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1. UVOD

Rostouci pozadavky na kontrolu chemického slozeni 1éCivych i pomocnych latek
neustdle zvySuji naroky na mnozstvi provadénych rozbori, na zvétSovani hranic
koncentrac¢nich intervald, ale i spolehlivost vysledki a rychlost analytickych stanoveni.

Snaha o zvySeni produktivity a spolehlivosti, pfedev§im rutinnich stanoveni,
vede ve farmaceutické analyze stale vice k instrumentaci a automatizaci rtznych
analytickych metod a spojovani n¢€kolika analytickych operaci do tzv. automatickych
analyzatorti. Odstranuji se tak nevyhody manudlné provadénych méteni, jako je velka
spotieba chemikalii, Casovd a manudlni narocnost, zatizeni vysledkli hrubymi
experimentalnimi chybami, kontakt pracovniki s toxickymi latkami aj.

Mezi takovéto instrumentdlni metody patii 1 priitokova injek¢ni analyza ( dale
FIA ), kterd je v principu, potiebném piistrojovém vybaveni i praktickém provedeni
nejjednodussi analytickou automatizaéni jednotkou. Umoznuje kombinaci s mnoha
analytickymi technikami a ve spojeni s chemiluminiscencni detekci se vyznacuje i
znacnou selektivitou analyzy. Ve farmacii se FIA uplatiiuje zejména pii stanoveni
obsahu jednotlivych 1é¢ivych latek v substancich a lékovych formach, kde je tieba
rychlého a nendro¢ného stanoveni pomérné malych mnozstvi u¢inné latky ve vétSim
poctu vzorki.

V této diplomové praci jsem vyuZzila kombinace pritokové injekéni analyzy a
chemiluminiscen¢ni detekce ke stanoveni hydrochloridu thioridazinu, hydrochloridu
promethazinu a hydrochloridu levomepromazinu ( déle thioridazin, promethazin a
levomepromazin ). Jedna se o 1éCiva, ktera se v l1ékafstvi nejCastéji pouzivaji k lécbé
zavaznych psychiatrickych onemocnéni, promethazin se pouzivd hlavné jako

antihistaminikum.



2. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat chemiluminiscen¢ni
stanoveni neuroleptika thioridazinu, promethazinu a levomepromazinu za pouziti
injek¢ni pritokové analyzy a potom tuto metodu pouzit pfi stanoveni lé¢iv v hromadné
vyrabénych 1é¢ivych ptipravcich.

Princip stanoveni byl zalozen na oxidaci 1é¢iva na produkt, ktery poskytuje
chemiluminiscenc¢ni zafeni, jez muze byt detekovano. Méfeni bylo provedeno v kapalné
fazi. Jako oxidac¢ni ¢inidlo jsem pouzivala roztok manganistanu draselného v kyselém
médiu, kyselin€ sirové.

Pted vlastnim méfenim bylo nutné optimalizovat podminky stanoveni. Byly
nastaveny vhodné Casové parametry pracovniho pfistroje — doba davkovani, rychlost
Cerpani roztokd, které urcuji objem analyzované¢ho vzorku. Déle bylo nutné nalézt
vhodnou koncentraci oxida¢niho €inidla a kyseliny sirové a stanovit jejich optimalni
pomér v nosném proudu. Byl vyzkousen i vliv nékterych latek zvysujicich intenzitu
chemiluminiscence.

Za optimalizovanych podminek jsem sestrojila kalibraéni zavislosti a poté
pfistoupila ke stanoveni thioridazinu, promethazinu a levomepromazinu ve
farmaceutickych piipravcich. Na zavér jsem obsah thioridazinu, promethazinu a
levomepromazinu stanovila srovnavaci 1ékopisnou metodou. Vysledky obou stanoveni

jsem ve vSech ptipadech statisticky zhodnotila.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Fenothiazinova neuroleptika
Nazev antipsychotika je jednim z nékolika ndzvi pro oznaceni skupiny latek

pouzivanych hlavné k 1é¢bé schizofrenie, ale uU¢innych i u jinych psychdéz a u
neklidnych stavli. V Evrop¢ se vice pouziva nazev neuroleptika, protoze tyto latky maji
schopnost ovliviiovat nékteré integraéni mozkové systémy.

Az do zacatku 50. let 20. stoleti neexistovaly pfijatelné zptisoby farmakoterapie
schizofrenie. Tehdy se téméf soucCasné objevily reserpin a chlorpromazin.
Chlorpromazin byl vyvinut jako antihistaminikum a reserpin jako antihypertenzivum.
Néhodna pozorovani jejich zklidijicich vlastnosti vedla k zahajeni zkousek u
psychiatrickych  pacienttl. Uspéch chlorpromazinu vedl k zavedeni &etnych
fenothiazinovych derivata. [1]

Derivaty fenothiazinu tvofi 1 dnes nejdilezitéjsi skupinu tricyklickych
neuroleptik. Vyznacuji se spole¢nou zakladni chemickou strukturou — fenothiazinovym
skeletem s jednovaznym substituentem v poloze 2 a bazickym fetézcem v poloze 10.
Bazickou funkci spojenou sjadrem prostfednictvim tfiuhlikatého fetézce byva
dimethylaminoskupina, substituovany piperidinovy nebo piperazinovy kruh. Tato ¢ést
molekuly do zna¢né miry modifikuje jeji ucinek kvalitativné. 3-Dimethylaminopropyl-,
N-methyl-3-piperidylmethyl- a 2-(N-methyl-2-piperidyl)ethyl-derivaty se vyznacuji
pfedevSim  tlumivé  neuoroleptickym  G¢inkem. Pro 3-(4-substituované
piperidino)propyl- a 3-(4-substituované-1-piperazinyl)propyl-derivaty je pfiznacény
antipsychoticky neurolepticky tc¢inek. U latek fenazinové fady ( perfenazin, flufenazin )
je mozné ziskat esterifikaci alkoholického hydroxylu v bazickém fetézci kyselinou
heptanovou, resp. dekanovou, preparaty s dlouhodobou u¢innosti.

Substituent v poloze 2 ovliviiuje t¢innost neuroleptika po strance kvantitativni.
Srovndni v tadé¢ promazinové, perazinové i1 fenazinové ukdzalo, Ze pfi stejnych
bazickych fetézcich se centralni WGc¢inek prohlubuje od latek v poloze 2
nesubstituovanych, ptes chlor-, methoxy-, acyl- az k trifluormethylderivatim.

Néhradou jednoho nebo obou benzenovych jader heterocykly ( pyridin,
pyridazin, pyrazin, thiofen ) ziskané heteroanalogy fenothiazinovych neuroleptik byly
vesmés mén¢ ucinné a v praxi se neprosadily. [ 2 ]

Derivaty fenothiazinu jsou latky, které snadno podléhaji oxidaci rliznymi

oxida¢nimi ¢inidly ( napt. FeCl; NH4VO3, HyO, ). V kyselém vodném prostiedi se



V prvnim stupni reverzibilné oxiduji za vzniku barevného radikalkationtu, ktery ve
druhém stupni oxidace ptechazi ireverzibiln¢ na bezbarvy sulfoxid. Pribéh reakce
zavisi na kyselosti, koncentraci fenothiazinového derivatu i typu pouzit¢ho oxidacniho
¢inidla.[3]

Obr. €. 1: Pribéh oxidace fenothiazinovych derivata

S s
-y s
_— +
+e +H,0
T R, N Ry 2 N R;
! |

Rio

n=—=0

2

10 RlO

3.1.1. Neuroleptika v praxi
Schizofrenie je druh psychdzy, charakterizované piedev§im neporusenym

védomim, ale zietelnou poruchou mysleni. Patogeneze je dosud neznamd. Objev
antipsychotik podnitil vyzkum, na jehoz zaklad¢ byla za nezbytnou podminku vzniku
psychotického onemocnéni povazovana genetickd predispozice. Presvéd¢ivy dikaz
hereditarni povahy schizofrenie v§ak nebyl dosud ziskan.

Ze vsech hypotéz je nejvice propracovana dopaminovd hypotéza schizofrenie,
ktera je podkladem racionalnéjsi 1écby. Neni stile jasné, zda jsou poruchy pii
schizofrenii vysledkem nadmérné syntézy a uvoliiovani presynaptického dopaminu,
jeho porusené¢ho metabolismu, nebo zvySené citlivosti postsynaptického receptoru.
Jestlize by jedinou pfi¢inou vzniku schizofrenie byly poruchy fyziologickych
dopaminergnich funkci, mely by mit antipsychotické 1€ky daleko lepsi 1écebny efekt.
Antipsychotika v§ak maji u vétSiny nemocnych jen ¢aste€ny uspéch a u nekterych zcela
selhavaji.[ 1]

Antipsychotika jsou svym mechanismem ucinku  antagonisté dopaminu.
Dopamin je zodpovédny za spontaneitu, iniciativitu, asertivitu v chovani a za snahu po
dominanci v mezilidskych vztazich. Je-li jeho aktivita vystupfiovana, dochazi
pravdépodobné k agresivit¢ a za urCitych okolnosti k paranoidnim bludim a
halucinacim. Tyto jevy jsou tzv. pozitivni pfiznaky schizofrenie, pii kterych dochazi
k dopaminergni hyperaktivité v limbickém systému. Tuto hyperaktivitu zabrzdi pravé
neuroleptika. Hlavnim problémem je skuteCnost, Ze pii schizofrenii se zpravidla
objevuje smés pozitivnich a negativnich pfiznakti ( emocni oplostélost, autismus atd. ),
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problémem je skutecnost, Ze pii dlouhodobé blokadé¢ receptoru dochazi k jakési



denervacéni hypersenzitivé, coz mize usnadiiovat vznik recidivy psychozy pfi preruSeni
terapie neuroleptikem.[ 4 ]

Predpoklada se, Ze antipsychotické plisobeni spociva ve schopnosti blokovat
dopamin v mezolimbickém a mezofrontalnim systému. Antagonizaci dopaminu
V nigrostriatdlnim systému se vysvétluje nezadouci vyskyt parkinsonismu po podavani
antipsychotik.

Pfestoze vSechna uc¢inna antipsychotika blokuji D, receptory, stupen blokady se
ve vztahu Kjinym u¢inkim na receptorech mezi jednotlivymi latkami velmi lisi.
Chlorpromazin a thioridazin blokuji a-adrenergni receptory vice nez D, receptory. Také
blokuji relativné silné serotoninové ( SHT, ) receptory. Perfenazin zase ucinkuje
pievazné na D, receptory.

Psychiatrické indikace: Primarni indikaci antipsychotik je schizofrenie, dale

manicka obdobi u bipolarni afektivni psychézy.Také se pouzivaji k Gipravé porusené¢ho
chovani u pacientii se senilni demenci Alzheimerova typu. Antipsychotika se rovnéz
mohou spolu s antidepresivy pouZzivat ke zvladnuti agitovanosti nebo psychézy u
depresivnich nemocnych.

Nepsychiatrické indikace: S vyjimkou thioridazinu ma vétSina antipsychotik

silny antiemeticky Uc¢inek. Napftiklad prochlorperazin se pouziva pouze jako
antiemetikum. Fenothiaziny s krat§imi postrannimi fetézci maji vyrazny tlumivy ucinek
na Hi receptory a uZivaji se k 1écbé€ svédéni nebo jako sedativa v predoperacni piiprave.

Ptikladem muize byt promethazin.[ 1 ]

3.1.2. Thioridazini hydrochloridum
10-{2-[(2RS)-1-methylpiperidin-2-yl]ethyl}-2-(methylsulfanyl)-10H-fenothiazin-

hydrochlorid, C21H27C|N252, M, = 407,03

H
CH,
L\

CH,
\(:H3

N
@ QS_CHg .HCL
S
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Charakteristika: Thioridazin je fenothiazinové neuroleptikum, jehoz neurolepticky

ucinek je ponékud slabsi nez chlorpromazinu, velkou vyhodou je minimum nezadoucich
vedlejSich ucinktt ( atlum ). Pii bézném davkovani nevyvolava extrapyramidové
pfiznaky. M4 i aktivitu antianxidézni a antidepresivni. Pouzivd se i mimo oblast
psychiatrie ( psychdézy, neurdzy ) napi. ve vnitinim lékarstvi a gynekologii. [ 2 ]
Thioridazin v davkach nad 300 mg denné téméf vzdy pusobi mensi zmény T viny, které
se snadno upravi snizenim davky. Nadmérné davky thioridazinu jsou spojeny se
jisté, muze-li thioridazin zpasobit stejné poruchy i v terapeutickych davkach.
Kombinace riznych tricyklickych antidepresiv a thioridazinu je nutno indikovat pouze
s velkou obezfetnosti, protoze mulze dojit k aditivnimu antimuskarinovému a
chinidinovému ptisobeni.

Smrtelné otravy antipsychotiky jsou vzacné. Vyjimku tvofi otravy mesoridazinem a
thioridazinem. Hlavnim pfiznakem je u nich ospalost, kterd se prohlubuje az do koématu
a je preruSena obcasnymi obdobimi agitace. Letdlni ucinky jsou podminény
komorovymi arytmiemi. Thioridazin je jediné antipsychotikum, které plisobi depozita
Vv sitnici. Postizeni pacienti obvykle uddvaji hnédavé vidéni. Maximalni denni davka
byla omezena na 800 mg, aby se pravdépodobnost vzniku této komplikace snizila. [ 1 ]
Popis a vlastnosti: Baze taje pti 72 — 74 °C. Thioridaziniumchlorid tvoii bilé krystalky
tajici pii 158 — 160 °C. [ 2]

Rozpustnost: Je snadno rozpustny ve vodé a v methanolu, dobie rozpustny v lihu 96 %

a prakticky nerozpustny v etheru. [ 5]
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3.1.3. Promethazini hydrochloridum
Je to (2RS)-1-(10H-fenothiazin-10-yl)-N,N-dimethylpropan-2-amin-hydrochlorid,

C17H21C|N28, Mr = 320,88

CHa
CH

/ 3
CH—CH—N{_
| CH
N

.HCI

S

Charakteristika: Promethazin je jednim znejiéinnéjSich antihistaminik. Kromé

antihistaminového ucinku vsak plsobi téz analgeticky, sedativné a hypnoticky. Pouziva
se pii alergickych onemocnénich, dale pfi parkinsonismu a poruchach spanku. Ma také
antiemetické ucinky.

Popis a vlastnosti: Baze promethazinu krystaluje ve dvou modifikacich. Stala

modifikace taje pii 70 — 71 °C, nestala modifikace pii 67 °C. Promethaziniumchlorid je
bezbarvy mikrokrystalicky prasek hoiké chuti, tajici pti 230 — 232 °C. Na vzduchu se
barvi modfe.

Rozpustnost: Velmi snadno se rozpousti ve vodé¢, dobie v ethanolu a chloroformu, je

prakticky nerozpustny v diethyletheru a acetonu. [ 2 ]

3.1.4. Levomepromazini hydrochloridum
(2R)-3-(2-methoxy-10H-fenothiazin-10-yl)-N,N,2-trimethylpropan-1-amin-

hydrochlorid, C19H25CIN,OS, M, = 364,93

CH3

/CH3
CH,— CH——CH,—N
\CH3
N
OCHj3 .HCI
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Charakteristika: Levomepromazin ma az dvakrat vyrazn&jsi neurolepticky t¢inek nez

chlorpromazin, vyraznégji se projevuje sedativni a analgetickd slozka ucinku a rovnéz
pusobeni antianxidzni a antidepresivni. Vyvoldva znacnou somnolenci, ¢ehoz se
vyuziva pii 1é€be nespavosti. V nizkych davkach se uplatiiuje jako antineurotikum. [ 2 ]

Popis a vlastnosti: Bily nebo velmi slabé nazloutly krystalicky prasek, slabé

hygroskopicky, na svétle a vzduchu je nestaly. Vyskytuje ve dvou forméch; jedna taje
pii asi 142 °C, druha pfi asi 162 °C.

Rozpustnost: . Je snadno rozpustny ve vodé a v lihu 96%, prakticky nerozpustny
v etheru.[ 5]

3.2. Metody  stanoveni thioridazinu, promethazinu a
levomepromazinu

3.2.1. Lékopisné metody
V &eském lékopise 2002 ( CL 2002 ) je uveden ¢lanek nazvany Thioridazini

hydrochloridum. Stanoveni obsahu dle CL 2002: 0,300 g se rozpusti ve smési 10 ml

kyseliny octové bezvodé R a 60,0 ml acetanhydridu R a titruje se kyselinou chloristou
0,1 mol / 1 VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence. 1 ml kyseliny chloristé
0,1 mol / | odpovida 40,70 mg slouceniny Cz,H27CIN,S,. [ 5]

V CL 2002 je dale uveden &lanek nazvany Promethazini hydrochloridum.

Stanoveni obsahu dle CL 2002: 0,250 g se rozpusti ve smési 5,0 ml kyseliny

chlorovodikové 0,01 mol /1 VS a 50 ml lihu 96 % R a titruje se hydroxidem sodnym 0,1
mol / 1 VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence. Odecte se spotfeba mezi
dvéma inflexnimi body. 1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol / 1 VS odpovida 32,09 mg
C17H21CIN,S. [5]

V CL 2002 je uveden ¢lanek nazvany Levomepromazini hydrochloridum.
Stanoveni obsahu dle CL 2002: 0,300 g se rozpusti v 5 ml vody R, piida se 50 ml

propan-2-olu a titruje se hydroxidem sodnym 0,1 mol / 1 VS za potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. 1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol / 1 VS odpovida 36,49 mg
Slouéeniny C19H25C|N208. [ 5 ]

3.2.2. Stanoveni thioridazinu, promethazinu a levomepromazinu
metodou prutokové injekéni analyzy
Bylo publikovano nékolik praci, které se zabyvaji FIA metodou stanoveni

fenothiazinovych derivatl s vyuzitim chemiluminiscencni detekce.

13



Cepaz, Silva, Perez-Bendito vyuzili ve své praci ke stanoveni fenothiazint
(acepromazinu, propiopromazinu, promazinu, thioridazinu, trimeprazinu a
chlorpromazinu) peroxyoxalatovy systém — systém bis ( 2,4,6-trichlorfenyl )oxalat —
H,0,. Pracovni roztok byl piipraven smisenim maximalné¢ 915,0 ul standardniho
roztoku obsahujictho 20,0 pmol-200,0 nmol fenothiazinu, 65,0 ul vodného 33 %
roztoku peroxidu vodiku a 20,0 pl 0,05 mol / 1 pufru o pH=9 a ziedén na objem 1,0 ml
acetonem. Reakce byla zahdjena kontinudlnim ptidavkem 0,05 mol / 1 bis ( 2.,4,6-
trichlorfenyl )oxalatu ( 6,5 ml /min ). S ohledem na emisni pozadi byl sledovan vliv pH,
obsahu vody a koncentrace ¢inidel na maximalni reakéni rychlost acepromazinu.
Rozsah linearity kalibra¢nich kfivek byl dosazen pfes tfi fady, detek¢ni limit byl v fadu
pmol. Relativni smérodatnad odchylka ( n=11 ) byla od 1,0-3,75 %. Metodou bylo
dosazeno 90 analyz za hodinu. Metoda byla pouzita pro stanoveni acepromazinu

Vv konské plazmé s navratnosti 94,4-102 %. [ 6 ]

Kojlo, Michalowski a Wolyniec vypracovali metodu chemiluminiscenéniho
stanoveni thioridazinu ve farmaceutickych ptipravcich FIA metodou. Jako potencialni
¢inidla pro chemiluminiscencni stanoveni pomoci oxidace fenothiazinovych derivatt
byl testovan peroxid vodiku, manganistan draselny, dichroman draselny,
hexakyanozelezitan draselny a siran ceficity. Ale pouze s manganistanem draselnym
V kyselém prostfedi bylo dosahovano uspokojivych vysledki. Celkem 13 riznych
fenothiazinovych derivati produkuje luminiscenci rizné intenzity Vv zavislosti na
oxidaci. Detekéni limit je 12 - 10° mol / 1 . Mize byt stanoveno az 110 vzorki za
hodinu. [ 7]

Sultan, Hassan a Abulkibash popisuji novou, specifickou a vysoce citlivou
pritokovou injekéni metodu pro stanoveni promethazinu hydrochloridu za pouZiti
peristaltické a injekéni pumpy. Tato metoda je zaloZzena na produkci
chemiluminiscen¢niho zéfeni, které je vysledkem oxida¢ni reakce s manganistanem
draselnym v prostfedi kyseliny sirové. Optimalni chemické podminky byly: koncentrace
manganistanu draselného 2,1519 - 10* mol / | v 0,01 mol / 1 kyselin& sirové pfi
rychlosti peristaltické pumpy 45 ml / s a injekéni pumpy 40 ml / s. Metoda byla
vytvofena tak, aby byla aplikovatelna v koncentratnim rozmezi promethazinu

hydrochloridu od 1,558 - 10”° do 1,8697 - 10° mol /1.[ 8]
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Také Xue, He, Feng a Lu vyuzili ve své praci ke stanoveni promethazinu
hydrochloridu pritokovou injekéni analyzu s chemiluminiscenéni detekci. Pfi této
metodé byl roztok vzorku injikovan do systému, kde byl smichan s proudem 0,3 %
glyoxalu , nasledovala reakce sproudem 0,5 mM KMnO; a 1 M H,SO, a
chemiluminiscenc¢ni detekce. Kalibra¢ni kiivka pro hydrochlorid promethazinu byla
linearni v oblasti od 0,1-6 uM a detekéni limit byl 35 nM. Relativni smérodatna
odchylka byla 2,3-2,7 %. Metoda byla aplikovana u injek¢nich roztoki a tablet.
Vysledky byly shodné s vysledky, které byly ziskany metodou publikovanou v Cinském
1ékopise. [ 9 ]

Aly, Alarfaj, Alwarthan popsali ve své praci FIA metodu stanoveni fenothiazint
flufenazinu ( 1), levomepromazinu ( 11') a trimeprazinu ( 111') v biologickych tekutinach
S vyuzitim chemiluminiscence. Vzorek rozdrcenych tablet obsahujici pfiblizné 20 mg
1é¢iva byl extrahovan 60,0 ml kyseliny chlorovodikové 0,1 mol / 1. 3,0 ml moci nebo
alkalické plazmy byly extrahovany 20,0 ml smési heptan / isoamyl alkoholu ( 197 : 3 ).
Organicka ¢ast byla odpafena dosucha a rozpusténa v kyselin€ chlorovodikové 0,1 mol /
1. Pro stanoveni I a II byly extrakty zfedény na objem 100,0 ml ptfidavkem 70,0 pg / ml
rhodamidu-B. 200,0 ul piipraveného roztoku bylo nadavkovano do nosného proudu
kyseliny chloristé 2,0 mol / 1 ( 3,65 ml / min ), ktery byl nasledné smichan s proudem
Ce™ (13,65 ml / min ) v kyseling sirové 50,0 mmol / 1. Koncentrace Ce** byla 10,0
mmol / 1 (1), 5,0 mmol / I (Il) a 1,0 mmol / 1 (III). Kalibraé¢ni ktivky byly linearni
v rozsahu 0,5 — 90,0 ug / ml (I) a 0,1 — 6,5 pg / ml pro II a III. Detekéni limit byl 0,01
pg / ml (I) a 0,1 pg / ml pro I a IIl. Metodou bylo dosaZeno vice nez 129 analyz za

hodinu. Primérna navratnost 1é¢iv byla vyssi nez 86,7 %. [ 10 ]

Dalsi metody FIA stanoveni:

Spektrofotometrické  stanoveni  thioridazinu a  chlorpromazinu  ve
farmaceutickych ptipravcich. 204 pl roztoku 0,5 M HCI bylo injikovano do proudu
vody ( 0,8 ml / min ). 285 ul vzorku fenothiazinu bylo injikovdno do paralelniho proudu
vody ( 1,3 ml / min ). Proudy byly pfivadény na pevnou fazi reaktoru obaleného FePO4
a uzavieného v pryskyfici, piistroj byl zah¥an na teplotu 42°C. Kalibragni kiivka byla
linedrni pro 250-400 pg / ml thioridazinu hydrochloridu pii 636 nm a 250-500 pg / ml
chlorpromazinu hydrochloridu pfi 526 nm. Relativni smérodatnd odchylka u

thioridazinu byla 2,8 % a u chlorpromazinu 3,4 %. [ 11 ]
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Spektrofotometrické stanoveni thioridazinu za vyuziti reaktoru s pevnou fazi
obsahujici PbO; upevnéném na polymeru ( polyester pryskyfice, pomér PbO, /
pryskyftice byl 3 : 1). Ke stanoveni byl pouzit roztok thioridazinu v 0,1 mM H,SO4. Ten
spole¢né snosnym proudem protéka reaktorem, kde je PbO, thioridazinem
redukovan.Nasleduje reakce uvolnénych Pb ( II ) s proudem cinidla 2 pM Mn (11 ) a 4
uM EDTA v reakéni civee ( 15 cm dlouhé ), kde se uvolni Mn ( I ), které katalyzuji
reakci 14 mM jodistanu a 1 mM diethylanilinu v pufru H3PO4 / NaOH o pH 7 v dalsi
reak¢ni civce dlouhé 528,5 cm. Detekce je pii 470 nm. Kalibra¢ni kiivka je linearni
v oblasti 0,25-5 pg / ml. Relativni smérodatna odchylka ( n=40 ) ¢ini 1,3 %. Takto mize

byt stanoveno 39 vzorkl za hodinu. [ 12 ]

Spektrofotometrické stanoveni thioridazinu za vyuZiti reaktoru s pevnou fazi
obsahujici arzenitan cefiCity ( cCastice velké 150-200 pm ). Davky ( 433,8 ul )
standardniho roztoku thioridazinu byly smichany s roztokem 0,5 M HCI a vznikla smés
byla injikovana do proudu vody o rychlosti 3,23 ml / min. Smés byla dale vedena na
pevnou fazi reaktoru a absorbance modrého produktu byla méfena pii 630 nm.
Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozsahu 5-140 pg / ml a relativni smérodatna odchylka
( n=66 ) byla 2,2 % pro 50 pg /ml. Metodou bylo dosazeno 74 analyz za hodinu.
Metoda byla pouzita k analyze tii farmaceutickych preparata s relativni chybou 1,6-2,7
%. Byl také provéten vliv sacharozy, laktozy a ethanolu na analyzu. Pouze ethanol o

stejné koncentraci jako thioridazin ma vyznamny vliv na analyzu. [ 13 ]

Spektrofotometrické stanoveni 10 — 250 pg / ml fenothiazinovych derivati
(chlorpromazinu, promethazinu, promazinu, methotrimeprazinu, thioproperazinu,
fluphenazinu, trifluoperazinu a thioridazinu).Roztoky ( 200 pl ) farmaceutickych
preparatli obsahujicich fenothiazin byly vedeny rychlosti 2,4 ml / min do systému
automatické pritokové injekéni analyzy s roztokem 2,74 mM Fe ( ClO4 )3 a 10 M
HCIO, jako oxida¢niho ¢inidla a vody jako nosie. Vzniklé produkty byly vedeny do
spektrofotometru nastaveného na maximalni vinovou délku jednotlivych drog. Metodou

bylo dosazeno az 120 analyz za hodinu. [ 14 ]

Spektroelektroanalytickd metoda pro stanoveni promethazinu hydrochloridu je
zaloZena na detekci in situ barevnych kationaktivnich radikalt vytvofenych b&hem
elektrooxidace na zlaté elektrod¢ v prostifedi 0,1 mol / 1 kyseliny sirové. Tato metoda

nabizi mnoho vyhod jako je jednoduchost, rychlost, selektivita a citlivost. Byla
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zkoumana moznost stanoveni promethazinu hydrochloridu jak v €isté form¢ tak ve
farmaceutickych pfipravcich pomoci amperometrie a absorpéni fotometrie.
Amperometricky signal mize byt pouzit ke stanoveni promethazinu v jednoduchych
preparatech ( Fenergan ), fotometricky signdl se mize stat rozhodujicim jestlize jsou
Vv preparatu obsazeny i dalsi elektroaktivni latky, napt. dipyron ( Lisador ). U Fenerganu
jsou vysledky této metody shodné s vysledky oficidlni metody doporucené v Britském
1ékopise. Stanoveni touto oficidlni metodou u Lisadoru je ruseno piitomnosti dipyronu.

[15]

FIA stanoveni promethazinu za pouziti dvou ionto-selektivnich elektrod jako
detektoru. Tetrafenylborat promethazinu ( 40 mg ) byl rozpustén ve 2 g 2-nitrophenyl-
octyl-etheru ( NPOE, pro typ A ISE ) nebo ve 2 g bis ( 2-ethylhexyl )sebacatu ( BEHS,
pro typ B ISE ). Davky ( 0,4 ml ) kazdého snimaného materidlu byly imobilizovany v 6
ml tetrahydrofuranu obsahujiciho 180 mg PVC. Davky standardniho roztoku
promethazinu byly vstfiknuty do nosné¢ho proudu ( 6 ml / min ) 0,01 M fosfatového
pufru o pH 6 nebo 0,01 M Na,SO4. Obé ISE vykazovaly linearni odezvu ke
koncentracim promethazinu od 0,5 uM do 0,1 mM s detekénim limitem 0,2 uM. V 0,01
M fosfatovém pufru o pH 6 typ B ISE vykazoval men$i detekéni limit a
reprodukovatelnost nez typ A. Vysledky souhlasily s vysledky ziskanymi metodou
USP.[16]

Nepiimé potenciometrické stanoveni chlorpromazinu oxidaci na pevné fazi.
Reaktor byl ptipraven smisenim 25 g PbO, s 15 g Al-100 polyesterového pryskyfi¢ného
roztoku a 0,5 ml methyl-ethyl ketonu jako katalyzatoru. Hmota byla poté redukovana do
malych kuli¢ek a inkorporovana do PTFE tuby ( 16 cm x 0,1 mm ). Roztok vzorku
(250,0 pl) byl aspirovan do proudu 0,075 mol / 1 KNO3 ( 1,9 ml / min ). Pfi prichodu
reaktorem doslo k chemické reakci, pii které se do nosného proudu uvolnily ionty Pb*,
kter¢ byly nasledn¢ detekovany. Kalibraéni kiivka chlorpromazinu byla linearni
v rozsahu 0,01-2,0 ug / ml, relativni smérodatna odchylka ( n=22 ) pro 1,0 ug / ml byla
1,4 %. Metodou bylo dosazeno 20 analyz za hodinu. Metoda byla pouZzita pro stanoveni
chlorpromazinu v injekénich ptipravcich. Vhodnost metody pro dalsi fenothiaziny byla
ovéfena na promazinu a promethazinu. Kalibracni kfivky dosahovaly linearity od 0,01

do 1,0 pg/ml [ 17 ]
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Stanoveni promethazinu hydrochloridu turbidimetrickou metodou. Droga byla
extrahovana z tablet vodou a davka ( 91,8 ul ) byla injikovana do nosného proudu (0,97
ml / min), ktery se skladal ze smési 1,16 mM modrého bromofenolu a 86 mM KCl,
ktery byl nastavena pH 1,2 pomoci HCI. Reak¢ni spirdla byla zhotovena z teflonovych
trubicek a zdkal byl zméfen pii 650 nm. Kalibracni kiivka byla linearni od 25 do 197

ppm promethazinu s varia¢nim koeficientem 1,3 %. [ 18 ]

Spektrofotometrické stanoveni promethazinu hydrochloridu za pouziti FIA
metody s reaktorem s pevnou fazi obsahujici arsenitan cefi¢ity. Detekce je zalozena na
oxidaci Ce ( IV ) se sledovanim piechodného cCerveného zabarveni pti 514 nm.
Kalibra¢ni kiivka byla linearni od 5 do 400 pg / ml promethazinu hydrochloridu a
variacni koeficient byl 0,5 % ( n=40 ). Detek¢ni limity by mohly byt zlepSeny
fluorimetrickou detekci a metoda miZze byt pouzita pii kvalitativni kontrole

farmaceutickych preparatt. [ 19 ]

Fluorimetrické stanoveni fenothiazinovych derivati fotooxidaci v pritokovém
injekénim systému. Standardni roztok fenothiazinovych derivati ve vodé nebo
v ethanolu byl aspirovan do vodného nosného proudu. Po ozaieni v PTFE reaktoru
(0,5mm) 254 nm rtutovou lampou byla zméfena fotochemicky indukovana
fluorescence. Kalibracni kiivky dosahovaly linearity ptes tii fady, detekcéni limit byl

13,0 ng / ml. [20]

Spektrofotometrické stanoveni promethazinu hydrochloridu. Vzorek byl
rozpustén v 0,2 M H,SO, a roztok byl injikovan do nosného proudu ( 4 ml / min ) 0,303
mM Ce ( IV ) v 0,2 M H,SO,. Absorbance vzniklého zabarveni byla zméfena pii 514
nm. Kalibra¢ni kfivka byla linearni od 10,3 do 51,3 ppm promethazinu. Variacni
koeficient ( n=40 ) byl 1,2 % pro 35 ppm promethazin. Tato metoda byla pouzita pro

stanoveni promethazinu v preparatech. [21]

Soucasné pratokové injekéni stanoveni chlorpromazinu a promethazinu
fotochemickou reakci. Chlorpromazin a promethazin byly soucasné stanoveny pomoci
UV zifeni. Metoda byla zalozena na rozdilu pH média, kde se konala fotochemicka
konverze chlorpromazinu a promethazinu na fluorescen¢ni produkt. Bylo stanoveno 30-

40 vzorkd za hodinu. Variaéni koeficient byl od 2-4 %. Metoda byla pouZita ke
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stanoveni chlorpromazinu a promethazinu ve farmaceutickych preparatech, vysledky

souhlasily s o¢ekavanymi hodnotami. [ 22 ]

Spektrofotometrické stanoveni fenothiazinovych neuroleptik ve farmaceutickych
ptipravcich s vyuzitim 0,4 % roztoku vanadi¢nanu amonného ve zfedéné kyseliné
sirové. Pro chlorpromazin, promethazin, trimeprazin a perfenazin byla koncentrace
kyseliny 0,5; 1,5; 0,6 a 0,5 M a detekce byla pii 526; 515; 510 a 525 nm. Varia¢ni
koeficient ( n=7 ) byl < 0,5 %. Metodou bylo dosazeno 129-150 analyz za hodinu.

Vysledky byly porovnavany s oficidlnimi lékopisnymi metodami. [ 23 ]

Pratokovd injekéni fluorimetrickd analyza nékterych aminophenothiazint
zalozena na fotooxidaci. Vodny trifluoperazin o pH 6 ( 300 pl ) byl injikovan do proudu
vody, ktery prochazel 200 cm dlouhou PTFE trubici obklopenou UV lampou a
fluorescence trifluoperazinu indukovana fotooxidaci byla zmétfena pii 424 nm.
Kalibra¢ni kfivka byla linearni od 0,5 — 480 pg / ml. Relativni smérodatnd odchylka
byla 3,2 % ( n=6 ). Detekéni limit byl 0,06 pg /ml trifluoperazinu. Metoda byla dale
pouzita ke stanoveni ethoperazinu, levomepromazinu a thioproperazinu v moci a krom¢é

ethoperazinu 1 ve farmaceutickych ptipravcich. [ 24]

Spektrofotometrické stanoveni 5,0 — 250,0 pg / ml fenothiazinovych derivata
(prochlorperazinu, thioridazinu, levomepromazinu, perfenazinu, trifluoperazinu a
flufenazinu) za vyuziti reaktoru s MnO, ( 50 mm x 1,2 mm ) a H,SO4 0,01 mol / | jako
nosného proudu ( 0,6 ml / min ). Objem vzorku injikovany do systému byl 100,0 pl,
relativni smérodatna odchylka ( n = 10 ) pro prochlorperazin maleat o koncentraci 75,0
png / ml bylal,2 %. Metodou bylo dosazeno 50 analyz za hodinu. Metoda byla pouZzita
pro stanoveni 1é¢iv v tabletach, vysledky pak porovnany s lékopisnym

spektrofotometrickym stanovenim. [ 25 ]

Fotochemické — spektrofluorimetrické stanoveni fenothiazinovych sloucenin
s vyuzitim pratokovych metod. Vzorek fenothiazinu byl po aspiraci do nosného proudu
pratokového systému ozaren 254 nm radiace a intenzita fluorescence produktu zméfena
pfi 373 nm ( excitace pii 253 nm ). Vodny roztok chlorpromazinu (I) a promethazinu
(11) a roztok perfenazinu (I11) v 5,0 mmol / 1 kyselin¢ chlorovodikové byl injikovan do
1,0 mmol / | kyseliny chlorovodikové (LIII), 1,0 mmol / 1 hydroxidu sodného (II) jako
nosného proudu. Detekéni limit byl 20,0 (I), 50,0 (II) a 20,0 (III) ng / ml a kalibraéni
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ktivky linedrni do 2,0-3,0 mg / ml. Relativni smérodatnd odchylka ( n = 11 ) pro
koncentraci 1é¢iva 1,0 mg / ml byla 2 %. [ 26 ]

Piiklady dalSich metod stanoveni thioridazinu:

Kvantitativni stanoveni 48 antidepresiv a antipsychotik pomoci HPLC. [ 43 ]

HPLC rozliSeni enantiomert thioridazinu z farmaceutickych drog. [ 44 ]

Stanoveni strukturdln¢ podobnych fenothiazini pomoci kapilarni elektroforézy a

micelarni elektrokinetické chromatografie. [ 45]

Piiklady dalSich metod stanoveni promethazinu:

Stanoveni promethazinu ve farmaceutickych drogach s vyuzitim potenciometrie.

Detekéni limit se nachazel v oblasti 107 M. [ 46 ]

Stanoveni promethazinu hydrochloridu s vyuzitim chemometrické optimalizace a

metody SIA. Detekéni limit byl 7,032 x 10° mol /1. [ 47 ]

Stanoveni fenothiazinovych derivatii pomoci tenkovrstevné chromatografie

kombinovanou s densitometrii. [ 48 ]

Priklady dalSich metod stanoveni levomepromazinu:

Soucasné stanoveni levomepromazinu a klozapinu a jejich hlavnich metabolita

v lidské plasmé& pomoci HPLC-UV metody. [ 49 ]

3.3. Prutokova injekéni analyza

3.3.1. Charakteristika metody
Pritokova injekéni analyza je kinetickd metoda analyzy, ¢aste€né nebo Uplné

automatizovand, zaloZzena na kombinaci injikovani pfesného objemu roztoku vzorku,
kontrolované disperzi a plném dodrzovani experimentalnich podminek. To vSe zarucuje
vysokou reprodukovatelnost vysledki, 1 kdyz je miseni vzorku a cinidla neuplné,
chemicka reakce nedosahuje rovnovahy a ziskany signal je nestacionarni.

Pfi nejjednodussim provedeni pratokové injekéni analyzy se do proudu ¢inidla

injikuje pfesny objem vzorku. Béhem pohybu v kapilafe dochazi k jejich vzajemnému

20



miseni a chemické reakci. Reakéni produkt se méti v pritokovém detektoru, jehoz
signal je registrovan zapisovacem nebo pocitacem ve formé pika. Jejich vyska je ptimo
umérnd koncentraci analytu. Pfi nejb€znéjSim zplsobu provedeni se vsSak vzorek
nedavkuje piimo do proudu ¢inidla, ale do nosného proudu ( voda, pufr ), ktery se pak
kontinualn¢ misi s proudem ¢inidla, respektive ¢inidel.

Pro priutokovou injekéni analyzu mize byt pouzita kazda chemicka reakce, ktera
je dostatecné citliva a jejiz produkt je detekovatelny instrumentalnimi analytickymi
metodami, napt. enzymatické, redoxni, katalytické reakce, tvorba komplexti a barviv aj.
Jednotlivé analytické operace potfebné k tomu, aby byl vzorek pieveden do stavu
vhodného k detekci a kvantifikaci ( napi. redukce, extrakce, dialyza aj. ), se provadéji
kontinudlné€ pfimo v priitokovém systému.

Roztok injikovany do nosného proudu je otevieny systém, probiha zde latkova i
energetickd vyména. Na rozdil od segmentované kontinudlni pritokové analyzy neni
nutné dosdhnout chemické rovnovéhy. Je dostacujici, probéhne-li chemicka reakce
napt. jen z50 % a reakéni produkt nemusi byt stabilni. Zakladnim piedpokladem
stanoveni vSak je, aby byly zachovany konstantni experimentalni podminky.

Prevedeni zndmého zplisobu manudlniho stanoveni dané latky na techniku
pratokové injekéni analyzy je vzdy nutné experimentalné ovéfit a jednotlivé parametry
ovliviiyjici takovéto stanoveni optimalizovat. Obvykle se jednd o optimalizaci objemu

davkovaného vzorku, pritokovych rychlosti, délky reak¢nich civek, koncentraci ¢inidel.

3.3.2. Zakladni slozeni systému prutokové injekéni analyza
Zakladni vybaveni pro FIA se skladd z cerpadla, davkovaciho injektoru,

reak¢nich civek, misiciho bloku, detektoru a zapisovace.

Na CERPADLA je kladen zékladni pozadavek bezpulzniho, konstantniho toku
nosnych proudll a ¢inidel. Nej€astéji se vyuzivaji vicekanalova peristalticka Cerpadla.
Pohyb vzorku a roztokl ¢inidel probiha v trubicich a reakénich civkéach, které jsou
vyrobené obvykle zteflonu nebo polyethylenu. Volbou délky a praméru reakénich
civek, volbou priatokové rychlosti a objemu davkovaného vzorku miizeme ovlivnit
disperzi, tj. stupen zfedéni vzorku a pomeér, ve kterém se vzorek misi s nosnym
proudem.

INJEKTOR ( davkova¢ ) musi umozniovat rychlé a pfesné nadavkovani vzorku

do systému, aniz by se porusil tok nosného proudu. NejCastéji se pouzivaji injektory na
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principu otocného kohoutu. Ovladaji se ruc¢né, elektronicky nebo pneumaticky
s automatickym odbérem vzorku ze zasobniku.

Na DETEKTORY se kladou pozadavky rychlé odezvy pii pouziti malych
objemit vzorku ( desitky az stovky mikrolitd ). Jejich vybér je zavisly na pouzité
chemické reakci a reakénim produktu. Nejéastéji jsou vyuzivané detekéni metody
optické a elektrochemické. Z optickych metod detekce se vyuziva spektrofotometrie,
fluorimetrie, chemiluminiscence, atomova absorpcni spektrometrie a atomova emisni
spektrometrie s plazmovym hoidkem. K pouzivanym elektrochemickym detektorim
patii voltametrické, amperometrické a polarografické detektory i pouziti iontovée
selektivnich elektrod. Lze vyuzit i detektory umoziujici stanoveni pomoci enzymd.
Enzymy mohou byt volné nebo mohou byt zakotveny v enzymovych reaktorech ptimo

fazenych do pritokového systému.

3.3.3. Vyhody a praktické vyuziti

Pritokova injekeni analyza je jedna z velmi vykonnych a vSestrannych technik
(60 — 120 analyz za hodinu, razné detektory) slouzici predev§im k automatizaci
chemickych analyz. Pritokova injekéni analyza je obecné ptresnéjsi a spolehlivejsi nez
manualni provedeni analyz, spotieba ¢inidel pak vyrazné nizsi. Vyloucenim manualnich
operaci, vcetné subjektivity pracovnika, a zajiSténim konstantnich experimentélnich
podminek je u této metody dosazeno vysoké reprodukovatelnosti vysledkt. Vysledek
1ze obvykle odecist 30-60 sekund od nastiiku roztoku vzorku, limitujicim faktorem je
pouze vlastni pifiprava vzorku. Méfeni probihd v uzavieném systému, takze nedochazi
ke kontaminaci vzorku ani expozici osob toxickymi latkami.

Prakticky se FIA vyuziva pro rychlé a pfesné stanoveni vétSiho poctu vzorkda.
Zalina se pouzivat v riznych odvétvich: potravinafstvi, zemed€lstvi ( napf. stanoveni
dusitand ve vodé¢ a pide ) a také ve zdravotnictvi. Ve farmacii se uplatiiuje pfedevsim
pfi stanoveni jednotlivych léCivych latek v substancich a lékovych formach, pfi
stanoveni obsahové stejnomérnosti, pii sledovani disoluéniho procesu pevnych

1ékovych forem, pii zjiStovani vazebnosti 1é¢iv na bilkoviny. [ 27 ]

3.4. Luminiscencni analyza
Pojem luminiscen¢ni analyza zahrnuje vSechny analytické metody, které

vyuzivaji k dikazu nebo stanoveni latek jejich schopnost vydavat za urcitych podminek

luminiscenci ( svétélkovani ) neboli studené zareni, popt. které jsou schopny vyvolat

22



tento jev v jinych latkach. Latky s luminiscenc¢nimi vlastnostmi se nazyvaji svitivé latky
neboli luminofory.

Ke vzniku luminiscence je tfeba, aby latka nejprve absorbovala energii a jeji
atomy nebo molekuly piesly na vyssi kvantové elektronové hladiny. Ziskanou energii

pak latka opét mulze za pfiznivych okolnosti vyzafit jako luminiscenci.

Podle pricin, jez vyvolavaji luminiscenéni zafeni, se rozeznava:

Fotoluminiscence — podnicena absorpci elektromagnetického zafeni

Chemiluminiscence — vyvolana energii chemickych reakci; vznika-li

Vv zivych organismech, nazyva se bioluminiscence

Termoluminiscence — vznika pisobenim tepelné energie, obvykle pii

teplotach niz$ich neZ asi 500 °C

Elektroluminiscence — zafeni latek v elektrickém poli

Jiné druhy luminiscence ( triboluminiscence, sonoluminiscence atd. ) zatim nemaji
Vv analytické chemii praktické pouziti. Farmacie je jednim z prvnich obort, v némz byla

luminiscen¢ni analyza pouzita pro praktické ucely v SirSim méftitku. [ 28 ]

3.4.1. Fluorimetrie
Fotoluminiscenéni zéafeni vysilaji molekuly excitované ultrafialovym nebo

viditelnym zafenim pfi navratu do energeticky nizsiho stavu. Pfi fotoluminiscenci latka
nejdiive absorbuje elektromagnetické zateni = primarni zdareni. Molekuly se dostavaji
do excitovaného stavu a pfti ptrechodu do stabilnéjSiho stavu o niz$i energii uvoliiuji
energii ve form¢ emise zafeni = sekundarni zareni. Emitované zafeni ma mensi energii,
pocitanou na foton, nez primarni ( budici ) zafeni a tedy del$i vinovou délku.

Rozeznavame dva typy fotoluminiscence:

R/

X Fluorescenci — latka emituje sekundarni zateni pouze po dobu
ptisobeni primarniho zéafeni ( 10%-10°s)
7

X2 Fosforescenci — latka emituje sekundarni zafeni jeSté néjakou

dobu i kdyz primarni zafeni ptestalo piisobit ( 107 s az nékolik dni )

Fluorescenci charakterizuji dvé spektra:

<> Excitacni spektrum — vyjadfuje zavislost emisniho signalu tj.

intenzity fluorescence na vinové délce primarniho zafeni s konstantni intenzitou
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<> Emisni spektrum — udéava zavislost intenzity fluorescence na
vlnové délce sekundarniho zafeni pii konstantnich podminkach primarniho

zareni

U zfedénych roztokl je intenzita fluorescence imérna koncentraci stanovované

latky.

lr=lp-K-g-1-¢c (l)
I — intenzita chemiluminiscence
lp — intenzita primarniho zaieni
K — konstanta pro dany systém a zafizeni
€ - moléarni absorp¢ni koeficient
| — délka vrstvy, kyvety [ cm ]
¢ — koncentrace roztoku [ mol-1™ ]

Je-li hodnota soudinu € - ¢ - 1 vrovnici (1) mensi nez 10% je intenzita
fluorescence prakticky linearn€¢ Umérna koncentraci fluoreskujici latky. Pii vétSich
koncentracich znazoriuje tuto zavislost kiivka a ( obr. 2 ). Ta se asymptomaticky blizi
ur¢ité maximalni hodnot¢ intenzity fluorescence Fmax. Tak je tomu ovSem v idealnim
pripad€. Ponévadz s rostouci koncentraci svitivé latky se vytézek fluorescence snizuje,

dosahuje kiivka pfi urité optimalni koncentraci maxima a pak klesa — kiivka b.

Obr. €. 2: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci fluoreskujici latky

—_—

a — teoreticka zavislost, b — skute¢na zavislost, F — intenzita fluorescence,

¢ — koncentrace
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Fluorescence organickvych slouéenin

Fluorescence vznika u latek s molekulovou strukturou, ktera je schopna pohltit
kvantum zafeni. Se zvétSujici se absorpci se zvySuje pravdépodobnost fluorescence
latky.

Nejvétsi  pocet organickych latek tvofi cyklické aromatické nebo
heteroaromatické slouceniny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, které maji
planarni, nepohyblivou molekulu a Casto jsou schopny existovat v tautomernich nebo
izomernich forméch. Jsou to napt. uhlovodiky jako naftalen, anthracen, benzpyren, dale
akridin a velky pocet akridinovych, azinovych, oxazinovych a jinych barviv
(fluorescein, rhodaminy, atd.).

Vétsi pocet kondenzovanych kruht a chromofort v molekule aromatické
slouceniny vede k posunu zbarveni fluorescence do Cervené oblasti.

Elektrondonorové substituenty ( -OH, -OR, -NH,, -N(CHj3), ) maji obecné sklon
zvySovat vytézek fluorescence, protoze zvétSuji pravdépodobnost pifechodu mezi

Substituenty, u nichZz je absorpce provazena prechodem n—m,
(elektronakceptorové skupiny —CHO, -COOH, -SOs3, -CN, -NO,), zhaseji fluorescenci.

Vvhody a vyuziti fluorimetrie

Fluorimetrie se vyznacuje oproti spektralnim metoddm vétsi citlivosti
(10'9 — 10" g) a selektivitou, ktera je dana tim, zZe jen omezeny pocet latek vykazuje
fluorescenci, a ze vedle vinové délky emise je volitelna 1 vlnova délka excitacniho
zareni.

Ve farmacii se fluorescence se vyuziva napt. ke stanoveni tetracyklinti, vitaminQ
B,, Bs, E, chininu, steroidnich hormont aj. [ 29 ]

Priklady stanoveni chemickych latek metodou FIA s fluorimetrickou detekci:

. Clenbuterol — po deprivatizaci primarni aminoskupiny o-ftalylaldenydem za
ptitomnosti 2-merkaptoethanolu s detekénim limitem 0,06 ug / ml a linearni
casti kalibracni kiivky od 0,2 do 5,0 pg/ ml [30]

. Warfarin — stanovovan pii 393 nm ( excitacni zafeni 312 nm ) s linearni ¢asti
kalibra¢ni kiivky od 50,0 ng/ ml do 5,0 pg/ ml [ 31 ]

. Bumetanid — stanovovan pfi 370 nm ( excita¢ni zafeni 314 nm ) s linearni ¢asti

kalibra¢ni kiivky od 0,05 do 10,0 pg/ml [ 32 ]
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3.4.2. Chemiluminiscenc¢ni analyza
Chemiluminiscence je definovana jako produkce elektromagnetického zéieni (UV, VIS,

IC) pti chemické reakci. Tento tkaz lze pozorovat u reakci, jez poskytuji elektronové
excitované intermediaty nebo produkty, které lumineskuji nebo pfedavaji svou energii jiné
molekule, schopné luminiscence.

Mechanismus chemiluminiscence:

Chemicka reakce muze produkovat zafeni primou chemiluminiscenci nebo tzv. chemi-
excitaci.

a) Ptima chemiluminiscence — odehrava se ve dvou krocich, podle
nasledujiciho schématu:
Excitaéni reakce: A + B — C’
De-excitaéni reakce: C* — C + hv

b) Chemi-excitace: energie excitované molekuly C~ je pienesena na
slouceninu F, ktera je nasledné touto energii excitovana:
Pienos energie: C +F — C+F

De-excitaéni reakce: F — F + hv

Molekula F je fluorofor, ktery mize byt excitovan také absorpci zafeni. Zde by se

jednalo o fotoluminiscenci.

PoZadavky na chemiluminiscenéni latky a jejich vlastnosti

Pocet latek poskytujicich ptfimou chemiluminiscenci je omezen, proto tato
stanoveni Casto vyzaduji derivatizacni procesy. Jestlize molekula neni schopna ucastnit
se chemiluminogenni reakce, miiZe byt ptevedena na jinou latku s témito vlastnostmi.

Jinou alternativou je konverze molekuly na fluorofor, ktery pak mutize byt " chemi-

excitovan .

Pozadavky na analvticky vyuzitelnou chemiluminiscenci:

a) Molekula musi byt schopna pfijmout energii uvolnénou z reakce a
vykonnost tohoto systému musi byt dostate¢ne vysoka.
b) c by méla byt schopna vydavat luminiscenci za podminek reakce a jeji

intenzita by opcét méla byt dostatecné vysokd. Druhou moznosti je
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ptitomnost vhodné akceptorové molekuly F schopné chemi-excitace
S naslednou emisi zéfeni.

c) Energie potiebna k excitaci by méla byt dodana pokud mozno v jednom
kroku a to 1 u vicestupniovych reakci, protoze k excitaci musi dojit
okamzitg.

d) Reakci se musi vyprodukovat alespoit 44 kcal . mol™, protoZe energie

pozadovana u chemiluminogennich reakci lezi mezi 44 az 71 kcal .mol ™.

Priklady chemiluminiscence v analvze 1é¢iv:

wewvr

Mezi nejzndméj$i chemiluminiscenéni reakce ve vodné fazi patii oxidace
luminolu peroxidem vodiku v zdsaditém prostiedi ( prubeh reakce zndzoriiuje obr. 3 ).
Emisni spektrum se shoduje se spektrem dianiontu kyseliny 3-aminoftalové, ktera je
produktem chemiluminiscen¢ni reakce. Tato reakce muze byt vyuzita pro stanoveni
vSech sloucenin nebo iontl, které katalyzuji reakci nebo méni plsobeni katalyzatoru
nebo produkuji peroxid vodiku. Derivaty luminolu jsou velmi ¢asto vyuzivany jako
konjugacni latky k pfevedeni nechemiluminogennich latek na slouceniny poskytujici

chemiluminiscenci reakci s peroxidem vodiku.

Obr. €. 3: Oxidace luminolu peroxidem vodiku v zasaditém prostiedi

NH, 0
NH
+ 2H,0 + 20H _
NH
o)
NH,
Ccoo"
+ N, + 4H,0 + hv
Ccoo"
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Kromé¢ peroxidu vodiku Ize vanalyze 1éCiv 1 jind oxidacni Cinidla:
KMnO, v kyselém prostiedi, Ce** v kyselém prostiedi, KIO, v zasaditém prostiedi, N-

bromsukcimid v zasaditém prostiedi aj. [ 28 ]

Piiklady stanoveni chemickych latek pomoci metody FIA s chemiluminiscenéni

detekei:

e Paracetamol — pomoci 2,5 mM luminolu, 5,0 uM KMnO, a fosfatového pufru
(pH=12) s detek¢nim limitem 10,0 nM a linearni ¢asti kalibra¢ni kiivky od 25,0
nM do 0,25 uM. [ 33 ]

e lproniazid — po oxidaci latky Ce** v prostiedi kyseliny sirové s linearni Gasti
kalibra¢ni kiivky od 0,1 do 4,0 ppm. [ 34 ]

e Dipyridamol — pomoci 50,0 M KMnO4 v 2,0 M kyselin¢ sirové s detekénim
limitem 58,0 ng / ml a linearni ¢asti kalibrac¢ni kiivky od 0,2 do 80,0 pg / ml.
[35]

e Pyrogallol — pomoci 0,1 M H,0, v 0,1 M NaOH s detek¢nim limitem 2,6 pmol a
linearni ¢asti kalibracni kfivky od 0,2 do 5 uM. [ 36 ]

e Prokain, benzokain, tetrakain — pomoci 0,5 mM KMnO4 v 2,3 M H,SO4
s vyuzitim ruznych latek zvysujicich intenzitu CL. Detek¢ni limity byly 0,1-0,3
ug / ml a kalibra¢ni kfivky byly linearni od 0,2 — 0,5do 25— 50 ug / ml. [ 37 ]

e Flufenamové, mefenamové kyselina — pomoci tris( 2,2 -bipyridyl )ruthenia" a
siranu ceri¢itého s detekénim limitem 3,6 nM a 0,21 uM a linearni casti
kalibra¢ni kiivky 0,07 -6 a0,05—-6 ng/ml. [ 38 ]

Néktera sympatomimetika — pomoci KMnO, v kyselin¢ mravenci s linearnimi ¢astmi

kalibra¢nich kiivek 0,2 — 9 ug/ml, 0,2 — 12,5 pg/ ml a 0,025 — 1,25 pg/ ml. [ 39]

28



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje a pomicky
Potitaé PC 386 DX / 40

Ridici jednotka ( Univerzita Athény )
Peristaltickd pumpa Minipuls 3 ( fa Gilson )
Elektricky ovladany injektor ( fa Watrex, Praha )

a &~ w0 DN e

Fluorimetr s pratokovym detektorem Spektra Physics 970 L.C. upraveny pro
chemiluminiscen¢ni stanoveni ( USA )

Prttokové hadicky ( materidl Tygon, vnitini pramér 0,23 mm )

Analytické vahy MP 2004 ( fa Sartorius )

Ultrazvukova lazent Sonorex, typ RK 100

© © N o

Membranové filtry Synpor ¢.4, velikost pora 0,85 pm

10. Filtra¢ni zafizeni pfipojené na vodni vyvévu ( dilny FaF UK, Hradec Kréalov¢ )
11. Elektromagnetickd michacka MM 2A ( Laboratorni pfistroje, Praha )

12. Acidimetr 333 ( Druopta, Praha)

13. Sklenéna a kalomelova elektroda

4.2. Uprava fluorimetru pro chemiluminiscenéni stanoveni
Pfi analytickém stanoveni jsem pouzivala prutokovy fluorimetr Spektra Physics

FS 970 L.C., ktery byl pro chemiluminiscencni detekci upraven zakrytim filtru
primarniho zdroje zafeni a dale zd&ménou plivodni prutokové kyvety o objemu 8,0 pul za
chemiluminiscen¢ni modul z plexiskla, kopirujici tvar sekundarniho filtru. Jeho souc¢asti
je plandrni zrcatko a civka z prithledné, ohebné, polyesterové hadicky o vnitinim
primé&ru 0,5 mm a délce 250 mm. To odpovida 13 zavitim o priméru 9 mm a 100 mm

dlouhému piivodu.
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Obr. ¢. 4: Chemiluminiscen¢ni modul

e

9mm

~

1. Prutokova civka

B

2. Planarni zrcatko

52 mm

S -

3. Télo chemiluminiscen¢niho

modulu (plexisklo)

2% .
e

4.3. Pouzité chemikalie

1.
2.
3.

9.

Manganistan draselny ¢isty, KMnO,, Balex, Pardubice — Rosice nad Labem
Kyselina sirova, HySOy, p = 1,84 g-cm'3, Spolanas. r. 0., Neratovice
Thioridazin hydrochlorid, C21H26N2S, . HCI, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Germany

Promethazin hydrochlorid, C17H,;CIN,S, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Germany

Levomepromazin hydrochlorid, C19H25CIN2OS, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,
Steinheim, Germany

Kyselina mravenci 85 — 87 %, HCCOH, Lachemass. r. 0., Brno
Dodecylbenzensulfonat sodny, C1gH29NaO3S, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,

Steinheim, Germany
Polyfosfat sodny, ( NaPOs )13 15 . NasO,, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,

Steinheim, Germany
Kyselina chlorista 0,0948 M VS, HC1O4 Lachemas. r. 0., Brno

10. Kyselina chlorovodikova 0,0980 M VS, HCI, Lachemas. r. 0., Brno

11. Hydroxid sodny, NaOH, Spolana s.r.o., Neratovice
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12. Fenolftalein RS, Lachemass. r. 0., Brno

13. Kyselina octova bezvoda R 98,0 %, C,H40, Penta, Chrudim

14. Anhydrid kyseliny octové ¢isty, C4HgO3, Lachemas. r. 0., Brno

15. Ethanol denaturovany methanolem, Kavona s.r.0., Pardubice

16. Thioridazin® 25 mg tbl. obd., 50 x 25 mg, Lé&iva, Narodni podnik Praha

17. Prothazin® 25 mg tbl. obd., 20 x 25 mg, Rodleben Pharma GmbH, SRN

18. Tisercin® 25 mg inj, 10 x 1 ml (25 mg v 1 ml ), Egis Pharmaceuticals Itd.,
Mad’arsko

4.4. Priprava roztoku
K ptipravé vSech vodnych roztokl jsem pouzivala vysoce Cistou deionizovanou

vodu, pfipravenou na Katedfe analytické chemie syst¢émem Millipore Milli-Q RG.
Vsechny roztoky pouzivané pro pratokovou injekéni analyzu byly piefiltrovany ptes
membranové filtry Synpor ¢.4 (velikost péra 0,85 pm). Zasobni roztoky jsem
skladovala v chladu a temnu. Pracovni roztoky jsem si pied méfenim ptipravovala

cerstveé.

1. Zésobni roztok manganistanu draselného, M, (KMnO4) = 158,03 g - mol™

a) ¢ (KMnO;) =0,1 M — navazku 7,9015 g jsem rozpustila a doplnila
destilovanou vodou na objem 500,0 ml.
b) ¢ ( KMnOs ) = 3,0 mM — do 100,0 ml odmémé banky jsem
odpipetovala 3,0 ml zasobniho roztoku KMnO,4 0 koncentraci 0,1 M
a doplnila destilovanou vodou po rysku.
2. Zasobni roztok kyseliny sirové, M, ( H,SO4 ) = 98,08 g - mol?
a) ¢ (HySO4) =2,5M — objem 34,8 ml 96 % H,SO, jsem pievedla do

asi 150 ml destilované vody a doplnila v 250,0 ml odmérné baiice
destilovanou vodou po rysku.
b) ¢ ( H,SOs ) = 025 M — do 500,0 ml odmémé bainky jsem
odpipetovala 50,0 ml zasobniho roztoku H,SO,4 0 koncentraci 2,5 M
a doplnila destilovanou vodou po rysku.
3. Zésobni roztok kyseliny mravenci, M, ( HCCOH ) =46,03 g - mol?
a) ¢ (HCOOH ) =1,0 M — objem 3,85 ml jsem doplnila ve 100,0 ml

odmérné bance destilovanou vodou po rysku.
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4. Zasobni roztok dodecylbenzensulfonatu sodného, M, ( CigHgNaO3S ) =
348,48 g - mol™
a) ¢ ( CigH29NaO3S ) = 50,0 mM — navazku 1,7424 g jsem rozpustila

v destilované vodé¢ a doplnila ve 100,0 ml odmérné baiice
destilovanou vodou po rysku.
5. Zasobni roztok polyfosfatu sodného, M, [ ( NaPOs )13 — 15 - NasO, ] =
1642,42 g - mol™
a) ¢ [ (NaPO3z )3 18- NasOy ] = 0,25 M — navazku 102,65 g jsem

rozpustila v destilované vod¢ a doplnila v 250,0 ml odmérné barice
destilovanou vodou po rysku.
6. Zasobni roztok hydrochloridu thioridazinu, M, ( C21H26N2S; - HC1 ) = 407

g ‘mol™
a) € (CaHxN2S; - HC1) = 2,5 mM — navazku 0,1018 g jsem rozpustila
v destilované vodé¢ a doplnila ve 100,0 ml odmérné bance
destilovanou vodou po rysku.
b) ¢ ( Ca1HxN2S; - HCI ) = 0,25 mM — do 100,0 ml odmérné barky
jsem odpipetovala 10,0 ml zasobniho roztoku Cz1H2sN,S; - HCI o
koncentraci 2,5 mM a doplnila destilovanou vodou po rysku.
7. Zasobni roztok hydrochloridu promethazinu, M, ( C17H2:CIN,S ) = 320,88

g -mol™
a) € ( Ci7H21CIN,S ) = 0,25 mM — navazku 0,0080 g jsem rozpustila
V destilované vodé¢ a doplnila ve 100,0 ml odmémé barnce
destilovanou vodou po rysku.
8. Zasobni roztok hydrochloridu levomepromazinu,M; ( C19H25CIN,OS ) =
364,93 g-mol™”
a) ¢ ( CigH25CIN,OS ) = 0,25 mM — navazku 0,0091 jsem rozpustila

v destilované vodé¢ a doplnila ve 100,0 ml odmérné baiice
destilovanou vodou po rysku.
9. Odmérny roztok kyseliny chlorovodikové, M, ( HCl ) =36,45 g - mol™
a) ¢(HCI)=0,01 M- do 100,0 ml odmérné banky jsem odpipetovala

10,0 ml zasobniho roztoku HCl o koncentraci 0,1 M a doplnila
destilovanou vodou po rysku.
10. Odmérny roztok hydroxidu sodného, M, ( NaOH ) =40,0 g - mol™
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a) ¢(NaOH ) =0,1 M - 4,2 g NaOH R jsem rozpustila v 1000,0 ml
odmérné barce v destilované vod¢ a doplnila destilovanou vodou po

rysku.

4.5. Popis a charakteristika zakladnich funkci programu

FIA-12
Tento program byl specifiky vytvofen pro fizeni a kontrolu zakladnich ¢asti

syst¢tmu FIA. Program a fidici jednotka byly vytvofeny a sestaveny profesorem
Constantinosem Efstathiou, Laboratof analytické chemie athénské univerzity v Recku,
za spoluprace asistenta Christoforose Polydorou. Pocitacovy program byl napsan
V Turbo Pascalu 6,0 ( Borland Inc. ) a slouzi k fizeni FIA systému a k vyhodnoceni
namétenych hodnot.

Program umoziuje:

1. Nastaveni ¢asovych parametrt systému
2. QGrafické zndzornéni piku na obrazovce, vcetné ulozeni do paméti a vytisténi
vysledkt

3. Zaznamenani vystupniho signalu detektoru a vypocet vysky a plochy piku

4.6. Mérici prutokovy systém

Meéftici systém se sklddd ze samostatné peristaltické pumpy, jejiz motor a
prutokova rychlost je kontrolovdna programem, injekéniho ventilu s dvéma programem
nastavitelnymi polohami a detektoru monitorujicitho koncentraci chemickych latek ve
formé analogového signalu imérného koncentraci. Cely systém je koordinovan fidici
jednotkou ptes pocitac.

Nosny proud a roztok vzorku jsou do systému nasavany peristaltickou pumpou.
Uréené mnozstvi vzorku je déavkovano pomoci davkovaciho kohoutu injektoru,
oto¢enim do polohy INJECT. Ve smycce dochdzi k promiseni nadavkovaného vzorku
s nosnym proudem. Intenzita chemiluminiscence je méfena v pritokové kyveté (civce),
pro tento ucel upraveného detektoru, a zaznamenavana ve formée pikl pocitacem. Vyska
piku je pfimo tmérnd intenzit€¢ chemiluminiscence a tedy i1 koncentraci stanovované
latky ve vzorku. Sestava umoziuje 1 vytisténi naméienych udajt tiskdrnou. Pratokovy

Systém znédzorniuje schéma na obrazku €. 5.
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Obr. €. 5 : Schéma zapojeni FIA systému
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Popis obrazku ¢. 5:

S —vzorek

C - nosny proud

P — peristalticka pumpa

| — injektor

W — odpad

UFD — upraveny fluorimetricky detektor

4.6.1. Zapojeni mériciho systému
Po pfipravé roztoku vzorku a nosného proudu jsem mohla pfistoupit k zapojeni

FlA-analyzatoru v tomto potadi:
1. Fluorimetr — nastaveni vhodného napéti a rozsahu stupnice, resp. citlivosti
detektoru ( pA )
Peristaltickd pumpa
Pocitac

Injektor

o B~ w N

Ridici jednotka

Po spusténi programu FIA.12 a nastaveni vhodnych ¢asovych parametr jsem
pristoupila k vlastnimu méfeni. Casové parametry byly zvoleny tak, aby oxida¢ni
produkt vznikajici po smichdni nosného proudu se vzorkem byl po zméfeni intenzity

chemiluminiscence z pritokového systému vymyt a pik poklesl na nulovou linii. Teprve
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potom byl nadavkovan dal$i vzorek. Pii méfeni bylo nutné ménit dle intenzity
chemiluminiscence rozsah, resp. citlivost méfeni. Podle vysky piku a nastaveného
rozsahu stupnice detektoru pak byla vypocitana intenzita chemiluminiscence, ktera je
pifimo umérnd vysce piku. Vyska piku zaznamenand na pocita¢i v digitalni forme je
V podstaté rovna procentualni ¢asti z nastavené¢ho rozsahu stupnice detektoru. Je-li
napiiklad rozsah stupnice upraveného fluorimetru 0,1 pA a vyska piku 63,2, pak 0,1 pA
ptedstavuje 100 % a intenzita chemiluminiscence je rovna 63,2 % z 0,1 pA. Po pfepoctu

pak vychazi intenzita chemiluminiscence 0,0632 A, tj. 63,2 nA.

4.6.2. Polohy davkovace
V prvni fazi je injektor nastaven tak, ze je smycka vymyvana pouze nosnym

proudem, zatimco vzorek odchazi do odpadu druhou cestou, poloha SAMPLING.
Po otoceni injektoru do druhé polohy dochazi k propojeni smycky s pfivodem
vzorku, poloha INJECT. Navratem ddvkovace do pivodni polohy je vzorek vymyt ze

smycky nosnym proudem.

Obr. €. 6: Polohy injektoru: a) INJECT, b) SAMPLING

4.7. Optimalizace podminek stanoveni
Cilem optimalizace bylo nalézt vhodné podminky pro chemiluminiscencni

stanoveni thioridazinu metodou FIA. Stanoveni bylo zalozeno na oxidaci thioridazinu
manganistanem draselnym v prostfedi kyseliny sirové.

Optimalizovany byly:

o (Casové parametry systému FIA
e Doba davkovani
e Rychlost ¢erpani roztoki do systému

e Koncentrace manganistanu draselného v nosném proudu
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e Koncentrace kyseliny sirové v nosném proudu
e Pomér ¢inidel v nosném proudu

e Latka zvySujici intenzitu chemiluminiscence

Meéfeni bylo provedeno za téchto konstantnich podminek:

e Napéti na upraveném fluorimetru: 596 V
e Rozsah stupnice detektoru: 1,0 — 0,01 pA
e Davkovaci objem vzorku: 200,0 pA

Pii optimalizaci byly pouzity:

e Pracovni roztok thioridazinu: 0,2 mM
e Nosny proud: 3,0 mM KMnQq ziedény 0,25 M H,SO4 v poméru 1:9
( koncentrace KMnQO, je tedy 0,3 mM a koncentrace H,SO,4 0,225 M)

Ptiprava pracovniho roztoku: Do 100,0 ml odmérné banky jsem kvantitativné prevedla

navéazku thioridazinu 0,0081 g, rozpustila v destilované vod¢ a doplnila destilovanou
vodou po rysku.
Ptiprava nosného proudu: Do 250,0 ml odmémé baiky jsem odpipetovala 25,0 ml

zasobniho roztoku KMnO, 0 koncentraci 3,0 mM a doplnila 0,25 M H,SO,.

Pii méfeni bylo provedeno vzdy pét nastiik vzorku, z vysky pikll jsem pak vypocitala

primérnou hodnotu.

4.7.1. Casové parametry systému pratokové injekéni analyzy
Pti hledani optimalnich casovych parametri systému FIA jsem vychazela

z diplomové prace Markéty Andrlové.[ 41 ] Na zakladé vysledkid méfeni jsem zvolila

Casové parametry, které jsem po dobu dalSiho méfeni zachovévala konstantni.

4.7.2. Volba doby davkovani
Cilem tohoto méfeni bylo nalézt nejvhodnéj$i dobu davkovani roztoku vzorku

do systému, tj. urcit nejvhodnéjsi dobu, po kterou bude kohout davkovace v poloze
INJECT. Doba davkovani ovliviiuje objem vzorku, ktery bude analyzovan. Ptili§ kratka
doba nestac¢i k nadavkovani dostate¢ného mnozstvi vzorku, pii piili§ dlouhé dobé

davkovani pak dochazi k neefektivnimu plytvani sroztoky a snizuje se frekvence
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analyz. Pfi méfeni jsem testovala dobu davkovéani od 2 do 7 sekund. Hledala jsem

optimalni pom¢r intenzity chemiluminiscence a délky trvani jednoho cyklu.

4.7.3. Volba rychlosti ¢erpani roztoku
Pfi tomto méfeni byl zkouman vliv rychlosti ¢erpani roztokd vzorku a nosného

proudu na intenzitu chemiluminiscence. Zkoumala jsem zavislost intenzity
chemiluminiscence na 20 az 50 % (0,37 — 0,93 ml/min.) rychlosti pumpy. Mé&feni

probihalo za optimalizované doby davkovani, ostatni parametry zlistaly nezménény.

4.7.4. Nastaveni novych €asovych parametru
Pro optimélni rychlost peristaltické pumpy a dobu davkovani jsem upravila

Casové parametry systému FIA, které jsem zachovavala po dobu dal§iho méfeni

konstantni.

4.7.5. Volba koncentrace manganistanu draselného
V této casti pokusu jsem se snazila nalézt vhodnou koncentraci KMnO4

Vv nosném proudu. Ta musi byt dostate¢nd pro oxidaci vzorku a zaroven co nejméné
pohlcovat chemiluminiscen¢ni zéfeni. Sledovala jsem vliv koncentrace ¢inidla na
intenzitu chemiluminiscence 1 reprodukovatelnost meéfeni. Pifi volbé optimalni
koncentrace KMnQ, byl pouzit 0,2 mM roztok thioridazinu.

Ptiprava nosného proudu: Do 100,0 ml odmérnych ban¢k jsem odpipetovala 1,0 ml; 2,0

ml; 3,0 ml; 4,0 ml; 5,0 ml; 6,0 ml; 7,0 ml a 10,0 ml zasobniho roztoku KMnO4 0

koncentraci 0,1 M a doplnila destilovanou vodou po rysku. Byly tak ziskany roztoky
KMnOy4 0 koncentraci od 1,0 mM do 10,0 mM . Z téchto roztoki jsem odpipetovala
vzdy 5,0 ml a doplnila na objem 50,0 ml 0,25 M H,SO,. Takto jsem ziskala sadu
nosnych proudt o koncentraci KMnQOq 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 a 1,0 mM.

4.7.6. Volba koncentrace kyseliny sirové
K optimalizaci koncentrace H,SO4 vV nosném proudu byl pouzit pracovni roztok

thioridazinu o koncentraci 0,2 mM. Pti méfeni jsem zkoumala vliv koncentrace kyseliny
sirové na intenzitu chemiluminiscence, kvalitu piku i reprodukovatelnost méteni.

Ptiprava roztokti H,SO4: Do 50,0 ml odmérnych ban€k jsem odpipetovala 0,5 ml; 1,0
ml; 2,0 ml; 5,0 ml; 10,0 ml a 15,0 ml zasobniho roztoku H,SO,4 0 koncentraci 2,5 M a

doplnila destilovanou vodou po rysku. Timto zplisobem jsem ziskala sadu roztoki

H,SO, o koncentraci 0,025 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,25 M; 050 M a 0,75 M.
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Ptiprava nosného proudu: Do 50,0 ml odmérnych ban¢k jsem odpipetovala vzdy 5,0 ml

3,0 mM KMnO,4 a doplnila H,SO,4 o pfislusné koncentraci, tak jsem ziskala sadu
nosnych proudt o koncentraci H,SO,4 0,023 M; 0,045 M; 0,090 M; 0,225 M; 0,450 M;
0,675 M.

4.7.7. Volba poméru ¢€inidel v nosném proudu
Pfi tomto méfeni jsem hledala nejvhodnéjsi pomér KMnO4 a H,SO4 V nosném

proudu. Optimalizace poméru obou c¢inidel byla provedena s pracovnim roztokem
thioridazinu o koncentraci 0,2 mM.
Ptiprava nosného proudu: Do 25,0 ml odmérnych ban€k jsem odpipetovala 2,5 ml; 5,0

ml; 7,5 ml; 10,0 ml; 12,5 ml 3,0 mM KMnOy a doplnila 0,25 M H,SO, po rysku.

4.7.8. Vliv latek zvysujicich intenzitu chemiluminiscence
4.7.8.1 Vliv kyseliny mravenci

Cilem tohoto ukolu bylo zjistit, zda bude mit kyselina mravenci vliv na intenzitu
chemiluminiscence thioridazinu. Zvyseni intenzity chemiluminiscence jsem porovnala
se slepou fadou roztokii kyseliny mravenci, kde byl thioridazin nahrazen destilovanou

vodou.

Ptiprava roztoku vzorku: Do 25,0 ml odmérnych ban€k jsem postupné odpipetovala 2,5
ml; 5,0 ml; 7,5 ml a 10,0 ml z&sobniho roztoku kyseliny mravenci o koncentraci 1,0 M.
Tak byla ziskana sada roztoki HCOOH o koncentraci 0,1 — 0,4 M. Do kazdé banky
jsem pridala 2,5 ml 2,5 M H,SO4 a 2,0 ml zdsobniho roztoku thioridazinu o koncentraci
2,5 mM.

Piiprava nosného proudu: Do 250,0 ml odmérné banky jsem odpipetovala 25,0 ml

zasobniho roztoku KMnO, 0 koncentraci 3,0 mM a doplnila 0,25 M H,SO, po rysku.

4.7.8.2 Vliv dodecylbenzensulfonatu sodného
Pfi tomto méfeni jsem zjiStovala, zda ovlivni pfidavek tenzidu

dodecylbenzensulfonatu sodného intenzitu chemiluminiscence thioridazinu. Pfi méteni
byl pouzit stejny nosny proud jako v pfipadé€ kyseliny mravenci. Opét bylo provedeno
porovnani se slepou fadou, kde byl thioridazin nahrazen destilovanou vodou.

Ptiprava roztoka vzorku: Do 25,0 ml odmérnych ban¢k jsem postupné odpipetovala 0,5

ml; 2,5 ml a 5,0 ml zasobniho roztoku dodecylbenzensulfonatu sodné¢ho o koncentraci

50,0 mM. Poté jsem do kazdé odmérné banky ptidala 2,5 ml 2,5 M HySO4, 2,0 ml
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zasobniho roztoku thioridazinu o koncentraci 2,5 mM a doplnila destilovanou vodou po

rysku.

4.7.8.3 Vliv polyfosfatu sodného
Pfi tomto méfeni jsem zjiStovala, zda piidavek polyfosfatu sodného zvysuje

intenzitu chemiluminiscence thioridazinu a muze byt pouzit pifi jeho stanoveni FIA
metodou. Pii méfeni byl pouzit stejny nosny proud jako v ptedeslych dvou ptipadech.
Opét bylo provedeno porovnani se slepou fadou, kde byl thioridazin nahrazen
destilovanou vodou.

Piiprava roztokid vzorku: Do 25,0 ml odmérnych banék jsem odpipetovala 1,0 ml; 2,0
ml; 3,0 ml; 4,0 ml; 5,0 ml; 6,0 ml; 7,0 ml; 8,0 ml a 10,0 ml zadsobniho roztoku PFS o
koncentraci 0,25 M. Do kazdé banky jsem piidala 2,5 ml 2,5 M H,SO4 a 2,0 ml

zasobniho roztoku thioridazinu o koncentraci 2,5 mM a doplnila destilovanou vodou po
rysku. Ziskala jsem tak sadu koncentraci polyfosfatu sodného od 10,0 mM do 100,0
mM.

4.8. Stanoveni vybranych neuroleptik
4.8.1. Stanoveni thioridazinu
4.8.1.1 Priprava kalibracnich roztoku

Do 25,0 ml odmérnych ban€k jsem postupné odpipetovala 3,0 ml; 5,0 ml; 7,0
ml; 9,0 ml; 10,0 ml; 13,0 ml; 15,0 ml; 17,0ml; 19,0 ml; 20,0 ml a 22,0 ml zasobniho
roztoku thioridazinu o koncentraci 0,25 mM. Do vSech odmérnych ban€k jsem ptidala
2,5 ml zasobniho roztoku kyseliny sirové o koncentraci 2,5 M a doplnila destilovanou

vodou po rysku, tak byla ziskdna sada roztokl o koncentraci H,SO4 0,25 M.

4.8.1.2 Meéreni kalibra¢nich roztoka

Pro méfteni kalibrac¢nich zavislosti ( zavislost intenzity chemiluminiscence na
koncentraci thioridazinu ) a stanoveni thioridazinu jsem pouzila stejny priutokovy
systém jako pii optimaliza¢nich méfenich. M¢feni probihala za optimalizovanych
podminek. Ziskané hodnoty jsem vyhodnotila a zpracovala do grafii v programu
Microsoft Office Excel 2003.

4.8.1.3 Priprava kalibracnich roztoku s polyfosfatem sodnym
Do 25,0 ml odmérnych ban€k jsem odpipetovala 0,5 ml; 1,0 ml; 3,0 ml; 5,0 ml;

7,0 ml a 10,0 ml ml zasobniho roztoku thioridazinu o koncentraci 0,25 mM. Do vSech
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banék jsem pridala 2,5 ml 2,5 M H,SO4 a 8,0 ml zasobniho roztoku PFS o koncentraci
0,25 M a doplnila destilovanou vodou po rysku, tak byla ziskana sada roztokl o
koncentraci PFS 0,08 M.

Ptiprava nosného proudu: Do 250,0 ml odmérné banky jsem odpipetovala 25,0 ml

zasobniho roztoku KMnO, 0 koncentraci 3,0 mM a doplnila 0,25 M H,SO, po rysku.

4.8.2. Stanoveni promethazinu
4.8.2.1 Priprava kalibracnich roztoku

Do 25,0 ml odmérnych banék jsem postupné odpipetovala 7,0 ml; 10,0 ml; 15,0
ml; 19,0 ml; 20,0 ml a 22,0 ml zasobniho roztoku promethazinu o koncentraci 0,25 mM.
Do vsech odmérnych ban¢k jsem pfidala 2,5 ml zadsobniho roztoku kyseliny sirové o

koncentraci 2,5 M a doplnila destilovanou vodou po rysku.

4.8.2.2 Meéreni kalibra¢nich roztoka

Pro méfeni kalibracnich zévislosti ( zavislost intenzity chemiluminiscence na
koncentraci promethazinu ) a stanoveni promethazinu jsem pouzila stejny pratokovy
systém jako pfi optimalizacnich méfenich. M¢éfeni probihala za optimalizovanych
podminek. Ziskané hodnoty jsem vyhodnotila a zpracovala do grafi v programu
Microsoft Office Excel 2003.

4.8.2.3 Priprava kalibracnich roztoku s polyfosfatem sodnym
Do 25,0 ml odmérnych banék jsem odpipetovala 0,5 ml; 1,0 ml; 3,0 ml; 5,0 ml;

7,0 ml a 10,0 ml zasobniho roztoku promethazinu o koncentraci 0,25 mM. Dale jsem do
vSech odmérnych ban¢k piidala 2,5 ml 2,5 M H,SO, a 8,0 ml zésobniho roztoku PFS o
koncentraci 0,25 M a doplnila destilovanou vodou po rysku.

Piiprava nosného proudu: : Do 250,0 ml odmérné baiky jsem odpipetovala 25,0 ml

zasobniho roztoku KMnO, 0 koncentraci 3,0 mM a doplnila 0,25 M H,SO, po rysku.

4.8.3. Stanoveni levomepromazinu
4.8.3.1 Priprava kalibracnich roztoku

Do 25,0 ml odmérnych ban¢k jsem postupné odpipetovala 7,0 ml; 10,0 ml; 15,0
ml; 19,0 ml; 20,0 ml a 22,0 ml zasobniho roztoku levomepromazinu o koncentraci 0,25
mM. Do vSech odmérnych banék jsem ptidala 2,5 ml zadsobniho roztoku kyseliny sirové

0 koncentraci 2,5 M a doplnila destilovanou vodou po rysku.
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4.8.3.2 Meéreni kalibraénich roztoku

Pro méfeni kalibracnich zévislosti ( zavislost intenzity chemiluminiscence na
koncentraci levomepromazinu ) a stanoveni levomepromazinu jsem pouzila stejny
pratokovy systém jako pfi optimalizaCnich méfenich. M¢cfeni probihala za
optimalizovanych podminek. Ziskané hodnoty jsem vyhodnotila a zpracovala do grafii

v programu MS Excel 2003.

4.8.3.3 Méreni kalibra¢nich roztoku s polyfosfatem sodnym
Do 25,0 ml odmérnych ban€k jsem postupné odpipetovala 1,0 ml; 3,0 ml; 5,0

ml; 7,0 ml a 10,0 ml zasobniho roztoku levomepromazinu o koncentraci 0,25 mM. Do
vSech ban¢k jsem pfidala 2,5 ml 2,5 M H,SO4 a 8,0 ml zasobniho roztoku PFS o
koncentraci 0,25 M a doplnila destilovanou vodou po rysku.

Ptiprava nosného proudu: Do 250,0 ml odmémé baiky jsem odpipetovala 25,0 ml

zasobniho roztoku KMnO4 0 koncentraci 3,0 mM a doplnila destilovanou vodou po

rysku.

4.8.4. Reprodukovatelnost metody
Pti proméfovani kalibracnich kfivek metodou FIA byla stanovovéana reprodukovatelnost

meéfeni, kterd je vyjadiena pomoci smérodatné odchylky a relativni smérodatné
odchylky. Ty byly vypocitany z méteni vzorku o zvolené koncentraci v ramci kalibrac¢ni

ktivky podle nize uvedenych vzorci. [40]

: 2
(% -%)
i
= s.100
/= = 2o

S= Spop = 0

n—1 @ 6 < 3)
kde:
X, —X absolutni odchylka jednotlivych vysledki od aritmetického priméru
n pocet méteni
S odhad smérodatné odchylky
S1% relativni smérodatnd odchylka
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4.8.5. Stanoveni thioridazinu v HVLP
4.8.5.1 Stanoveni thioridazinu v HVLP metodou priitokové injekéni analyzy

S wvyuzitim metody FIA jsem stanovovala thioridazin v pfipravku
Thioridazin®25 mg tbl. obd., 50 thl. x 25 mg. Stanoveni probihalo za optimalizovanych
podminek. Ke stanoveni obsahu thioridazinu v HVLP jsem pouzila kalibra¢ni kiivku
s ptidavkem 8,0 ml PFS o koncentraci 0,25 M v rozsahu koncentraci 10,0 — 100,0 uM.
Koncentrace vzorku byla zvolena piiblizné v poloviné rozsahu koncentraci kalibra¢ni

kiivky. Obsah jsem stanovovala v péti navazkach tablet.

Srovnani validity stanoveni bylo provedeno lékopisnou metodou CL 2002.

I3

Uprava vzorku:

Zvézila jsem dvacet tablet a ur¢ila primérnou hmotnost jedné tablety (0,2318 g).
Poté jsem tablety rozdrtila v tience a navazila jsem mnozstvi pfiblizné odpovidajici
pramérné hmotnosti tablety. Navazku jsem ptenesla do 100,0 ml odmémé barnky,
ptidala jsem asi 50 ml destilované vody a asi dvacet minut jsem nechala rozpoustét na
ultrazvukové 14zni. Po rozpusténi jsem doplnila objem destilovanou vodou po rysku a
obsah banky diikladné protiepala. Roztok ( suspenzi ) jsem piefiltrovala membranovou
filtraci za podtlaku pftes filtracni papir Synpor €. 4. Pro kazdy vzorek byl pouzit vzdy
novy filtr. Do 25,0 ml odmé&rmné banky jsem odpipetovala 2,0 ml filtratu, ptidala jsem
2,5ml 2,5 M H,S0O4 a 8,0 ml zasobniho roztoku polyfosfatu sodného o koncentraci 0,25
M. Obsah banky jsem doplnila destilovanou vodou po rysku. Ptedpokladana
koncentrace vzorku byla 49 uM ( vypocet vychéazi ze vzorce ¢ = m/M-V, ve vypoctu

bylo zohlednéno pfislusné ziedéni ). Métfeni bylo provedeno s péti navazkami.

4.8.5.2 Zkouska na obsahovou stejnomérnost
Zkouska byla provedena podle CL 2002. Ke zkousce bylo pouzito deset tablet

ptipravku Thioridazin®25 mg tbl. obd., 50 x 25 mg. U kazd¢ tablety byl stanoven obsah
ucinné latky. Vzorky byly pfipraveny stejnym zplisobem jako v pfipad¢ stanoveni
obsahu tablet, ale stim rozdilem, ze jsem tablety nedrtila, ale pfimo rozpoustéla
Vv destilované vod¢€. Vypocitala jsem odchylky jednotlivych obsahii od primérného
obsahu u¢inné latky a zjistila jsem, zda se pohybuji v povoleném rozmezi.

Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize obsah uCinné latky v kazdé jednotce lezi

v rozmezi 85 % az 115 % primérného obsahu. Piipravek nevyhovuje zkousce, jestlize
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vice nez jeden jednotlivy obsah U¢inné latky je mimo rozmezi 75 % az 125 %
primérmého obsahu u¢inné latky. Jestlize jeden jednotlivy obsah Gc¢inné latky je mimo
rozmezi 85 % az 115 % a Zadny neni mimo rozmezi 75 % az 125 %, stanovi se obsah
ucinné latky ve dvaceti jinych, ndhodné vybranych jednotkach. Piipravek vyhovuje
zkousce, jestlize jeden jednotlivy obsah ucinné latky ze tficeti jednotek je mimo
rozmezi 85 % az 115 % pramérného obsahu a zadny nelezi mimo rozmezi 75 % az 125

% primérné¢ho obsahu u¢inné latky.[ 5 ]

4.8.5.3 Stanoveni thioridazinu v HVLP metodou dle CL 2002
V cCeském Iékopise 2002 je uveden clanek Thioridazini hydrochloridum.

Lékopisnou metodou pro jeho stanoveni je acidimetricka titrace v nevodném prostiedi
odmérnym roztokem kyseliny chloristé za potenciometrické indikace ekvivalen¢niho
bodu.

0,300 g se rozpusti ve smési 10 ml kyseliny octové bezvodé R a 60,0 ml
acetanhydridu R a titruje se kyselinou chloristou 0,1 mol / I VS za potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. 1 ml kyseliny chloristé 0,1 mol / 1 VS odpovida 40,70 mg
slouceniny Cy,H27CIN,S,.

Stanoveni bylo provedeno s ptipravkem Thioridazin® 25 mg tbl. obd., 50 x 25
mg. Do kadinky jsem navéazila prasek z rozdrcenych tablet v mnozstvi odpovidajicim
0,300 g thioridazinu ( 2,6973 g ) a upravila podle navodu. Stanoveni jsem provedla se

tfemi navazkami.

4.8.6. Stanoveni promethazinu v HVLP
4.8.6.1 Stanoveni promethazinu v HVLP metodou prutokové injekéni analyzy

S vyuzitim metody FIA jsem stanovovala promethazin v piipravku Prothazin®
25 mg tbl. obd., 20 x 25 mg. Stanoveni probihalo za stejnych podminek jako v pripadé
thioridazinu. Ke stanoveni obsahu promethazinu v HVLP jsem pouzila kalibra¢ni
kiivku s pfidavkem 8,0 ml zasobniho roztoku PFS o koncentraci 025 M v rozsahu
koncentraci 5,0 — 100,0 uM.

Uprava vzorku: Prothazin ® 25 mg thl. obd., 20 x 25 mg
Zvézila jsem dvacet tablet a urcila jsem primérnou hmotnost jedné tablety
(0,0611 g). Postupovala jsem stejné¢ jako v piipad¢ thioridazinu, ptredpokladana

koncentrace vzorku byla 62,0 uM. Méteni bylo opét provedeno s péti navazkami.
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4.8.6.2 Zkouska na obsahovou stejnomérnost
Zkouska byla provedena podle CL 2002. Ke zkousce bylo pouzito deset tablet

piipravku Prothazin® 25 mg thl. obd., 20 x 25 mg. Postup stanoveni byl opét stejny

jako v piipadé thioridazinu.

4.8.6.3 Stanoveni promethazinu v HVLP metodou dle CL 2002
V Ceském Iékopise je uveden clanek Promethazini hydrochloridum. Lékopisnou

metodou pro jeho stanoveni je acidobazickd titrace halogenidové soli slabé baze
odmérnym roztokem hydroxidu sodného za potenciometrické indikace ekvivalenéniho
bodu. Spotiteba odmérného roztoku se odecte mezi dvéma inflexnimi body.

0,250 g se rozpusti ve smési 5,0 ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol /1 VS a
50 ml lihu 96 % R a titruje se hydroxidem sodnym 0,1 mol /1 VS za potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. 1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol / 1 VS odpovida 32,09 mg
C17H21CIN,S

Stanoveni bylo provedeno s p¥ipravkem Prothazin® 25 mg tbl. obd., 20 x 25 mg.
Do kadinky jsem navézila prasek z rozdrcenych tablet v mnozstvi odpovidajicim 0,250
g promethazinu ( 0,5171 g ) a upravila podle navodu. Stanoveni jsem provedla se tfemi

navazkami.

4.8.7. Stanoveni levomepromazinu v HVLP
4.8.7.1 Stanovenilevomepromazinu v HVLP metodou priitokové injekéni analyzy
S wvyuzitim metody FIA jsem stanovovala levomepromazin v piipravku:
Tisercin® inj., 10 x 1 ml ( 25 mg v 1 ml ). Stanoveni probihalo v optimalizovanych
podminkach. Ke stanoveni obsahu levomepromazinu v HVLP jsem pouzila kalibra¢ni
ktivku s ptidavkem 8,0 ml zasobniho roztoku PFS o koncentraci 0,25 M v rozsahu
koncentraci 10,0 — 100,0 uM. Koncentrace vzorku byla zvolena ptiblizn¢ v poloviné
rozsahu koncentraci kalibra¢ni kiivky. Obsah jsem stanovovala s péti vzorky injekéniho
ptipravku.

Uprava vzorku: Tisercin ®inj.. 10 x 1 ml (25 mg v 1 ml)

Do 50,0 ml odmérné banky jsem odpipetovala 0,2 ml piipravku a doplnila
destilovanou vodou po rysku. Obsah baiiky jsem dukladné protiepala. Ziskala jsem tak
roztok levomepromazinu o piedpokladané koncentraci 0,27 mM. Poté jsem do 25,0 ml
odmérné banky odpipetovala 5,0 ml 0,27 mM roztoku levomepromazinu, pfidala jsem

2,5 ml 25 M H,;SO,4 a 8,0 ml zasobniho roztoku polyfosfatu sodného o koncentraci
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0,25 M. Obsah baiky jsem doplnila destilovanou vodou po rysku. Pfedpokladana

koncentrace vzorku byla 54,8 uM. Méfeni bylo provedeno s péti vzorky.
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5. VYSLEDKY

5.1. Optimalizace podminek stanoveni

5.1.1. Nastaveni €asovych parametrt
Na zakladé ptredchozich méfeni bylo pouzito toto konstantni nastaveni Casovych

parametrt systému FIA:

Overall period: 33 s (celkova doba jednoho cyklu)

Baseline pointer 1:6 s (Cas zacatku odecitani nulové linie)

Baseline pointer 2:8 s ( ¢as ukonceni odecitani nulové linie )

Integration pointer 1:9 s ( ¢as zacatku integrace piku )

Integration pointer 2:29 s ( ¢as ukonceni integrace piku )

Normal pump speed: 30 % (0,56 ml/min.) ( rychlost Cerpani roztoki )

Washing pump speed: 100 % (1,85 ml/min.)( rychlost ¢erpani roztokd v dobé mezi

ukoncenim integrace a zaCatkem nového piku )

Meéfeni bylo provadéno za téchto konstantnich podminek:

Napéti na upraveném fluorimetru: 596 V
Rozsah stupnice detektoru: 1,0 — 0,01 pA
Davkovaci objem vzorku: 200,0 pl
Pritokové rychlost: 0,48 ml.min™

Dosazeny pocet analyz: 109 analyz / hodinu

Pracovni roztok: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M H,SO,4 v poméru 1:9
( koncentrace KMnQ, je tedy 0,3 mM a H,SO,4 0,225 M)
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5.1.2. Volba doby davkovani

Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 pA

Rychlost pumpy: 30% ( 0,48 ml/min)
Vzorek: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, zifedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1 : 9 ( koncentrace KMnQy je tedy 0,3 mM a H,SO4

0,225 M)

V tabulce €. 1 jsou uvedeny prumérné hodnoty z péti méfeni.

Tab. ¢. 1: Volba doby davkovani

Doba davkovani Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[s] [%] [ WA ] [nA]
2 3,184 0,05 1,592
3 7,9025 0,05 3,95
4 16,95 0,05 8,48
5 23,575 0,05 11,79
6 28,02 0,05 14,01
7 28,5 0,05 14,25

Graf ¢. 1: Zavislost intenzity chemiluminiscence na dob¢ davkovani
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5.1.3. Volba rychlosti ¢erpani roztokt

Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 pA

Doba davkovani: 5 s

Vzorek: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, zifedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1 : 9 ( koncentrace KMnOQy je tedy 0,3 mM a H,SO4
0,225 M)

V tabulce ¢.2 jsou opét uvedeny primérné hodnoty z peti mefeni.

Tab. €.2: Volba rychlosti Cerpani roztokt

Rychlost pumpy | Pritokova rychlost|Vyska piku|Rozsah citlivosti| Intenzita chemiluminiscence
[%] [ ml/min ] [%] [LA] [nA]
10 0,19 3,23 0,05 1,61
20 0,37 29,64 0,05 14,82
30 0,48 25,8 0,05 12,9
40 0,74 21,83 0,05 10,92

Graf ¢.2: Zavislost intenzity chemiluminiscence na pratokové rychlosti
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5.1.4. Nastaveni novych ¢asovych parametrt
Pro rychlost peristaltické pumpy 20 % a dobu davkovani 5 s jsem zjistila

odpovidajici ¢asové parametry, které jsem pak zachovavala po dobu dalsiho méteni

konstantni.

Overall period: 30 s
Baseline pointers: 2—-8s
Integration pointers: 10 — 29 s

Pritokova rychlost: 0,37 ml.min*

Za téchto podminek 1ze metodou dosahnout az 120 analyz za hodinu.

5.1.5. Volba koncentrace manganistanu draselného
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 nA

Vzorek: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 1,0 — 10,0 mM KMnO, ztedény 0,25 M H2SO4

v poméru 1 : 9 ( koncentrace KMnOy je tedy 0,1 — 1,0 mM a
H,SO,4 0,225 M)

Vysledky méfeni shrnuje tabulka a graf ¢.3.

Tab.¢.3: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci KMnO4 V nosném

proudu
Koncentrace KMnO,4 Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence

[MM] [%] [UA ] [NA]
0,1 8,52 0,05 0,06
0,2 15,66 0,05 7,83
0,3 27,00 0,05 13,50
0,4 25,42 0,05 12,71
0,5 21,40 0,05 10,70
0,6 13,38 0,05 6,69
0,7 9,57 0,05 4,79
1,0 4,60 0,05 2,30
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Graf ¢. 3: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci KMnQO, v nosném

proudu
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5.1.6. Volba koncentrace kyseliny sirové
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 uA
Vzorek: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 3,0 mM KMnQ, ziedény H,SO, o prislusné
koncentraci (0,025 M; 0,05 M; 01 M; 025 M; 0,50 M; 0,75 M)
v poméru 1 : 9, koncentrace H,SO, je tedy 0,023 — 0,675 M.

Zavislost intenzity chemiluminiscence na zvySujici se koncentraci H,SO, shrnuje

tabulka a graf ¢.4.

Tab. ¢. 4: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci H,SO4 v nosném

proudu

Koncentrace H,SO, Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[M] [%] [LA] [PA]
0,023 3,82 0,05 1,91
0,045 5,52 0,05 2,76
0,090 7,65 0,05 3,83
0,225 16,85 0,05 8,43
0,450 23,00 0,05 11,50
0,675 26,16 0,05 13,08

Graf ¢.4: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci HySO,4 vV nosném proudu
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5.1.7. Volba poméru ¢inidel v nosném proudu
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 pA

Vzorek: 0,2 mM thioridazin

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M HySO,
Vv poméru 1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5

V tabulce ¢.5 jsou uvedeny prumérné hodnoty z péti méfent.

Tabulka ¢.5: Volba poméru ¢inidel v nosném proudu

Cislo KMnO, :H,S0O, Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
poméru | [3,0mMI][0,25M] [%] [WA] [nA]
1 1:9 16,52 0,05 8,26
2 2:8 7,28 0,05 3,64
3 3.7 3,70 0,05 1,85
4 4.6 1,88 0,05 0,94
5 5.5 0,05 0,05 0,46

Graf €. 5: Zavislost intenzity chemiluminiscence na pomeéru €inidel v nosném proudu
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5.1.8. Vliv latek zvysujicich intenzitu chemiluminiscence

5.1.8.1 Vliv kyseliny mraven¢i ( HCOOH )
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 uA
Vzorek: 0,2 mM thioridazin, 0,1 — 0,4 M HCOOH
Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M HySO4

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnO, je tedy 0,3 mM a H,SO4

0,225 M)

Vysledky shrnuje tabulka a graf €. 6.

Tab. €. 6: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci HCOOH

Koncentrace HCOOH Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[M] [%] [PA] [nA]
0,0 29,08 0,05 14,54
0,1 26,42 0,05 13,21
0,2 27,48 0,05 13,74
0,3 28,84 0,05 14,42
0,4 30,66 0,05 15,33

Graf ¢. 6: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentracit HCOOH
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5.1.8.2 Vliv dodecylbenzensulfonatu sodného (DBS )
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 uA
Vzorek: 0,2 mM thioridazin, 1,0 — 10,0 mM DBS
Nosny proud: 3,0 mM KMnOs zfedény 0,25 M H,SO4

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnQ, je tedy 0,3 mM a H,SO,
0,225 M)

Vliv pfidavku DBS na intenzitu chemiluminiscence shrnuje tabulka ¢. 7, ve které jsou

zaznamenany prumérné hodnoty z péti méfeni.

Tab. €. 7: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci DBS

Koncentrace DBS Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[MM] [%] [PA] [nA]
0,0 26,30 0,05 13,15
1,0 23,14 0,05 11,57
5,0 21,08 0,05 10,54
10,0 17,50 0,05 8,75

Graf ¢. 7: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci DBS
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5.1.8.3 Vliv polyfosfatu sodného (PFS)

Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 — 0,2 A
Vzorek: 0,2 mM thioridazin, 10,0 — 100,0 mM PFS

Nosny proud: 3,0 mM KMnOs zfedény 0,25 M H,SO4

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnOQOy je tedy 0,3 mM a H,SO,

0,225 M)

Vysledky méfeni shrnuje tabulka €. 8, ve které jsou uvedeny primérné hodnoty z péti

méfeni.

Tab. €. 8: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci PFS

Koncentrace PFS | VySka piku | Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[MM] [%] [LA] [nA]
0,0 20,16 0,05 10,08
10,0 24,62 0,05 12,31
20,0 40,58 0,05 20,29
30,0 54,68 0,05 27,34
40,0 29,60 0,10 29,60
50,0 17,00 0,20 34,00
60,0 19,08 0,20 38,16
70,0 20,84 0,20 41,68
80,0 22,44 0,20 44,88
100,0 25,48 0,20 50,96

Graf ¢. 8: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci PFS
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5.2. Stanoveni obsahu thioridazinu

5.2.1. Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
thioridazinu

Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,01 -0,05 pA

Dévkovany objem vzorku: 200,0 pl

Nosny proud: 3,0 mM KMnOy ziedény 0,25 M H,SO4

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnOy je tedy 0,3 mM a H,SO4
0,225 ) Pii méteni nebyly pouzity zesilovace

chemiluminiscence.

Vysledky shrnuje tabulka €. 9, ve které jsou uvedeny primérné hodnoty z péti méteni.

Tab. €. 9: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci thioridazinu

Koncentrace thioridazinu | Vyska piku | Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[MmM ] [%] [WA] [nA]
0,07 8,77 0,02 1,75
0,09 12,24 0,02 2,45
0,10 28,94 0,01 2,89
0,13 22,84 0,02 4,57
0,15 26,66 0,02 5,33
0,17 13,10 0,05 6,55
0,19 14,78 0,05 7,39
0,20 15,72 0,05 7,86

Z péti méteni vzorku o koncentraci 0,13 mM a 0,20 mM jsem vypocitala relativni
smérodatnou odchylku, ktera vyjadiuje reprodukovatelnost vysledkii méfeni kalibracni

ktivky. Pro thioridazin 0,13 mM s,= 1,78 pro thioridazin 0,20 mM s, = 1,91.
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Graf ¢. 9: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci thioridazinu v rozsahu

koncentraci 0,07 — 0,20 mM
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Statistické hodnoceni kalibra¢ni kfivky:

Rovnice lc =48,395 - ¢(mM ) — 1,8055
Korelaéni koeficient r=0,9987
Smérnice k=48,395
Usek na ose y q = 1,8055

5.2.2. Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
thioridazinu s pridavkem polyfosfatu sodného

Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V
Rozsah detektoru: 0,02 — 0,05 nA

Dévkovany objem vzorku: 200,0 pl

Nosny proud: 3,0 mM KMnO,; ziedény 0,25 M H,SO,

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnO, je tedy 0,3 mM a H,SO4

0,225 M)

Pii méteni byl pouzit staly pfidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS (koncentrace ve vzorku je tedy 80,0 mM) .
Vysledky méfeni shrnuje tabulka a graf €. 10.
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Tab. ¢. 10: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci thioridazinu

s pifidavkem PFS
Koncentrace thioridazinu Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[LUM ] [%] [LA] [nA]
10,00 7,25 0,02 1,45
30,00 26,36 0,02 5,27
50,00 23,42 0,05 11,71
70,00 34,34 0,05 17,17
100,00 55,94 0,05 27,97

Z deseti nastiikd vzorku o koncentraci 50,0 uM jsem vypocitala smérodatnou odchylku
a relativni smérodatnou odchylku, kterd vyjadiuje reprodukovatelnost vysledkii méfeni

kalibra¢ni kiivky.

Graf ¢. 10: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci thioridazinu

s ptidavkem PFS
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Statistické hodnoceni kalibraéni kfivky thioridazinu s PFS:
rovnice lc =0,2841 - c(uM ) — 1,7827
korelacéni koeficient r=10,9951
smeérnice k =0,2841
usek na ose y q=1,7827
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smérodatnd odchylka s=0,68
relativni smérodatné odchylka sy =2,95
Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci thioridazinu by se dala v rozsahu
koncentraci 10,0 — 100,0 uM povazovat za linearni. Tuto kalibra¢ni kfivku jsem pouzila

pro stanoveni thioridazinu v HVLP ( Thioridazin © tbl. obd., 50 x 25 mg ).

5.3. Stanoveni obsahu promethazinu

5.3.1. Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
promethazinu
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,02 — 0,05 pA

Déavkovany objem vzorku: 200,0 pl

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1:9 ( koncentrace KMnQy je tedy 0,3 mM a H,SOq4 je
0,225 M)

Pii méfeni nebyly pouzity zesilovace chemiluminiscence.

Vysledky shrnuje tabulka €. 11, ve které jsou uvedeny primérné hodnoty z péti méfent.

Tab. €. 11: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci promethazinu

Koncentrace promethazinu Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[MmM ] [%] [LA] [nA]
0,10 2,22 0,05 1,11
0,15 8,54 0,02 1,71
0,19 11,62 0,02 2,32
0,20 5,28 0,05 2,64
0,22 13,98 0,02 2,80

Z péti nastiikll vzorku o koncentraci 0,10 mM a 0,20 mM jsem vypocitala relativni
smérodatnou odchylku, kterd vyjadiuje reprodukovatelnost vysledki méteni kalibracni

ktivky. Pro promethazin 0,10 mM s, = 1,87 % , pro promethazin 0,20 mM s, = 2,10 % .
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Graf ¢. 11: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci promethazinu
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Statistické hodnoceni kalibra¢ni kiivky:

Rovnice lc,=15,014 - ¢(mM ) - 0,4738
Korelaéni koeficient r=0,9963
Smeérnice k =15,014
Usek na ose y q=0,4738
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5.3.2. Zavislost intenzity

chemiluminiscence

na koncentraci

promethazinu s pridavkem polyfosfatu sodného
Podminky pfi stanoveni: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,01 — 0,05 pA

Déavkovany objem vzorku: 200,0 pl
Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1:9 ( koncentrace KMnQy, je tedy 0,3 mM a H,SOq4 je
0,225 M)
Pii méfeni byl pouzit staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS (koncentrace ve vzorku je 80,0 mM).

Vysledky méfeni shrnuje tabulka a graf ¢. 12.

Tab. €. 12: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci promethazinu

s ptidavkem PFS
Koncentrace promethazinu Vyska piku Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[UM] [%] [LA] [nA]
5,0 8,59 0,01 0,86
10,0 6,23 0,02 1,25
30,0 6,70 0,05 3,35
50,0 12,24 0,05 6,12
70,0 16,82 0,05 8,41
100,0 22,24 0,05 11,12

Z deseti nastiikd vzorku o koncentraci 50,0 uM jsem vypocitala smérodatnou odchylku

a relativni smérodatnou odchylku, kterd vyjadfuje reprodukovatelnost vysledkli méteni

kalibra¢ni kiivky.
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Graf ¢. 12: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci promethazinu

s ptidavkem PFS
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Statistické hodnoceni kalibra¢ni kiivky promethazinu s PFS:
Rovnice lc=0,1116 - ¢( uM ) + 0,2565
Korelac¢ni koeficient r= 0,9978
Smeérnice k=0,1116
Usek na ose y q = 0,2565
Smérodatna odchylka s=0,30
Relativni smérodatna odchylka $s=2,45%

Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci promethazinu by se dala
v rozsahu koncentraci 5,0 — 100,0 uM povazZovat za linearni. Tuto kalibraéni kiivku

jsem pouzila pro stanoveni promethazinu v HVLP ( Prothazin ® tbl. obd., 20 x 25 mg ).
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5.4. Stanoveni obsahu levomepromazinu

5.4.1. Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
levomepromazinu
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,05 - 0,1 pA

Déavkovany objem vzorku: 200,0 pl

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1 : 9 ( koncentrace KMnQ, je tedy 0,3 mM a H,SO,
0,225 M)

Pii méfeni nebyly pouzity zesilovace chemiluminiscence.

Vysledky shrnuje tabulka ¢. 13, ve které jsou uvedeny pramerné hodnoty z péti méfeni.

Tab. ¢. 13: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci levomepromazinu

Koncentrace levomepromazinu | Vyska piku | Rozsah citlivosti | Intenzita chemiluminiscence
[MM] [%] [LA] [nA]
0,07 11,96 0,05 5,98
0,10 19,56 0,05 9,78
0,15 32,20 0,05 16,10
0,19 43,40 0,05 21,70
0,20 24,90 0,10 24,90
0,22 27,10 0,10 27,10

Z péti nastiiktt vzorku o koncentraci 0,10 mM a 0,20 mM jsem vypocitala relativni
smérodatnou odchylku, ktera vyjadfuje reprodukovatelnost vysledkii méfeni kalibracni
ktivky. Pro levomepromazin 0,10 mM s, = 1,10 %, pro levomepromazin 0,20 mM s, =
1,93 %.
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Graf ¢. 13: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci levomepromazinu.
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Statistické hodnoceni kalibra¢ni kiivky:

Rovnice lcL(nA)=141,68 - ¢c(mM) —4,3669
Korelac¢ni koeficient r=0,9965
Smeérnice k=141,68
Usek na ose y q=4,3669
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5.4.2. Zavislost intenzity

chemiluminiscence

na koncentraci

levomepromazinu s pridavkem polyfosfatu sodného
Podminky pfi testovani: Napéti na fluorimetru: 596 V

Rozsah detektoru: 0,02 — 0,1 pA

Déavkovany objem vzorku: 200,0 pl
Nosny proud: 3,0 mM KMnO, ziedény 0,25 M H,SO4

vpomérul : 9
( koncentrace KMnQ, je tedy 0,3 mM a H,SO,4 0,225 M)
Pii méfeni byl pouzit staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS (koncentrace ve vzorku tedy je 80,0 mM).

Vysledky méfeni shrnuje tabulka a graf ¢. 14.

Tab. €. 14: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci levomepromazinu

s pridavkem PFS

Koncentrace levomepromazinu | VySka piku | Rozsah citlivosti Intenzita chemiluminiscence
[LUM] [%] [LA] [nA]
10,0 6,75 0,02 1,35
30,0 25,50 0,02 5,10
50,0 21,78 0,05 10,89
70,0 31,92 0,05 15,96
100,0 22,20 0,10 22,20

Z deseti nastiikd vzorku o koncentraci 50,0 uM jsem vypocitala smérodatnou a relativni

smérodatnou odchylku, ktera vyjadiuje reprodukovatelnost vysledkii méfeni kalibracni

kiivky.
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Graf ¢. 14: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci levomepromazinu

s ptidavkem PFS
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Statistické hodnoceni kalibra¢ni kiivky levomepromazinu s PFS:

Rovnice lct(nA)=0,2382 - c(uM ) —1,2841
Korelac¢ni koeficient r=0,9979

Smérnice k=0,2382

Usek na ose y q=1,2841

Smérodatna odchylka s=0,35

Relativni smérodatna odchylka ss=1,61%

Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci levomepromazinu by se dala
v rozsahu koncentraci 10,0 — 100,0 uM povazovat za linearni. Tuto kalibra¢ni kiivku
jsem pouzila pro stanoveni levomepromazinu v HVLP ( Tisercin ® inj., 10 x 1 ml /25

mg ).
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5.5. Stanoveni
pripravku

obsahu thioridazinu ve farmaceutickéem

5.5.1. Stanoveni obsahu metodou priatokové injekéni analyzy
Podminky pfi stanoveni: Napéti na fluorimetru: 596

Rozsah detektoru:

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, zfedény 0,25 M H,SO4
v poméru 1:9 ( koncentrace KMnQ, je tedy 0,3 mM a H,SO4
0,225 M)

Pii méfeni byl pouzit staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS (koncentrace ve vzorku tedy je 80,0 mM).

Tab. ¢. 15: Stanoveni obsahu thioridazinu v tabletach metodou FIA

Vyska Rozsah Intenzita Nalezena
Méfeni | Navazka piku citlivosti CL koncentrace | Obsah Obsah
2 [9] [%] [LA] [nA] [LUM ] [%] [mg ]
1 0,2317 26,93 0,05 13,47 53,69 109,57 27,39
2 0,2317 24,95 0,05 12,48 50,20 102,45 25,61
3 0,2318 26,35 0,05 13,18 52,67 107,49 26,87
4 0,2317 26,05 0,05 13,03 52,14 106,41 26,60
5 0,2318 25,86 0,05 12,93 51,79 105,69 26,42
Priimérny obsah 106,32 26,58
Smérodatna odchylka 2,34 0,58
Relativni smérodatna odchylka 2,20 2,20

Na zéklad¢ srovnani nalezené a predpokladané koncentrace jsem vypocitala

obsah u¢inné latky v tabletg.
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5.5.2. Zkouska na obsahovou stejnomérnost metodou FIA

Tab. €. 16: Zkouska na obsahovou stejnomérnost

Vyska Rozsah Intenzita Odchylka od
Tableta piku citlivosti chemiluminiscence Obsah priiméru
¢. [%] [LA] [nA] [mg ] [%]
1 26,30 0,05 13,15 26,82 107,27
2 26,15 0,05 13,08 26,69 106,78
3 24,96 0,05 12,48 25,61 102,45
4 26,15 0,05 13,08 26,69 106,78
5 26,32 0,05 13,16 26,84 107,35
6 25,96 0,05 12,98 26,51 106,04
7 26,05 0,05 13,03 26,60 106,41
8 25,95 0,05 12,98 26,51 106,04
9 25,86 0,05 12,93 26,42 105,69
10 25,86 0,05 12,93 26,42 105,69
Priimérny obsah [ mg ] 26,51 106,05

Na zaklad¢ srovndni nalezené a predpoklddané koncentrace jsem vypocitala

obsah ¢inné latky v tablet&. Piipravek Thioridazin® 25 mg, tbl. obd. vyhovuje zkousce

na obsahovou stejnomérnost podle CL 2002.

5.5.3. Stanoveni obsahu thioridazinu Iékopisnou metodou CL 2002

Stanoveni bylo provedeno s ptipravkem Thioridazin ® 25 mg tbl. obd. Do
kadinky jsem navazila prasek z rozdrcenych tablet v mnozstvi odpovidajicim 0,300 g
thioridazinu ( 2,6973 g ). Stanoveni jsem provedla se tfemi navazkami. Ke stanoveni

jsem pouzila standardizovany odmérny roztok kyseliny chloristé 0,1 mol / 1 z katedry

analytické chemie. Faktor tohoto odmérného roztoku je 0,9480.

Vypocet % obsahu:

%(thioridazin) =

V. f-H,-100

nav

68




Kde :

He .....hmotnostni ekvivalent [ml/mg]

| T faktor odmérného roztoku

V....... objem odmérného roztoku [ml]

nav.....navazka [mg]

Tab. & 17: Stanoveni obsahu thioridazinu v tabletich metodou CL 2002

Spotfeba odmérného Obsah thioridazinu | Obsah thioridazinu thic())r?dsszr;nu
Navazka roztoku V navazce V havazce v tableté
[9] [ml] [%] [mg] [%]
2,6973 8,00 11,44 308,57 106,16
2,6974 8,00 11,44 308,67 106,20
2,6977 8,10 11,58 312,53 107,52
Primérny obsah 106,63

Pomoci vyse uvedeného vzorce jsem vypocitala obsah thioridazinu v navazce v

% a po vynasobeni navdzkou jsem zjistila obsah thioridazinu v navazce v mg.

Teoreticky obsah thioridazinu jsem uréila z primémé hmotnosti tablety (0,2320 g

odpovida 25 mg thioridazinu), tu jsem vztahla na navazku a ziskala jsem obsah v mg

odpovidajici 100%. Pomoci této hodnoty jsem vypocitala obsah thioridazinu v tableté v

%. Obsah piedepsany lékopisem CL 2002 je 99,0 % - 101,0 %.
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5.6. Stanoveni
pripravku

obsahu promethazinu ve farmaceutickém

5.6.1. Stanoveni metodou prutokové injekéni analyzy
Podminky pfti stanoveni: Napéti na fluorimetru: 596

Rozsah detektoru: 0,05 nA

Nosny proud: 3,0 mM KMnO4 ziedény 0,25 M H,SO,4
v poméru 1:9 ( koncentrace KMnOy je tedy 0,3 mM a H,SO4
0,225 M)

Pti méfeni byl pouzit staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS (koncentrace ve vzorku tedy je 80,0 mM).

Tab. ¢. 18: Stanoveni obsahu promethazinu v tabletach metodou FIA

Vyska Rozsah Intenzita Nalezena
Mé&rfeni | Navazka piku citlivosti CL koncentrace | Obsah Obsah
C. [9] [%] [WA] [NA] [UM] [%] [mg]
1 0,0611 13,92 0,05 6,96 60,07 96,89 24,22
2 0,0611 14,10 0,05 7,05 60,87 98,18 24,54
3 0,0611 14,12 0,05 7,06 60,96 98,32 24,58
4 0,0612 14,21 0,05 7,11 61,37 98,98 24,75
5 0,0611 13,67 0,05 6,84 58,99 95,15 23,79
Primérny obsah 97,50 24,38
Smérodatna odchylka 1,03 0,34
Relativni smérodatna odchylka 1,06 1,39

Na zéklad€ srovnani nalezené a predpokladané koncentrace jsem vypocitala

obsah Uc¢inné latky v tableté
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5.6.2. Zkouska na obsahovou stejnomérnost metodou FIA
Tab. €. 19: Zkouska na obsahovou stejnomérnost

Vyska Rozsah Intenzita Odchylka od
Tableta piku citlivosti chemiluminiscence Obsah priiméru
¢. [%] [LA] [nA] [mg ] [%]
1 12,30 0,05 6,15 21,29 85,18
2 14,18 0,05 7,09 24,69 98,76
3 14,26 0,05 7,13 24,83 99,34
4 14,56 0,05 7,28 25,38 101,51
5 13,74 0,05 6,87 23,90 95,58
6 14,18 0,05 7,09 24,69 98,76
7 14,20 0,05 7,10 24,73 98,91
8 13,96 0,05 6,98 24,29 97,17
9 14,12 0,05 7,06 24,58 98,33
10 14,20 0,05 7,10 24,73 98,91
Primérny obsah [ mg ] 24,31

Na zaklad¢ srovnani nalezené a predpoklddané koncentrace jsem vypocitala
obsah G&inné latky v tableté. Piipravek Prothazin® 25 mg, tbl. obd. vyhovuje zkousce na

obsahovou stejnomérnost podle CL 2002.

5.6.3. Stanoveni obsahu promethazinu Iékopisnou metodou CL 2002
Stanoveni bylo provedeno s pfipravkem Prothazin®25 mg, tbl.obd., 20 x 25 mg.

Do kadinky jsem navazila prasek z rozdrcenych tablet v mnozstvi odpovidajicim 0,250
g promethazinu ( 0,5171 g ). Stanoveni jsem provedla se tfemi navazkami. Ke stanoveni
jsem pouzila standardizovany odmérny roztok kyseliny chlorovodikové 0,01 mol /1 VS
z katedry analytické chemie, jejiz faktor byl 0,9801. Bylo nutné provést standardizaci

odmeérného roztoku hydroxidu sodného.

Standardizace hydroxidu sodného 0.1 mol /1 VS:

20,0 ml hydroxidu sodného se titruje kyselinou chlorovodikovou 0,1 mol /1 VS
za pouziti 0,5 ml fenolftaleinu RS jako indikatoru z fialového zbarveni do odbarveni.

Vysledky shrnuje tabulka €. 20.
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Tab. ¢. 20: Standardizace odmérného roztoku NaOH 0,1 mol /1 VS

Spotfeba odmérného roztoku Vypoctena koncentrace
[ml] [mol /1]
20,60 0,1009
20,70 0,1014
20,70 0,1014
¢ (A)V (A)=c(B)V (B) (5)
Stanoven4 koncentrace NaOH: 0,1012 mol / |
Vypocet % obsahu:
. V(ml)-f-H_-100
%( promethazin) = (mD) : 4)
nav
Tab. ¢&. 21: Stanoveni obsahu promethazinu v tabletach metodou CL 2002
Obsah Obsah
Spotieba odmérného promethazinu promethazinu Obsah
Navazka roztoku V navazce V havazce promethazinu
[9] [ml] [%] [mg] [%]
0,5171 6,38 40,07 210,5 99,49
0,5170 6,37 40,01 206,85 98,14
0,5171 6,36 39,94 206,53 97,97
Primérny obsah 98,53

Vypocet byl proveden jako v pfipad¢ thioridazinu. Obsah promethazinu piedepsany
l1ékopisem CL 2002 je 99,0 % - 101,0 %.
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5.7. Stanoveni obsahu levomepromazinu ve farmaceutickém
pripravku

5.7.1. Stanoveni obsahu metodou priatokové injekéni analyzy
Podminky pfi stanoveni: Napéti na fluorimetru: 596

Rozsah detektoru: 0,1 pA

Nosny proud: 3,0 mM KMnO, zfedény 0,25 M HySO4

v poméru 1:9 ( koncentrace KMnOy je tedy 0,3 mM a H,SO4
0,225 M)
Pii méfeni byl pouzit staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku

0,25 M PFS.

Tab. €. 22: Stanoveni obsahu levomepromazinu v injekcich metodou FIA

Méfeni | Vyska piku | Rozsah citlivosti | Intenzita chemiluminiscence | Nalezena koncentrace

¢ [%] [LA] [nA] [UM]

1 47,70 0,1 47,70 205,64

2 50,60 0,1 50,60 217,82

3 50,70 0,1 50,70 218,24

4 49,02 0,1 49,02 211,18

5 51,56 0,1 50,60 217,82
Primérna koncentrace 214,14
Smérodatna odchylka 5,00
Relativni smérodatna odchylka [ % ] 2,33

Pfi stanoveni levomepromazinu v p¥ipravku Tisercin ® inj. metodou FIA zvy3uje
intenzitu chemiluminiscence levomepromazinu obsazend antioxidacni piisada kyselina
askorbova. Protoze nebyla kdispozici podnikovd norma, nemohl byt obsah

levomepromazinu v tomto piipravku stanoven.
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5.8. Statistické vyhodnoceni vysledku

V této kapitole jsem statisticky porovnavala vysledky stanoveni obsahu
thioridazinu, levomepromazinu a promethazinu ziskané pomoci 1ékopisné metody CL
2002, tedy titrace s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence, a pomoci prutokové
injek¢ni analyzy s chemiluminiscencni detekci. Zjistovala jsem, zda rozdil mezi obéma

metodami je nebo neni statisticky vyznamny. [ 47 ]

5.8.1. Mooruv test
Shodnost vysledkt ziskanych dvéma rGznymi analytickymi metodami pii

nestejném poctu paralelnich méfeni byla testovana za pouziti rozpéti Ra a Rg
Moorovym testem. Testuje se tak, ze hodnoty vypocteného kritéria U jsou porovnany

s kritickou hodnotou U, , ktera je tabelovana.
NA# ng

A — potenciometrické stanoveni dle CL 2002

B — stanoveni pomoci FIA

na — pocet paralelnich stanoveni u I1ékopisné metody
ng — pocet paralelnich stanoveni metodou FIA

o — hladina vyznamnosti
X A — prumér obsahl u potenciometrického stanoveni ( % )

Xg— pramér obsahti u FIA stanoveni ( % )
Ra — rozpéti u vysledkll potenciometrické metody
Rg — rozpéti u vysledkii FIA metody

U, — tabelovana kritickd hodnota —prona =3, ng=5a a=0,05

Je-1i vypocitana hodnota U < U, , potom neni rozdil mezi obéma metodami statisticky

vyznamny.
_ ‘)_(A B 7(3‘ 6
R, + Ry ©)
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Tab. &. 23: Moorav test - Thioridazin®tbl. obd., 50 x 25 mg

Méfeni €. Al%] B[%]

1 106,16 109,57
2 106,20 102,45
3 107,52 107,49
4 - 106,41
5 - 105,69

Pramér 106,63 106,32
R 1,36 7,12
U 0,0366
Uqg 0,429

U< U, splnéno

Tab. & 24: Moorav test - Prothazin® tbl. obd., 20 x 25 mg

Méfeni ¢ Al%] B[%]

1 99,82 96,89
2 98,14 98,18
3 97,97 98,32
4 - 98,98
5 - 95,15

Pramér 98,64 97,50
R 1,85 3,83
U 0,201
Uy 0,429

U< Uq splnéno

5.8.2. Studentiv test

Statistickou vyznamnost rozdilu primérd vysledki méfeni ( X, —X; ),
ziskanych dvéma analytickymi metodami pfi nestejném poctu paralelnich méteni, 1ze
vyhodnotit s vyuzitim odchylek obou priméri sa a Sg i Studentovym testem-t.
Postupuje se tak, Ze se vypocitaji rozptyly obou méfeni: sa’a sg°. Je-li sp? > sg? urdime

hodnotu Fa, je-li sgZ > sp° vypocteme Fpg.
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Vypocet smérodatné odchylky:

S = =1
7
n-1 )
Vypodet poméra rozptylt obou méfeni:
2
F, =2
AT 2 8
s, ®)
£ o
B~ o2 9
s, ©)

Fq pro porovnani s Fa zjistujeme pro stupné volnosti vi=na—1,vo=ng—1a
pro porovnani sFg pro stupné volnosti vi = ng — 1, v, = na — L
Jestlize Fa nebo Fg jsou mensi nez tabelovana hodnota F,, pak t, zjisStujeme pro
zvolenou hladinu vyznamnosti a stupen volnosti v = ( na + ng — 2 ). Kritickou hodnotu

t,  porovnavame  opét s vypoCtenou  hodnotou  Studentova  kritéria-t.

Vypocet Studentova kritéria-t:

t= % % (10)
\/_SA2 /(nA _1)"' SB2 /(nB _1)_
NA # N
a=0,05
Na=3,Ng=5
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Tab. &. 25: Studentiv test-t - Thioridazin®tbl. obd., 50 x 25 mg

X A 106,63
X B 106,32
SaA 0,63
S 2,34
S~ 0,3969
Sg” 5,4756
Fa -

Fs 13,7959
Fq 19,247
T 0,248
Ta 2,447

Tab. & 26: Studentiiv test-t - Prothazin® tbl. obd., 20 x 25 mg

X A 98,53
X B 97,50
Sa 0,68
Sg 1,03
S’ 0,4624
Sg” 1,0609
Fa -

Fg 22943
Fo 19,247
T 1,462
T, 2.447

77



6. DISKUZE

Z tabulky a grafu ¢.1 vyplyva, ze intenzita chemiluminiscence roste
s prodluzujici se dobou davkovani. Po 5 s uz neni nariist intenzity chemiluminiscence
tak vyrazny. Del$i doba davkovani navic vede k neefektivnimu plytvani s roztoky a ke
snizovani frekvence analyz. Pro dal§i méfeni jsem proto zvolila dobu davkovani 5 s,
které odpovida délka cyklu 30 s. Za téchto podminek lze metodou dosahnout az 120
analyz za hodinu.

Z tabulky a grafu ¢ 2 vyplyvd, ze knejvétSimu narGstu intenzity
chemiluminiscence dochéazi pfi 20 % rychlosti pumpy. Pfi dalSim zvySeni rychlosti
pumpy intenzita klesa. Piky se rozdvojuji, nestaci jiz koncentrace oxida¢niho c¢inidla
vV nosném proudu. Pro dalsi méteni jsem zvolila rychlost pumpy 20 % ( 0,37 ml/min ).

Z tabulky a grafu ¢. 3 vyplyva, ze koncentrace KMnO4 1,0 a 2,0 mM nestaci
k oxidaci 0,2 mM thioridazinu. Vznika rozdvojeny pik. Pti pouziti 3,0 mM KMnO,4
dosahuje intenzita chemiluminiscence maxima (5=2,01). Vys§i koncentrace
manganistanu zpusobily zhorSeni signalu a kfivka zaznamenala pokles. Pro dalsi métfeni
jsem proto zvolila 3,0 MM KMnQ,.

Tabulka a graf ¢. 4 ukazuji, Ze intenzita chemiluminiscence thioridazinu roste se
zvySujici se koncentraci H,SO4. Vzhledem Ktomu, Ze existuje riziko poskozeni
priatokového systému silnou kyselinou, ponechala jsem H,SO4 na koncentraci 0,25 M.
Pii této koncentraci byl ziskan symetricky pik 1 dobra reprodukovatelnost méfeni ( s, =
1,98).

Z tabulky a grafu €. 5 vyplyva, Ze zvySovani podilu KMnO4 V nosném proudu
vede ke sniZovani intenzity chemiluminiscence. Pro dal§i méfeni jsem tedy zvolila
pomér KMnO, : HySO4 1 :9, coz ve zvoleném poméru odpovida celkové koncentraci
KMnQO,4 0,3 mM a H,SO,4 0,225 M.

Ztabulky a grafu ¢ 6 vyplyva, Ze roztoky vzorkil S kyselinou mravenci
v uvedenych koncentracich nevykazuji nardst intenzity chemiluminiscence a dal$im
zvySovanim koncentrace HCOOH se jiz prakticky neméni. Pro dal§i méfeni jiz HCOOH
nebyla pouzita.

Ztabulky a grafu ¢. 7 vyplyva, Ze piidavek zasobniho roztoku
dodecylbenzensulfonatu sodného o koncentraci 50,0 mM ve vzorku vedl ke snizeni
intenzity chemiluminiscence. Pouziti DBS komplikovala i obtiZzna pfiprava roztok.

Z téchto diivodi nebyl DBS pro dal§i méfeni pouzivan.
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Z tabulky a grafu ¢. 8 vyplyva, Ze polyfosfat sodny vyrazné zvySuje intenzitu
chemiluminiscence thioridazinu. Podle vysledki slepé fady ma samotny PFS nulovou
intenzitu chemiluminiscence a lze ho tedy pouzit jako latku zvySujici
chemiluminiscenci. Pii proméfovani kalibrac¢ni kiivky v uM koncentraci thioridazinu,
promethazinu i levomepromazinu jsem pouzila staly ptidavek 8,0 ml zasobniho roztoku
0,25 M PFS ve vzorku, coz odpovida koncentraci PFS 80,0 mM. Pti této koncentraci
dochazi ke zvySeni intenzity chemiluminiscence thioridazinu 10 x nez bez jeho
pridavku. Pti vysSich koncentracich PFS se objevuji problémy se Spatnou rozpustnosti
latky a velkou viskozitou roztoku.

Zmeéftila jsem kalibracni zavislost thioridazinu s pfidavkem 8,0 ml PFS, kterou
Ize vrozsahu koncentraci 10,0 — 100,0 uM povazovat za linearni. Tuto kalibra¢ni
kiivku jsem pouzila pro stanoveni obsahu lé¢iva v ptipravku Thioridazin ® 25 mg, thl.
obd. Detekéni limit byl 5,0 pM.

Za stejnych optimalizovanych podminek jsem promeétila také kalibracni
zavislosti promethazinu a levomepromazinu s piidavkem 8,0 ml 0,25 M PFS, coz
odpovida koncentraci PFS 80,0 mM. Pfi této koncentraci dochéazi ke zvySeni intenzity
chemiluminiscence promethazinu 10 X nez bez jeho pifidavku. U levomepromazinu
doslo ke zvyseni intenzity chemiluminiscence 2,3 x nez bez jeho pridavku. Kiivky lze
v piipadé¢ promethazinu v rozsahu koncentraci 5,0 — 100,0 uM a v pfipadé
levomepromazinu v rozsahu koncentraci 10,0 — 100,0 pM povazovat za linearni. Tyto
kalibra¢ni kiivky jsem pouzZila pro stanoveni obsahu promethazinu v pfipravku
Prothazin ® 25 mg, tbl. obd. a levomepromazinu v piipravku Tisercin ® inj. Detekéni
limit v pfipad¢é promethazinu 5,0 uM a v ptipadé levomepromazinu 4,0 uM. Detekéni
limity byly zjiStény jako dvojnasobek Sumu zakladni linie.

Pfi stanoveni obsahu v ptipravku Thioridazin ® 25 mg, tbl. obd. se rozdily mezi
nalezenou a piedpokladanou koncentraci pohybovaly od 2,45 do 9,57 %. V piipravku
Prothazin ® 25 mg, tbl. obd. se rozdily mezi nalezenou a predpokladanou koncentraci
pohybovaly od 1,02 do 4,85 %. Obsah levomepromazinu v piipravku Tisercin © inj.
nemohl byt stanoven. Antioxidacni ptfisada Acidum ascorbicum zvySuje intenzitu
chemiluminiscence levomepromazinu. Podnikova norma nebyla k dispozici.

S ptipravkem Thioridazin ® 25 mg, tbl. obd. a Prothazin © 25 mg, tbl. obd. jsem
provedla zkousku obsahové stejnomérnosti podle CL 2002. Piipravky vyhovuji
zkousSce, ve vSech deseti jednotkdch lezi nalezeny obsah ucinné latky v povoleném

rozmezi.
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Na zavér jsem obsah thioridazinu a promethazinu v HVLP stanovila srovnavaci
1ékopisnou metodou CL 2002.

Pti statistickém zhodnoceni obou metod pomoci Moorova testu vysla vypocitana
hodnota U mensi nez tabelovana kriticka hodnota U,. | v piipad¢ Studentova testu — t
byla vypocitana hodnota t mensi nez kritickd hodnota t, urend podle tabulek. To
znamena, ze¢ ob¢&é metody lze povazovat za srovnatelné a metodu FIA
S chemiluminiscenc¢ni detekci lze pouzit pro stanoveni thioridazinu v piipravku

Thioridazin ® 25 mg, tbl. obd. a promethazinu v ptipravku Prothazin ® 25 mg, tbl. obd.
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7. SOUHRN

V literatufe jsem vyhledala ¢lanky tykajici se rtznych zplisobt stanoveni
fenothiazinovych derivata ( thioridazinu, promethazinu a levomepromazinu ) a prace
zabyvajici se vyuzitim FIA metody s chemiluminiscen¢ni a fluorimetrickou detekei ve

farmaceutické analyze.

Otestovala jsem systém FIA fizeny pocitacem a nastavila jsem vhodné
parametry pristroje ( doba davkovani, rychlost Cerpani roztok do systému, Casové

parametry ), které jsem zachovavala po celou dobu méfeni konstantni.

Ur¢ila jsem optimalni slozeni nosného proudu a otestovala vliv nékterych latek
na intenzitu chemiluminiscence. Nejvétsi vliv na intenzitu chemiluminiscence byl
prokazan u polyfosfatu sodného. Ten jsem pouzila pfi proméefovani kalibraéni

zavislosti.

Za optimalizovanych podminek jsem promeéfila kalibrac¢ni kfivky thioridazinu,
promethazinu a levomepromazinu bez a s piidavkem PFS o desetkrat niz$i koncentraci
thioridazinu, promethazinu a levomepromazinu. Tu jsem poté pouzila k odecteni
koncentraci 1é¢iv ve farmaceutickych ptipravcich. Zjisténi obsahu levomepromazinu
v piipravku Tisercin® inj. jsem nemohla FIA metodou uskuteénit. Intenzitu
chemiluminiscence zvySuje obsaZend antioxidac¢ni pfisada acidum ascorbicum.

Podnikova norma nebyla k dispozici.

Obsah thioridazinu v ptipravku Thioridazin ® 25 mg, tbl. obd. a obsah
promethazinu v piipravku Prothazin © 25 mg, tbl. obd. jsem stanovila i metodou dle CL
2002.

Vysledky ziskané metodou FIA s chemiluminiscencéni detekci a Iékopisnym
stanovenim dle CL 2002 jsem statisticky zhodnotila pomoci Moorova a Studentova

testu — t a prokazala jejich srovnatelnost.
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8. ZAVER

Zjistovala jsem, zda metoda FIA s chemiluminiscen¢ni detekci za pouziti
KMnQy jako oxida¢niho Cinidla v prostiedi kyseliny sirové mlze byt pouzita pro piimé
stanoveni fenothiazinovych derivati. Také jsem vyzkouSela vliv nékterych latek
zvysujicich intenzitu chemiluminiscence a pro dal$i méfeni jsem pouzivala vzorky s
polyfosfatem sodnym, ktery umoznil snizit koncentraci thioridazinu 14 x, promethazinu
20 x a levomepromazinu 17,5 x. Statistick¢é zhodnoceni pomoci Moorova a Studentova
testu— t ukézalo, Ze rozdil mezi lékopisnou metodou CL 2002, tj. nevodnou titraci
s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence v ptipad¢ thioridazinu a acidobazickou
titraci s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence v pfipadé promethazinu, a
metodou FIA s chemiluminiscenéni detekci neni statisticky vyznamny. Obé metody
jsou tedy srovnatelné a chemiluminiscenéni stanoveni thioridazinu v pfipravku
Thioridazin ® 25 mg, tbl. obd. a promethazinu v piipravku Prothazin © 25 mg, tbl. obd.
metodou FIA lze aplikovat v praxi. Automatizovana metoda FIA s chemiluminiscen¢ni
detekci fizena pocitacem je rychlejsi a jednoduss$i nez titratni metody uvedené

v lékopise CL 2002 a Ize je touto metodou nahradit.
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