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1 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo navazat na svoji bakalarskou praci a pouzit mnou
navrzenou a sestavenou aparaturu pro sekvencni injekéni analyzu (SIA) pro prakticka
stanoveni obsahu Uc¢inné latky v Iékovych formach. Konkrétnimi cily bylo: 1) Nalézt
optimalni podminky pro SIA spektrofluorimetrické stanoveni derivati fenothiazinu po jejich
fotooxidaci. 2) Zjistit zdkladni charakteristiky tohoto stanoveni (citlivost, mez detekce, mez
stanovitelnosti, opakovatelnost). 3) Analyzovat G¢innou latku (chlorpromazin a diethazin)
v lékovych formach (Plegomazin a Deparkin) touto navrzenou metodou. 4) Provést kontrolni

stanoveni doporucenou spektrofotometrickou metodou v UV oblasti.



2 Teoreticka cast

2.1 Prutokové metody

Pritokové metody v dnesni dobé nachézeji v analytické chemii stale vétsi zastoupeni a
predevsim vyuziti. Hlavni vyhodou téchto technik oproti normalnimu manualnimu procesu je
snadnéjSi automatizace. Z toho plyne, Ze lze analyzovat velky pocet vzorkli za Casovou
jednotku. Ve srovnani s jinymi automatizovanymi procesy je v pritokovych metodach mozno
pracovat pifimo s pivodnimi vzorky a upravovat je az v systému. K dal§im vyhodam patii
minimalizace spotfeby vSech cinidel, vysokd produktivita analyz, eliminace kontaktu
pracovnika s toxickymi latkami (napf. rozpoustédla). Nevyhodou klasickych pritokovych
metod (SFA, FIA) je mensi flexibilita.

Jako prvni nasla v praxi uplatnéni segmentovana pritokova analyza (SFA), z niz se

postupn¢ vyvinuly metody prutokové (FIA) a sekvenéni (SIA) injekeni analyzy.
V analytické chemii se pritokové metody obecné rozdé€luji do dvou hlavnich skupin:

Chromatografické metody:
» Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
» Kapalinova chromatografie (LC).

Priitokové metody analyzy:

» Kontinualni pritokova analyza (CFA)
» Sekvencni pritokova analyza (SFA)
» Pratokova injekéni analyza (FIA)

» Sekvencni injekéni analyza (SIA)

Pritokové metody se uplatiiuji naptiklad pii kontrole Cistoty slozek Zivotniho prostfedi, v

lékatstvi a farmacii.



2.1.1 Sekvencni injek¢ni analyza (SIA)

Sekvenc¢ni injekéni analyza je pritokova metoda, kterd byla vyvinutd zdokonalenim
pritokové injekéni analyzy (FIA — Flow Injection Analyssis)!, kterd opdt umoziuje
automatizaci ¢asto slozitych postupti sériovych analyz velkého poctu vzorkd. Prvni zminky o
metod¢ SIA pochézeji z 90.let, kde u zrodu SIA metody stal kolektiv analytika v cele s J.
Rizickou”.

Vyznamné rozdily mezi technikou sekven¢ni injekéni analyzy (SIA) a pratokové
injekéni analyzy (FIA) spo¢iva v geometrii nosného toku, kdy metoda FIA vyuziva pfimy
konstantni tok, zatimco metoda SIA vyuziva zménu piimého a zpétného toku. Tim je
dosazeno vyssiho stupné konverze analytu na produkt. U SIA techniky je mozné provést
zmény davkovaného objemu vzorku od jednotek az po stovky pl programovanim doby
otevieni kandlu selekéniho ventilu a tim optimalizovat disperzi zény vzorku a citlivost
stanoveni. Doba trvani jednoho méticiho cyklu se pohybuje okolo 30 s; prutokova rychlost je
priblizné 1 ml/min.

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybii ¢erpadla, synchronizovanych
s prepindnim pozic selekéniho ventilu. K ziskani reprodukovatelného koncentraéniho
gradientu produktu dospéjeme piesnou synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych
programovych krokd. Z toho vyplyva, Ze soucasti SIA systému musi byt i mikroprocesor s
piislusnym programovym vybavenim, ktery fidi kroky meéficiho cyklu a soucasné sbira,
uchovéva a vyhodnocuje vystupni data.

Hlavnimi charakteristickymi rysy techniky SIA jsou oddélené méfici cykly. Zony
¢inidla, nosného toku a vzorku jsou postupné¢ davkovany do jednokandlového systému s
pouzitim vicecestné¢ho (Casto 6, 8 €1 10 - cestného) selekéniho ventilu a pistového Cerpadla
(Obr.1). Pomoci selekéniho ventilu jsou fazeny zony ¢inidel a vzorku v misici civce. Pohyb
toku je dale pomoci Cerpadla obracen a tim dojde k dokonalému promiseni zén za vzniku
reak¢niho produktu, ktery je dale detekovan. V SIA se pouzivaji detektory fluorescencni,
UV/VIS spektrometrické nebo elektrochemické. Ziskany signal ma tvar piku (Obr. 2).

Vyhodou SIA techniky je jednokandlové usporadani s jednim ventilem a jednim
cerpadlem. Pfi zastaveném toku je mozno provadét i kinetickd méfeni. Protoze SIA vyuziva
zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotieby vzorku a hlavné ¢inidel podstatné nizsi nez u

FIA, kde je ¢erpani kontinudlni. Velkou vyhodou této techniky je jeji flexibilita, dana snadnou



zménou parametri méfeni pomoci klavesnice pocitate beze zmén konfigurace SIA systému.

Nevyhodou SIA oproti FIA je nizsi frekvence davkovani vzorku®.

4 Reagentl

Reagent 2

Obr. 1: Schématické usporadani sekvencni injekcni analyzy

Obr. 2: Sekvencni injekcni analyzu — Promichani zon a detekce
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2.1.2 Vyuziti SIA v praxi

SIA se v praxi uplatiuje pifi analyze mnohych organickych latek vcetné 1é¢iv 1 pfi
analyze anorganickych iontd.

Z anorganickych iont byly touto technikou napt. ve vod¢ stanoveny ionty vapenaté
(Ca™) soub&zné shofetnatymi (Mg’")*; s vyuzitim tvorby barevnych komplexi se
spektrofotometrickou detekei pak ionty (Ni*")’; dale byly stanoveny ionty Zelezité (Fe*")®’ a
ionty zine&naté (Zn>")®.

Z aniontd byly soucasné stanoveny chloridy a fluoridy”'’; dusitany s dusi¢nany se
spektrofotometrickou detekei'! a sirany pomoci sraZeci reakce s barnatymi ionty'?. Fosfaty
byly analyzovany samostatn&' nebo soudasné s kiemicitany'*. Dale je mozno napf. stanovit
sulfoamidy". Technikou SIA lze téZ stanovit i stopova mnoZstvi t&zkych kovi v riznych
mocenstvich (vanadu'®, molybdenu17 a chromulg). Kadmium, méd’, rtut’, indium, olovo, cin a
thalium byly analyzovany metodou SIA za pomoci elektrochemické detekce.

Hlavni aplikace SIA techniky jsou vSak ve farmaceutické analyze, kde se napf.

o ; .19 .. 19 i g 19 19 X v,
pouziva pro stanoveni warfarinu , diclofenalu”, lisinoprilu, thiaminu~ v [éCebnych

ptipravcich za pomoci spektrofluorimetrické detekce.

2.2 Derivaty fenothiazinu

v v

farmakologii jsou dulezitou skupinou neuroleptickych a antialergickych 1é¢iv. Dnes nachazeji

uplatnéni pfedevsim ve veterinarni praxi.

2.2.1 Vlastnosti derivati fenothiazinu

Fenothiazin je z chemického hlediska heterocyklicka sloucenina obsahujici dusik a siru.

H
g'l[:]| 1
8f|N ’.
_,n"&“‘* 3
6 ¢ 4

Obr. 3: Molekula fenothiazinu
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Casto vyuzivané derivaty jsou substituovany v poloze 10 (antihistaminika a
antiparkinsonika) nebo v polohach 2 a 10 (neuroleptika)®'.

Nékteré z téchto derivatl fenothiazinu jsou vyuzivany jako redox indikatory, podobné
jako derivaty substituované v polohach 3 a 7. V. mé diplomové praci byly pouzity derivaty

uvedené v tabulce 1.

Tab. 1: Pouzité derivaty fenothiazinu

Nazev R, Rio
Chlorpromazin | -Cl -(CH;);N(CH3),
Diethazin -H -(CH,)2N(C;Hs),

CH-
/
?HQ_CHTCHQ_N
: N : .Cl CH;
S
Obr. 4: Molekula chlorpromazinu
CH5CH,
CH;—CHs—N
[L CH5CH,

L,

Obr. 5: Molekula diethazinu

Substituenty navazané v poloze 10 maji zaporny indukéni efekt. Je to zplsobeno
vlivem atomu dusiku aminoskupiny nebo heterocyklu pfipojeného na alkylu. Tento efekt
srostouci délkou alkylového fetézce mezi dusikem aminoskupiny a dusikem
fenothiazinového jadra klesa. Substituenty navazanymi v poloze 2 jsou nejcastéji skupiny -Cl,

-OCHs, -CF3. Ty maji zpravidla zaporny indukéni efekt a kladny i zdporny mezomerni efekt.

-12 -



1) Fyzikalni a chemické vlastnosti

Fenothiazinové derivaty vytvaii baze (zluté olejovité roztoky), které jsou ve vodé
nerozpustné. Proto se pfipravuji ve form€ hydrochloridi nebo maleatd. Ty se dobie
rozpoustéji ve vode, ve zfedéné kyseliné chlorovodikové a v nékterych organickych

rozpoustédel. Tato vlastnost zavisi na typu substituenti®'.

2)  Spektralni vlastnosti

Spektralni vlastnosti jsou podobné pro vSechny derivaty fenothiazinu. V absorpcnich
spektrech se vyskytuji dva hlavni pasy v oblastech vinovych délek 220-275nm a 295-320nm.

U derivath fenothiazinu lze po ozafeni UV svétlem pozorovat fluorescenci. Tato jejich

vlastnost byla hlavnim divodem jiz fady sledovéani, zejména v souvislosti s chemickou

strukturou, oxida¢nimi stavy, pH a teplotou a byla jiz vyuZita v chemické analyze?'.

3) Redoxni vlastnosti

Vyznamnou chemickou vlastnosti fenothiazinovych derivati je jejich schopnost se
oxidovat fadou oxidac¢nich cCinidel napt.[Ce(SOs4),, NH4VO;3, K,Cr,07, KBrOs, KIOs, KIO4,
NaNO;, H,0O,, aj.] nebo vlivem UV zatfeni. Oxidacni reakce fenothiazinovych derivati jsou
znazornény na (Obr. 6). Béhem prvniho kroku jsou derivaty fenothiazinu reverzibilné
oxidovany za vzniku barevného radikalkationtu, stabilniho v siln¢ kyselém prostiedi.

Radikalkation je v druhém kroku ireverzibiln& oxidovan na bezbarvy sulfoxid®'.

-13 -



0= 0= O,

1+H20

[OH]*
@E D= @I“D
RIO R10
Obr. 6: Schéma oxidacniho procesu derivatu fenothiazinu

2.2.2 Vyuziti derivata fenothiazinu

Hlavni zdjem je soustfedén na vyzkum farmakologické Gc¢innosti, nebot’ n¢které z téchto
latek jsou vyznamnymi psychofarmaky?”. Fenothiazin je zakladni latka fady fenothiazinovych
derivatl. Patii mezi nejstar§i zndmé pesticidy pouzivané od roku 1935. Dnes je pouzivan ve
veterinarni praxi>. Vyzkumem bylo zji§téno, e farmakologicky vyznamné jsou
fenothiazinové derivaty, substituované v poloze 2 a 10, které jsou pouzivany také v
anesteziologii a dermatologii. V dermatologii maji fenothiazinové derivaty i1
fotochemoterapeutické schopnosti proti rakovinovym nadorim a mohou slouzit i jako

insekticidy®*.

> 25,26

Chlorid chlorpromazinia
Chlorid chlorpromazinia, systematicky [3-(2-chlor-10-fenothiazinyl)propyl]dimethyl-
amoniumchlorid, C;7H;9CIN,S . HCI, M, = 355,32 ¢ mol'l, je bily krystalicky prasek, velmi
snadno rozpustny ve vodé a v lihu 95 %. Na svétle a vzduchu nestaly.
Ma charakteristické adrenolytické, anticholinergické, hypotensivni, spasmolytické,
hypotermické, anestetické, antiemetické a antihistaminické vlastnosti. Na centralni nervovy
systém puasobi silné tlumiveé, siln¢ potencuje ucinek hypnotik i narkotik. Ma i vedlejsi

nezadouci ucinky (napf. potencialni hepatotoxicita), které byly kromé jinych divodu piic¢inou

-14 -



dalsitho rozsahlého vyzkumu v oblasti derivati fenothiazinu. Pouziva se predevsim
v psychiatrii k terapii schizofrenie, stavii psychomotorického neklidu, halucinaci i nékterych
uzkostnych a obsedantnich neuros. Je déle indikovan jako sedativum vegetativniho nervstva a
centralniho nervového systému v neurologii, vnitinim Iékafstvi, pediatrii, dermatologii i

v chirurgii.

*  Chlorid diethazinia™*°

Chlorid diethazinia, systematicky [2-(10-fenothiazinyl)ethyl]diethylamoniumchlorid,
CisH23CINLS . HCL, M, = 334,91 gmol, je bily krystalicky prasek, snadno rozpustny ve
vodg¢, lihu 95 % a v chloroformu. Na svétle nestaly.

Jednd se o fenothiazinovy derivat se silnym parasympatolytickym uc¢inkem. Ma i
nepiili§ silné sedativni, antiadrenergni, antihistaminové a hypotermické Gc¢inky. Pouzivé se u

vSech typt parkinsonského syndromu, a to ptedevsim tam, kde je siln¢ vyznacen ties.

2.3 Statistické zpracovani vysledki

2.3.1 Kalibrace

U kalibrace se vyuziva empirického postupu, kdy dochazi ke zjisténi zavislosti mezi
métenou veli¢inou a pozadovanou informaci. Obvykle se uplatituje v instrumentélni analyze,
kdy se z intenzity méfené¢ho signalu hleda odpovidajici obsah stanovované slozky (analytu).

Zarovenn by mélo dochédzet k odstranéni chyby, kterd byla zpiisobena ptipadnou
nedokonalosti pribéhu jednotlivych operaci piedchédzejicich vlastnimu méfeni, a to tak, aby se
pii tom pfili§ nezvétSila nahodna slozka chyby. Kalibrace je po kazdé provadéna pomoci
standardi se znamym obsahem analytu nebo pomoci referen¢nich material se znadmym

celkovym sloZenim.

-15-



2.3.2 Bodové odhady

K vyhodnoceni dat byly pouzity*’:

Aritmeticky primér:
Ze série n méteni ziskame vysledky x; — x, Aritmeticky pramér je nejlepSim
vyjadienim vysledku série paralelnich stanoveni. Urcuje se jako soucet vSech vysledkl série

paralelnich stanoveni, déleny poctem méteni n.

— 1
PR o
n -

Smérodatna odchylka:
Nejlepsi mirou piesnosti série paralelnich stanoveni je odhad smérodatné odchylky.

Urcuje se jako odmocnina ¢tvercit odchylek déleného poctem méteni zmensenych o jednotku

(n-1).

Relativni smérodatna odchylka:
Nejlepsi relativni mirou presnosti série paralelnich stanoveni je relativni smérodatna
odchylka, dana pomérem odhadu smérodatné odchylky a praméru, kterd se n¢kdy udava

v procentech.

2.3.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce je nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou mizeme danou
analytickou metodou detekovat. Podle definice IUPAC je mez detekce koncentrace analytu,
které¢ odpovida signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky (30) signalu nulového

vzorku?®,
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Mez stanovitelnosti je nejmensi mnozstvi latky ve vzorku, které je mozno danou
analytickou metodou jest¢ surCitou presnosti stanovit. Podle definice ITUPAC je mez
stanovitelnosti koncentrace analytu, které odpovida signdl rovny desetinasobku smérodatné

odchylky (100) signalu nulového vzorku®.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

» Spektrofluorimetricky detektor Hitachi F-1050 (Tokyo, Japan) jako detektor, vybaveny
prutokovou kiemennou kyvetou o objemu 10 pl

Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA)

UV/VIS spektrofotometr PU 8800 (Pye-Unicam, GB)

Programovatelné pistové cerpadlo 74901-05 Cole-Parmer (Cole-Parmer, USA)
Osmicestny selek¢ni ventil Vici-Valco C25-3188 EMH (Valco, USA)

Tticestny piepinaci ventil Cole-Parmer (Cole-Parmer, USA)

Fotoreaktor vlastni vyroby

V V. V V V VYV V

Teflonové spojovaci kapilary o vnitinim priméru 0,5 mm (Supelco, USA) piislusnych

délek

3.2 Fotoreaktor

Fotoreaktor (Obr. 7) byl tvofen teflonovou kapildrou (Supelco, USA) wvnitiniho
praméru 0,5 mm a délky 3 m (vnitini objem 570 pl), kteréd je Sroubovicovité obtocena kolem
sttednétlaké, 35W rtutové vybojky (emisni ¢ary v intervalu 253 nm — 580 nm). Kapilara je
udrzovana v konstantni vzdalenosti od vybojky pomoci kiemenné trubice, pfipevnéné na

vybojce a pomoci plastovych distanénich sloupk.

Plyn

T

—

l !

Vystup Vstup

Membrana

Obr. 7: Fotoreaktor (nezakryty) Obr. 8: Odstranovac bublin (vnitini prostory zvétseny)
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3.3 Odstranovac bublin

Odstraniovac bublin (Obr. 8) vlastni konstrukce vychazi z konstrukce membranovych
separatorii fazi, pouzivanych pfti extrakénich pratokovych stanovenich (vnitini objem 100 pl).

Je tvoten dvéma kusy teflonového bloku navzajem spojenych ptes teflonovou membramu.

3.4 Zapojeni aparatury

Pro spektrofluorimetrické stanoveni derivati fenothiazinu po jejich fotooxidaci byla
sestavena klasicka aparatura pro sekvencni injek¢éni analyzu (Obr. 9), kterou jsem navrhl a
sestrojil béhem své bakalarské prace, a ktera se sklada z pistového Cerpadla, selekéniho a
piepinaciho ventilu, detektoru, reaktoru s reakéni civkou, odstraiiovace bublin, spojovacich

kapilér a fidiciho pocitace.

Selektni
ventil
Troicestng EN - Deionizované
rojcestny eaktor
ventil - voda
%_ o - -/L_ ——’ Odpad
\| / Ods‘lrar"lluua[":
.S:\ /4/‘/ T bublin Fluorescentni detektor
U¥ vwhojka U
Yzorek
Pistové
terpadlo

Zasobni roztok

Obr. 9: Aparatura pro sekvencni injekcni analyzu

Ve fotoreaktoru sreakéni civkou dochdzi k fotooxidaci pfislusného derivatu na
radikalkation . Reak¢ni civka slouzi zaroven jako pojistka, aby nedoslo k vniknuti vzorku a
¢inidla do pistového Cerpadla. U pistového cerpadla Ize definovat ¢erpany objem pomoci
doby Cerpani pii konstantni rychlosti pohybu pistu ve vestavéné injekéni strikacce. Selekéni

ventil obecné umoziuje setazeni jednotlivych zon v misici civee, zajistuje nadavkovani vsech
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¢inidel a pomocnych roztoki. Po obraceni toku i transport zon do detektoru.

3.5 Ovladaci software

Metoda sekvencni injekéni analyzy piedpoklada ptesné a opakovatelné davkovani
objemu vzork, transport reakéni smési do detektoru a proplachnuti aparatury. Tento postup
se sklada z tady dil¢ich ukont, které je nutné z divodu reprodukovatelnosti provadét stale
stejné. Proto je nutné pouzit pro fizeni sekvence jednotlivych operaci pocitac.

Pro fizeni aparatury byl vradmci bakalafské prace navrzen a vytvofen program v
grafickém programovacim prostfedi LabView 7.1.(National Instruments, USA). Tento
software umoznuje fizeni peristaltické pumpy, selekéniho ventilu, pomocného ventilu i fizeni

vlastni analyzy a sbér a zpracovani dat ze spektrofluorimetrického detektoru (Obr. 10).

LabView DAQ ‘
PCI shérnice
Integrace Vystupni Analogovy f
¢ format vstup
Analogovy < )
vystup Spektrofluorimetr
Filtrace Ulo¥eni
filirovany signal, data, plochy... —p=

< digitalizovany signal neupraveny

Obr. 10: Schéma zpracovani vystupnich dat ze spektrofluorimetru vidicim programem

Na (Obr. 11,0br. 12) je pro ilustraci uveden kontrolni panel virtudlniho pfistroje pro
sekven¢ni injekéni analyzu se spektrofluorimetrickou detekci a vysek z odpovidajiciho

blokového schématu.
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Obr. 12: Vysek z odpovidajiciho blokového schématu
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3.6 Pouzité chemikalie

> Chlorpromazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.dm™ byl
pfipraven rozpusténim 0,1777 g chlorpromazin hydrochloridu (LPC Chemical Dyes,
GB; M; = 355,47) v deionizované vod¢ a doplnénim na objem 100 ml. Roztok byl
skladovan v chladu a chranén pied svétlem.
> Diethazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.dm™ byl p¥ipraven
rozpusténim 0,0746 g diethazin hydrochloridu (LPC Chemical Dyes, GB; M, =
334,91) v deionizované¢ vod¢ a doplnénim na objem 50 ml. Roztok byl skladovan
v chladu a chranén pied svétlem.
» Kyselina chlorovodikova 37 % (Merck, SRN)
> Deionizovana voda byla pfipravena piistrojem Milli Q™" firmy Millipore (USA).
» Lékové formy: Plegomazin (Egis Pharmaceuticals; Budapest; Hungary)
Cervené tablety: 25 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Zluté tablety: 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
» Lékové formy: Deparkin (Leciva; Praha)
Zluté tablety: 50 mg diethazin hydrochlorid v 1 tableté

3.7 Stanoveni chlorpromazinu v tableté Plegomazin 25 mg a 100

mg

Obsah chlorpromazinu byl stanoven v tablet¢ Plegomazin (25 mg nebo 100 mg
chlorpromazinu v tableté). Nejprve byly zvaZeny Ctyfi tablety Plegomazinu (25 mg/tableta
nebo 100 mg/tableta) a z jejich hmotnosti byla vypoctena primérnd hmotnost jedné tablety.
Poté byly ve tfeci misce rozetfeny tyto 4 tablety na jemny prasek. Navazené mnozstvi,
s kterym bylo dale pracovano, odpovidalo vzdy primérné hmotnosti jedné tablety. Dané
mnozstvi rozetfené¢ho 1€ku bylo rozpousténo v 20 ml deionizované vody. NerozpusStény podil
byl odfiltrovan pfes vatu. Supernatant byl doplnén v 50 ml odmérné bance destilovanou

vodou. Pfipraveny roztok byl skladovan v chladu a tmé.
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Z tohoto zasobniho roztoku byl pfipraven roztok o teoretické koncentraci 2.107

mol.dm™, ktery byl nasledn& analyzovan.

3.8 Stanoveni diethazinu v tableté Deparkinu 50 mg

Obsah diethazinu byl stanoven v tableté¢ Deparkin (50 mg diethazinu v tableté). Nejprve
byly zvaZzeny dvé tablety Deparkinu (50 mg/tableta) a zjejich hmotnosti byla vypoctena
primérnd hmotnost jedné tablety. Poté byly ve tfeci misce rozetieny tyto 2 tablety na jemny
prasek. Navazené mnozstvi, s kterym bylo déle pracovéano, odpovidalo vzdy primérné
hmotnosti jedné tablety. Dané mnozstvi rozetiené¢ho 1€ku bylo rozpousténo v 20 ml
deionizované vody. Nerozpustény podil byl odfiltrovan pies vatu. Supernatant byl doplnén v
50 ml odmérné baiice destilovanou vodou. Ptipraveny roztok byl skladovan v chladu a tmé.

Z tohoto zésobniho roztoku byl piipraven roztok o teoretické koncentraci 2.107

mol.dm”, ktery byl nasledng analyzovan.
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4 Vysledky méreni a diskuse

Jak bylo jiz feCeno, tato diplomova prace pfimo navazuje na moji bakalaiskou praci,
v jejimz ramci jsem navrhl a postavil SIA aparatutu pro spektrofluorimetrické stanoveni
derivath fenothiazinu po jejich fotooxidaci. V ramci bakalafské prace jsem také vytvofil
ovladaci software k této aparatufe. V ramci diplomové prace bylo pak prvnim tikolem nalézt
optimalni podminky pro stanoveni dvou vybranych derivati fenothiazinu touto technikou na
dané aparatufre.

Jako kriterium pro hodnoceni optimaliza¢nich experimentli byla zvolena dosaZena
odezva fluorimetrické¢ho detektoru (vySka SIA piku). VSechny optimaliza¢ni experimenty
byly vzdy trikrat opakovany a do grafickych zavislosti byly vynaSeny primérné hodnoty

z téchto experimentt.

4.1 Optimalizace SIA spektrofluorimetrického stanoveni derivati

fenothiazinu po jejich fotooxidaci

Jak jiz bylo feCeno v uvodu, stanoveni derivati fenothiazinu je vtomto pfipadé
zalozeno na jejich oxidaci UV zéfenim, které je emitovano stiednétlakou rtutovou vybojkou,

na pfislusny radikalkation, ktery poskytuje vyraznou fluorescenci.

4.1.1 Méreni emisnich a excitacnich spekter

4.1.1.1 Méreni emisniho fluorescen¢niho spektra derivata

fenothiazinu

Prométeni emisniho  fluorescenéniho  spektra obou derivath fenothiazinu
(chlorpromazin a diethazin) bylo provedeno na spektrofluorimetru AMINCO. Nejdiive byl
proméfen piipraveny roztok derivatu; ten byl nasledné 10 minut ozatfovan ve fotoreaktoru a

opét promé&ien.
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Obr. 13: Meéreni emisniho spektra diethazinu

5 3 . , , . ; ,
Cdiethazimu = 2. 107 mol.dm™; A, = 270 nm; 1- po 10 min. osviceni; 2 - pred osvicenim

3,0 1 T T T T T+ T T T 1T T T 7

2,5 -
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1,5 F
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Obr. 14: Meéreni emisniho spektra chlorpromazinu

5 -3 . , , v , ’
Centorpromaziny = 2.107 mol.dm™; Aoy = 270 nm; 1- po 10 min. osviceni; 2 - pred osvicenim

_25.-



Na zakladé zméfenych emisnich spekter (Obr. 13, Obr. 14) je vidét, ze nejlepsi je
zvolit emisni vlnovou délku A, = 360 nm. Pro pozdéjsi experimenty vSak na
spektrofluorimetrickém detektoru Hitachi byla nakonec nastavena emisni vlnové délka Aey =

350 nm. Pfi této vinové délce byla na daném detektoru ziskana nejvyssi odezva.

4.1.1.2 Méreni excita¢niho fluorescen¢niho spektra u derivati

fenothiazinu

Proméfeni excitatniho fluorescencniho spektra obou derivati fenothiazinu
(chlorpromazin a diethazin) bylo opét provedeno na spektrofluorimetru AMINCO. Nejdiive
byl proméfen pfipraveny roztok derivatu; ten byl nasledn¢ 10 minut ozafovan ve fotoreaktoru

a opé€t proméien.

85 T v T v T v T v T v T ]
8,0 [ .
75 F 1 ﬁ ]
70 F / .
6,5 r / ]
6,0 [ /

55
50 F
45LF
40 F
35F
30
25F
20 [
15 F
10F
05 F
0,0 — ]
0,5 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 1

200 220 240 260 280 300

A (nm)

Intenzita fluorescence

Obr. 15: Mereni excitacniho spektra diethazinu

-5 -3 . , , . , ,
Cdiethazimu = 2. 107 mol.dm™; A, = 360 nm; 1- po 10 min. osviceni; 2 - pred osvicenim
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Obr. 16: Mereni excitacniho spektra chlorpromazinu

5 3 . , , . ; ,
Centorpromaziny = 2.107 mol.dm™; Ae, = 360 nm; 1- po 10 min. osviceni, 2 - pied osvicenim

Na zédkladé zmétenych excita¢nich spekter (Obr. 15, Obr. 16) je vidét, Ze nejlepsi je

zvolit excita¢ni vinovou délku A.x = 270 nm.

4.1.2 Sledovani tvorby/stability radikalkationtu derivatu

fenothiazinu

Je obecné¢ znamo, ze radikalkationt derivatu fenothiazinu je stabilni v kyselém
prostfedi. Proto v radmci optimalizaénich méfeni byla nejdiive sledovan vliv koncentrace
kyseliny chlorovodikové na tvorbu radikalkationtu. Toto optimalizacni méfeni bylo jiz

provadéno na SIA aparatufe se spektrofluorimetickym detektorem.
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4.1.2.1 Tvorba/stabilita radikalkationtu chlorpromazinu

Tvorba/stabilita radikdlkationtu chlorpromazinu po fotooxidaci derivatu v prostiedi
ruzné koncetrace HCI byla sledovana na aparatufe zapojené podle obr.9. Experimenty byly
provadény s roztokem chlorpromazinu o koncentraci 1.10” mol.dm™. Excitaéni vinova délka
byla A= 270 nm a emisni vinova délka A= 350 nm. Koncentracni rozsah pouzité kyseliny
chlorovodikové byl 1.10” — 1.10 mol.dm™.

Pii sledovani tvorby/stability radikalkationtu chlorpromazinu byly nastaveny nasledujici

optimalni hodnoty na ovladacim panelu fidiciho software aparatury (Tab 2).

Tab. 2: Nastavené parametry SIA aparatury pro sledovani viivu HCI na tvorbu a stabilitu

radikadlkationtu chlorpromazinu

Doplnit sttikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pritokova rychlost 1000 pl/min

Objem vzorku 250 ul

Objem reaktoru 1000 pl

Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozéteni 60 s
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Obr. 17: Viiv koncentrace HCI v roztoku chlorpromazinuHCI na intenzitu fluorescence

radikdlkationtu (doba ozareni 60s)

Cehlorpromazinu = ]-10_5 mol.dm’ 3; Vchlorpromaziml =250 /.ll, VH20 = 1 ml-min_I; /lex =270 nm; /lem =350 nm

Z (Obr. 17) je patrné, ze nejvyssi intenzita fluorescence je pozorovana v roztoku
chlorpromazinu v piitomnosti kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1.10” mol.dm™. Proto

pro dalsi experimenty byly pouzivany roztoky chlorpromazinu v této koncentraci HCL.

4.1.2.2 Tvorba/stabilita radikalkationtu diethazinu

Tvorba/stabilita radikalkationtu diethazinu po fotooxidaci derivatu v prostfedi rtizné
koncetrace HCI1 byla opét sledovana na aparatuie zapojené podle obr.9. Experimenty byly
provadény s roztokem diethazinu o koncentraci 1.10° mol.dm™. Excita¢ni vinovéa délka byla
opet Aex= 270 nm a emisni vinova délka Aem= 350 nm. Koncentraéni rozsah pouzité kyseliny
chlorovodikové byl opét v rozmezi 1.10° — 1.10 mol.dm™.

Pii sledovani tvorby/stability radikalkationtu diethazinu byly nastaveny nasledujici

optimalni hodnoty na ovladacim panelu fidiciho software aparatury (Tab. 3).
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Tab. 3: Nastavené parametry SIA aparatury pro sledovani viivu HCI na tvorbu a stabilitu

radikalkationtu diethazinu

Doplnit stfikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pratokova rychlost 1000 pl/min

Objem vzorku 250 pl

Objem reaktoru 1000 pl

Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozéteni 60 s

0,20 -

0,18 -

0,16 |-

Intenzita fluorescence

0,12 |-

0,10 Luwuul R | R | R |
1E-5 1E-4 1E-3 0,01

Koncentrace HCI (mol.dm®)

Obr. 18: Viiv koncentrace HCl v roztoku diethazinu HCIl na intenzitu fluorescence

radikalkationtu (doba ozadreni 60s)

Caiotmazim = 1.107 mol.dm™>; Vyiwmasing = 250 ul vipo =1 ml.min; do.= 270 nm; Jop = 350 nm

Z (Obr. 18) je patrné, ze nejvyssi intenzita fluorescence je pozorovana v roztoku
diethazinu s koncentraci HCl 1.10° mol.dm™ Pro dalsi experimenty viak byla nakonec
zvolena koncentrace 1.10° HCL, tak aby byly zachovany stejné podminky pro stanoveni obou

derivatu.
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4.1.3 Optimalizace prutokovych podminek SIA stanoveni

Pro vSechna dal$i optimalizacni meéteni byly pouzity detekéni podminky zjisténé
v pfechazejicich kapitolach. Pfi optimaliza¢nich experimentech byla vzdy hodnocena
intenzita fluorescenéniho signalu (vyska SIA piku).

Velikost fluorescen¢niho signalu SIA stanoveni s fotochemickou oxidaci obecné
ovliviiuje n€kolik parametrii. PredevSim je to prutokova rychlost nosného proudu, objem
davkovaného vzorku a doba ozéfeni derivatu fenothiazinu.

Optimalizaéni méfeni byla provadéna na aparatuie zapojené podle (Obr. 9).
K optimaliza¢nim experimentim byl vybran pouze jeden zastupce derivati fenothiazinu -
chlorpromazin. Tato volba byla provedena z diivodu zasobniho mnozstvi daného preparatu.

Zjisténé optimalni pritokové podminky pak byly aplikovany i na druhy derivat
fenothiazinu — diethazin.

Experimenty byly provadény s roztokem chlorpromazinu o koncentraci 1.10” mol.dm™
v HCI o koncentraci 1.10° mol.dm™. Excita¢ni vinova délka byla Aex= 270 nm a emisni

vlnova délka Aep= 350 nm.

4.1.3.1 Vliv davkovaného objemu vzorku

Pro méfeni vlivu davkovaného objemu vzorku na velikosti intenzity fluorescence SIA

signalu byly nastaveny nasledujici hodnoty v ovladdacim softwaru aparatury podle (Tab. 4).

Tab. 4: Nastavené parametry na méreni vliivu davkovaného objemu vzorku

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pratokova rychlost 1000 pl/min
Objem vzorku 250 pul
200 pl
150 pl
100 pul
50 ul
Objem reaktoru 1000 pl
Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozateni 60 s
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Obr. 19: Viiv velikosti davkovaného objemu na intenzité fluorescence

Cehlorpromazimu = 1.107 mol.dm™>; cyep =1.107 mol.dm™; v = 1000 ,ul.min']; Aex =270 nm; App = 350 nm

Z proméiené zavislosti vyplyva, ze nejvhodnéjsi bylo davkovat objem 250 pl
ptislusného derivatu. Pfi pouziti vétstho mnozstvi derivatu by se intenzita fluorescencniho
signalu dale zvySovala. Doslo by ale k pfekroceni vnitiniho objemu kapilary fotoreaktoru a
veskery objem vzorku by jiz nebyl ozafen. Doslo by tak k vyraznému zaktiveni proméfované
zéavislosti. Podobné by pfili§ velky davkovany objem vzorku zvysil rozmyti zony a doslo by
tak k vyslednému prodlouzeni analyzy. Pro dalS§i méfeni byl tedy davkovan objem 250 pl

derivatu.

4.1.3.2 Vliv pritokové rychlosti nosného proudu

Pro méfeni vlivu pritokové rychlosti nosného proudu na velikosti intenzity
fluorescence SIA signalu byly nastaveny nasledujici hodnoty v ovladacim softwaru aparatury

(Tab. 5):
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Tab. 5: Nastavené parametry na mereni vlivu prutokové rychlosti nosného proudu

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Prttokova rychlost 1500 pl/min
1200 pl/min
1000 pl/min
900 pl/min
700 pl/min
600 ul/min
500 pl/min
Objem vzorku 250 ul
Objem reaktoru 1000 pl
Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozateni 60 s
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Obr. 20: Viiv velikosti priitokové rychlosti nosného proudu na intenzité fluorescence

Cehlorpromazinu = 1~10-5 mol.dm™ 3; Cucr =1 ]0—3 mol. dm-j; VclorpromazimLHCl =250 ,ul, iex =270 nm; j-em =350 nm
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Z uvedené zavislosti vyplyva, ze nejvyhodnéjsi je pouzit pritokovou rychlost asi 1000
pl/min.

4.1.3.3 Vliv doby ozareni derivatu

Pfi sledovani vlivu doby ozafeni derivatu ve fotoreaktoru na velikosti vysledné

intenzity fluorescence SIA signalu byly nastaveny nasledujici hodnoty v ovladacim softwaru

aparatury (Tab. 6):

Tab. 6: Nastavené parametry na méreni vlivu doby ozareni

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pratokova rychlost 1000 pl/min
Objem vzorku 250 pl
Objem reaktoru 1000 pl
Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozareni 300 s
180 s
150 s
120s
90 s
60 s
40 s
20s
0s
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Obr. 21: Viiv doby osvitu derivatu na vyslednou intenzitu fluorescence
Centorpromazima = 1.107° mol.dm™>; cucr, =1.10° mol.dm™;V apiorpromazimeicr = 250 pl; v = 1000 gd.min™; Lo = 270 nm;

Aem = 350 nm

Z proméiené zavislosti vyplyva, ze intenzita fluorescence derivatu se pfimo umeérné
zvetsuje s dobou ozafeni. Bylo by tedy vyhodné zvolit co nejdelsi dobu ozafovani. V tomto
piipadé by se ale neiimérné prodlouzila doba analyzy; mohlo by ale také dochéazet az
k oxidaci radikéalkationtu na sulfoxid, ktery neni za danych podminek fluorescen¢né aktivni.
Zaroven pii pouziti dlouhych casti dochazelo k zahiivani roztoku derivatu ve fotoreaktoru a k
tvorbé velkého mnozstvi plynné faze. Proto pro dal$i méfeni byla jako kompromis vybrana

doba ozarovani 60 s.

4.1.4 Kalibracni zavislost stanoveni chlorpromazinu

Po zjisténi optimalnich pritokovych podminek SIA stanoveni byla proméifena

kalibragni kiivka stanoveni chlorpromazinu v koncentraénim rozsahu 1.10° — 3.10° mol.dm™.
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Pfi prométovani kalibrac¢ni zavislosti byly nastaveny nasledujici optimalni hodnoty

v ovladacim softwaru aparatury (Tab. 7):

Tab. 7: Nastavené optimalni parametry pro SIA stanoveni chlorpromazinu

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Prttokova rychlost 1000 pl/min
Objem vzorku 250 pul
Objem reaktoru 1000 pl
Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozateni 60 s
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Obr. 22: Kalibracni zavislost stanoveni chlorpromazinu

crer =1.107 mol.dm™ V eponpromazimericr = 250 pl; v = 1000 gll.min™; Jp = 270 nm; Lop = 350 nm

Kalibra¢ni zavislost je linearni v celém méfeném rozsahu.
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4.1.5 Zakladni charakteristiky SIA stanoveni chlorpromazinu

V diplomové prace byly dale uréeny zakladni charakteristiky navrhovaného SIA
spektrofluorimetrického stanoveni chlorpromazinu po jeho fotooxidaci na radikélkation. Byla
uréena citlivost stanoveni jako smérnice kalibra¢ni zavislosti, mez detekce (35), mez
stanovitelnosti (10c) a opakovatelnost méfeni (uréena jako relativni smérodatna odchylka —

RSD (%)).

4.1.5.1 Citlivost stanoveni u chlorpromazinu

Citlivost stanoveni chlorpromazinu SIA technikou se spektrofluorimetrickou detekci

byla uréena z proméfené kalibraéni zavislosti jako jeji smérnice: 0,038075 dm’/pmol.

4.1.5.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti chlorpromazinu

Pro zjiSténi meze detekce a meze stanovitelnosti byla proméfena kalibra¢ni zavislost
v oblasti nizkych, jesté méfitelnych hodnot koncentraci chlorpromazinu. Mez detekce a mez
stanovitelnosti byly ureny z vySe uvedené kalibra¢ni zavislosti pii dané nastavené citlivosti
na detektoru.

Byla 10 x zmé&fena velmi nizka koncentrace chlorpromazinu (koncentrace 1.107
mol.dm™) a odeétené hodnoty intenzity fluorescence byly piepoéteny pres danou kalibraéni
zavislost na prislusné hodnoty koncentrace a ty byly statisticky zpracovany. Mez detekce byla
uréena jako trojnasobek smérodatné odchylky (0,057 pmol.dm™) a mez stanovitelnosti jako

desetinasobek smérodatné odchylky (0,192 pmol.dm™).

4.1.5.3 Opakovatelnost stanoveni chlorpromazinu

Urceni opakovatelnosti je nezbytnou soucésti kazdé analyzy. Nahodné chyby ovliviiuji
presnost analyzy’. Pro zji§téni opakovatelnosti méfeni byla 10 x t&sné& za sebou zmé&fena

odezva chlorpromazinu o koncentrace 1.10”° mol.dm™.
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Z namétenych hodnot byl zjistén aritmeticky pramér, smérodatna odchylka, relativni
smérodatna odchylka a interval spolehlivosti.

Opakovatelnost méfeni vyjadiena jako % RSD (na hlading 1.10” mol.dm™) pro dané
stanoveni byla 3,26 %.

Dosazené zékladni charakteristiky stanoveni chlorpromazinu jsou shrnuty

v nasledujici (Tab. 8):

Tab. 8: Zakladni charakteristiky spektrofluorimetrického SIA stanoveni chlorpromazinu

Parametr Hodnota
citlivost, dm®.umol™ 0,038075
opakovatelnost, %RSD 3,26
mez detekce, umol.dm'3 0,057
mez stanovitelnosti, pmol.dm™ 0,192
absolutni mez detekce’, ng 5
absolutni mez stanovitelnosti*,ng 17

*davkovany objem 250 ul

4.1.6 Kalibrac¢ni zavislost stanoveni diethazinu

Pfi pouziti optimalnich experimentalnich podminek zjiSténych pro stanoveni
chlorpromazinu byla prométena kalibra¢ni kiivka pro stanoveni diethazinu v koncentracnim
rozsahu 5.10° —5.10” mol.dm™.

Po prométovani kalibracni zavislosti byly nastaveny nésledujici optimalni hodnoty

v ovladdacim softwaru aparatury (Tab. 9):
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Tab. 9: Nastavené optimalni parametry pro SIA stanoveni diethazinu

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pratokova rychlost 1000 pl/min

Objem vzorku 250 pl

Objem reaktoru 1000 pl

Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozateni 60 s
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Obr. 23: Kalibracni zavislost stanoveni diethazinu
cuer =1.107 mol.dm™ V gepazimuricr = 250 pdl; v = 1000 pil.min”; Aoy = 270 nm; ey = 350 nm

Kalibra¢ni zavislost je linearni v celém méfeném rozsahu.

4.1.7 Zakladni charakteristiky SIA stanoveni diethazinu

Zakladni charakteristiky spektrofluorimetrického SIA stanoveni diethazinu byly
urceny podobné jako v pfipadé stanoveni chlorpromazinu. Byla uréena citlivost stanoveni
jako smérnice kalibra¢ni zavislosti, mez detekce (3c), mez stanovitelnosti (10c) a

opakovatelnost méteni (ur¢ena jako relativni smérodatna odchylka — RSD (%)).
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4.1.7.1 Citlivost stanoveni diethazinu

Citlivost stanoveni diethazinu SIA technikou se spektrofluorimetrickou detekci byla

uréena z proméfené kalibra¢ni zavislosti jako jeji smérnice: 0,017551 dm®/pmol.

4.1.7.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti u diethazinu

Pro zjisténi meze detekce a meze stanovitelnosti byla prométena kalibra¢ni zavislost
v oblasti nizkych, jest¢ méfitelnych hodnot koncentraci dietahzinu. Mez detekce a mez
stanovitelnosti byly uréeny z vySe uvedené kalibracni zavislosti pti dané nastavené ptistrojové
citlivosti.

Byla 10 x zmé&Fena velmi nizka koncentrace diethazinu (koncentrace 3.10” mol.dm™) a
odecCtené hodnoty intenzity fluorescence byly pfepocteny pies danou kalibrac¢ni zavislost na
ptislusné hodnoty koncentrace a ty byly statisticky zpracovany. Mez detekce byla urcena jako
trojnasobek smérodatné odchylky (0,295 pmol.dm™) a mez stanovitelnosti jako desetinasobek

smérodatné odchylky (0,985 umol.dm™).

4.1.7.3 Opakovatelnost méreni u diethazinu

Pro zjiiténi opakovatelnosti méfeni byla 10x zmé&fena koncentrace 1.10° mol.dm™
diethazinu.

Z namétenych hodnot byl zjistén aritmeticky primeér, smérodatna odchylka, relativni
smérodatna odchylka a interval spolehlivosti.

Opakovatelnost méfeni vyjadiend jako % RSD (na hlading 1.10” mol.dm™) pro dané
stanoveni byla 2,6 %.

Dosazené zakladni charakteristiky stanoveni u diethazinu jsou shrnuty v nasledujici

(Tab. 10):
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Tab. 10: Zdkladni charakteristiky spektrofluorimetrického SIA stanoveni diethazinu

Parametr Hodnota
citlivost, dm’. umol'1 0,017585
opakovatelnost, % 2,6
mez detekce, umol.dm’3 0,295
mez stanovitelnosti, pmol.dm™ 0,985
absolutni mez detekce , ng 22
absolutni mez stanovitelnosti , ng 73

*davkovany objem 250 ul

4.1.8 Stanoveni derivatii fenothiazinu v lékovych formach

Po zjisténi optimalnich pracovnich podminek a proméfeni zakladnich charakteristik stanoveni
bylo provadéno stanoveni derivati fenothiazinu v Iékovych forméach navrzenou SIA metodou
se spektrofluorimetrickou detekci po jejich fotooxidaci na pfislusny radikalkation. Kontrolni

stanoveni bylo provadéno klasickou spektrofotometrickou metodou v UV oblasti.

4.1.8.1 SIA spekrofluorimetrické stanoveni chlorpromazinu po

jeho fotooxidaci v Iékovych formach

Ve vzorcich tablet Plegomazinu (25 mg chlorpromazinu v ¢ervené tableté) a tablet
Plegomazinu (100 mg chlorpromazinu ve zluté tablet¢), pfipravenych postupem uvedenym
v experimentalni ¢asti prace (oddil 3.7.), byl navrzenou metodou ovéfen obsah
chlorpromazinu. Piipravené vzorky byly nafedény na teoretickou koncentraci 2.10™ mol.dm™

a tfikrat prométeny. Vysledky stanoveni jsou shrnuty na (Obr. 24) a v (Tab.11).
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Tab. 11: Nastavené parametry pro SIA stanoveni chlorpromazinu v lékové forme

Plegomazin
Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Pratokova rychlost 1000 pl/min
Objem vzorku 250 pl
Objem reaktoru 1000 pl
Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozéfeni 60 s
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Obr. 24: Kalibracni zavislost SIA stanoveni chlorpromazinu a nalezeny obsah v lékovych
formach Plegomazinu

1 — kalibracni zavislost chlorpromazinu, 2 — lékovd forma Plegomazinu 100mg; 3 — lékova forma Plegomazinu

25mg; Veniorpromazinu.rict = 250 pl; v = 1000 ,ul.min'l; Aex = 270 nm; Aoy = 350 nm
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Tab. 12: Stanoveni chlorpromazinu v lékovych formdach Plegomazinu

SIA stanoveni chlorpromazinu
Vzorek Nomindlni Nalezena %
hodnota (mg) hodnota (mg)
Plegomazin (100mg/tab.) 100,0 73,49 + 0,56 73,49
Plegomazin (25mg/tab.) 25,0 14,54 £ 0,28 58,15

4.1.8.2 SIA spekrofluorimetrické stanoveni diethazinu po jeho

fotooxidaci v 1ékové formé

Ve vzorcich tablet Deparkinu (50 mg diethazinu v tableté), pfipravenych postupem
uvedenym v experimentalni ¢asti prace (oddil 3.8.), byl navrhovanou metodou ovétren obsah
diethazinu. Piipraveny vzorek byl natedén na teoretickou koncentraci 2.10° mol.dm™ a t¥ikrat

proméfen. Vysledky stanoveni jsou shrnuty na (Obr. 25) a v (Tab. 14).

Tab. 13: Nastavené parametry pro SIA stanoveni diethazinu v lékové formé Deparkin

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikacky 1250 pl
Prttokova rychlost 1000 pl/min

Objem vzorku 250 ul

Objem reaktoru 1000 pl

Objem vedeni do kyvety 2000 pl
Doba ozateni 60 s
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Obr. 25: Kalibracni zavislost SIA stanoveni diethazinu a nalezeny obsah v Ilékové formeé
Deparkin

1 — kalibracni zavislost diethazinu, 2 — lékova forma Deparkin 50mg; Viepazinunc: = 250 pl; v = 1000 ,ul.min'l;
Aoy = 270 nm; Aoy = 350 nm

Tab. 14: Stanoveni diethazinu v lékové formé Deparkinu

SIA stanoveni diethazinu
Vzorek Nomindlni Nalezena %
hodnota (mg) hodnota (mg)
Deparkin (50 mg/tab.) 50,0 49,59 + 0,19 99,21
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4.2 Kontrolni stanoveni derivati fenothiazinu v lékovych

formach klasickou UV/VIS spektrometrii

Pro kontrolu obsahu derivatu fenothiazinu ve farmaceutickém ptipravku byla provedena
meéfeni jinou nezavislou metodou. K tomu byla vybrana klasicka UV/VIS spektrofotometrie

pti vlnové délce absorpéniho maxima daného derivatu.

4.2.1 Stanoveni chlorpromazinu v lékovych formach Plegomazim

pomoci UV/VIS spektrometrie

Ve vzorcich tablet Plegomazinu (25 mg chlorpromazinu v ervené tableté) a tablet
Plegomazinu (100 mg chlorpromazinu ve zluté tableté), pfipravenych postupem uvedenym
v experimentélni ¢asti prace (oddil 3.7), byl pomoci UV/VIS spektrofotometrie ovéfen obsah
chlorpromazinu. P¥ipravené vzorky byly nafeddny na teoretickou koncentraci 2.10” mol.dm™

a tiikrat proméieny. Vysledky stanoveni jsou shrnuty na (Obr. 26) a v (Tab.15).
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Obr. 26: Stanoveni chlorpromazinu v lékovych formach Plegomazinu pomoci UV/VIS

spektrofotometrie
1 — chlorpromazin o koncentraci 2.10° mol.dm™; 2 — vzorek Plegomazinu 100 mg o koncentraci 2.10° mol.dm™;

3 — vzorek Plegomazinu 25 mg o koncentraci 2.10” mol.dm™

Tab. 15: Stanoveni chlorpromazinu v lékovych formach Plegomazin

UV/VIS spektrometrie
Vzorek Nominalni Nalezena %
hodnota (mg) hodnota (mg)
Plegomazin (100mg/tab.) 100,0 73,64 73,64
Plegomazin (25mg/tab.) 25,0 13,76 55,07
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4.2.2 Stanoveni diethazinu v 1ékové formé Deparkinu pomoci

UV/VIS spektrometrie

Ve vzorcich tablet Deparkinu (50 mg diethazinu v tableté), ptfipravenych postupem
uvedenym v experimentalni ¢asti prace (oddil 3.8), byl pomoci UV/VIS spektrofotometrie
ovéfen obsah diethazinu. Piipraveny vzorek byl nafedén na teoretickou koncentraci 2.107

mol.dm™ a t¥ikrat prom&fen. Vysledky stanoveni jsou shrnuty na (Obr. 27) a v (Tab. 16).

Absorbance

| ! | ! | ! | ! |
1,0x10°° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°

Koncentrace diethazinu (mol.dm"")

Obr. 27: Stanoveni diethazinu v lékové formé Deparkinu pomoci UV/VIS spektrometrie

1 — koncentrace diethazinu s cyc; = 1.107° mol. dm; 2 — 1ékova forma Deparkin

Tab. 16: Stanoveni diethazinu v lékové formé Deparkin

UV/VIS spektrometrie
Vzorek Nomindlni Nalezena %
hodnota (mg) hodnota (mg)
Deparkin (50 mg/tab.) 50,0 49,41 £0,22 98,82
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Z obou tabulek (Tab. 15) a (Tab. 16) je vidét velmi dobra shoda vysledkl stanoveni u
obou farmaceutickych ptipravki Plegomazin i Deparkin ziskanych metodou SIA a kontrolni

spektrofotometrickou metodou v UV oblasti.
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5 Zavér

Ve své diplomové praci jsem navazal na svoji bakalarskou praci. Ze své bakalaiské
prace jsem vyuzil navrZzenou a postavenou aparaturu pro sekvencni injekéni analyzu se
spektrofluorimetrickou detekci; spole¢né s vytvofenym fidicim a vyhodnocovacim softwarem.

V ramci diplomové prace byly optimalizovany podminky SIA stanoveni vybranych
derivatt fenothiazinu se spektrofluorimetrickou detekci po jejich fotooxidaci a byly urceny
zékladni charakteristiky stanoveni dvou vybranych derivati - chlorpromazinu a diethazinu
touto metodou. Toto stanoveni je velmi citlivé a umoZiuje stanovit velmi nizké koncentrace
derivatu (5 ng chlorpromazinu) pti velmi malé spotiebé vzorku (250 ul)

Na zéavér byla navrzend metoda aplikovana na praktické stanoveni obou derivati
v 1ékovych formach Plegomazin a Deparkin. Vysledky analyzy byly ovéfeny jinou nezavislou
metodou - klasickou UV/VIS spektrometrii. V piipad€ stanoveni obou derivati v obou
ptipravcich obéma metodami byly ziskany prakticky shodné vysledky. Zjistény nizsi obsah
chlorpromazinu v tabletach Plegomazin je zptsoben samovolnym rozkladem chlorpromazinu

v tabletach, jejichz stafi vyrazné presahuje 20 let.
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