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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

BCNU
BR pufr

C.AS.
Ccv
DCV
DPV

Vsc

absorbance

Carmustine

Brittontiv-Robinsontiv pufr

molami koncentrace [mol dm™ ]

Chemical Abstract Service

cyklicka voltametrie

DC voltametrie

diferen¢ni pulsni voltametrie

kladnégjsi regeneraéni potencial [mV]

zapornéjsi regeneracni potencial [mV]

potencial piku [mV]

potencial viny [mV]

plynova chromatografie

visici rtutova kapkova elektroda

The International Agency for Research on Cancer
limitni proud [nA]

proud piku [nA]

intraven6zné

smrtelna davka pro daného jedince v 50 % piipada
nejnizsi smrtelna davka

mez stanovitelnosti [mol dm™]

interval spolehlivosti

meniskem modifikovana stfibrna tuha amalgamova elektroda
relativni molekulova hmotnost

normalni pulsni polarografie

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace oxoniovych iontd
smérodatna odchylka medianu [nA]

relativni smérodatna odchylka medianu [%]

cas [s]

rychlost scanu [mV s™']



N

molérni absorpéni koeficient [mol ™ dm® cm™]
vinova délka [nm]

vlnova délka absorpéniho maxima [nm]



1. Uvod

1.1 Cil prace

Tato prace se zabyva studiem elektrochemického chovéani protinadorového 1é¢iva
Carmustinu s vyuzitim diferen¢ni pulsni voltametrie a DC voltametrie.

Cilem prace je nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni Carmustinu na
meniskem modifikované stfibrné tuhé amalgamové elektrodé¢ (m-AgSAE) scilem
doséhnout co nejniz$i meze stanovitelnosti.

Nameéfené vysledky byly porovnany s vysledky, které byly proméfeny na visici
rtutové kapkové elektrodé z ditvodu mozného vyskytu druhého piku a vyssi citlivosti
visici rtutové kapkové elektrody.

Vyvinuté voltametrické metody by mohly byt pouzity napiiklad ke stanoveni

obsahu Carmustinu v 1ékovych forméach.



1.2 Vlastnosti studované latky

1.2.1 Farmakologické vlastnosti

1.2.1.1 Farmakodynamické viastnosti

Carmustine (BCNU) je cytostatikum ze skupiny nitrosomocovin. Strukturni
vzorec viz Obr. 2.1 kapitola 2.2. Cytostatika jsou latky zpomalujici ¢i zastavujici rist
bun&k nebo dokonce zpisobujici jejich destrukei.' Ma prevazné alkylujici mechanismus
cytostatického ucinku, alkyluje DNA a RNA. Od klasickych alkylaénich latek se 1isi tim,
Ze metabolickou degradaci vznika kromé alkylujici skupiny jesté isokyanatova struktura
(R-N=C=0), ktera reaguje saminoskupinami aminokyselin a inhibuje
»opravu“ poskozené DNA. Karbaminaci aminokyselin v molekulach bilkovin inhibuje
i nékteré dilezité enzymy. SniZuje koncentraci NAD" v nadorovych burikach a zasahuje
do nékterych metabolickych pochodi (inhibuje formiminotransferazu). 2

Toxické ucinky latky jsou shrnuty v Tab.1.1 a pravni ptedpisy uvedeny v Tab. 1.2.

Tab. 1.1
Toxikologické vlastnosti ldtky.

Akutni toxicita

LDs (oralng, krysa) = 30 — 34 mg kg ™'
LDs, (intraperitonealng, mys) = 26 mg kg™
LDs, (subkutanng, mys) = 24 mg kg™

LDs (oralng, my%) = 19 — 25 mg kg™
LDLO (intravenozng, dit&) = 78 mg kg™
LDLO (parenteralng, Zena) = 1 566 mg kg™

Chronicka toxicita

Karcinogenita:
Carmustine je povaZovan za pravdépodobny karcinogen
Dle seznamu karcinogenii IARC pat¥{ do skupiny 2A (cit.*)
Mutagenita:
Carmustine je povazovan za mutagen
Teratogenita:
Muze vyvolat vrozené malformace plodu
Riziko pro reprodukci:
Muze vyvolat poskozeni dédi€nych vlastnosti, poskodit reprodukéni schopnost
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Tab. 1.2

Pravni predpisy vztahujici se k latce. *

Klasifikace a oznaceni podle smérnice EU

Oznaceni nebezpeci:
T+ vysoce toxicky
Rizikové véty (R-véty): 45-46-60-61-28
Muze vyvolat rakovinu, poSkozeni dédi€nych vlastnosti, poskodit reprodukéni
schopnost, poskodit plod v téle matky, je vysoce toxicky pii poZiti.
Bezpecnostni véty (S-véty): 53-22-36/37/39-45
Zamezit expozici — pfed pouZitim si obstarat specialni instrukce, nevdechovat
prach, pouzivat vhodny ochranny odév, ochranné rukavice a ochranné bryle
nebo obli¢ejovy §tit. V ptipadé nehody je nutno okamzité vyhledat l1ékaiskou
pomoc.

1.2.1.2 Farmakokinetické viastnosti °

Carmustine je vysoce lipofilni, snadno pronikd membranami, pronikd i hemato-
encefalickou bariérou. Hladiny latky, eventudlné jejich metaboliti v mozkomi$nim
moku dosahuji asi 50 % hladin v krvi. Carmustine se v organismu velice rychle
metabolizuje, do 15 minut po 1iv. injekci jiZ nelze prokazat piitomnost
nemetabolizované latky. Do 90 hodin po i.v. injekci se asi 60 aZ 70 % podané latky
vylou¢i moci ve formé metaboliti, 10 % plicemi jako CO,, osud zbyvajiciho podilu

neni znam.

1.2.2 Klinické udaje °
1.2.21 Terapeuticka indikace
BCNU se podava samotny, anebo jako sloZzka uznanych kombinaci s jinymi
cytostatiky v indikacich :
e P#i mozkovych nadorech
e Pfi mnohocetném myelomu

e Pti Hodgkinové chorobé

e Pfi non-hodgkinskych lymfomech
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1.2.2.2 Davkovani a zpisob podani

Pfi monoterapii je doporu¢ena davka BCNU u dosud nelé¢enych pacientt

150 — 200 mg m™ i.v. kazdych 6 tydni.. Tuto davku je mono podat v jediné injekci

anebo ji rozdélit do dvou dil¢ich davek po 75 — 100 mg m™>, podanych ve dvou po sobg

nasledujicich dnech. Pfipraveny roztok se smi podavat jenom i.v. a musi se aplikovat

kapaci infuzi.

1.2.2.3 Nezadouci ucinky

>

Hematotoxické — opoZzdény utlum kostni diené je nejCastéj$i a nejvaznéjsi
projev toxicity BCNU. Obvykle se projevi za 4 aZ 6 tydni po podani BCNU a je
zavisly na davce.

— trombocytopenie (zmenSeni poctu krevnich destiéek pod
normu) se objevuje do 4 tydnt a pietrvava 1 az 2 tydny.

— leukopenie (zmenSeni po¢tu bilych krvinek pod normu)
vznika mezi 5. a 6. tydnem po podani BCNU a setrvava také 1 az 2 tydny.

— po dlouhodobé terapii nitrosomocovinami byl popsan
1 vznik akutni leukémie a dysplazie (porucha vyvoje nebo riistu) kostni diené.
Pneumotoxické - byl popsan vznik plicnich infiltratd, a to mezi 9. dnem az 43.
tydnem po 1é¢eni BCNU nebo ptipravky ptibuznych nitrosomoc¢ovin.

— dalsi rizikové faktory jsou plicni onemocnéni v anamnéze
a dlouhodoba terapie.
Poruchy gastrointestinalniho traktu — po i.v. podani BCNU jsou nauzea
a zvraceni Casté. Vznikaji obvykle do 2 hodin po injekci, trvaji 4 az 6 hodin
a jsou zavislé na davce.
Hematotoxické — u nizkého procenta pacienti se mohou jako projevy
reverzibilni hepatotoxicity zvysit hladiny transaminaz, alkalické fosfatazy
a bilirubinu.
Neurotoxické — po vysokych kumulativnich davkach a dlouhodobém podavani
BCNU a jinych nitrosomocovin miZe vzniknout progresivni azotémie
(zmnoZeni dusikatych latek v krvi), zmenSeni ledvin, i selhani ledvin.
Kardiovaskuldrni — hypotenze.

— tachykardie (zrychlena ¢innost srde¢ni).

12



» Jiné projevy toxicity — nahodné potiisnéni kiize roztokem BCNU miiZe vyvolat
lokalni paleni a hyperpigmentaci.
— rychla i.v. infize BCNU muZe vyvolat intenzivni flush

kizZe a otok vi¢ek do 2 hodin, setrvavajici asi 4 hodiny.

1.23 Priprava Carmustinu

BCNU se pftipravuje nitrosaci N,N’-bis(2-chlorethyl)mocoviny. Mocovinu lze
ziskat adici 2-chlorethylaminu na 2-chlorethylisokyanat (Obr.1.1.A). Alternativni
syntézu mocoviny predstavuje reakce aziridinu s fosgenem (Obr. 1.1.B).

Schéma syntézy je znazornéno na Obr. 1.1.

| |
H H 3 H NO g4

Obr. 1.1.A
H o
| coc, o . /U\ cl
N —_—
N N T N
5. ,L H 3
Obr.1.1.B
reaktanty a produkty cinidla
1. 2-hydroxyethylamin a. chlorid sulfonylu
2. 2-chlorethylisokyanat b. chlorid karbonylu
3. N, N’-bis(2-chlorethyl)moc¢ovina c. 2-chloretylamin
4. Carmustine d. dusitan sodny v H" prostiedi
5. aziridin
Obr. 1.1

Syntéza Carmustinu.
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1.24 Stanoveni Carmustinu

Ke stanoveni Carmustinu je moZné pouzit polarografické a voltametrické metody
87 nebot’ zkoumana latka obsahuje N-nitroso-skupinu, ktera je v potencidlovém oknu
rtutové elektrody elektrochemicky aktivni a ptedpoklada se jeji snadnd redukce na
hydroxylamin a v kyselém prostfedi na amino skupinu. Parametry a vysledky méfeni
zminénych metod jsou uvedeny v Tab. 1.3.

Ke stanoveni lze vyuzit i chromatografické metody, napf. Gc?

Tab. 1.3.
Metody stanoveni BCNU

DPP ¢

Parametry méFeni: Pi stanoveni byla pouzita rtutova kapkova elektroda
s kontrolovanou dobou kapky, platinova pomocna a referentni kalomelova elektroda.
Vysledky méFeni: PH pH roztoku 2,5 obsahujici 0,1 mol dm™ KCI okyseleny HCI se
objevuje jednoducha vina A, jejiz pulvlnovy potencial, §itka a vyska zavisi na pH,

a ktera odpovida redukci BCNU v jednoelektronové reakci. Pii vys§ich hodnotach pH
byla vina A stale pfitomna, ale objevila se pifi negativnéjSich potencidlech druhéd vina
B, jejiz vyska a Sifka také zavisela na pH, ale pozice viny byla téméf konstantni. Vina
B odpovidala redukci BCNU v jednoelektronové reakci, kterda nevyzaduje pfitomnost

H' iontt.

DPPacCV’

Parametry méreni: Pii stanoveni byla pouzita rtutova kapkova elektroda
s kontrolovanou dobou kapky, platinova pomocna a referentni kalomelova elektroda.
Jako zakladni elektrolyt byl pro DC polarografii pouzit 0,25 mol dm™ acetatovy pufr

o pH 4,7 s 5% prfidavkem ethanolu a 0,1 mol dm™ acetatovy pufr o pH 4,7 s 1%
ptidavkem ethanolu pro CV, NP a DP polarografii.

Vysledky méFeni: P¥Hi DC a DP polarografii byly nejvyssi piky ziskany v roztoku
vrozmezi pH 3 — 5, vroztocich o pH vy3§im jak 5 byly polarografické viny niZsi,

pficemz pulvlnovy potencial se posouval k negativnim hodnotdm. Pii cyklické

14



voltametrii se objevila dobfe vyvinuta vina odpovidajici katodické redukci, ale vina
odpovidajici oxidaci pozorovana nebyla. To indikuje ireverzibilni d&j redukce BCNU.

Mechanismus redukce N-nitrososkupiny je dvou- &i Etyfelektronovy proces, ktery
zavisi na pH zakladniho elektrolytu. Pfi pH mensim jak 6 redukce probiha ve dvou
krocich; prvni odpovidd dvouelektronové redukci na hydroxylamin a druhy krok
dvouelektronové redukci na amin. P pH roztoku vys$§im jak 11 je redukce

jednostupriovy proces, ktery odpovida dvouelektronové redukci.

1.2.4.1  Stanoveni Carmustinu dle lékopisu °

BCNU je zapsan v Ceském lékopise, kde jsou popsany metody na stanoveni
Cistoty a obsahu.

Pfi zkouSce na distotu se provadi tenkovrstvd chromatografie za pouZiti vrstvy
silikagelu. MoZnou neéistotou je 1,3-bis(2-chlorethyl)mocovina.

Obsah BCNU je stanovovan spektrofotometricky pti vinové délce maxima

Amax = 230 nm.
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1.3  Pouzité pracovni elektrody

1.3.1  Stribrna tuha amalgamova elektroda

Stfibrna tuha amalgamova elektroda (AgSAE) je vhodnou alternativou k visici
rtutové kapkové elektrodé (HMDE). Existuji tfi druhy AgSAE liSici se tdpravou
povrchu: meniskem modifikovana (m-AgSAE), filmova (MF-AgSAE) a leSténa
(p-AgSAE) elektroda, ktera neobsahuje kapalnou rtut’.

St¥ibrna tuha amalgamova elektroda ma nasledujici vyhody: 10
Siroké potencialové okno v katodické oblasti
Nenaro¢nou predupravu
Netoxicitu elektrodového materialu
Dlouhodobou stabilitu odezvy

Snadnou manipulaci pfi vyuZiti v terénnich méfenich

AN N N N N

Nizké pofizovaci naklady

Pro studium voltametrického chovani Carmustinu byla pouZivana meniskem
modifikovana stfibrna tuha amalgamova elektroda (m-AgSAE). Citlivost stanoveni
pomoci m-AgSAE je v porovnani s visici rtutovou kapkovou elektrodou niz§i, avSak
dostate¢na pro fadu environmentalnich aplikaci. '

Tato elektroda se svym chovanim (nedochazi-li ke specifické interakci mezi
stiibrem z elektrody a slozkami roztoku) podoba visici rtutové kapkové elektrod¢;
potencialy pikt a proudy pozadi jsou na obou elektrodach témét totoZné.

Pro uspésnou aplikaci m-AgSAE jsou nutné tii zdkladni operace: amalgamace,
aktivace a regenerace.

Amalgamace se provadi jednou tydné nebo napiiklad pfi zhorSeni citlivosti ¢i
reprodukovatelnosti méfeni, pfi nepfitomnosti menisku kapalného amalgamu na
povrchu elektrody. Do lahvigky se da 1 — 2 cm® kovové rtuti a 5 — 10 cm® deionizované
vody. Dolni ¢ast elektrody se ponofi do rtuti a intenzivné se lahvi¢kou se rtuti ptiblizné
15 s micha. Elektroda se nasledné oplachne deionizovanou vodou a zkontroluje se

pfitomnost menisku rtuti na dolni ¢asti elektrody.
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Aktivace, trvajici 5 minut, se provadi vZzdy na zaCatku pracovniho dne, po
ptrestavkach v méfenich delSich nez 1 hodina a po amalgamaci. Aktivace se provadi
v roztoku 0,2 mol dm™ KCl, ktery neni probublavan dusikem, pfi vloZeném napéti
— 2 200 mV. Béhem aktivace se z menisku m-AgSAE odstrariuji oxidy a adsorbované
latky, ¢imz se zlepSuje citlivost a reprodukovatelnost naslednych méteni.

Regenerace, trvajici asi 30 s, se provadi v analyzovaném roztoku pied kazdym
méfenim automaticky, a to vZdy po spusténi méficiho programu. Tim se zpravidla
dociluje dobré opakovatelnosti vysledkd. Pro obnoveni povrchu m-AgSAE se na
elektrodu vklada po dobu 20 — 30 s potencial o 50 — 100 mV pozitivnéj$i neZ potencial
vyluovani vodiku nebo rozkladu zakladniho elektrolytu. Pfi tomto potencialu dochazi
k redukci oxida kovii tvoficich pevny amalgam (Hg a Ag) a k odstranéni adsorbovanych
latek. Soucasn¢ probiha akumulace kovi pfitomnych v analyzovaném roztoku.
K zabranéni nekontrolovaného procesu akumulace, zahrnuje méfici program skokové
zmény potencidlu z negativnich hodnot na pozitivnéj$i, pti nichz dochézi k rozpousténi

naakumulovanych kovi.'”
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1.3.2 Visici rtut'ova kapkova elektroda

Rtut’ jako elektrodovy material ma dvé z hlediska elektrochemické analyzy velice

vyznamné pfednosti oproti tuhym materidlum:

v’ Jeji povrch je homogenni, atomicky hladky a lze ho podle potfeby snadno
obnovovat, takZe kazdou analyzu je mozZno provadét vzdy snovym,
reprodukovatelné obnovovanym povrchem elektrody

v" Vysoka hodnota pfepéti vodiku umozituje pracovat s elektrodou v neutralnich
roztocich pii velmi negativnich potencialech, kdy lze vyloucit i napt. alkalické

kovy, aniz je reakce prekryta redukci vodikového iontu

Pro studium voltametrického chovani Carmustinu byla pouZivana visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE).

U HMDE se analyza provadi na kapce, jejiZz povrch neni v pribéhu meéfeni
obnovovan. Pred dal$i analyzou se kapka odklepne elektronicky fizenym klepatkem,

které lehkym uderem na kapilaru odtrhne starou kapku a vytvofi se kapka nova.

Vyhodou HMDE je oproti klasické rtut'ové kapkové elektrodé:
v Mensi spotieba rtuti

v Mensi nabijeci proud, nebot’ povrch kapky se v pritbéhu méteni neméni

Nevyhodou jsou vsak:
x Vys§i problémy s pasivaci vzhledem k neobnovovanému povrchu elektrody

v pribéhu jednoho voltametrického zdznamu'?
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1.4. Pouzité metody

1.4.1 Diferencéni pulsni voltametrie

DPV patfi k nejcitlivéj$im elektroanalytickym metodam, pfi kterych se na
potencial, ktery se linearné méni s ¢asem, vklada napétovy puls o amplitudé 10 az 100
mV a dobé trvani fadové desitek milisekund. Registruje se rozdil proudii zmétenych
tésné pied vloZenim pulsu a na jeho konci. Zavislost rozdilu proudu na potencidlu ma
tvar piku. Poloha piku na potencialové ose je dana kvalitou analytu a jeho vyska zavisi
na koncentraci depolarizatoru.

Pomoci DPV lze stanovit koncentrace analyti az do 10 mol dm™ u latek

sr s [N P . ¢ srs il x 12
redukujicich se reverzibilné i u latek, které se redukuji ireverzibiln¢.

1.4.2 DC voltametrie

U DC voltametrie se potencidl vkladany na pracovni elektrodu linearné¢ meéni
s casem (roste ¢i klesd). Tato metoda vétSinou vyuziva vétSich rychlosti zmény
potencidlu na case. Voltametrickd kifivka ma tvar viny aZ sigmoidalniho piku
v zavislosti na velikosti plochy elektrody, rychlosti scanu a rychlosti elektrodové reakce.
Poloha vrcholu piku zpravidla odpovida pulvinovému potencialu a jeho vyska také

zavisi na koncentraci depolarizatoru.'

1.4.3 Cyklicka voltametrie

Pti cyklické voltametrii se stejné jako pti DC voltametrii potencial vkladany na
pracovni elektrodu méni linearné s ¢asem, po zdznamu katodického ¢i anodického
scanu se ovSem jesté zméni smér polarizace. Lze tak sledovat nasledné elektrochemické
chovani produktti oxidace ¢i redukce a usuzovat na mechanismus elektrodovych dé&ja.
Voltametrické kiivky maji tvar piku, proud piku zavisi na rychlosti ¢asové zmény

potencialu. 2
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztok Carmustinu o koncentraci 1.107 mol dm™ byl ptipraven
rozpusténim 0,00535 g latky v 25 cm’ deionizované vody pomoci ultrazvuku. Roztok
byl uchovavan ve tmé v chladnicce.

Roztoky o nizZSich molaritich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasobniho
roztoku latky deionizovanou vodou.

Dalsi pouzité chemikalie: kyselina boritd, kyselina octova (99,8%), kyselina
fosfore¢na (85%), hydroxid sodny, chlorid draselny (vSe Cistoty p.a., Lachema Brno,
Ceska republika).

Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky'® o ptislusném pH byly ptipraveny
smisenim 0,2 mol dm™ NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, fosfore¢nou a
octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol dm™. Pfesna hodnota pH byla méfena
digitadlnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Essex, Velka Britanie) s kombinovanou
sklenénou elektrodou (typ 924 005). pH-metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi
pufry za laboratomi teploty.

Pro pfipravu vSech roztokid byla pouZivana deionizovana voda (Millipore Milli-Q
plus systém, Millipore, USA). Pouzivané roztoky byly uchovavany ve sklenénych
nadobach.

Kyslik byl ze studovanych roztokti odstrafiovan pétiminutovym probublanim

dusikem Ccistoty 4.0 (Linde, Praha).

20



2.2 Studovana latka

Carmustine je naZloutly zrnity prasek. Je relativné t€Zce rozpustny ve vod¢, velmi
snadno rozpustny v etheru a v dichlormethanu, snadno rozpustny v ethanolu. Taje pfi

asi 31°C, za rozkladu.’ Strukturni vzorec je na Obr. 2.1.

O
CI\/\ J\N /\/CI 1,3-bis-(2-chloroethyl)-1-nitrosomoc¢ovina
N | CAS Registry Number : 154-93-8
H
NO Sumarni vzorec : CsHyCloN50;
Obr. 2.1
Strukturni vzorec BCNU.

Relativni molekulova hmotnost: 214,05

Teplota tani: 30 — 32 °C

Hustota: 1,46 + 0,1 gcm™

Rozpustnost ve vodé "*: 4000 mg dm™ pfi 25 °C
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2.3 Aparatura

Pii v8ech stanovenich byla pouZita sestava Eko-Tribo Polarograf se softwarem
PolarPro verze 5.1, firma EkoTrend-Plus CR, pracujicim v operaénim systému
Windows XP 2000 (Microsoft Corporation, USA).

Jednotlivd méfeni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni. Jako referentni
elektroda byla pouzita argentochloridova elektroda (3 mol dm™ KCl). Jako pomocna
elektroda byla pouzita platinova elektroda (Monokrystaly, Turnov). Pouzité pracovni
elektrody jsou charakterizovany niZe. Pii technice DPV byly na elektrody vkladany
pulsy o Sifce 80 ms a modula¢ni amplitudé — 50 mV. Pti technice DPV a DC voltametrii
byla pouZzita rychlost naristu potencidlu 20 mV s

Spektrofotometrické méfeni bylo provadéno na pfistroji Hewlett-Packard 8453
Diode-Array Spectrophotometer (Nizozemsko) v kiemennych kyvetach mérmé tloustky

1 mm.
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2.4 Pracovni elektrody

2.4.1 Meniskem modifikovana stribrna tuha amalgamova elektroda

Byla pouzivana meniskem modifikovana stfibrna tuha amalgamova elektroda
¢. 2-05-18 vyrobena firmou Polaro-Sensors, Praha. V ramci méteni byly provadény
s elektrodou tfi operace, kterymi byl obnovovan povrch elektrody.

Amalgamace: Ponofenim elektrody do kapalné rtuti asi na 15 s se obnovil cely
meniskus. Amalgamace byla provadéna vzdy asi po jednom tydnu, anebo po
dlouhodobém pteruseni prace.

Elektrochemicka aktivace: Aktivace byla provadéna v roztoku 0,2 mol dm KCl,
ktery nebyl probublavan dusikem, vloZenim napéti — 2 200 mV po dobu 300 s. Aktivace
byla provadéna po amalgamaci a pfi pferuseni prace na dobu delsi neZ jednu hodinu.

Regenerace: Skokové stfidani kladnéjsiho konstantniho potencialu E;,

a zaporn€jSiho konstantniho potencidlu Ejs, vintervalech 0,1 s po dobu 15 s.
Potencialovy program konc¢il vzdy pfi zaporné€j$im potencialu.

Hodnoty potencialti E;, a Ej, jsou pro jednotliva pH uvedeny v Tab. 2.1.
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Tab. 2.1

Pouzivané hodnoty regeneracnich potencidlil v prostiedi BR pufru pro

Jjednotliva pH.

- Ein - Ejzp

P (mV] [m\f’]
2 150 1050
3 100 1350
4 150 1350
5 100 1330
6 200 1350
7 200 1550
8 200 1550
9 250 1620
10 300 1650
11 330 1620
12 350 1700

2.4.2 Visici rtutova kapkova elektroda

Byla pouzivana visici rtutova kapkova elektroda typ UMpE, vyrobni ¢islo 00406,
(EkoTrend-Plus, Praha). Velikost kapky byla dana otevienim ventilku po dobu 100 ms.
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2.5 Pracovni postupy

Pii voltametrickych stanovenich bylo postupovano nasledujicim zpisobem:
Do 10 cm® odmé&mé baiiky byl odpipetovan prisluiny objem zasobniho roztoku BCNU
o potiebné koncentraci v deionizované vod¢é a doplnéno BR pufrem o pfislusném pH na
10 cm’.

Takto piipraveny roztok byl po promichani preveden do polarografické nadobky
a zbaven kysliku pétiminutovym probublavanim dusikem. Pied vstupem dusiku do
nadobky byla zafazena promyvacka obsahujici deionizovanou vodu. Poté byl proveden
zaznam voltametrické kfivky. VSechny kiivky byly méfeny tfikrat. VSechna méfeni byla
provadéna za laboratorni teploty. Pro vyhodnoceni opakovatelnosti je uvadéna
smérodatna odchylka a interval spolehlivosti L, ; vypocteny na hladiné vyznamnosti 0,05
z rozpéti namétenych hodnot.

Mez stanovitelnosti (Lp) byla spoctena jako koncentrace latky, jejiz proudova

odezva ma hodnotu desetinasobku smérodatné odchylky tohoto stanoveni.
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2.6 Stalost zasobniho roztoku Carmustinu

Stalost zasobniho roztoku BCNU o koncentraci 1.107 mol dm™ v deionizované
vodé byla sledovana spektrofotometricky v kiemennych kyvetach o mémé tloustce
1 mm. Referentni kyveta byla naplnéna deionizovanou vodou. Absorbance zasobniho
roztoku byla méfena pii vinové délce An, = 228 nm, pii které studovana latka
vykazovala absorpéni maximum. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu (&) pii
této vinové délce &inila 5,588.10* mol™' dm® cm™

Absorpéni spektra studované latky v pribéhu méfeni stalosti zasobniho roztoku
jsou uvedena na Obr. 2.2. Vysledky méfeni stalosti zasobniho roztoku jsou shrnuty
v Tab. 2.2.

200 300 400
Alnm

Obr. 2.2
Absorpéni spektrum roztoku BCNU (c = 1.107 mol dm™) v deionizované vode.
Meéreno proti deionizované vodeé v kfemennych kyvetdch o mérné tloustce 1 mm,

l.den (1), 2.den (2), 5.den (3), 10.den (4), 15.den (5), 22.den (6), 44.den (7).
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Tab. 2.2

Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku BCNU o koncentraci

1.10° mol dm™ v deionizované vodé. Ciselné hodnoty uddvaji relativni hodnotu
absorbance v % proti hodnoté absorbance Cerstvé pripraveného roztoku

(Amax = 228 nm). MéFeno proti deionizované vodé v kfemennych kyvetdach o mérné

tloustce 1 mm.

Dlly A 228 % Dny A 228 %
1 0,55877 100,0 11 0,15921 28,5
2 0,47681 85,3 12 0,17673 31,6
3 0,43912 78,6 15 0,10137 18,1
5 0,37018 66,2 17 0,08798 15,7
8 0,31134 55,7 22 0,04275 7,6
9 0,23668 424 29 0,02092 3,7
10 0,24891 445 44 0,02181 3,9

Z naméfenych hodnot absorbance v Tab. 2.2 vyplyva, ze BCNU je ve vod¢ nestaly,
celkovy pokles absorbance v pribéhu 44 dnid &inil cca 96 %. Nestalost BCNU ve
vodnych prostiedich byla sledovana jiz diive '*'7, kdy se BCNU za laboratorni teploty
rozkladd za vzniku acetaldehydu a 2-chlorethylaminu v&etné dusiku N; a oxidu
uhli¢itého CO,, nejstabilnéji se jevi roztoky pfi pH 5,2 — 5,5. Vzhledem k tomu, Ze pH
samotného zasobniho roztoku BCNU je 5,3, nebylo jeho pH ke zvySeni stability nijak
upravovano.

V disledku nestalosti zasobniho roztoku BCNU byla méfeni provadéna v sériich
trvajicich maximalné tfi dny a pfed proméfenim kazdé série byl pfipravovan vzdy novy

zasobni roztok BCNU.
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3. Vysledky a diskuze

V této kapitole byl za pouziti m-AgSAE a HMDE sledovan vliv pH, naméteny
kalibracni zavislosti s ur€enim Ly a zméfena opakovatelnost pro nejvyssi a nejnizsi

dosazenou koncentraci.
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3.1 Voltametrické stanoveni Carmustinu na meniskem

modifikované stribrné tuhé amalgamové elektrodé

3.1.1 DC voltametrie Carmustinu
3.1.1.1 Vliv pH

Vliv pH na chovani BCNU (¢ = 1.10™ mol dm™) pti DC voltametrii na m-AgSAE
byl sledovan v prostiedi BR pufru o pfislusném pH (2 — 12).

Zaznamenané voltametrické kfivky ukazuje Obr. 3.1. Z;ji§téné zavislosti limitniho
proudu /;, a potencialu E, viny na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 3.1. Graficky je
zavislost F, na pH roztoku zndzornéna na Obr. 3.2 a zavislost /;» na pH roztoku na Obr.
3.3. Zvoleny zpisob vyhodnocovani vin je naznaen v Obr. 3.1 cervenou c¢arou,
zaloZeny na prodlouZeni zakladni linie.

Na zmeéfenych voltamogramech lze pozorovat jednu dobfe vyvinutou vinu.
Potencidl viny se srostoucim pH az do pH 6 posouva k negativnim hodnotam,
vzhledem k téasti H' iontt na redukci N-nitrososkupiny na hydroxylamin, od pH 7 je
potencial viny témér konstantni. S rostoucim pH zaroveit dochazelo k poklesu vysky
viny, od pH 11,0 nebyla jiZ voltametricka vina pozorovana. Tento jev souvisi s malou
stabilitou BCNU v alkalickych prostiedich.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu E, viny na pH BR pufru
v rozmezi pH 2 — 6 vypocten vztah:
E, [mV]=-51,7pH - 819 (korela¢ni koeficient: — 0,9744)

Jako optimalni bylo zvoleno prostfedi BR pufr o pH 7,0, kdy latka poskytuje
opakovatelné a vzhledem k maximalnimu rozdilu potencialu redukce a uniku
zékladniho elektrolytu i snadno vyhodnotitelné viny. Toto prostfedi bylo pouzito pro

méfeni kalibra¢nich zavislosti.
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Obr. 3.1
Voltamogramy BCNU (¢ = 1.10°* mol dm™) méFené technikou DCV na m-AgSAE

v prostfedi BR pufru o vysledném pH 2,2 (1); 3,0 (2); 5,0 (3); 7,0 (4); 9,0 (5).

Tab. 3.1
Vliv pH na DC voltamogramy BCNU (c = 1.1 0~* mol dm™), méFeno v prostredi BR
pufru.
-E, — Ljim
PH (mV] [nA]
2 903 94,11
3 994 78,95
4 1025 77,76
5 1095 68,60
6 1111 64,50
7 1098 54,86
8 1054 56,09
9 1076 16,43
10 1077 4,99
1 1 a a
1 2 a a

? — vlna neni pozorovatelna
pH — pH pouzitého BR pufru

E, — potencial viny, Ij;,, — limitni proud viny
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Obr. 3.2
Zavislost potencialu E, voltametrickych vin BCNU (c = 1.10° * mol dm™) na pH roztoku,
meéFeno technikou DCV na m-AgSAE v prostredi BR pufru.
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Obr. 3.3
Zavislost limitniho proudu Ly, voltametrickych vin BCNU (¢ = 1.107* mol dm™) na pH
roztoku, méreno technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR pufru.
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3.1.1.2 Koncentrac¢ni zavislost

Koncentra¢ni zavislosti byly proméfeny metodou DCV na m-AgSAE v prostfedi
BR pufru o pH 7,0 v rozmezi (1 — 10).10~ mol dm™ a v rozmezi (2 — 10).10"® mol dm™
(viz Obr. 3.4, ptislusna kalibra¢ni zavislost viz Obr. 3.5).

Pro koncentraci niz&i nez 2.10° mol dm™ jiz nebylo mono ziskané
voltamogramy vyhodnotit.

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni BCNU v prostfedi BR pufru o pH
7,0 jsou uvedeny v Tab. 3.2.

Pfi zvoleném pH 7,0 a nejvétsi proméfené koncentraci stanovované latky 1.107*
mol dm™ a koncentraci 4.10° mol dm™ z nejniZ$iho dosaZeného koncentra¢niho fadu
byla zméfena opakovatelnost méfeni, kdy byla voltametricka ktivka stanovované latky
proméiena desetkrat. Byly pouZivany regeneraéni potencidly E;, = — 200 mV a
Epn=—1550 mV v souladu s Tab. 2.1.

Naméfena data byla statisticky vyhodnocena. Statistické vyhodnoceni namétenych

dat je uvedeno v Tab.3.3.

0 A A A "
-800 -900 -1000 -1100 -1200 -1300
El/mV

Obr. 3.4

Voltamogramy BCNU mérené technikou DCV na m-AgSAE v prostedi BR pufru o pH
7,0 v nejnizsim dosazeném koncentracnim rozmezi. ¢(BCNU) = 0 (1), 2.10°° (2), 4.10°°
(3), 6.10°° (4), 81079 (5), 1.10°° (6) mol dm™.
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Obr. 3.5

Zavislost limitniho proudu I;;, na koncentraci BCNU v rozmezi 2.1 0% 1.107° mol dm™.

MeéFeno technikou DCV na m-AgSAE v prostredi BR pufru o pH 7,0.

Tab. 3.2
Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni BCNU metodou DCV na m-AgSAE

v prostiedi BR pufru o pH 7,0.

c smérnice usek korela¢ni Lo
[mol dm‘:'] [nA mol™ dm3] [nA] koeficient  [mol dm_‘"]
(1-10).10"° 4,36.10° 2,46 0,9798 —
(2-10).10°° 3,60.10° 0,90 0,9899 8.107

Tab. 3.3
Opakovatelnost vysky viny I, mérené DC voltametrii na m-AgSAE (vyhodnoceno

z deseti zaznamii)

c S Sr
ldm™ A % L

[mol dm™] [nA] [Y]
1.107* 0,57 2,29 0,41
4.107° 0,03 1,49 0,02
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3.1.1.3 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie byla provedena v prosttedi BR pufru o pH 7,0 pi1
koncentraci BCNU 1.10™ mol dm™ ke studii elektrochemického chovani BCNU na
m-AgSAE v prostiedi BR pufru. Zaznamenané voltametrické kiivky jsou zndzornény na
Obr. 3.6. Z obrazku je ziejmé, Ze béhem 24 cykli nedoslo k vyraznému poklesu vysky
signalu BCNU.

V katodickém scanu se objevuje vlna v°'. Z analogickych studii &7 l1ze
ptedpokladat, Zze odpovida dvouelektronové redukci nitrososkupiny na hydroxylamin
(Rov. 3.1). Nevyrazna anodickd vina v pfi zpétném scanu nebyla identifikovana.

Vysvétleni mechanismu uvedenych déji by vyzadovalo podrobné;jsi studii.

R-NO, +4 ¢ +4 H — R-NHOH + H,0 (Rov. 3.1)

-200

1/ nA

-100

100 1 N 2 R 1 N 1 N 1 N 1
0 -300 -600 -900 -1200 -1500

E/mV

Obr. 3.6
Voltamogramy BCNU (¢ = 1.107* mol dm™) méFené technikou CV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufr o pH 7,0; 1. (<), 2. (---) a 24. (...) scan.
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3.1.1.4 Ovéreni difazniho charakteru limitniho proudu

Pokud je velikost limitniho proudu /;;, fizena difizi BCNU k povrchu m-AgSAE,
pak by zavislost jeho velikosti na v,."> mé&la byt linearni. Ke zjisténi zavislosti byly
prométeny voltametrické kiivky pro rychlosti scanu: vs. = 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640,
1280, 2560 a 5120 mV s™'. Pfi kazdé rychlosti scanu byla m&feni provedena &tytikrat.

Na Obr. 3.7 je vyhodnocena zavislost limitniho proudu /;;,, na odmocniné

z rychlosti scanu vy,.

400

200

v’c1/2 / (mv s—1)112
Obr. 3.7
Zavislost limitniho proudu I, BCNU na odmocniné z rychlosti scanu vs. MeéFeno

technikou DCV na m-AgSAE v prostéedi BR pufru o pH 7,0.

Z Obr. 3.7 je zfejmé, Ze zavislost velikosti limitniho proudu na odmocniné
z rychlosti scanu je linearni, tento proud je tedy tizen difuzi a plati rovnice

12
Lim = konst.v,. .
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3.1.2 Diferenéni pulsni voltametrie Carmustinu
3.1.2.1 Vliv pH

Analogicky jako pfi DCV byl i technikou DPV sledovan vliv pH na chovani
BCNU (¢ = 1.10™ mol dm ™) na m-AgSAE v prostfedi BR pufru o piisluiném pH
(2-12).

Zaznamenané voltametrické kiivky ukazuje Obr. 3.8. Zjistené zavislosti
potencialu E, a proudu 7, piku na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 3.4. Graficky je
zavislost £, na pH roztoku znazornéna na Obr. 3.9 a zavislost [, na pH roztoku na
Obr. 3.10. Zvoleny zpisob vyhodnocovani piki je naznacen v Obr. 3.8 ¢ervenou Carou,
je zaloZeny na spojeni minim pikid po obou stranéach.

Na zmeétenych voltamogramech lze pozorovat jeden pik. Potencidl piki se
s rostoucim pH aZ do pH 6 posouva k negativnim hodnotam vzhledem k ugasti H" iontt
na redukci N-nitrososkupiny na hydroxylamin, od pH 7 je potencial téméf konstantni.
Vysky piku pii pH 2 — 8 se pohybuji kolem 30 nA, od pH 9 dochazi k poklesu vysky.
Od pH 10,0 nebyl jiz pik prakticky pozorovatelny. Tento jev souvisi opét s malou
stabilitou BCNU v alkalickych prostfedich.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu piku E, na pH BR pufru
v rozmezi pH 2 — 6 vypocten vztah:
E, [mV]=-53,1 pH-753,9 (korelac¢ni koeficient: — 0,9795)

Jako optimalni bylo opét zvoleno prostfedi BR pufr o pH 7,0 vzhledem
k dostate¢né vysce piku a posunu Gniku zékladniho elektrolytu k negativnéj$im

potencialum. Toto prostiedi bylo pouZito pro méieni kalibraénich zavislosti.
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Obr. 3.8
Voltamogramy BCNU (¢ = 1.107* mol dm™) méFené technikou DPV na m-AgSAE

v prostiedi BR pufiu o vysledném pH 2,2 (1); 3,0 (2); 5,0 (3); 7,0 (4); 9,0 (5).

Tab. 3.4

Vliv pH na DP voltamogramy BCNU (c = 1.107* mol dm™>), méFeno v prostredi BR

pufru.

-E, -1,
pH (mV] [0A]

2 839 31,77
3 937 28,24
4 970 31,36
5 1025 26,06
6 1061 29,22
7 1043 34,48
8 1009 40,43
9 1017 6,28
1 0 a a
1 1 a a
1 2 a a

pH — pH pouzitého BR pufru
E, — potencial piku
I, — proud piku

? — pik neni pozorovatelny
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Obr. 3.9
Zavislost potencialu piku E, BCNU (c = 1.1 0~ mol dm™) na pH roztoku, méreno
technikou DPV na m-AgSAE v prostredi BR pufru.

20 |-

Obr. 3.10
Zavislost proudu piku I, BCNU (c = 1.1 0~ mol dm™) na pH roztoku, méreno
technikou DPV na m-AgSAE v prostFedi BR pufru.
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3.1.2.2 Koncentraéni zavislost

Koncentraéni zavislosti byly proméfeny metodou DPV na m-AgSAE v prostiedi
BR pufru o pH 7,0 v rozmezi (1 — 10).10~ mol dm™ a v rozmezi (2 — 10).107° mol dm™
(viz Obr. 3.11, pfisludna kalibra¢ni zavislost viz Obr. 3.12). Pro koncentraci niz$i nez
2.107® mol dm™ jiz nebylo mozno ziskané voltamogramy vyhodnotit.

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni BCNU v prostiedi BR pufru o pH
7,0 jsou uvedeny v Tab. 3.5.

PFi zvoleném pH 7,0 a nejvétsi proméfené koncentraci stanovované latky 1.107*
byla zméfena opakovatelnost, pfiCemzZ voltametricka kfivka stanovované latky byla
proméiena desetkrat. Byly pouZity regenera¢ni potencialy E;,, =—200 mV a
Efn=—1550 mV v souladu s Tab. 2.1.

Nameétena data byla statisticky vyhodnocena. Statistické vyhodnoceni naméfenych

dat je uvedeno v Tab. 3.6.

1InA

-800 -900 -1000 -1100 -1200 -1300
E/mV

Obr. 3.11

Voltamogramy BCNU mérené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR pufru o pH
7,0 v nejnizsim dosazeném koncentracnim rozmezi. ¢c(BCNU) = 0 (1), 2.107% (2), 4.107°
(3), 6.10°% (4), 8.10°° (5), 1.107 (6) mol dm™.
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Obr. 3.12

6,0x10°

8,0x10° 1,0x10°

¢/ mol dm™

Zavislost proudu piku I, na koncentraci BCNU v rozmezi 2.10° 6 _ 1.107° mol dm™.
Meéreno technikou DPV na m-AgSAE v prostFedi BR pufru o pH 7,0.

Tab. 3.5

Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni BCNU metodou DPV na m-AgSAE

v prostiedi BR pufru o pH 7,0.

c smérnice asek korela¢ni Lo
[mol dm™] [nA mol™' dm’] [nA] koeficient  [mol dm™)
(1-10).107° 2,82.10° 1,34 0,9778 —
(2-10).10° 2,83.10° 1,60 0,9850 7.1077
Tab. 3.6

Opakovatelnost vysky piku I, mérené DPV na m-AgSAE (vyhodnoceno z deseti zaznamu)

C ) S, L
/2

[mol dm™| [nA] [%] !
1.107* 0,24 1,94 0,17
4.10°° 0,02 1,37 0,01
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3.2 Voltametrické stanoveni Carmustinu na visici rtutfové

kapkové elektrodé

3.2.1 DC voltametrie Carmustinu
3.2.1.1 Vliv pH

V &lanku 7, ve kterém byl BCNU stanovovan diferenéni pulsni polarografii, se
vedle jednoduché viny BCNU objevila téz druha vina. Jak vyplyva z kapitoly 3.1 tento
druhy signal neni na m-AgSAE pozorovatelny. Proto byla v praci pouZita vedle
m-AgSAE pro porovndni visici rtutova kapkova elektroda, ktera taktéz
k systematickému studiu chovani BCNU pouzita nebyla, k nalezeni této viny z divodu
vétsi citlivosti HMDE.

Vliv pH na chovani BCNU (c = 1.10™* mol dm™) pii DCV na HMDE byl sledovan
v prostiedi BR pufru o pfislusném pH (2 — 12).

Zaznamenané voltametrické kiivky ukazuje Obr. 3.13. Zjisténé zavislosti proudu
I, piku a potencidlu E, piku na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 3.7. Graficky je
zavislost E, na pH roztoku znazornéna na Obr. 3.14 a zavislost 1, na pH roztoku na Obr.
3.15.

Na zméfenych voltamogramech 1ze narozdil od m-AgSAE pozorovat 1 — 2 piky ¢i
vlny, kdy druhy pik je vyrazné niZsi nez prvni. P¥i pH 2 azZ 4 1ze rozlisit 1 pik, pfi pH
5 — 9 jsou pozorovatelné 2 piky a od pH 11 nebyl jiz voltametricky pik prakticky
pozorovan. Tento jev souvisi opé€t s malou stabilitou BCNU v alkalickych prostiedich.
Narozdil od m-AgSAE se potencial prvniho piku s rostoucim pH posouva k negativnim
hodnotam v celém rozsahu pH 2 — 12, tento posun lze popsat rovnici:

E, [mV]=-42 pH - 464,31 (korela¢ni koeficient: — 0,9581)

Zaznamenany posun potencialu E, piku s rostoucim pH i v oblasti neutralnich a
zasaditych pH svéd¢i o odlisnostech v mechanismu redukce BCNU na rtutovych
elektrodach v porovnani s m-AgSAE. Zaroveii byl pozorovan velky rozdil potencialii
pro redukci BCNU na m-AgSAE a HMDE, ktery pro prosttedi BR pufru o pH 2 — 7
¢inil cca 400 mV.

S rostoucim pH zaroveri dochazelo k poklesu vysky piku.
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Navic vzhledem ke zmifiovanému posunu E, k pozitivnéj$im potencialim také nedo-
chazi k interferenci signalu s unikem zakladniho elektrolytu jako v ptipadé¢ m-AgSAE.

Toto prostiedi bylo pouzito pro méfeni kalibra¢nich zavislosti.

I/ nA
&
3

0 L 1 . 1 . 1 N 1 N 1 N 1

-400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600
El/mV

Obr. 3.13
Voltamogramy BCNU (¢ = 1.10* mol dm>) méFené technikou DCV na HMDE
v prostredi BR pufru o vysledném pH 2,2 (1); 3,0 (2); 5,0 (3); 7,0 (4); 9,0 (5),; 10,0 (6).
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Tab. 3.7

Vliv pH na DC voltamogramy BCNU (c = 1.10° ‘ mol. dm‘j), méFeno v prostiedi BR

pufru.

pH _ Epl _ Ipl _ EP2 _ Ipz
[mV] [nA] (mV] [nA]

2 49325 158,98 b b

3 569,25 139,00 b b

4 670,00 127,38 b b
5 715,00 122,03 961 78,19
6 741,25 94,12 1004 70,04
7 776,67 79,08 1098 62,08
8 805,50 49,87 927 44,02
9 834,60 25,17 930 28.25

10 841,00 5,62 b b

1 l a a b b

12 a a b b

pH — pH pouzitého BR pufru
E,,' — potencial 1. piku

Ip[ — proud 1. piku

E,’ — potencial 2. piku

Ip2 — proud 2. piku

¢ — 1. pik neni pozorovatelny

b_2. pik neni pozorovatelny
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Obr. 3.14

Zavislost potencidlu E, voltametrickych pikii BCNU (c = 1.10° * mol dm™) na pH
roztoku, méreno technikou DCV na HMDE v prostfedi BR pufru, 1 — 1. pik,
2-2. pik
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Obr. 3.15
Zavislost proudu I, voltametrickych pikii BCNU (c = 1.1 0~ mol dm™) na pH roztoku,
méreno technikou DCV na HMDE v prostfedi BR pufr, 1 — 1. pik, 2 — 2. pik.
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3.2.1.2 Koncentrac¢ni zavislost

Koncentra¢ni zavislosti byly proméfeny metodou DCV na HMDE v prosttedi BR
pufru o pH 2,2 v rozmezi (1 — 10).10 mol dm™, v rozmezi (2 — 10).10°® mol dm™
a v rozmezi (2 — 10).10” mol dm™ (viz Obr. 3.16, ptislusna kalibra¢ni zavislost viz
Obr. 3.17), kdy jiz druhy pik nebyl pozorovatelny. Pro koncentraci niZ$i nez 2.107
mol dm™ jiZ nebylo mozno ziskané voltamogramy vyhodnotit.

Parametry kalibra¢nich pifimek pro stanoveni BCNU v prostiedi BR pufru o pH
2,2 jsou uvedeny v Tab. 3.8.

Pti zvoleném pH 2,2 a nejvétsi proméfené koncentraci stanovované latky 1.107*
mol dm™ a koncentraci 6.10~" mol dm™ z nejnizsiho dosazitelného koncentra¢niho ¥adu
byla zméfena opakovatelnost méfeni, kdy byla voltametricka k¥ivka stanovované latky
proméfena desetkrat.

Nameéfena data byla statisticky vyhodnocena. Statistické vyhodnoceni naméfenych

dat je uvedeno v Tab.3.9.
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-400 -500 -600 -700
E/mV

Obr. 3.16

Voltamogramy BCNU méFené technikou DCV na HMDE v prostfedi BR pufru

o pH 2,2 v nejnizsim dosazeném koncentracnim rozmezi. ¢(BCNU) = 0 (1), 2.107 (2),
4.107(3),6.107 (4), 8.107 (5), 1.10°° (6) mol dm™.
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Obr. 3.17
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Zavislost proudu I, voltametrického piku na koncentraci BCNU v rozmezi

2.107 = 1.10°° mol dm™. MéFeno technikou DCV na HMDE v prostiedi BR pufru

opH?22.
Tab. 3.8

Parametry kalibracnich pfFimek pro stanoveni BCNU metodou DCV na HMDE

v prostiedi BR pufru o pH 2,2.

c smérnice usek korelaéni Ly
[mol dm_3] [nA mol™ dm3] [nA] koeficient  [mol dm‘3]
(1-10).107° 1,79.10° ~0,99 0,9997 —
(2-10).10°° 1,79.10° ~0,54 0,9979 —
(2 -10).107 1,11.10° 0,65 0,9954 3,6.107
Tab. 3.9
Opakovatelnost vysky piku 1, mérené DC voltametrii na HMDE (vyhodnoceno z deseti
zdznamu)
el A Sr
3 L,
[mol dm™] [nA] [%]
1.107 0,72 0,49 0,51
6.107 0,04 3,30 0,03
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3.2.2 Diferenéni pulsni voltametrie Carmustinu
3.22.1 Vil pH

Analogicky jako pifi DCV byl i technikou DPV sledovan vliv pH na chovani
BCNU (c = 1.10™ mol dm™) na HMDE v prostfedi BR pufru o pfistusném pH (2 — 12).

Zaznamenané voltametrické kfivky ukazuje Obr. 3.18. Zjisténé zavislosti proudu
I, a potencialu E, piku na pH roztoku jsou uvedeny v Tab. 3.10. Graficky je zavislost E,
na pH roztoku znazornéna na Obr. 3.19 a zavislost /, na pH roztoku na Obr. 3.20.

Na zméfenych voltamogramech lze pozorovat 1 — 2 piky. Vzhledem k vé&tsi
citlivosti DPV v porovnani s DC voltametrii 1ze druhy, znateln¢ mensi pik pozorovat jiz
od pH 2 do pH 8. Pii pH 2 az 8 lze pozorovat 2 piky, pii pH 9 lze rozlisit 1 pik a od pH
10 nebyl jiz voltametricky pik prakticky pozorovatelny.

Potencial prvniho piku Ep’ se s rostoucim pH posouva k negativnim hodnotam,
potencial druhého piku E,,2 je konstantni. S rostoucim pH zaroven dochazelo k poklesu
vySky prvniho piku, vysky druhého piku jsou téméf konstantni.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencialu Ep1 prvniho piku na pH BR
pufru v rozmezi pH 2 — 12 vypoc¢ten vztah:

E,,I [mV]=-41,6 pH - 409,2 (korela¢ni koeficient: — 0,9479)

Jako optimalni bylo opét zvoleno prostfedi BR pufr o pH 2,2. Toto prosttedi bylo

pouzito pro méfeni kalibraénich zavislosti.
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Obr. 3.18
Voltamogramy BCNU (¢ = 1 107 mol dm™) méFené technikou DPV na HMDE
v prostiedi BR pufru o vysledném pH 2,2 (1); 3,0 (2); 5,0 (3); 7,0 (4); 9,0 (5).

Tab. 3.10
Vliv pH na DP voltamogramy BCNU (c = 1.107 mol dm™), méfeno v prostiedi BR
pufru.
o _ Epl _ Ipl _ Epz _ Ipz
[mV] [nA] [mV] [nA]
2 446,25 144,78 940,00 10,93
3 514,00 109,15 937,00 11,49
4 622,30 93,54 919,30 10,23
5 646,70 89,52 930,30 12,94
6 677,30 73,09 950,00 15,72
7 720,30 52,32 971,30 24,49
8 734,60 20,53 880,40 6,34
9 741,00 6,29 b b
10 a a b b
1 1 a a b b
12 a a b b
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pH — pH pouzitého BR pufru
E,' - potencial 1. piku

I,,I — proud 1. piku

E,’ — potencial 2.piku

I,,Z — proud 2. piku

?~1. pik neni pozorovatelny

> _ 2. pik neni pozorovatelny

E/mV

-1200 |

-800 |-

-400 [

Obr. 3.19

Zavislost potencialu E, voltametrickych piku BCNU (c = 1.1 0 mol dm™) na pH
roztoku, méfeno technikou DPV na HMDE v prostfedi BR pufru, 1 — 1. pik,

2 - 2. pik.
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Obr. 3.20
Zavislost proudu 1, voltametrickych pikit BCNU (c = 1.1 0~ mol dm™) na PpH roztoku,
méreno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr, 1 — 1.pik, 2 — 2.pik.
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3.2.2.2 Koncentrac¢ni zavislost

Koncentra¢ni zavislosti byly promé&feny metodou DPV na HMDE v prostfedi BR
pufru o pH 2,2 v rozmezi (1 - 10).107° mol dm™, v rozmezi (2 — 10).10‘6 mol dm™
a v rozmezi (2 — 10).1077 mol dm™ (viz Obr. 3.21, pfisluina kalibra&ni zavislost viz
Obr. 3.22), kdy jiz druhy pik nebyl pozorovatelny. Pro koncentraci niZ$i nez 2.1077
mol dm™ jiZ nebylo mozno ziskané voltamogramy vyhodnotit.

Parametry kalibra¢nich pfimek pro stanoveni BCNU v prostiedi BR pufru o pH
2,2 jsou uvedeny v Tab. 3.11.

Pfi zvoleném pH 2,2 a nejvétsi proméiené koncentraci stanovované latky 1.107*
byla zméfena opakovatelnost méfeni, pificemz byla voltametricka kiivka stanovované
latky proméfena desetkrat.

Naméfena data byla statisticky vyhodnocena. Statistické vyhodnoceni namétenych

dat je uvedeno v Tab. 3.12.

1/ nA

12k

Obr. 3.21
Voltamogramy BCNU meérené technikou DPV na HMDE v prostfedi BR pufru o pH 2,2.
¢(BCNU) =0 (1), 2.107 (2), 4.107 (3), 6.107 (4), 8.107 (5), 1.10°® (6) mol dm™>.
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Obr. 3.22

Zavislost proudu piku I, na koncentraci BCNU v rozmezi 2.1 07 — 1.10°% mol dm™.

MeéFeno technikou DPV na HMDE v prostfedi BR pufru o pH 2,2.

Tab. 3.11

Parametry kalibracnich primek pro stanoveni BCNU metodou DPV na HMDE
v prostfedi BR pufru o pH 2,2.

c smérnice usek korela¢ni Ly
[mol dm™] [nA mol™' dm’] [nA] koeficient  [mol dm™]
(1-10).107 2,34.10° -1,35 0,9995 —
(2-10).107° 2,43.10° ~ 0,60 0,9974 —
(2-10).1077 1,14.10° 0,76 0,9998 6,2.107

Tab. 3.12
Opakovatelnost vysky piku I, méFené DPV na HMDE (vyhodnoceno z deseti zdznamii)

c s S, L

[mol dm"’] [nA] [%] 2
1.107% 1,17 0,62 0,83
6.1077 0,07 1,88 0,05
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4.7Zaveér a diskuse

V praci bylo prostudovano spektrofotometrické chovani BCNU ve vodném
prostiedi, pfiéemz byla potvrzena jeho nestalost. V pouzivanych lékovych formach je
BCNU prokazatelné staly a pfi jejich analyze je tfeba vzdy ptipravovat Cerstvé roztoky
z dostupnych standarda a 1é¢iv, proto neni dlouhodoba nestabilita BCNU ve vodnych
roztocich limitujicim faktorem pro jeho stanoveni.

V praci bylo studovano chovani BCNU na meniskem modifikované stiibrné tuhé
amalgamové elektrodé a visici rtutové kapkové elektrodé pomoci DCV a DPV. Bylo
zjisténo, Ze se elektrochemické chovani BCNU lisi: na HMDE latka poskytuje
v prostiedi BR pufru 1 az 2 piky ¢i viny, jejichz poloha a vyska zavisi na pH pouZitého
pufru, na m-AgSAE je pozorovatelny pouze 1 pik v celém rozsahu pH (2 — 10).

Shrnuté vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. 4.1. Z Tab. 4.1 je ziejmé, Ze nizSich
hodnot relativni smérodatné odchylky bylo dosazeno na HMDE, nicméné relativni
smérodatna odchylka 2,29 % u m-AgSAE svéd¢i o mozném pouziti této elektrody
v praktickych aplikacich.

Byly nalezeny optimalni podminky pro jeho stanoveni v koncentraénim rozmezi
1.10™* az 2.107 mol dm™, koncentraéniho fadu 1077 bylo dosaZeno pouZitim visici

rtutové kapkové elektrody.

Tab. 4.1
Shrnuté vysledky méFeni.

m-AgSAE HMDE
c Sr Lo c Sr Lo
moldm™]  [%] [moldm™] | (moldm™® [%] [moldm™|
DCV 1.10°* 2,29 - 1.10* 0,49 -
DPV 1.10" 1,49 - 1.10* 0,62 -
DCV 4.10° 1,94 8,3.107 6.107 3,30 3,6.107
DPV 4.10° 1,37 7,1.107 6.107 1,88 6,2.107
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