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Abstrakt

V této diplomové praci byla vyvinuta a optimalizovana metoda vyuzivajici techniku sekvencni
injek¢ni analyzy pro spektrometrické a spektrofluorimetrické stanoveni tiech vybranych analytt ze
skupiny fenothiazind (chlorpromazin, levomepromazin a promethazin). Stanoveni je zaloZeno na
oxidacni reakci fenothiazinl s ceriCitymi ionty v kyselém prostiedi, pti které¢ vznikd barevny
produkt, ktery je mozné¢ detegovat spektrometricky ve viditelné oblasti spektra nebo
spektrofluorimetricky. Byly optimalizovany podminky méfeni pro sekvencni injekéni analyzu a
vyhodnoceni bylo provedeno pomoci nelinearni kalibrace v rozsahu koncentraci 3-320 mg dm™
pro VIS spektrometrickou detekci a 0,3—50,0 mg dm™ pro spektrofluorimetrickou detekci. Byl
studovan vliv ve vodé rozpustnych pomocnych latek (fruktosa, glukosa, laktosa), které jsou Casto
soucasti 1écivych piipravkld. Vyvinuta metoda sekvencni injek¢ni analyzy s obéma typy detekce
byla uspésné aplikovana na autentické vzorky lécivych piipravki (Plegomazin, Tisercin a
Prothazin) obsahujicich analyzované fenothiaziny. Vysledky méfeni byly v dobré shodé s pouzitou
referenéni metodou pifimé UV spektrometrie. Vyhodou vyvinuté metody SIA s VIS
spektrometrickou a spektrofluorometrickou detekci je jeji automatizace, rychlost, nizka spotteba
reakéniho ¢inidla a Siroky dynamicky rozsah koncentraci analyti, umoziujici vyuziti této metody
napiiklad pro rutinni kontroly 1é¢iv ve farmaceutickém primyslu.

Klicova slova: sekvencni injekéni analyza, phenothiazin, chlorpromazin, levomepromazin,

promethazin



Abstract

In this diploma thesis, a method using the sequence analysis technique for spectrometric and
spectrofluorimetric analysis of three selected analytes from the group of phenothiazines
(chlorpromazine, levomepromazine and promethazine) was developed and optimized. The
determination is based on the oxidation reaction of phenothiazines with cerium(IV) ions in an
acidic medium, which produces a color product that is detected by VIS spectrometry or
spectrofluorimetry. The measurement conditions for sequence analysis were optimized and
evaluation was performed by nonlinear calibration in the dynamic range of 3-320 mg dm for VIS
spectrometric detection and 0.3—50.0 mg dm for spectrofluorimetric detection. The influence of
water-soluble common excipients (fructose, glucose, lactose), which are often part of medicinal
products, was investigated. The developed sequential injection analysis with both detections was
successfully applied to authentic samples of drugs (Plegomazine, Tisercine and Prothazine)
containing the analyzed phenothiazines. The measurement results were in good agreement with the
used reference method of direct UV spectrometry. The advantages of developed SIA method with
VIS spectrometric and spectrofluorometric detection are its automation, speed, low consumption of
reagent and a wide dynamic range of analyte concentrations, enabling its use, for example, for
routine product control in the pharmaceutical industry.

Key words: sequential injection analysis, chlorpromazine, levomepromazine, prometh-azine,

phenothiazine
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Seznam poutzitych zkratek

A absorbance

c molarni koncentrace [mol dm™]
Co hmotnostni koncentrace [g dm™]
CHP chlorpromazin

DR dynamicky rozsah [g dm™]

F prittokova rychlost [l min™']
FIA pratokova injekcni analyza
LMP levomepromazin

LOQ mez stanovitelnosti [g dm ]
PRM promethazin

PTFE polytetrafluorethylen

PTZ fenothiazin

R? koeficient determinace

REAG reak¢ni Cinidlo

RSD relativni smérodatna odchylka
S plocha SIA piku [s]

SIA sekvencni injekEni analyza

U napéti na fotondsobici [V]

14 objem [mm?]

Aem emisni vinova délka [nm]

Aex excitaéni vlnova délka [nm]

Avis vlnova délka ve viditelné oblasti spektra [nm]



1 Cil prace

Cilem této diplomové prace je navrhnout a optimalizovat metodu sekvencni injekéni
analyzy se spektrometrickou a spektrofluorometrickou detekci pro stanoveni tfi riznych
analytd ze skupiny fenothiazini, konkrétné¢ chlorpromazinu, levomepromazinu a
promethazinu.

Déle je cilem aplikovat tuto metodu na autentické vzorky IéCivych ptipravki,
obsahujicich analyzované fenothiaziny v riznych Iékovych forméch (injekéni roztok,
potahovand tableta) a porovnat tyto vysledky s referencni metodou.

V neposledni fadé je také cilem navrhnout metodu tak, aby byla automatizovana a

¢asove 1 finan¢né nenarocna.



2 Teoreticka cast

2.1 Analyzované latky

Fenothiaziny patfi mezi jedny z nejstarSich syntetickych 1éCiv, kterd nemaji ptirodni
prekursor. Kromé neuroleptickych uc€inkt, které jsou spojeny s blokddou dopaminergnich
receptord, vykazuji fenothiazinové derivaty mnoho dalSich biologickych aktivit [1, 2].

Prvni derivat fenothiazinu, methylenovou modf, syntetizoval némecky chemik Heinrich
Caro jiz v roce 1876. Strukturu fenothiazinli objasnil v roce 1883 dal§i némecky chemik
Heinrich August Bernthsen, ktery také syntetizoval fenothiazin reakci difenylaminu se
sirou [3]. Koncem 19. stoleti Némec Paul Ehrlich objevil aktivitu methylenové modfi proti
plazmodiim a vroce 1891 ohlasil Gspésné vylééeni dvou pacientli s malérii po oralni
aplikaci methylenové modfi [4].

Od té doby jiz bylo syntetizovano vice nez Ctyfi tisice fenothiazinl a nejmén¢ sto z nich
nasSlo uplatnéni v klinické praxi [5]. Fenothiaziny jsou predepisovany nejcastéji k 1é€be
pacientd s psychotickymi nebo jinymi vaznymi psychiatrickymi poruchami. Maji
vyznamné antipsychotické ucinky, ale také dal$i vlastnosti vyuZzivané v klinické praxi,
napiiklad antiemetické a antihistaminické U€inky a schopnost potencovat analgeticka
sedativa [6]. Mechanismem antipsychotického ucinku vétSiny fenothiazind je hlavné
antagonisticky uc¢inek na mozkové dopaminové D> receptory, dale také vysokd afinita
k vazbé na centralni o-adrenergni receptory [7]. Byla také prokézana antibakteridlni
ucinnost fenothiazinii in vitro na n¢které grampozitivni i gramnegativni bakterie naptiklad
na Staphylococcus aureus, Escherchia coli nebo Salmonella spp. [8—10]. Podle Svétové
zdravotnické organizace se chlorpromazin a flufenazin fadi mezi nezbytné 1éky pro 1écbu
psychickych poruch jako je naptiklad schizofrenie [11].

Zakladni strukturou fenothiazinl je tricyklicky heterocykl s atomem siry v poloze 5 a
atomem dusiku v poloze 10 s obvyklou substituci v polohdch 2 a 10 (obr. 2.1.). Nejcast&jsi
substituenty jsou uvedeny v tabulce 2.1. Fenothiaziny jsou nejcastéji uchovavany ve formé

soli bazickych sloucenin, naptiklad ve formé hydrochloridii nebo maleati [12].
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Obr. 2.1: Zakladni strukturni vzorec fenothiazinu.

Tabulka 2.1

Nejcastejsi substituenty fenothiazinti v polohach 2 a 10.

derivat R, Rio
diethazin -H —(CH_):N(CH:CH3),
flufenazin —CF;

—CH,CH,CH,—~N N—CH,CH,OH

chlorpromazin —Cl —(CH2)>N(CHz3)
levomepromazin —OCH3 —CH,CH(CH3)N(CHs)2
promethazin -H —CH>CH(CH3)N(CHs)
trifluoperazin —CF / N

P : —CHCH—N  N—CH,
2.1.1 Chlorpromazin

Chlorpromazin je derivat fenothiazinu s alifatickym postrannim fetézcem. Prvné jej
syntetizoval Paul Charpentier vroce 1950 ve Francii ve farmaceutické firmé
Rhoéne-Poulenc pii snaze nalézt 1é¢ivo, které by plisobenim na centrdlni nervovy systém
zabrainiovalo Soku po chirurgickych zakrocich. V této dobé& byl jiz zndmy antihistaminicky
a sedativni Gcinek fady fenothiazind, z nichz si k derivatizaci vybral promazin. Chloraci
promazinu vznikla latka s oznaenim RP-4560, kterd meéla pii prvotnich testech na
zvifatech nejen mimotfddnou antihistaminovou aktivitu, ale také vyrazné plisobila na
parasympatetické a adrenolytické reflexy a blokovala plisobeni adrenalinu na krevni tlak.
V roce 1952 publikoval Charpentier hypotetické terapeutické vyuziti pro nové objevené

1é¢ivo RP-4560, které nazval vegetativni stabiliztor. Jako hypotetické pouZiti bylo
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uvedeno napfiklad uvedeni do anestesie, zmirnéni predoperacniho stresu, 1écba
kardiovaskularnich a psychiatrickych poruch [13]. Poprvé jako samostatné lécivo bez
kombinace s jinymi G¢innymi latkami pouzili chlorpromazin v témze roce u psychotickych
a rozrusenych pacientii 1¢kaii Pierre Deniker a Jean Delay a potvrdili vysokou sedativni
ucinnost chlorpromazinu. Objeveni antipsychotickych ucinkti chlorpromazinu v roce 1952
bylo zac¢atkem éry moderni psychologie [14].

Chlorpromazin (CASRN [50-53-3]) je systematickym nazvem [3-(2-chlor-10-fenothia-
zinyl)propyl]dimethylamin, strukturni vzorec v tabulce 2.1. Jeho relativni molekulova
hmotnost je 318,87 a pK, = 9,41. Jedna se o bily nebo lehce bézovy prasek bez zapachu,
ktery je prakticky nerozpustny ve vod¢ a neomezené rozpustny v alkoholu a etheru. Je
dostupny ve form¢ hydrochloridu, ktery je velmi dobfe rozpustny ve vodé€. Prodava se pod
komerénimi ndzvy Plegomazin, Thorazin nebo Largactil.

Podle United States Pharmacopeia se stanoveni obsahu chlorpromazin hydrochloridu
provadi rozpusténim 700 mg chlorpromazin hydrochloridu v 75 cm® koncentrované octové
kyseliny a 10 cm® 6 % octanu rtutnatého. Nasledn& se provede titrace 0,1 mol dm>
kyselinou chloristou s potenciometrickou indikaci, kdy 1 cm® kyseliny chloristé je roven
35,53 mg chlorpromazin hydrochloridu. Stanoveni obsahu chlorpromazin hydrochloridu
v tabletaich se provadi UV-VIS spektrometrii pifi  254-277nm po extrakci
diethyletherem [15].

2.1.2 Levomepromazin

Levomepromazin patii mezi fenothiaziny s postrannim alifatickym fetézcem. Prvné byl
syntetizovan v 50. letech 20. stoleti. V roce 1956 byl prodavan pod komer¢nim nazvem
Nozinan a byl klinicky testovdn v Kanadé¢ na senilnich pacientech s mentilnimi a
nervovymi poruchami a vykazoval silnéjSi antipsychotické a sedativni ucinky nez
chlorpromazin [16]. Kromé¢ 1écby schizofrenie [17] je dnes levomepromazin pouzivan také
proti silnym nevolnostem, tézkému deliriu nebo pii velkém psychickém rozruSeni
v pripadech, kdy k uklidnéni nesta¢i benzodiazepinova anxiolytika [18, 19]. Prave pro své
antipsychotické, anxiolytické, antiemetické a sedativni G€inky je hojn€ uzivany v paliativni
péci [20]. Levomepromazin muize byt uZivan samostatné nebo v kombinaci s jinymi 1é€ivy,

nejcastéji se vyskytuje v kombinaci s haloperidolem [21-23].
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Levomepromazin (CASRN [60-99-1]), nazyvan také jako methotrimeprazin, je
systematickym nazvem (2R)-3-(2-methoxyfenothiazin-10-yl)-N,N,2—trimethyl-propan-1-
-amin, strukturni vzorec uvadi tabulka 2.1. Jeho relativni molekulova hmotnost je 328,47 a
pKa=9,32. Jedna se o bily krystalicky prasek bez zapachu, ktery je omezen¢ rozpustny ve
vodé a methanolu. Ve formé hydrochloridu je ve vodé rozpustny bez omezeni. Je dostupny
pod komer¢nimi nazvy Tisercin, Nozinan nebo Levoprome.

Podle  United  States  Pharmacopeia  je  stanoveni  levomepromazinu
provadénorozpusténim 700 mg levomepromazinu ve 100 cm® chloroformu, piida se jedna
kapka krystalové violeti a roztok se titruje kyselinou chloristou 0,1 mol dm™ do prvniho
vymizeni fialového zbarveni. Jeden mililitr kyseliny chlorist¢ je roven 32,85 mg
levomepromazinu. V Iékovych pripravcich ve formé injekéniho roztoku se stanoveni
obsahu levomepromazinu provadi HPLC stanovenim [15].

V Evropském Iékopisu 2019 je ke stanoveni levomepromazin hydrochloridu popséna
titrace, kdy je 0,300 g levomepromazinu rozpusténo v 50 cm? 2-propanolu a tento roztok je

3

nasledné titrovan hydroxidem sodnym 0,1 mol dm™ s potenciometrickou indikaci bodu

3

ekvivalence. Jeden mililitr hydroxidu sodného 0,1 mol dm™ je roven 36,49 mg

levomepromazin hydrochloridu [24].

2.1.3 Promethazin

Promethazin je antihistaminikum prvni generace, antagonista Hj-receptort a byl prvné
syntetizovan v roce 1947 ve firmé Rhone-Poulenc francouzskymi védci pod vedenim Paula
Charpentiera. Farmakologicka charakterizace promethazinu ukazala, Ze mad mnohem v¢tsi
sedativni €inky nez jina antihistaminika [25]. Promethazin pro jeho silné antihistaminoveé
a sedativni U¢inky za€al v kombinaci s penthidinem pouZzivat francouzsky vojensky lékar
Henri-Marie Laborit v protiSokové terapii v roce 1949 a zjistil, Ze promethazin potencuje
aktivitu anestetickych 1€¢iv, a proto se zacal ¢asto uzivat v klinické anestesii [26, 27].

Od jeho objeveni byl promethazin uzivdn k mnoha klinickym ucelim, naptiklad
k prevenci a mirnéni nevolnosti pti odvykaci 1é¢bé nebo pii chemoterapiich, pii migrénach,
také jako sedativum pfi porodu nebo k 1é€bé€ kinetdzy [28]. Dnes je Casto uzivany k 1é¢bé
alergickych ptiznaki, symptomim doprovazejici astma, pneumonii nebo dalsi infekce

dolnich dychacich cest [29].
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Promethazin (CASRN [60-87-7]) je systematickym nazvem 10—[2—(dimethylamino)-
propy]fenothiazin, strukturni vzorec uvadi tabulka 2.1. Jeho relativni molekulova hmotnost
je 284,42 a pKa = 8,98. Jedna se o bily ¢i lehce nazloutly krystalicky prasek, ktery je ve
form¢ hydrochloridu velmi dobfe rozpustny ve vodé. Prodava se naptiklad pod
komer¢nimi ndzvy Prothazin, Phenergan nebo Phenadoz.

Pro stanoveni promethazin hydrochloridu je podle United States Pharmacopeia vyuzita
metoda HPLC [16]. V Evropském I€kopisu 2019 je popsana potenciometricka titrace, kdy
je 0,250 g promethazin hydrochloridu rozpusténo v 5,0 cm® kyseliny chlorovodikové
0,01 mol dm™ a 50 cm® ethanolu 96 %. Tento roztok je titrovan hydroxidem sodnym
0,1 mol dm™. Spotiebovany objem hydroxidu sodného se odeéitd mezi dvéma inflexnimi
body. Jeden mililitr hydroxidu sodného 0,1 mol dm™ se rovna 32,09 mg promethazin

hydrochloridu [24].

2.2 Analytické metody pro stanoveni fenothiazina

Ke stanoveni fenothiazinii byla pouzita fada riznych metod zahrnujicich chemické
1 instrumentalni stanoveni. Tyto metody jsou uvedeny v pifehledovych ¢lancich [30, 31].
Vybrané piiklady publikovanych stanoveni chlorpromazinu, levomepromazinu a

promethazinu jsou shrnuty v tabulce 2.2.
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Tabulka 2.2
Vybrané publikované principy stanoveni fenothiazinu v riznych matricich a jejich limity
kvantifikace. Analyzované fenothiaziny: 1 — chlorpromazin, 2 — levomepromazin, 3 — pro-

methazin, 4 — promazin, 5 — thioridazin

Princip stanoveni / detekce matrice analyzované LOQ / mg dm
[reference] fenothiaziny

HPLC-UV [32, 33] plasma, sérum, moc 2 9,0-1073
HPLC na reverznich fazich [34]  plasma 2 4,1-1073
UV spektrometrie [35, 36] 1é¢ivé pripravky 2 1,5-2,9
GC [37] plna krev, plasma 1,2 12,6 - 1073
voltametrie [38, 39] 1é¢ivé pripravky 1,3 5-1072
chemiluminiscence [40, 41] plasma, mo¢ 1 neuvedeno
spektroelektrochemie [42] 1é¢ivé ptipravky 1 1-107°
VIS spektrometrie [43] 1é¢ivé ptipravky 1 neuvedeno
amperometrie [44] 1é¢ivé pripravky 1,3 1-102
fluorescence [45] 1é¢ivé pripravky, mo¢ 2 6107
turbidimetrie [46] 1é¢ivé ptipravky 3 25
biamperometrie [47] 1é¢ivé ptipravky 4,5 0,4

Velmi Castym principem stanoveni je vyuziti snadné oxidace fenothiazinti. Oxidace
fenothiazini mizZe byt chemicka, naptiklad pomoci manganistanu draselného [48, 49] nebo
ceri¢itych iontl [50], fotochemicka [51] nebo elektrochemicka [52].

V prvnim kroku oxidace ztraci molekula elektron, coz vede ke vzniku barevného radikal
kationtu (obr. 2.2). Tato reakce je reverzibilni. Radikal kation je stabilni v siln¢ kyselém
prostiedi. V druhém kroku je radikdl kation ireverzibilné oxidovan ztratou dalSiho
elektronu a vznikd fenothiazinovy ion. Tento ion je nasledné snadno hydrolyzovéan za
vzniku bezbarvého sulfoxidu. Rychlost prvniho reakéniho kroku zavisi na oxidantu,
kyselosti prostiedi, teploté a typu fenathiazinového derivatu. Typy substituentli a jejich
poloha v molekule fenothiazinu ovliviiuji stabilitu radikadlového kationtu [53]. Barevny
radikal kation vznikajici v prvnim kroku oxidace je mozné detekovat spektrometricky ve

VIS oblasti spektra nebo spektrofluorimetricky.
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Obr. 2.2: Obecné schéma oxidace derivatl fenothiazini (podle [53]).

2.3 Sekven¢ni injekéni analyza

Sekvenc¢ni injek¢ni analyza (angl. sequential injection analysis, SIA) byla vytvoiena
vroce 1989 v laboratotich Center for Process Analytical Chemistry na Univerzité ve
Washingtonu. Jednd se o prutokovou analytickou metodu, kterd vznikla pfi snaze
eliminovat nevyhody pritokové injekéni analyzy (angl. flow injection analysis, FIA),
pfedevSim naroky FIA na rlizné sestaveni systému hadicek pro kazdou analytickou metodu
a relativné vysoké naroky na udrzbu peristaltickych Cerpadel [54].

Obecny princip SIA je stejny jako u FIA, kdy analyt v roztoku vzorku je reakci
s ¢inidlem pfeveden na detegovatelny produkt, u kterého je meéfena vhodna analyticka
vlastnost (napi. absorbance). U FIA je zona vzorku vstfikovana ddvkovacim ventilem do
kontinualniho nosného proudu, oproti tomu SIA vyuZiva pfimy a zpétny tok nosného
proudu, ¢imz je dosahovano vysSiho stupné konverze analytu na pozadovany produkt [55].

Ptistroj pro SIA se vétSinou skladd z pistové pumpy, spojovacich hadicek, reakéni
civky, vicecestného ventilu a vhodné zvolené¢ho detektoru (obr. 2.3). Sekvenéni injekéni
analyza probihd po sekvencich, kdy se nasava presn¢ definovany objem vzorku a reagenti
do reak¢ni civky pfes vicecestny ventil. Nasavani reagentll vicecestnym ventilem
umoziiuje pouzit vice reak¢nich Cinidel a rizné nosné proudy. K dokonalému promichéni
vzorku a reagentll dochazi diky vyuziti zpétného toku nosného proudu. Se SIA mohou byt
pouzity rtizné¢ metody detekce, napiiklad UV-VIS spektrometrie, elektrochemické metody,

luminiscen¢ni spektrometrie a mnoho dalSich [56].
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NR—— P D ——o0

Obr. 2.3: Obecné schéma pfistroje pro sekvenc¢ni injek¢ni analyzu. NR nosny roztok, P pistova
pumpa, RC reakéni civka, VV vicecestny ventil, V vzorek, R; a R» reakéni ¢inidla, D detektor,

O odpad.

Kromé své vSestrannosti a mechanické jednoduchosti ma metoda SIA dalsi vyhody,
jako napiiklad schopnost jednoduSe ménit experimentalni parametry, fidit reakéni dobu a
stupeni disperzni zony a moznost automatizace. [57]

Stanoveni fenothiazinli metodou SIA je v literatuie dosud malo popsano. Publikované
metody vyuzivajici metodu SIA zahrnuji chemickou oxidaci fenothiazinli s naslednou UV
detekci [58, 59] nebo separaci fenothiazinli na C18 monolitické koloné¢ s UV detekci

[60, 61].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Analyzované lékové formy

Analyzovanymi 1é€ivymi ptipravky v této praci byly:

e Tisercin® injekéni roztok s deklarovanym obsahem levomepromazinu 25 mg v jednom
mililitru roztoku, ¢islo Sarze 14A0321 (Egis Pharmaceuticals PLC, Mad’arsko),

e Tisercin® potahované tablety s deklarovanym obsahem levomepromazinu 25 mg/tbl,
¢islo Sarze 158900690 (Egis Pharmaceuticals PLC, Mad’arsko),

e Prothazin® potahované tablety s deklarovanym obsahem promethazin hydrochloridu
25 mg/tbl, ¢islo Sarze 200075 (Teofarma, Italie),

e Plegomazin potahované tablety s deklarovanym obsahem chlorpromazin hydro-
chloridu, 25 mg/tbl, rok vyroby 2000,

e Plegomazin tablety s deklarovanym obsahem chlorpromazin hydrochloridu 100 mg/tbl,
rok vyroby 1998 (Egis Pharmaceuticals PLC, Mad’arsko).

3.2 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu standardi byly pouzity: chlorpromazin hydrochlorid, > 98,0 % (Sigma-
Aldrich), levomepromazin (Egis Pharmaceuticals, Mad’arsko) a promethazin hydrochlorid
(Specia Rhone Poulenc, Francie).

Veskeré dal$i pouzité chemikalie byly analytické Cistoty: siran ceriCity (Lachema,
Ceska republika), kyselina sirovdi 96 % (Lach-Ner, Ceska republika), kyselina
chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, Ceska republika), fruktosa (Penta, Ceska republika),
glukosa (SPOFA, Ceska republika), laktosa (Penta, Ceska republika).

Deionizovana voda pouzita k pfipravé roztoki a jako nosny proud byla pfipravena

zafizenim MilliQ (Millipore)



18

33 Piiprava roztoku

Ptipravené roztoky byly uchovavany v chladu a temnu v uzavienych odmérnych

bankach nebo zasobnich lahvich:

Zasobni roztok siranu ceri¢itého o koncentraci 1 - 107> mol dm™ v prostedi vodiko-
vych ionti o koncentraci 0,1 mol dm ™.

Na analytickych vahéach bylo navazeno 0,1011 g siranu cericitého a kvantitativné
pfevedeno do 250cm’® odmérné baiky. Bylo pfidano 50 cm® kyseliny sirové
o koncentraci 0,5 mol dm™>. Roztok byl doplnén po rysku demineralizovanou vodou.
Pracovni roztok siranu ceri¢ittho o koncentraci 5-10*mol dm™ v prostfedi
vodikovych iontti o koncentraci 5 - 107> mol dm™ byl pfipraven pipetovanim 25 cm?
z4sobniho roztoku do 50cm’® odmérné baiiky, kterd byla doplnéna demineralizovanou
vodou po rysku.

Standardni roztok chlorpromazin hydrochloridu o koncentraci 1 - 10~ mol dm>.

Na analytickych vahach bylo navaZeno 0,03559 g chlorpromazin hydrochloridu a

kvantitativné ptevedeno do 100cm?

odmérné banky a doplnéno demineralizovanou
vodou po rysku.

Standardni roztok levomepromazinu o koncentraci 1 - 107> mol dm>.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,03285 g levomepromazinu a kvantitativné
prevedeno do 100cm® odmémé banky, byla ptidana 1 kapka 35% kyseliny
chlorovodikové a doplnéna demineralizovanou vodou po rysku.

Standardni roztok promethazin hydrochloridu o koncentraci 1 - 107> mol dm>.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,03207 g promethazin hydrochloridu a
kvantitativné pfevedeno do 100cm® odméré baiky, ktera byla doplnéna
demineralizovanou vodou po rysku.

Roztok injekéniho roztoku Tisercin® o koncentraci 100 mg dm>.

Z ampule obsahujici injekéni roztok Tisercin® s obsahem 25 mg cm ™ levomepromazinu

byl pipetovan 1 cm?® roztoku do 250cm?

odmérné¢ banky a doplnén po rysku
demineralizovanou vodou.
Roztok potahované tablety Tisercin® o koncentraci 100 mg dm>.

Potahovana tableta Tisercin®

s obsahem 25 mg levomepromazinu byla zvadZena na
analytickych vahach, rozetfena v tfeci misce a kvantitativng pievedena do 250cm?

odmérné banky, kterd byla doplnéna demineralizovanou vodou po rysku. Roztok byl
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vlozen do ultrazvuku na dobu 30 minut. Roztok byl ponechan ve tm¢ a chladu 24 hodin
a poté prefiltrovan ptes filtracni papir Filtrak 389.

e Roztok potahované tablety Prothazin® o koncentraci 100 mg dm™
Potahovand tableta 1é¢ivého piipravku Prothazin® s obsahem 25 mg promethazin
hydrochloridu byla zvéazena na analytickych vahach, rozetfena v tieci misce a
kvantitativné pievedena do odmérné baiiky o objemu 250cm?, kterd byla doplnéna
demineralizovanou vodou po rysku. Roztok byl vlozen do ultrazvuku na dobu 30 minut.
Roztok byl ponechan ve tmé a chladu 24 hodin a poté piefiltrovan ptes filtracni papir
Filtrak 389.

e Roztok potahované tablety Plegomazin o koncentraci 100 mg dm>
Potahovana tableta 1é¢ivého pfipravku Plegomazin s obsahem 25 mg chlorpromazin
hydrochloridu byla zvdZzena na analytickych vahach, rozetfena v tfeci misce a
kvantitativné prevedena do 250cm® odmérné batiky, kterda byla doplnéna
demineralizovanou vodou po rysku. Roztok byl vlozen do ultrazvuku na dobu 30 minut.
Roztok byl ponechdn ve tmé a chladu 24 hodin a poté ptefiltrovan pies filtraéni papir
Filtrak 389.

e Roztok tablety Plegomazin o koncentraci 100 mg dm>
Tableta 1écivého pfipravku Plegomazin s obsahem 100 mg chlorpromazin
hydrochloridu byla zvdzena na analytickych vahach, rozetfena v tfeci misce a
kvantitativné pievedena do 1000cm® odmérné baiky, kterd byla doplnéna
demineralizovanou vodou po rysku. Roztok byl vlozen do ultrazvuku na dobu 30 minut.
Roztok byl ponechdn ve tmé a chladu 24 hodin a poté piefiltrovan pies filtraéni papir

Filtrak 389.

34 Instrumentace

Statickd spektrometrickd méteni byla provedena na jednopaprskovém spektrometru
HP 8453 (Agilent, USA) s diodovym polem v kiemennych kyvetach o délce optické drahy
1 cm. Statické spektrofluorimetrické méteni bylo provedeno na spektrofluorimetru Aminco
Bowman Series 2 (Aminco, USA) v kiemenné kyveté o délce 10x10 mm a konstantnim

napéti na fotonasobici 750 V.
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Sekvenéni injek¢ni analyza byla realizovana na pfistroji FIAlab-3500, ktery byl ovladan
softwarem FIAlab ver. 5.0 (FIAlab Instruments, USA). Roztoky byly nasavany 1,00 cm?
pistovou pumpou pii VIS spektrometrické detekci a 2,50 cm® pistovou pumpou pii
spektrofluorimetrické detekcei pies osmicestny ventil. Reak¢ni civka byla vyrobena z PTFE
hadi¢ky (Unchurch, USA) o vnitinim priméru 0,8 mm s celkovym objemem 1000 mm?.
Spojovaci hadicky z PTFE mély vnitini primér 0,5 mm. Spektrometrickd detekce ve VIS
oblasti spektra byla provedena na vlaknovém spektrometru Ocean Optics QE65000 (Ocean
Optics, USA) piipojeny optickymi vlakny o vnitinim praméru 400 um k pritokové cele

3. Pritokova cela byla napojena skrze vicecestny ventil.

o vnitinim objemu 80 mm
Spektrofluorimetricka detekce byla realizovana na luminiscen¢nim spektrometru Aminco
Bowman® Series 2 (Aminco, USA) s pritokovou kyvetou o vnitfnim objemu 110 mm?® a
Sitkou absorbéni vrstvy 10 mm. Na fotondsobi¢ bylo vkladdno konstantni napéti

750 V béhem vSech méfeni. Schéma zapojeni je uvedeno na obr. 3.1 a 3.2

Obr. 3.1: Schéma pouzité aparatury pro stanoveni fenothiazinii SIA metodou se spektrometrickou
detekci ve VIS oblasti spektra: NR nosny roztok (destilovana voda), P pistova pumpa o objemu
1 cm?®, RC reakéni civka, OV osmicestny ventil, V vzorek (piipadné roztok standardu), R reakéni

¢inidlo (roztok cericitych ionttt), PC prutokova cela, L zdroj zateni, D detektor, O odpad.
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Obr. 3.2: Schéma pouzité aparatury pro stanoveni fenothiazini SIA metodou se
spektrofluorimetrickou detekci: NR nosny roztok (destilovana voda), P pistova pumpa o objemu
2,5 cm®, RC reakéni civka, OV osmicestny ventil, V vzorek (pfipadné roztok standardu), R reakéni

¢inidlo (roztok cericitych iontlt), PK prutokova kyveta, L zdroj zateni, D detektor, O odpad.

3.5 Zpracovani namérenych dat

Veskera stanoveni byla provedena v péti opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Data
byla statisticky zpracovdna. Vysledky jsou uvedeny jako mediany s pfisluSnymi intervaly
spolehlivosti. Statistické zpracovani bylo provedeno v prostfedi programu Microsoft
Excel 2019 (Microsoft Corporation, USA). Grafy byly zpracovany v prostiedi programu
OriginPro 8.1 (Microcal).
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4 Vysledky a diskuse

Stanoveni chlorpromazinu, levomepromazinu a promethazinu bylo zalozeno na méfeni
absorbance produktu ve viditelné oblasti spektra pii spektrometrické detekci a méteni
fluorescence produktu pii spektrofluorimetrické detekci po oxidacni reakci uvedenych
fenothiazint s ceri¢itymi ionty v kyselém prostiedi. K vyhodnoceni byla pouzita nelinedrni
kalibra¢ni zévislost. Odchyleni od linearity je bézné¢ znamy jev u sekvencni injekéni
analyzy [62]. Mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypoctena jako koncentrace, ktera poskytuje

signal rovny desetindsobku Sumu zékladni linie.

4.1 Optimalizace experimentalnich podminek

Jako prvni byla provedena méfeni a optimalizace experimentdlnich podminek ve
statickém uspofadani. Poté byly tyto experimentalni podminky pfizpiisobeny pro méfeni

metodou sekvencni injekéni analyzy.

4.1.1 Statické spektrometrické méreni

Pro prvotni experimenty ve statickém uspofadani byla zvolena koncentrace cericitych

iontd 1-1072 mol dm™> a koncentrace vodikovych iontd 1-10"" mol dm™

. Tyto
koncentrace byla pozd¢ji optimalizovany pro méfeni metodou sekvencni injekéni analyzy
(odd. 4.1.3).

Pii statickém spektrometrickém méfeni byla proméfena spektra vSech analytd ve
viditelné oblasti po jejich oxidaéni reakci, kdy byla vybrana vhodna vinova délka pro jejich
detekci. Pro spektrometrickou detekci ve VIS spektru byla jako nejvhodnéjsi zjiSténa
vlnova délka pro levomepromazin 566 nm, pro chlorpromazin 526 nm a pro prometh-
azin 514 nm.

Byla také zméfena kinetika reakce pro levomepromazin, chlorpromazin a promethazin,

kdy se ukazalo, Ze produkt oxidacni reakce je Casové malo stabilni, obr. 4.1. Tento
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problém lze snadno obejit pouzitim SIA metody, u které je cas od davkovani k detekci

ptesné reprodukovatelny, tudiz je u reakce vzdy dosazeno stejného stupné konverze.
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Obr. 4.1: Zavislost absorbance pti Avis = 566 nm na Case pro standardni roztok levomepromazinu
o koncentraci 1-10°mol dm™ (Vime = 1 cm’, Veeg = 1cem’, cee(so,), = 1107 mol dm™,

cy+=1-10"mol dm™)

4.1.2 Statické spektrofluorimetrické méieni

Pro méfeni se spektrofluorimetrickou detekci byly nejprve prométena emisni a excitacni
spektra vSech analytl i reakéniho Cinidla samostatné (obr. 4.2). Nasledné byla vybrana
vhodné emisni a excita¢ni vinova délka tak, aby produkt oxida¢ni reakce cericitych iontl
s analytem (obr. 4.3) poskytoval nejvyssi signal a zaroven samotné reakcéni Cinidlo a
samotny analyt mély co nejmensi signal. Pro vSechny analyzované fenothiaziny byla jako
vhodné excitacni vlnova délka zvolena 260 nm a jako nejvhodnéjsi emisni vlnova délka

byla vybréna pro chlorpromazin a levomepromazin Aem = 370 nm a pro promethazin

ﬂem =360 nm.
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Obr. 4.2.: Zavislost fluorescence a) samotného standardu chlorpromazinu, b) samotného siranu
ceri¢itého v kyselém prostfedi na excitaéni a emisni vlnové délce (ccyp=5 - 107* mol dm3,

Venr= 1 en’, cee(so,), =5 - 10 mol dm™, cy+ =5 - 1072 mol dm™, Vreag= 1 cm’, U=750 V)

9:999

Fluorescence
|

é&0.01251

=g

skc,? %o - \(\ﬁ\\

e[f?/b]

o]
2D

e

Obr. 4.3: Zavislost fluorescence produktu oxida¢ni reakce chlorpromazinu a siranu ceri¢itého na

excitabni a emisni vlnové délce (ccyp =5 ¢ 10* mol dm>, Vewr = 1 cm?,

Cce(50,), =3 * 10 mol dm™, cy+ =5 - 107 mol dm™>, Vreag= 1 ecm’, U= 750 V)
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4.1.3 Optimalizace podminek pro sekvencni injekcéni analyzu

Nejprve byl optimalizovan pomér koncentrace siranu ceriCitého a koncentrace
vodikovych iontli. Redoxni potencidl ceriCitych iontl se zvySuje se zvySujici se
koncentraci vodikovych iontli, coz ma za nasledek zvyseni mnozstvi produktu oxidace, ale
zaroven se zvySujicim se obsahem vodikovych iontl se zvySuje rychlost degradace
produktu oxidace [63]. Bylo tedy nutné zvolit takovy pomér koncentraci ceriitych a
vodikovych iontd, ktery umoznil dostate¢nou oxidacni silu ceri¢itych iontli a zaroven
takovou koncentraci vodikovych iontd, pii které by nedochazelo k pfili§ rychlé degradaci
produktu, aby byla moznd jeho detekce. V pfistroji pro sekvencni injekéni analyzu nebylo
mozné pouzit vyssi koncentraci vodikovych ionti nez 0,1 mol dm™ z diivodu moZného
poskozeni spojovacich PTFE hadi¢ek. Na zaklad¢ vysledkti optimaliza¢nich experimenti
(tabulka 4.1) byla jako nejvhodnéjsi vybrana koncentrace siranu ceri¢itého

5 - 10"*mol dm a koncentrace vodikovych iontd 5 - 102 mol dm.

Tabulka 4.1

Optimalizace koncentrace cericitych a vodikovych iontd vreakénim cinidle pro oxidaci
fenothiazini. Uvedené koncentrace byly pfevzaty z [63] a pfizplsobeny technickym moznostem
ptistroje  FIAlab—3500. Pro optimalizaci byl pouzit standardni roztok levomepromazinu

o koncentraci 5 - 10 mol dm™.

Cce(s0,), / Mol dm™ cy+ / mol dm 3 Ases

2,59-10° 8,2-1072 0,130
3,80 - 1073 7,010 0,167
4,08 1073 9,6 -107? 0,326
2,50 - 107* 2,5-1072 0,473
5,00 - 10 50-107? 0,575

Pfi optimalizaci podminek SIA s VIS spektrometrickou detekci byla optimalizovana
doba zadrZeni reaktantd v civce, jelikoZ kazdy analyt potteboval rtizn¢ dlouhou dobu pro
zreagovani. VyzkousSena byla doba 0, 5, 10, 15, 20 a 25 sekund. Jak lze vidét na obr. 4.4
nejvhodnéjsi doba zadrZeni v civce pro promethazin byla 5 sekund, pro levomepromazin

10 sekund, pro chlorpromazin 20 sekund.
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Obr. 4.4: Zména absorbance v zavislosti na dob¢€ zadrzeni v reakéni civce pfi stanoveni metodou SIA s VIS
. , , : . / .
spektrometrickou detekci pro standardni roztoky AN promethazinu, 777 levomepromazinu a

2355 chlorpromazinu o koncentraci 5 - 10™#mol dm™ (ddvkovany objem vzorku 100 mm?, ddvkovany objem

¢inidla 100 mm’, cce(so,), =5 - 107*mol dm™, cy+ =5 - 102 mol dm >, F = 50 mm’ s™").

Dale byl optimalizovan déavkovany objem vzorku a reakéniho C¢inidla. Pro
spektrometrické stanoveni byl zvolen ddvkovany objem vzorku i ¢inidla jako 100 mm?>.
Pro spektrofluorimetrickou detekci byl davkovany objem vzorku snizen na 50 mm?® a
davkovany objem reakéniho ¢inidla byl snizen na 25 mm?. Pfi davkovani vyssich objemil
nedochéazelo k dostate¢nému vymyti pritokové kyvety umisténé ve spektrofluorimetru.
Zména pomeéru davkovaného objemu ¢inidla a ddvkovaného objemu vzorku neméla vliv na
odezvu.

Byla optimalizovana pritokova rychlost nosného proudu. Zména pritokové rychlosti
neméla vliv na stanoveni. Priitokova rychlost nosného proudu byla zvolena 50 mm?® s™!.

Pouzité optimalni podminky stanoveni metodou SIA pro jednotlivé fenothiaziny jsou

shrnuty v tabulce 4.2.
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Tabulka 4.2
Pouzité optimalni podminky pro stanoveni fenothiazind metodou sekvencni injekéni analyzy

s VIS spektrometrickou, resp. spektrofluorimetrickou detekei, pro analyzované fenothiaziny.

Fenothiazin Doba zadrzeni VIS detekce Spektrofluorimetricka detekce
v civee /s Avis / nm Aexe/ NM Aem / M

Chlorpromazin 20 526 260 370

Levomepromazin 10 566 260 370

Promethazin 5 514 260 360

4.2 SIA stanoveni se spektrometrickou detekci

Sekvencni injekéni analyza pro stanoveni fenothiazinti s VIS spektrometrickou detekci
byla realizovana v nasledujici sekvenci:
1. do reakéni civky aparatury bylo nasato 100 mm?® roztoku vzorku (resp. standardu), dale

3 a koncentraci

100 mm® roztoku siranu ceri¢itého o koncentraci 5 - 10 *mol dm™
vodikovych iontd 5 - 1072 mol dm 3, po ¢asové prodlevé vhodné zvolené v zavislosti na
analytu byl obsah reakéni civky vymyt do odpadu pres detekéni pritokovou celu, tim
byl ziskéan signal pti vhodné vinové délce zvolené podle analytu.

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

Na obr. 4.5 je vyobrazen piiklad ziskaného zaznamu (SIAgram). Cyklus jednoho

méfeni trval 150 s, za hodinu lze tedy analyzovat 24 vzorkd.
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Obr. 4.5: Zavislost absorbance pti vlnové délce 566 nm na case (SIA pik) pro standardni roztok
levomepromazinu o koncentraci 5 - 10~ *mol dm™ (davkovany objem vzorku 100 mm?, divkovany

objem ¢inidla 100 mm’, cce(so,), =5 - 10 mol dm™, cy+ =5 - 107 mol dm™, F =50 mm’ s™")

Pro sestaveni kalibracnich zéavislosti byly jako analyticky signal pouzity plochy SIA
pikt. Pfi optimalnich podminkach byla proméfena zavislost plochy piku na hmotnostni

koncentraci standardu daného fenothiazinu (obr. 4.6).
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Obr. 4.6.: Zavislost plochy SIA piku pfi vinové délce 566 nm na koncentraci standardu
levomepromazinu v dynamickém rozsahu 3-320 mg dm™ (davkovany objem vzorku 100 mm?,
davkovany objem ¢inidla 100 mm’, cgeso,), = 5 10*mol dm™, cy+ = 5107 mol dm>,

F=50mm?’s™)

Kalibra¢ni zavislost 1ze popsat rovnici

S =ackr; + beprgy +d 4.1)
kde S je plocha SIA piku zmétena pii vhodné vinové délce, cpry; je hmotnostni
koncentrace fenothiazinu [mg dm™], a, b, d jsou koeficienty rovnice. Zjiténé hodnoty

koeficientli kalibraéni zavislosti pro VIS spektrometrickou detekci jsou uvedeny

v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3
Kalibra¢ni parametry, koeficienty determinace, limity kvantifikace a dynamické rozsahy pro
stanoveni chlorpromazinu, levomepromazinu a promethazinu metodou SIA s VIS spektrometrickou

detekci po oxidaci ceriitymi ionty v kyselém prostiedi.

Fenothiazin a/mg32dm® b/mgldm? d R? LOQ/mgdm>  DR/mgdm>
Chlorpromazin =52 1075 2,7-1072 3,9-102 09942 0,31 15-250
Levomapromazin ~ —1,8 - 107 1,3-1072 8,6-102 09964 0,31 3-320
Promethazin -5,4-107 1,8 - 1072 1,8-102 09952 0,31 3—-160

Vyvinuta metoda SIA s VIS spektrofotometrickou detekci byla pouZita pro stanoveni
chlorpromazinu v autentickych vzorcich 1é¢ivého piipravku Plegomazin ve formé tablet,
levomepromazinu v 1é¢ivém Tisercin ve formé tablet a injek¢niho roztoku a promethazinu
v 1é¢ivém pripravku Prothazin ve formé tablet. Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny

v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4
Vysledky stanoveni obsahu fenothiazinu v rtiznych léc¢ivych pfipravcich metodou SIA se

spektrometrickou detekei ve VIS oblasti spektra

Fenothiazin Nézev piipravku, Obsah
l1ékova forma deklarovany nalezeny / % + RSD
Chlorpromazin hydrochlorid Plegomazin tableta 25 mg/tbl 106,73 + 6,97
Plegomazin tableta 100 mg/tbl 106,08 + 1,56
Levomepromazin hydrochlorid Tisercin injekéni roztok 25 mgml™' 103,31+ 3,17
Tisercin tableta 25 mg/tbl 100,98 + 1,27
Promethazin hydrochlorid Prothazin tableta 25 mg/tbl 99,71 + 7,22
4.3 SIA stanoveni se spektrofluorimetrickou detekci

Sekvencni injekéni analyza pro stanoveni fenothiazinli se spektrofluorimetrickou
detekci byla realizovana v nésledujici sekvenci:
1. do reakéni civky aparatury bylo nasato 50 mm? roztoku vzorku (resp. standardu), dale

3 reak¢niho ¢inidla siranu ceri¢itého o koncentraci 5-10* mol dm™ a

25 mm
koncentraci vodikovych iontli 5 - 1072 mol dm, po ¢asové prodlevé vhodné zvolené

v zavislosti na analytu byl obsah reakéni civky promyt priitokovou kyvetou umisténou
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ve spektrofluorimetru do odpadu, tim byl ziskén signal pfi vhodné emisni a excitacni
vlnové délce zvolené podle analytu.

2. reak¢ni civka, spojovaci hadic¢ky a pratokova kyveta byly promyty destilovanou vodou.
Na obr. 4.7 je vyobrazen piiklad ziskaného zdznamu (SIAgram). Cyklus jednoho

meéteni trval 180 s, za hodinu lze tedy analyzovat 20 vzorkii.
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Obr. 4.7: Zavislost fluorescence na Case (SIA pik) pro standardni roztok levomepromazinu
o koncentraci 5 - 107* mol dm™ (davkovany objem vzorku 50 mm?®, davkovany objem ¢&inidla
25 mm’, Aem =370 nm, Aex =260 nm, Cce(so,), = 5 10*mol dm™, cy+ = 5- 107 mol dm™,

U=750V, F=50mm’s")

Jako analyticky signal pro konstrukci kalibracnich zavislosti byly pouZzity plochy SIA
pikti. Pfi optimalnich podminkéch byla prométena zavislost plochy pikd pfi vhodné
excitacni a emisni vlnové délce na hmotnostni koncentraci standardu daného fenothiazinu

(obr. 4.8).
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Obr. 4.8: Zavislost plochy SIA piku na koncentraci standardu levomepromazinu v rozmezi
0—-50 mg dm™ (Aex = 260 nm, Aew =370 nm, Cce(so,), =5 - 107" mol dm™, cy+ =5 - 10 mol dm™,
U=750V, F=50mm?’s")

Kalibra¢ni zavislost lze popsat rovnici (4.1). Zjisténé hodnoty koeficientti kalibra¢ni

zavislosti pro spektrofluorimetrickou detekci jsou uvedeny v tabulce 4.5.

Tabulka 4.5
Kalibra¢ni parametry, koeficienty determinace, limity kvantifikace a dynamické rozsahy pro
stanoveni chlorpromazinu, levomepromazinu a promethazinu metodou SIA se spektrofluori-

metrickou detekci po oxidaci ceri¢itymi ionty v kyselém prostiedi.

Fenothiazin a/mg3dm® b/mg'dm® d R LOQ/mgdm=> DR/mgdm?3
Chlorpromazin —6,9 - 1073 0,73 1,3 0,9975 2,6-1073 0,3—40
Levomapromazin  —7,3 - 1073 0,72 0,78 0,9947 2,6-1073 0,3-50
Promethazin —89-10° 0,66 1,4 0,9914 2,6 107 0,3-50

Vyvinutd metoda SIA s VIS spektrofotometrickou detekci byla pouzita pro stanoveni
chlorpromazinu v autentickych vzorcich 1é¢ivého ptfipravku Plegomazin ve formé tablet,
levomepromazinu v 1é¢ivém ptipravku Tisercin ve formé tablet a injekéniho roztoku a
promethazinu v 1écivém piipravku Prothazin ve form¢ tablet. Vysledky tohoto stanoveni

jsou uvedeny v tabulce 4.6.
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Tabulka 4.6
Vysledky stanoveni obsahu fenothiazinu v rtiznych 1é¢ivych ptipraveich formach metodou SIA se

spektrofluorimetrickou detekci

Fenothiazin Nazev ptipravku, Obsah
1ékova forma deklarovany nalezeny / % + RSD
Chlorpromazin hydrochlorid Plegomazin tableta 25 mg/tbl 103,88 £ 1,57
Plegomazin tableta 100 mg/tbl 99,97 £ 2,60
Levomepromazin hydrochlorid ~ Tisercin injekéni roztok 25 mgml™' 106,65 + 1,85
Tisercin tableta 25 mg/tbl 103,42 £ 1,22
Promethazin hydrochlorid Prothazin tableta 25 mg/tbl 106,68 + 4,45
4.4 Interference se sacharidy

V 1écivych piipravcich obsahujicich fenothiaziny se casto vyskytuji pomocné latky
(sacharidy, mikrokrystalickd celulosa, mastek, magnesium stearat) [25]. Ve vod¢
nerozpustné pomocné latky byly odstranény filtraci. Byl tedy studovan vliv ve vodé¢
rozpustnych pomocnych latek: glukosy, fruktosy a laktosy. Pii spektrofluorimetrickém
stanoveni byly zméfeny roztoky obsahujici konstantni koncentraci fenothiazinu

10 mg dm™?

a zvySuyjici se koncentraci dané¢ho sacharidu vrozmezi koncentraci
100-2000 mg dm>. Chyby méfeni byly stanoveny jako pomér plochy SIA piku
fenothiazinu bez jinych latek a plochy SIA piku fenothiazinu s obsahem ptidanych latek.
Z vysledkii uvedenych v tabulce 4.7 je zfejmé, ze pritomnost téchto sacharidii nema efekt
na vysledky stanoveni fenothiazinii metodou SIA se spektrofluorimetrickou detekei ani pii

2000 nasobném nadbytku.
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Tabulka 4.7
Vliv fruktosy, glukosy a laktosy na stanoveni fenothiazinii metodou SIA se spektrofluorometrickou

detekei. Koncentrace fenothiazinu 10 mg dm™.

Fenothiazin Csacharid / mg dm > Chyba méfeni
Fruktosa Glukosa Laktosa
Chlorpromazin 100 1,04 1,01 0,99
500 1,12 1,10 1,01
1000 0,99 0,99 1,14
2000 0,99 1,02 1,12
Levomepromazin 100 0,99 1,10 1,19
500 1,09 1,00 1,12
1000 0,97 1,08 1,08
2000 0,96 1,04 1,17
Promethazin 100 1,06 1,02 1,14
500 1,09 1,11 1,13
1000 1,06 1,13 1,30
2000 1,04 1,08 1,18
4.5 Referencni stanoveni fenothiazinii v analyzovanych lé¢ivych pripravcich

metodou UV spektrometrie

Jako referencni metoda pro stanoveni fenothiazinli v analyzovanych IéCivych
pfipravcich byla pouZita metoda pfimé UV spektrometrie. Jako signal byla zvolena

absorbance pii vinové délce 254 nm (obr. 4.9).
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Obr. 4.9: Absorpéni spektrum 5 mg dm™ promethazinu ve vodném roztoku (méfeno v kyveté

optické drahy 1 cm).

Byly zméfeny absorbance kalibra¢nich roztokd pro kazdy fenothiazin v rozsahu
1-10 mg dm>. Byla sestavena kalibra¢ni zavislost absorbance pfi 254 nm na hmotnostni

koncentraci fenothiazinu. (obr. 4.10).
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Obr. 4.10: Kalibracni zavislost absorbance pfi 254 nm na hmotnostni koncentraci promethazinu

v dynamickém rozsahu 0—10 mg dm ™ (mé&feno v kyveté optické drahy 1 cm).
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Tuto kalibra¢ni zavislost je mozné popsat rovnici

Azsy = acprz +b

4.2)

kde A,s, je maximalni absorbance pifi vlnové délce 254 nm, cpr; je hmotnostni

koncentrace fenothiazinu [mg dm™], a, b jsou koeficienty rovnice. Zjisténé hodnoty

koeficienti kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v tabulce 4.8.

Tabulka 4.8

Kalibra¢ni parametry a koeficienty determinace pro stanoveni chlorpromazinu, levomepromazinu a

promethazinu metodou piimé UV spektrometrie pii vinové délce 254 nm.

Fenothiazin a/mg ! dm? b R?

Chlorpromazin 8,9 1072 8,4 1073 0,9991
Levomapromazin 7,7 1072 2,1-1072 0,9999
Promethazin 8,5-1072 29-107 0,9995

Vysledky referenéniho méfeni autentickych vzorkt pfimou UV spektrometrii jsou

uvedeny v tabulce 4.9.

Tabulka 4.9

Vysledky stanoveni obsahu fenothiazinu v riznych lécivych pfipravcich metodou piimé

UV spektrometrie.

Fenothiazin Nazev pripravku, Obsah
1ékova forma deklarovany nalezeny / % + RSD
Chlorpromazin hydrochlorid Plegomazin tableta 25 mg/tbl 101,00 £ 2,24
Plegomazin tableta 100 mg/tbl 100,11 + 3,90
Levomepromazin hydrochlorid Tisercin injekéni roztok 25 mgml™? 99,93 + 1,08
Tisercin tableta 25 mg/tbl 99,55 +2,23
Promethazin hydrochlorid Prothazin tableta 25 mg/tbl 98,70 + 0,78
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4.6 Diskuse

Pro stanoveni vybranych fenothiazinii, chlorpromazinu, levomepromazinu a
promethazinu, byla vyvinuta a optimalizovana metoda sekvencni injekEni analyzy se
spektrofotometrickou a spektrofluorimetrickou detekci po oxidacni reakci s ceriCitymi
ionty v kyselém prostiedi.

Spektrofotometricka detekce byla zaloZzena na méteni absorbance barevného produktu
ve viditelné oblasti spektra po oxidacni reakci analytu s ceriCitymi ionty.
Spektrofluorometrickd detekce byla zalozena na méteni fluorescence produktu analytu po
oxidaéni reakci s ceri¢itymi ionty. Oba zpisoby detekce byly nasledné vyhodnoceny
metodou kalibracni nelinedrni zavislosti. K vyhodnoceni byla pouzita plocha SIA piki,
které byly pii méfeni vice spolehlivé a piesné.

Spektrofotometrick¢ stanoveni poskytovalo vice spravné vysledky, ale s vétsi
odchylkou meéfeni a mens$i citlivosti. Oproti tomu spektrofluorimetrické stanoveni
poskytovalo méné spravné vysledky, ale smens$i odchylkou méfeni nez u
spektrofotometrického stanoveni. Spektrofluorimetrické stanoveni ma také vyssi citlivost.
Jako referen¢ni metoda byla pouzita ptima UV spektrometrie. Vysledky jednotlivych typt

detekce jsou uvedeny v tabulce 4.10.

Tabulka 4.10

Vysledky stanoveni obsahu fenothiazinu v riznych IéCivych ptfipravcich metodami pouzitymi
v této praci: SIA-VIS — sekvencni injek¢éni analyza s detekci ve viditelné oblasti spektra,
SIA-FLD — sekvencni injekéni analyza se spektrofluorimetrickou detekci, UV — piima

spektrometrie v UV oblasti)

Fenothiazin Nézev piipravku, Obsah
1ékova forma deklarovany nalezeny / % + RSD
SIA-VIS SIA-FLD uv
Chlorpromazin.HCI1 Plegomazin tableta 25 mg/tbl 106,73 £6,97 103,88 £1,57 101,00 +2,24
Plegomazin tableta 100 mg/tbl 106,08 £ 1,56 99,97 +2,60 100,11 +3,90
Levomepromazin.HCl  Tisercin injekéni roztok 25 mg ml™! 103,31 +3,17 106,65+1,85 99,93 +1,08
Tisercin tableta 25 mg/tbl 100,98 £1,27 103,42+1,22 99,55+2,23

Promethazin.HCI Prothazin tableta 25 mg/tbl 99,71 £7,22 106,68 +4,45 98,70 £0,78
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Vyvinuta metoda sekvencni injekéni analyzy se spektrofotometrickou a
spektrofluorimetrickou detekci je rychla, poskytuje dostatecné presné a spravné vysledky
napftiklad pro orienta¢ni analyzu a oproti 1ékopisné metod¢ vyuzivajici vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii i financné¢ mén¢ nakladnd. Za vyhodu lze také povazovat

nizkou spotfebu chemikalii bez nutnosti vyuziti organickych cinidel.
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V diplomové praci byla vyvinuta a optimalizovana metoda sekvencni injek¢ni analyzy
se spektrofotometrickou a spektrofluorimetrickou detekci ke stanoveni analyti ze skupiny
fenothiazinli: chlorpromazinu, levomepromazinu a promethazinu. Vyvinuta metoda byla
pro oba typy detekce UspéSné aplikovana na autentické vzorky 1é€ivych ptipravkil
obsahujicich uvedené analyty. Byl studovan vliv ve vodé rozpustnych piidatnych latek
v 1éCivych ptipravcich pii spektrofluorimetrické detekei.

Stanoveni obsahu analyti ve vzorcich bylo provedeno pomoci kalibracni zavislosti
s nelinearni regresi. Srovndvaci metodou byla pfima UV spektrometrie. Namétené
koncentrace chlorpromazinu, levomepromazinu a promethazinu v redlnych vzorcich jsou
v dobr¢é shod¢ s nalezenymi koncentracemi pomoci ptimé UV spektrometrie.

Vyvinuté metody sekvencni injekéni analyzy pro stanoveni obsahu vybranych
fenothiazinli se ukéazala jako vhodna metoda pro rychlé stanoveni fenothiazini. Oproti
nékterym jiz zavedenym metoddm pro analyzu fenothiazinli je stanoveni SIA metodou
méné ndkladné, umoznuje mensi spotfebu chemikalii a neni nutné vyuzivat organicka

¢inidla. Jeji vyhodou je také snadna automatizace.
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