova slova: prokain, bromatometricka titrace, titrace dusitanem sodnym,

UV a VIS spektrofotometrie.

Abstract

The aim of this bachelor thesis was to compare four analytical methods for determination of procaine
hydrochloride in medical formulations in terms of precision and measurement trueness, and its time,
and financial cost. The selected methods are: titration with potassium bromate, titration with sodium
nitrite, UV spectrophotometry, VIS spectrophotometry. Three injection solutions of different
concentrations (0.2%, 0.5%, and 1.0% of procaine) were analysed. VIS spectrophotometry provides the
most precise results, whereas determination by UV spectrophotometry is the least precise. Measurement
trueness is found for UV spectrophotometry and both titrations. UV spectrophotometry is the cheapest
method, while titration with sodium nitrite is the most expensive method. Titration with potassium
bromate is the least time-consuming method, while VIS spectrophotometry is the most time-consuming
method.

Keywords:  procaine, bromatometric titration, titration with sodium nitrite,

UV and VIS spectrophotometry
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

absorbance

koncentrace [mol dm ]

potencial [V]

fedici faktor

interval spolehlivosti

hmotnost [g]

molarni hmotnost [g mol™]

relativni smérodatna odchylka medianu
objem [dm?]

obsah slozky v hmotnostnich procentech



1 Uvod a teoreticka ¢ast

1.1 Cil bakalarské prace

Cilem této bakalaiské prace je porovnat ¢tyfi vybrané metody (bromatometricka
titrace, titrace dusitanem sodnym, UV spektrofotometrie a VIS spektrofotometrie) pro
stanoveni prokainu ve tfech injek¢nich roztocich o riznych koncentracich z hlediska

preciznosti, pravosti, ¢asové a finan¢ni naro¢nosti.

1.2 Prokain

Prokain (také procain, novocain, aj.) je lokalnim anestetikem esterového typu[l, 2].
Poprvé byl pripraven Alfredem Einhornem v roce 1905. Jedna se o prvni syntetické
lokalni anestetikum, které plné nahradilo do t¢ doby bézné uzivany kokain a v prvni
polovin¢ 20. stoleti se stalo pfevladajicim ptipravkem toho typu. Pro rozpustnost ve
vod¢ se obvykle terapeuticky uziva roztokd Vv podobé hydrochloridd, a to nejcastéji
o koncentracich 0,2-1,0%. Zaroven se prokain vyuziva jako referenéni latka pro

porovnani ucinkd a toxicity ostatnich lokalnich anestetik.
1.2.1 Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti

Prokain je aminoester Kkyseliny p-aminobenzoové, systematickym nazvem

2-(diethylamino)ethyl-4-aminobenzoat, sumarni vzorec Ci3HzoN,O,. Strukturni vzorec
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prokainu je uveden na obr. 1.1. Molekula prokainu obsahuje tedy lipofilni cast
(benzenamin), stiedni fetézec (ethylester) a hydrofilni ¢ast (diethylamin).

Ve form& hydrochloridu méa molarni hmotnost 272,77 g mol ™, jedna se o bily & téméF
bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly[3, 4]. Je velmi snadno rozpustny
ve vodé, dobie rozpustny v 96% ethanolu a prakticky nerozpustny v etheru. Jeho teplota
tani je 154 °C a 158 °C. Hodnota pKy prokainu pti 20 °C je 5,0.

@]
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QAO -
N CH
HN K/ N

Obr. 1.1 Strukturni vzorec prokainu
1.2.2 Syntéza

Schéma syntézy prokainu je znazornéno na obr. 1.2. Vychozi latkou pro tuto syntézu
je p-nitrotoluen, jehoz oxidaci se ziska p-nitrobenzoova Kyselina [4]. Ta esterifikaci
sethanolem a naslednou redukci nitroskupiny poskytne ethyl-4-aminobenzoat
(tj. benzokain). Prokain se ziska z benzokainu bazicky katalyzovanou trans esterifikaci

2-(diethylamino)ethanolem.
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Obrazek 1.2 Syntéza prokainu z p-nitrotoluenu (prevzato z [4]).



1.2.3 Farmakologie

Principem uc¢inku prokainu je reverzibilni utlumeni az Gplna blokace vedeni vzruchu
nervovymi axony, jez vyuzivaji sodikové kandly pro vznik akéniho potencialu [1, 2].
Lécivo tak vyvolava v blizkosti aplikace mistni znecitlivéni, tzv. lokalni anestezii.
Uginnost prokainu je vlivem ionizace zavisla na pH, pfi¢emz se zvySuje se vzristajicim
pH. K nastupu ucinku pak dochazi pti zablokovani alespon 80 % sodikovych iontovych
kanalti bunééné membrany nervového vlakna.

Absorpce a distribuce maji vyznam ptedevsim pro odeznivani mistniho znecitlivéni,
nikoli pro rychlost nastupu G¢inku. Prokain neni metabolizovan v misté aplikace a jeho
pusobeni je omezeno ziedénim v misté¢ podani a absorpci do systémové cirkulace.
Absorpce je v relaci s prokrvenim dané tkan€. Samotné lokalni anestetikum je obvykle
ucinné do péti minut po podani do tkané, pfiCemz maximalni plazmaticka koncentrace
je dosazena za deset az Ctyficet pét minut.

Prokain je snadno metabolicky hydrolyzovan, a to rozstépenim esterové vazby. Déje
se tak jiz v plazmé vlivem pseudocholinesterasy a dale v jatrech. Vzniklé metabolity
pak nemaji lokaln¢ anestetické Gc¢inky. Dospély ¢loveék hydrolyzuje prokain piiblizné
v mnoZstvi 1 mg kg™ t&lesné hmotnosti za minutu.

Asi 2 % z puvodni davky prokainu se vylucuji mo¢i v nezménéné podobé, 90 %

se piremé&nuje na p-aminobenzoovou kyselinu a 8 % na diethylaminoethanol.

1.2.4 ZpUsob podani a davkovani

Roztok prokainu hydrochloridu v prislusné koncentraci se zpravidla aplikuje injekéné
[1]. Je pouzitelny pro lokalni anestezii infiltracni (aplikace do podkozi a svalstva, tj. do
okoli ¢i ptimo do mista zakroku) nebo pro svodnou anestezii tenkych nervii a nervovych
pleteni (aplikace do blizkosti nervovych kment, ve kterych pferusi vedeni vzruchu).

Davka k infiltraéni anestezii je az 60 ml 0,5% roztoku prokainu hydrochloridu.
Pro periferni svodnou anestezii je davka 100 ml 0,5% nebo 50 ml 1% roztoku.

Maximalni denni davky k infiltraéni a svodné anestezii pro dosp€lého ¢loveéka berou
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v uvahu predpokladany rozklad prokainu plazmatickymi esterazami Vv prub¢hu

anestezie: 250 ml 0,5% nebo 100 ml 1% roztoku prokainu hydrochloridu.

1.2.5 Dostupné lékové formy

V Ceské republice jsou bézné k dostani injekéni roztoky s obsahem 0,2 % nebo 0,5 %
prokainu hydrochloridu (Ardeapharma). Dale 1,0% roztoky pouzivané zejména ve
veterinarni oblasti (Bioveta). Ve Francii jsou vyrabény také injekéni roztoky 1% a 2%
(CDM Lavaoisier) [5-7].

Injekéni roztoky obsahuji vedle ucinné latky také chlorid sodny a thiosiran sodny pro
upravu osmotického tlaku roztoku [2]. Dale obsahuji kyselinu chlorovodikovou pro
zajisténi nizsiho pH, pfi kterém se molekula vyskytuje v ionizované podobé¢ a je tudiz
stabilnéjsi.

V neporuseném obalu je injekéni roztok prokainu hydrochloridu stabilni po dobu
12 mésictt [6]. Prokain v roztocich se rozklada hydrolyzou, tedy mechanismem
obdobnym jeho metabolizmu. Po otevieni je chemicka a fyzikalni stabilita prokézéana po
dobu 48 hodin pii 25 °C. Z mikrobiologického hlediska je ovSem zadouci pouzivat
injekéni roztoky vzdy bezprosttedné po otevieni.

Utinnost oralnich lékovych forem a potravinovych dopliikti s obsahem prokainu je

sporna [8, 9].

1.3 Metody pro stanoveni prokainu hydrochloridu

Je popsdno mnoho metod pro stanoveni prokainu hydrochloridu. Mezi nejb&zné;jsi
metody patii spektrofotometrické stanoveni v UV nebo VIS oblasti, elektrometricka
titrace, fluorimetrické a chemiluminiscen¢ni metody [10]. Dale je mozno vyuzit
vysokou¢innou kapalinovou nebo plynovou chromatografii. Z elektrochemickych

metod lze zminit diferen¢ni pulsni adsorp¢ni voltametrii [11] a vysokorychlostni pulsni
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polarografii zpravidla za pouziti modifikovanych elektrod [12]. Tyto elektrochemické
metody vykazuji detekéni limit v koncentracich pmol 1! az nmol 17,

Obsah prokainu v télnich tekutinach se nejcastéji Stanovuje pomoci plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Detekéni limit metody v plasmé
& modi je 80 ug 1™ (cit. [3]).

Lékopisnou metodou pro stanoveni prokainu hydrochloridu je titrace primdrnich

aromatickych aminti dusitanem sodnym s elektrochemickou indikaci konce titrace [13].
1.4 Principy vybranych metod

Pro tuto bakalatskou praci byly vybrany ¢tyii metody pro stanoveni prokainu. Jsou

jimi: bromatometricka titrace a titrace dusitanem sodnym, UV a VIS spektrofotometrie.
1.4.1 Bromatometricka titrace

Prokain hydrochlorid Ize stanovit pfimou bromatometrickou titraci s visualni indikaci
konce titrace. Ta probiha v prostiedi kyseliny chlorovodikové v pfitomnosti nadbytku
bromidu, ktery se k analytu ptidava pted zacatkem titrace [14].

Reakci odmérného roztoku bromi¢nanu s bromidem vznika hned od pocatku titrace

brom, ktery reaguje s analytem.

BrO; +5Br +6H" —3Br, +3H,0 (1.1)

o o
o CHg Br CH,
. o (12)
. HCl + 2Br, ———= .HCl + 2 HBr, .
N CH, > 2
H,N ~ N._CHs
HoN
Br
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K titrovanému roztoku se piidiva methylova oranz (popt. methylova Cerven) jako
indikator, ktery se odbarvi pii nadbytku elementarniho bromu. P¥ima titrace je tedy
mozna diky tomu, Ze rychlost reakce bromu s prokainem hydrochloridem je vyssi nezli

reakce bromu s indikatorem.
1.4.2 Titrace dusitanem sodnym

Prokain hydrochlorid jakozto primarni aromaticky amin podléha v kyselém prostredi
za nizké teploty diazotaci s odmérnym roztokem dusitanu sodného za vzniku ptislusné

diazoniové soli [13].

2 o
o Isa¥e 3
K/N\/CH3 . HCl + NaNO, + 2HCl ——= k/Nr on .CI" + NaCl + 2H,0 '
H,N NN ~_-CHs

Piedpokladem pro pouziti tzv. diazotaéni metody stanoveni je, aby diazotace
aminoskupiny probihala dostate¢n¢ rychle a kvantitativné, a vznikld diazoniova stl byla
za chladu stala. Obecné je vhodné pfi diazotacnich reakcich titrovat za nizsi teploty,
tj. mezi 0 az 5 °C, kdy je analyt chlazen ledem. Kyselé prostiedi se zajisti ptidavkem
kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové k analytu.

Bod ekvivalence 1ze nejsnaze nalézt pravé potenciometricky za pouziti indikacéni

platinové a referenéni argentchloridové elektrody.
1.4.3 UV spektrofotometrie

Prokain hydrochlorid ma v ultrafialové oblasti absorpéni maximum pii vinové délce

294 nm, ¢ehoz se vyuziva pfti piimém UV spektrofotometrickém stanoveni [3].
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1.4.4 VIS spektrofotometrie

Principem spektrofotometrického stanoveni prokainu hydrochloridu ve viditelné
oblasti spektra je skutenost, Zze tvofi s 1,2-naftochinon-4-sulfonovou Kkyselinou

lososoveé razovy produkt.

o) 0 o)
CH O fo) (0]
/O)‘\LN(;jL 1 (CHS 1.4
H,oN ~73 g kN\/CHg (1.4)

O—Ss—=0

l

O—Na

Ten pak vykazuje maximalni absorbanci pti vinové délce 484 nm (cit. [10]).
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2 Experimentalni cast

2.1 Analyzované |ékové formy

Analyzovanymi lékovymi formami s obsahem prokain hydrochloridu byly nasledujici
injekéni roztoky:
* injekéni roztok prokainu hydrochloridu 0,2%, Ardeapharma, cislo Sarze:
0303080713
» injekéni roztok prokainu hydrochloridu 0,5%, Ardeapharma, c¢islo Sarze:
0103030913
* injekéni roztok prokainu hydrochloridu 1%, Spofa Praha, ¢islo $arze: 4010279

Obr. 2.1 Fotografie pouzitych 1ékovych forem prokainu k analyze
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2.2 Pouzité chemikalie

* bromicnan draselny ¢isty, Lachema

» bromid draselny ¢isty, Lachema

» dodecylsulfat sodny > 98%, Fluka

» dusitan sodny p.a., Lachema

= Kkyselinal,2-naftochinon-4-sulfonova, p.a., Lachema
= kyselina chlorovodikova 35%, p.a., Lach-Ner

= methanol p.a., Sigma-Aldrich

* metylova oranz

* octova kyselina 99% p.a., Penta

= prokain hydrochlorid, Ph. Eur. referen¢ni standard, Fluka
» sulfanilova kyselina p.a., Lachema

» trihydrat acetatu sodného p.a., Fluka

2.3 Vlastni stanoveni a vyhodnoceni

2.3.1 Bromatometricka titrace

1. Piiprava roztoki

= Odmémy roztok bromi¢nanu draselného o koncentraci 0,05 mol dm™ (f = 1,0000)
byl ptipraven rozpusténim 2,0875 g této latky ve 250 ml destilované vody.

= Kyselina chlorovodikova o koncentraci 4 mol dm™ byla pfipravena nafedénim
104,2 ml kyseliny chlorovodikové 35% destilovanou vodou na 250 ml.
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2. Vlastni stanoveni

Do titraéni banky bylo pipetovano 50,00 ml 0,2% injek¢éniho roztoku prokainu
hydrochloridu. K nému bylo pfidano asi 50 ml destilované vody a 0,5 g pevného
bromidu draselného. Po jeho rozpusténi bylo piidano 10 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové a nékolik kapek roztoku methylové oranze. Titrovano bylo z byrety
0 objemu 25,00 ml odmérnym roztokem bromi¢nanu draselného. Bylo titrovano velmi
pomalu a za intenzivniho michani dokud jedind kapka titra¢niho c¢inidla roztok
neodbarvila.

Pro stanoveni 0,5% injek¢éniho roztoku prokainu hydrochloridu bylo k analyze
pipetovano 20,00 ml.

Pro stanoveni 1,0% injekéniho roztoku prokainu hydrochloridu bylo k analyze
pipetovano 3,10 ml a stanoveni bylo provedeno pouze jedenkrat. Divodem byl

omezeny objem roztoku tohoto vzorku.

3. Vyhodnoceni

Pro vypocet obsahu prokainu hydrochloridu v injekénich roztocich byl pouzit

nasledujici vztah

c

-V -M
KBro,  KBro, PH 100 (2.1)

3
Won =5 Y,

vzorku

kde Wew je hmotnostni zlomek prokainu hydrochloridu ve vzorku [%], ¢, je molarni

koncentrace odmérného roztoku bromi¢nanu draselného [mol dm™], Vo, J€ Objem
odmérného roztoku bromic¢nanu draselného spotiebovany pii stanoveni [dm3], Mepy je
molarni hmotnost prokainu hydrochloridu [272,77 g molfl] a Vyzorku J€ Objem vzorku

roztoku prokainu hydrochloridu vzaty ke stanoveni [ml].



17

2.3.2 Titrace dusitanem sodnym

1. Priprava roztokii

=  Odmérny roztok dusitanu sodného byl piipraven rozpusténim 3,76 g této latky
Vv 1 I destilované vody.

= Kyselina chlorovodikova 20% byla pfipravena nafedénim 420 ml kyseliny
chlorovodikové 35% destilovanou vodou na 900 ml.

2. Standardizace 0,05M odmérného roztoku dusitanu sodného

Na analytickych vahach bylo pfesné odvazeno asi 150 mg sulfanilové kyseliny. Toto
mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do 150ml kadinky a rozpusténo v 30 ml kyseliny
chlorovodikové. Roztok byl nasledné ziedén asi 15 ml destilované vody. Kédinka byla
umisténa na magnetickou michacku. Bylo do ni vlozeno magnetické michadélko
a ponofen par elektrod pro potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence. Jako mérna
slouzila platinovd elektroda, srovnavaci byla elektroda argentchloridovd. Byla
provedena titrace odmérnym roztokem dusitanem sodnym o koncentraci 0,05 mol dm™.
Titrovano bylo z byrety o objemu 25,00 ml. Zpocatku byl potencial mémé elektrody
odecitan po ptidavku 1,00 ml, v okoli bodu ekvivalence pak po kroku 0,10 ml. Vzdy

bylo vyckéano na ustaleni pfislusného potencialu.
3. Vlastni stanoveni

Pipetovano bylo do 150ml kadiny 50,00 ml 0,2% injekéniho roztoku prokainu
hydrochloridu. K nému bylo pfidano 30 ml kyseliny chlorovodikové a 1,5 g pevného
bromidu draselného. Po umisténi na magnetickou michacku a vlozeni michadélka
aparu elektrod (platinova — argentchloridovd) byla kadinka chlazena ledem na vodni
lazni. Titrovano bylo odmérnym roztokem dusitanu sodného z byrety o objemu
25,00 ml za stalého michani a chlazeni. Zpocatku byl potencial platinové elektrody
odecitan po pridavku 1 ml titra¢niho ¢inidla, v okoli bodu ekvivalence pak po kroku

0,1 ml. Vzdy bylo vyckano na ustaleni ptislusného potencidlu.
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Pro stanoveni 0,5% injekéniho roztoku prokainu hydrochloridu bylo K analyze
pipetovano 20,00 ml.

Bylo pipetovano 5,00 ml 1,0% injekéniho roztoku, coz odpovidalo objemu pravé
jedné ampule s touto G¢innou latkou a stanoveni bylo provedeno pouze jedenkrat.

Dtivodem bylo omezené mnozstvi vzorku.
4. Vyhodnoceni

Pro vypocet piesn¢ koncentrace odmérného roztoku dusitanu sodného Cyyo, DY

pouzit vztah

Mgy
Cnano, = (2.2)
M SK 'VNaNo2

kde msk je hmotnost navazky sulfanilové kyseliny [g], Msk je molarni hmotnost
sulfanilové kyseliny [173,20 g mol™] a Vano, 1€ spotieba odmémého roztoku dusitanu
sodného pii titraci sulfanilové kyseliny [dm®].

Pro vypocet obsahu prokainu hydrochloridu v injekénich roztocich byl pouzit

nasledujici vztah

C -V ‘M
Wy, = NaNO, VNaNo2 PH 100 (2.3)

vzorku

kde Wey je hmotnostni zlomek prokainu hydrochloridu ve vzorku [%], ¢, je molarni

koncentrace odmérného roztoku dusitanu sodného [mol dm™], Vo, J€ Objem
odmérného roztoku dusitanu sodného spotiebovany pii stanoveni [dm®], Mpy je molarni
hmotnost prokainu hydrochloridu [272,77 g mol™] a Vuzrkw je Objem vzorku roztoku

prokainu hydrochloridu vzaty ke stanoveni [ml].
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2.3.3 UV Spektrofotometrie

1. Priprava roztokii

= Kyselina chlorovodikova 20% byla ptipravena nafedénim 242 ml kyseliny
chlorovodikové 35% destilovanou vodou na 500 ml.

= Standardni roztok prokainu hydrochloridu o koncentraci 1,00x10~> mol dm byl
ptipraven rozpusténim 0,00682 g této latky ve 25 ml odmérné bance v desti-
lované vodé po rysku. Z tohoto roztoku bylo pipetovano 10,00 ml a doplnéno

ve 100 ml odmérné baiice destilovanou vodou po rysku.

2. Redéni roztokii vzorkii

Vzorek 0,2% injekéniho roztoku prokainu hydrochloridu byl zfedén 10%, 0,5% vzorek
20x a 1% vzorek byl ziedén 40x. Pii veskerém fedéni bylo pouzito odmérnych banck
a destilované vody. Duivodem byla optimalni hodnota absorbance pro splnéni

Lambertova-Beerova zakona.

3. Vlastni stanoveni

Stanoveni bylo provedeno metodou standardniho pfidavku. Byla pfipravena sada Sesti
roztokli o rtizné koncentraci standardu prokainu hydrochloridu. Do Sesti odmé&rnych
ban¢k o objemu 5,00 ml bylo pipetovano vzdy 0,125 ml nafedéného vzorku a nasledné
od druh¢ do Sesté vzestupné 0,025, 0,050, 0,075, 0,100 a 0,125 ml standardniho roztoku
prokainu hydrochloridu. Doplnéno bylo po rysku 20% kyselinou chlorovodikovou.

Absorbance vzorkd byla méfena v kiemennych kyvetach s optickou drahou 1 cm
na jednopaprskovém spektrofotometru Hewlett-Packard 8453 s diodovym polem proti
roztoku 20% kyseliny chlorovodikové. Absorbance byla odecitana pti svém maximu,

tedy pfi vinové délce 294 nm.
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4. Vyhodnoceni

Obsah prokainu hydrochloridu ve vzorcich byl spoc¢ten dle vztahu

W, = Con Vi Mo £ 109 (2.4)

vzorku

kde wpy je hmotnostni zlomek prokainu hydrochloridu ve vzorku [%], Cpn je molarni
koncentrace prokainu hydrochloridu v roztoku pouzitém pii metodé standardniho
ptidavku, vypoctena zrovnice regrese grafu zavislosti absorbance na koncentraci
standardniho piidavku [mol dm™®], Viox je objem piipravenych roztoké prokainu
hydrochloridu [5%10° dm®, Mpy je molarni hmotnost prokainu hydrochloridu
[272,77 g mol™], Vyzorku je objem vzorku prokainu hydrochloridu vzaty ke stanoveni
[ml] a F je tedici faktor.

2.3.4 VIS Spektrofotometrie

1. Priprava roztokii

= Standardni roztok prokainu hydrochloridu o koncentraci 0,10 g dm™ byl
pfipraven rozpusténim 0,1000 g této latky v 100 ml odmérné bance v desti-
lované vodé po rysku. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 1,00 ml a v 10 ml
odmérné bance ziedéno destilovanou vodou po rysku.

* Acetatovy pufr o pH = 3,60 byl pfipraven smiSenim 0,2900 g trihydratu acetatu
sodného se 3 ml 99% kyseliny octové, bylo doplnéno destilovanou vodou na
objem 500 ml po rysku v odmérné bance.

* Dodecylsulfait sodny 1% byl pfipraven rozpusténim 0,1000 g této latky
ve 100 ml odmeérné bace v destilované vodé po rysku.

= Kyselina 1,2-naftochinon-4-sulfonova byla ptipravena rozpusténim 0,2000 g této

latky ve 100 ml odmérné baiice v destilované vod¢ po rysku.
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2. Redéni roztokii vzorkii

Vzorek 0,2% injek¢niho roztoku prokainu hydrochloridu byl ztedén 20x, 0,5% vzorek
50x a 1% vzorek byl zfedén 100x. Pti veskerém fedéni bylo pouZito odmérnych banck
a destilované vody. Diivodem byla optimalni hodnota absorbance pro splnéni

Lambertova-Beerova zakona.

3. Vlastni stanoveni

Stanoveni bylo provedeno metodou standardniho ptidavku. Byla ptipravena sada péti
roztokd o riizné koncentraci standardu prokainu hydrochloridu. Do kazdé z péti 10,00ml
odmérnych ban&k byl pipetovan vzdy 1,00 ml zfedéného vzorku injekéniho roztoku
prokainu hydrochloridu, 1,00 ml roztoku kyseliny 1,2-naftochinon-4-sulfonové, 0,30 ml
roztoku dodecylsulfatu sodného, 5,00 ml acetatového pufru o pH = 3,6 a 1,00 ml
methanolu. Nasledné bylo vzestupné od druhé do paté odmérné banky pipetovano 0,25,
0,50, 0,75 a 1,00 ml standardniho roztoku prokainu hydrochloridu. Bylo doplnéno po
rysku destilovanou vodou. Vznikly roztok byl nechan stat 10 minut pro vznik barevného
komplexu.

Absorbance roztokti byla méfena v kiemennych kyvetach s optickou drahou 1 cm
na jednopaprskovém spektrofotometru Hewlett-Packard 8453 s diodovym polem proti
slepému vzorku. Absorbance byla odecitana pti svém maximu, tedy pii vinové délce

484 nm.

4. Vyhodnoceni

Obsah prokainu hydrochloridu ve vzorku byl spocitan dle vztahu

Cg 'Vrozt.
W, =& "% F.100 2.5)

vzorku
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kde Wpn je hmotnostni zlomek prokainu hydrochloridu ve vzorku [%], ¢4 je hmotnostni
koncentrace prokainu hydrochloridu v roztoku pouzitém pii metod¢ standardniho
ptidavku, vypocétena zrovnice regrese grafu zavislosti absorbance na hmotnostni
koncentraci standardniho piidavku [g dm™], Ve je objem piipravenych roztokd
prokainu hydrochloridu [10x10° dm®, Mpy je molarni hmotnost prokainu
hydrochloridu [272,77 g mol™], Vizoru je Objem vzorku prokainu hydrochloridu vzaty
k analyze [ml] a F je fedici faktor.

2.4 Statistické zpracovani namérenych hodnot

Nameétfené hodnoty byly zpracovdny béznymi statistickymi postupy na hlading
vyznamnosti 0,95. VSechny grafy a vypocty byly realizovany v prostiedi softwarovych
programi OriginPro 6.0 Proffesional (Microcal Software, USA) a Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corporation, USA).

U vysledkii bromatometrické titrace a titrace dusitanem sodnym jsou vysledky udany
jako mediany s intervalem spolehlivosti a smérodatnou odchylkou mediant. Vzhledem
K tomu, ze vzorku s obsahem 1% prokainu hydrochloridu bylo omezené mnozstvi a byl
titraCnimi metodami stanovovan pouze jedenkrat, jsou v téchto dvou pfipadech uvedeny
pouze vysledky stanoveni bez ptislu§ného statistického zpracovani.

U vysledkt stanoveni pomoci UV a VIS spektrofotometrie metodou standardniho
ptidavku je vysledek tohoto stanoveni udan jako hodnota odetend z kalibraéni ptimky
Xg S intervalem spolehlivosti vypocitanym jako nasobek standardni odchylky hodnoty

odeétené z kalibracni ptimky Sy, kritické hodnoty Studentova t-testu, tedy Xg + ¢ Sy, -

Hodnota standardni odchylky hodnoty odectené z kalibracni piimky byla vypocitana

Z rovnice

Xy 1
s > |1, 2.6
b (2.6)
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kde syy je standardni odchylka linearni regrese kalibracni piimky, b je smérnice této
linedrni regrese, n je pocet bodi kalibracni ptimky, § pramér naméfenych hodnot

zavislych proménnych, X; hodnoty nezavislé proménné a X prumér naméfenych hodnot

nezavislych proménnych.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Bromatometricka titrace

Bromatometrickou titraci bylo mozno stanovit vSechny vzorky prokainu
hydrochloridu. Injekéni roztoky o koncentracich 0,2 % a 0,5 % obsahu prokainu
hydrochloridu byly stanovovany tiikrat. Roztok o koncentraci 1,0% byl stanovovan
pouze jedenkrat. Vysledky stanoveni uvadi tabulka 3.1.

V 0,2% procentnim injekénim roztoku bylo stanoveno 0,21 + 0,01 % prokainu
hydrochloridu (s, = 1,16 %), Vv 0,5% injekénim roztoku bylo stanoveno
0,511 + 0,000 %, a v 1,0% roztoku bylo nalezeno 1,15 % prokainu hydrochloridu.

Tabulka 3.1 Spotieby titra¢niho ¢inidla 0,05 mol dm bromi¢nanu draselného a stanovené obsahy

prokainu hydrochloridu v analyzovanych injekénich roztocich.

deklarovana koncentrace

prokainu hydrochloridu stanovent VKBrO3 ] Wen (%]
1. 5,10 0,209
0,20% 2. 5,15 0,211
3. 5,05 0,207
1. 5,00 0,511
0,50% 2. 5,00 0,511
3. 5,00 0,511
1,00% 1. 1,75 1,15
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3.2 Titrace dusitanem sodnym

Vsechny vzorky bylo mozno stanovit pomoci titrace dusitanem sodnym. Piesna
koncentrace pouzitého odmeérného roztoku dusitanu sodného byla stanovena jako
0,0591 mol dm™>. Na obr. 3.1 je pro ilustraci uvedena titrat¢ni kiivka vzorku 1%
injek¢niho roztoku prokainu hydrochloridu. Injekéni roztoky 0 koncentracich 0,2 % a
0,5 % obsahu prokainu hydrochloridu byly stanovovany tiikrat. Roztok o koncentraci
1,0% byl stanovovéan pouze jedenkrat. Spotfeby odmérného roztoku a vysledny obsah
prokainu hydrochloridu uvadi tabulka 3.2.

V 0,2% procentnim injekénim roztoku bylo stanoveno 0,20 + 0,01 % prokainu
hydrochloridu (sr = 2,86 %). V 0,5% injek¢énim roztoku bylo nalezeno 0,51 + 0,02 %,
(sr=1,88 %) a v 1,0% roztoku bylo nalezeno 1,13 % prokainu hydrochloridu.

Tabulka 3.2 Spotieby titragniho &inidla 0,0591 mol dm™® dusitanu sodného a stanovené obsahy prokainu

hydrochloridu v analyzovanych injekénich roztocich.

deklarovana koncentrace
. ) stanoveni VNaNO [M]  wpy [%]
prokainu hydrochloridu 2

1. 6,30 0,203
0,20% 2. 6,00 0,193
3. 6,20 0,200
1 6,30 0,508
0,50% 2. 6,40 0,516
3. 6,20 0,500
1,00% 1 3,50 1,13




26

800 — T T T T T T T T

E[mV] }

700 - E

600 - E

500 - E

400 | g

300 1 " 1 " 1 " 1 " 1

V. [ml]

NaNo,

Obr. 3.1 Titra¢ni kiivka titrace 5,00 ml 1% roztoku prokainu hydrochloridu odmérnym roztokem dusitanu
sodného 0 koncentraci 0,0591 mol dm® za pouZiti indikacni platinové a referenéni argentchloridové

elektrody.

3.3 UV spektrofotometrie

Vsechny vzorky bylo moZno stanovit pomoci UV spektrofotometrie. Na obr. 3.2 je
pro ilustraci uvedeno absorpcni spektrum roztoku prokainu hydrochloridu. VSechny
vzorky injekénich roztokl prokainu hydrochloridu byly stanovovany ttikrat. Na obr. 3.3
je znazorn€na zavislost absorbance pii vlnové délce 294 nm na koncentraci
standardniho ptidavku prokainu hydrochloridu pii stanoveni obsahu prokainu
hydrochloridu v 0,2% roztoku prokainu hydrochloridu.

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce 3.3.
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Obr. 3.2 UV absorpéni spektrum prokainu hydrochloridu (¢ = 4,00x107° mol dm®) v prostiedi
20 % kyseliny chlorovodikové v kyveté mérné délky 1 cm.
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Obr. 3.3 Zavislost absorbance pti 294 nm na koncentraci standardniho ptidavku prokainu hydrochloridu

pfi stanoveni obsahu prokainu hydrochloridu v 0,2% roztoku prokainu hydrochloridu (I = 1 cm)
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Tabulka 3.3 Vysledky UV spektrofotometrického stanoveni prokainu hydrochloridu Vv injekénich
roztocich o riznych koncentracich této latky. Obsah prokainu hydrochloridu, interval spolehlivosti

a relativni smérodatna odchylka.

deklarovana koncentrace

prokainu hydrochloridu Wen = L1 [%] s[4l
0,20% 0,20 + 0,02 0,01
0,50% 0,51+0,05 0,02
1,00% 0,78 + 0,09 0,04

3.4 VIS spektrofotometrie

VSechny vzorky bylo moZno stanovit rovnéz pomoci VIS spektrofotometrie.
Naobr.3.4 je pro ilustraci uvedeno absorpéni spektrum komplexu prokainu
hydrochloridu s 1,2-naftochinon-4-sulfonovou kyselinou. Vsechny vzorky injekénich
roztokl prokainu hydrochloridu byly stanovovany tfikrat. Na obr. 3.5 je zndzornéna
zavislost absorbance pii vilnové délce 484 nm na koncentraci standardniho piidavku
prokainu hydrochoridu pfi stanoveni jeho obsahu v 0,5% roztoku prokainu
hydrochloridu.

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce 3.4.

Tabulka 3.4 Vysledky VIS spektrofotometrického stanoveni prokainu hydrochloridu v injekénich
roztocich o ruznych koncentracich této latky. Obsah prokainu hydrochloridu, interval spolehlivost a

relativni smérodatna odchylka.

deklarovana koncentrace

Wpy £ Lo [% Sr
prokainu hydrochloridu on = Lz []
0,2% 0,17 + 0,00 0,00
0,5% 0,49 + 0,02 0,01

1,0% 0,94 +0,03 0,01
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Obr. 3.4 Absorpéni spektrum komplexu prokainu hydrochloridu (cg = 2,00% 102 gdm?)

s 1,2-naftochinon-4-sulfonovou kyselinou v kyveté mérné délky 1 cm.
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Obr. 3.5 Zavislost absorbance pti vinové délce 484 nm na koncentraci standardniho piidavku prokainu

hydrochoridu pfi stanoveni jeho obsahu v 0,5% roztoku prokainu hydrochloridu (I = 1 cm).
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3.5 Vyhodnoceni vybranych metod

3.5.1 Vyhodnoceni preciznosti a pravdivost stanoveni

Preciznost stanoveni prokainu v analyzovanych injekénich roztocich, tedy tésnost
shody mezi naméfenymi hodnotami veliCiny ziskanymi opakovanymi méfenimi na
stejném objektu, byla pro jednotlivé pouzit¢é metody zhodnocena jako interval
spolehlivosti. Graficky je znazornéna na obr. 3.6, ze kterého plyne, Zze nejméné
preciznim bylo stanoveni UV spektrofotometrii, preciznost obou titraénich stanoveni je
v podstaté srovnatelna, nejpreciznéjsi pak bylo stanoveni VIS spektrofotometrii.

Pravdivost stanoveni, tedy tésnost shody mezi aritmetickym primérem nekonecného
poctu opakovanych naméfenych hodnot veli¢iny a referen¢ni hodnotou veli¢iny, byla
zhodnocena na zéklad¢ porovnani medianu s referencnim rozmezim obsahu prokainu
vV piislu§ném injekénim roztoku (obr. 3.6). Podle Ceského lékopisu [4] se povoleny
obsah ucinné latky v injekénich 1€kovych formach musi pohybovat v rozmezi
95,0-105,0 %. Z obr. 3.6 plyne, Ze stanoveni VIS spektrofotometrii poskytovalo
nepravdivé (podhodnocené) vysledky u vSech tfi studovanych koncentraci prokainu
Vv injekénim roztoku. U injekéniho roztoku s 1 % prokainu nebylo pravdivé zadné
z pouzitych stanoveni. Pravdivost stanoveni byla tedy prok4dzdna u bromatometrické

titrace, titrace dusitanem sodnym a UV spektrofotometrie.
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Obr. 3.6 Grafické porovnani vysledkti vybranych analytickych metod (1) bromatometricka titrace,
(2) titrace dusitanem sodnym, (3) UV spektrofotometrie a (4) VIS spektrofotometrie pro stanoveni
prokainu hydrochloridu o riiznych koncentracich (0,2% roztok (A), 0,5% roztok (B), 1,0% roztok (C)
v injekénich roztocich o rizné koncentraci. Vysledky jsou vyjadfeny jako mediany s intervalem
spolehlivosti. Silnd ¢ara vyznacuje deklarovany obsah prokainu hydrochloridu v injekénich roztocich,

slaba pak dolni a horni mez obsahu prokainu hydrochloridu podle Ceského 1ékopisu.
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3.5.2 Vyhodnoceni finanéni a éasové naroénosti

Finan¢ni narocnost byla vyhodnocena jako penézni naklady na chemikalie, které byly
pouzité ke stanoveni jednoho vzorku (tab. 3.5). Do nakladl byly zahrnuty ceny vsech
roztokli potfebnych pro analyzu. Naopak nebyly zahrnuty ceny vzorki ani ceny roztoka
pouzitych pro standardizaci titra¢niho C¢inidla. Stejné tak nebyly brany v tvahu
pofizovaci ceny uzitého instrumentalniho vybaveni. Ceny jednotlivych chemikalii byly
ptevzaty z cenikd dodavatelskych spolecnosti. [15, 16]

Vyrazné drazsi metodou je titrace dusitanem sodnym, kdy stanoveni jednoho vzorku
stoji 2,00 K¢&. Tato skutecnost je zplisobena nutnosti pouzit 30 ml 20% kyseliny
chlorovodikové pro kazdé stanoveni. Jako nejlevnéjsi metoda byla vyhodnocena
UV spektrofotometrie. Jedno stanoveni stoji pouze 0,20 K¢.

Casova naro¢nost byla vyhodnocena jako &as, ktery zabere jedno stanoveni (tab. 3.5).
Tedy doba, kterd uplyne od pipetovani vzorku k analyze po samotny vypocet obsahu
analytu. Do tohoto Casu nebyla zapocitana doba pro piipravu pomocnych roztokl a
standardizaci odmérného roztoku.

Casové nejvyhodng&jsi je stanoveni bromatometrickou titraci, které zabere v praméru
9 minut. Naopak ¢asove nejnaro¢néjsi je stanoveni pomoci VIS spektrofotometrie. Toto
stanoveni trva v praiméru 78 minut. Divodem je pipetovani jednotlivych roztokd
do kazdé odmérné banky pii piipravé kalibra¢ni fady pro metodu standardniho

ptidavku.

Tabulka 3.5 Vyhodnoceni finanéni a ¢asové narocnosti vybranych metod pro stanoveni prokainu

hydrochloridu v injek¢nich roztocich.

metoda cena [K¢] ¢as [min]
bromatometricka titrace 0,70 9
titrace dusitanem sodnym 2,00 16
UV spektrofotometrie 0,20 47

VIS spektrofotometrie 1,50 78
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4 Zaver

Cilem této bakalafské prace bylo porovnat Ctyii vybrané metody pro stanoveni
prokainu ve tfech injekénich roztocich o riznych koncentracich z hlediska preciznosti a
pravdivosti stanoveni a jeho ¢asové a finan¢ni narocnosti.

Zvolenymi metodami byly: bromatometrickd titrace, titrace dusitanem sodnym,
UV spektrofotometrie a VIS spektrofotometrie. Nejpreciznéjsi vysledky poskytlo
stanoveni VIS spektrofotometrii, nejméné precizni bylo UV spektrofotometrické
stanoveni. Pravdivost stanoveni byla prokadzana u bromatometrické titrace, titrace
dusitanem sodnym a UV spektrofotometrie.

Finanéné nejvyhodnéjsi byla UV spektrofotometrie, naopak nejdrazsi metodou bylo

titracni stanoveni dusitanem sodnym. Casové netspornéj§i byla bromatometricka

NS 24
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