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Abstrakt.

Byly vypracovany voltametrické metody pro stanoveni diazepamu (DZ) a
nordiazepamu (NDZ). Ke stanoveni obou latek na meniskem modifikované sttibrné
pevné amalganové elektrodé (m-AgSAE) byly pouzity techniky diferencné pulzni
voltametrie (DPV) a DC voltametrie (DCV). Byl sledovan vliv pH? prostiedi smési
Brittonova-Robinsonova (BR) pufru a methanolu (9:1) a dale v 0,1 mol.I"* NaOH
a methanolu (9:1). Dale byla sledovana stalost signalu pfi opakovaném méteni v
prostredi smési 0,1 mol.I™* a methanolu (9:1) a dale v BR pufru pH 10,2 a methanolu
(9:1). P¥i stanoveni DZ technikou DPV a DCV bylo optimalni prostfedi 0,1 mol.I"*
NaOH o pH® o hodnot& 13,2. Pii stanoveni NDZ technikou DPV a DCV bylo
optimélni prosttedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* 0 hodnoté 10,2.

Za téchto podminek byly zméteny linearni kalibrac¢ni zavislosti. Koncentracni rozsah
BZ byl zméfen pomoci techniky DCV v rozsahu 10.10° — 6.10° mol.I" a déle

s technikou DPV v rozsahu 1.10™ — 2.10® mol.I"!. Koncentraéni rozsah NDZ byl
zméfen pomoci techniky DCV v rozsahu 1.10™ — 4.10° mol.I™ a dale s technikou
DPV v rozsahu 1.10™ — 2.10° mol.I™. Mez stanovitelnosti byla vypocitana u DZ

na 1.10°® mol.I" pomoci techniky DPV a 6,6 .10 mol.I"* pomoci techniky DCV.
Mez stanovitelnosti byla dale vypoéitana u NDZ na 1,7.10° mol.I* pomoci techniky
DPV a5,5.10° mol.I'* mol.I"*  pomoci techniky DCV. Vyvinuté metody byly
pouzity ke stanoveni DZ ve vzorku 1é¢iva Diazepam Slovakofarma 2 mg. VVzorek
1é¢iva byl stanoven metodou standardniho pfidavku v prostiedich 0,1 mol.I"! NaOH
a pitné vody (9:1) a 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) pomoci techniky DPP.
Touto metodou byla stanovena koncentrace 1,88.10°° mol.I™" v pitné vodé a 1,66.107

mol.I"Y v methanolu.
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Abstract:

Voltammetric methods for the determination of diazepam (DZ) and nordiazepam
(NDZ) were developed. Techniques differential pulse voltammetry (DPV) and DC
voltammetry for determination of both substances at meniscus modified silver solid
amalgam electrode (m-AgSAE) were used. Effect of pH® in media of mixture of
Britton-Robinson buffer and methanol (9:1) and 0,1 mol.I* NaOH was studied.
Stability of the signal with repeated measurements in 0,1 mol.I"* and methanol (9:1) was
monitored. Optimal pH? 13,2 of 0,1 mol.I"" NaOH was used for determination of DZ by
DPV and DCV techniques. Optimal pH? 10,2 in media of mixture of Britton-Robinson
buffer and methanol (9:1) was used for determination of NDZ by DPV and DCV
techniques. Under these conditions were measured linear dependences in the
calibration. Concentration range of DZ was measured with DCV
in range of 1.10™ — 6.10° mol.I"* and DPV with DCV technique in range
of 1.10* — 2.10° mol.I*. Concentration range of NDZ was measured with DCV
technique in range of 1.10 — 4.10° mol.I"* and DPV technique in range
of 1.10™* — 2.10° mol.I"". The limit of detection was calculated for DZ
6,6 .10° mol.I" with DCV and 1.10° mol.I"* with DPV. The limit of detection was
calculated for NDZ 5,5.10° mol.I" with DCV and 1,7.10° mol.I* with DPV.
Developed method were used for determination of DZ in the drug sample Diazepam
Slovakofarma 2 mg. Drug sample was determined by standard addition method in 0,1
mol.I" NaOH and drinking water (9:1) and in 0,1 mol.I" NaOH and methanol (9:1)
with DPV. Concetration of DZ in drinking water were determined at 1,88.10" mol.I"*

and in methanol at 1,66.10° mol.I™%.
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1. UVOD

1.1 Cil prace

Piedkladana diplomova prace se zabyva vyvojem elektrochemickych metod pro
stanoveni psychoaktivnich sloucenin. Tyto slouCeniny se vyuzivaji v Iékaistvi jako
sedativa, myorelaxancia. Pravé do této skupiny latek patii 1 studované latky:

diazepam, nordiazepam.

Cilem diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni
K dosazeni téchto cili byly vyuzity voltametrické techniky diferenéné pulzni
voltametrie (DPV), DC voltametrie (DCV) na meniskem modifikované stiibrné

pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE).



1.2 Studované latky

Studovanymi latkami byly:

Diazepam

struktura na Obr.

(7-chlor-1-methyl-5-fenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-on,
1.2.1) a Nordiazepam (7-chlor-5-fenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-

benzodiazepin-2-on, struktura na Obr. 1.2.2) jejichZz zakladni vlastnosti jsou shrnuty

v Tab. 1.2.1.

Obr. 1.2.2 Struktura Nordiazepam

Tab. 1.2.1 Popis studovanych latek [1]

Studované latky C.A.S REGISTRY Sumarni vzorec M, (g.mol™)
Diazepam 439-14-5 C16H13CIN,O 2847
Nordiazepam 1088-11-5 Ci5H11CIN,O 270,7
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1.2.1 Ptiprava diazepamu a nordiazepamu

2-amin-5-chlorbenzofenonu (A), ktera reaguje s ethylesterem glycinu (B) za vzniku
NDZ (C) [2]. Pii piipravé DZ se vychazi z NDZ (C), ktery reaguje

s dimethylsulfatem (D) za vzniku DZ (E) [3]. Reakce jsou zobrazeny na Obr. 1.2.1.1
aObr.1.2.1.2.
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Obr. 1.2.1.2 Ptiprava DZ
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1.2.2 Vlastnosti a biologické ucinky diazepamu a nordiazepamu

Diazepam (DZ) se priamyslové vyrabi jako 1é¢ivo. Prodava se pod riznymi

obchodnimi nazvy jako Apaurin, Seduxen, Stesolid, Diazepam Desitin [1, 4].

V 1ékatstvi se DZ vyuziva pro své antikonvulzivni a anxiolytické ucinky [5, 6].
Léciva s antikonvulzivnim ucinkem se podavaji pacientiim k zabranéni vzniku kieci
[7, 8]. U pacienti s depresemi se podavaji anxiolytika, ktera snizuji tizkost a strach

[9, 10].

Nordiazepam (NDZ) se prumyslové vyrabi také jako 1é¢ivo [11]. Prodava se pod
obchodnimi ndzvy Nordaz, Stilny, Madar, Calmday. Nordiazepam se pouZiva pro

svtj hypnoticky ucéinek [1, 12].

BDZ se podavaji ordlné, injekéné. Véazou se na proteiny v plasmé a snadno se
rozpoustéji v tucich [11, 12]. Thned po vstupu do téla se lehce distribuuji do vSech
tkani [10]. BDZ jsou eliminovany prostifednictvim metabolismu jater [13]. DZ je
pomoci demethylace pfeménén na NDZ, ktery se nasledné hydroxyluje na oxazepam.

Oxazepam je vyloucen z té€la ven v mo¢i [14, 15].

O
O O

H OH
H N
H.\,’C\N \N )k\ N )‘k(
N-dealkylace

\ / N \ / N 3-hydroxylace / N
cl Q cl Q “ Q

diazepam nordiazepam

Obr.1.2.2.1

Metabolicka pfeména DZ v téle

BDZ muizZeme rozdélit dle rychlosti poloc¢asu eliminace do tfi skupin: pomala,

stfedni, rychla [16]. Polocas eliminace je ovlivnén zejména témito faktory jako
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pohlavim, vékem a vahou [16,17]. Ob¢ studované latky patii do skupiny pomalé
eliminace, konkrétné u DZ je polocas eliminace 14 - 70 hodin a u NDZ je polocas
eliminace 48 - 119 hodin [18].

Mezi nezadouci Gcinky téchto latek patii vyssi navykovost, tinava, bolest hlavy,

svalova ochablost, porucha fe¢i a paméti [4, 19, 20].

1.2.3 Pouzité metody

Snadné elektrochemicka redukovatelnost dvojné vazby v BDZ nadm umoziuje

pouzit elektroanalytické metody typu DPV a DC voltametrie [21, 22].

V soucasnosti se pouzivaji pevné elektrody na bazi tuhych amalgamii.
To zejména proto, ze vysoka toxicita par rtuti vedla k omezeni vyuzivani u rtutovych
elektrod [23]. Mezi vyhody pouziti pevnych elektrod na bazi amalgami patii
netoxicita, robustnost a snadna obsluha. Z tohoto divodu byla zvolena pro stanoveni

téchto latek meniskem modifikovana pevna stiéibrna elektroda.
Vybér metody pii stanoveni DZ a NDZ zavisi na biologické matrici a koncentraci

analytu. Mezi dal$i metody pouZzivané pii analyze téchto latek patii: kapalna

chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC), UV spektrofotometrie.
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Tab. 1.2.3.1 Pichled vybranych metod zabyvajicich se stanovenim BDZ

Studovana Matrice Metoda/detektor Mez Literatura
latka vzorku detekce
(mol.I")
Diazepam 1é¢ivo SWV/HMDE 1.10° 24
SWCSV/HMDE 2.107 24
plazma, DPV, CV s 2,1.10° 25
mo¢ modifikovanou

pastovou elektrodou

hydrogel HPLC/ UV 6,9.10° 26
plazma GC/ECD 3,5.10° 27
Gista uv 3.10° 28
forma
Nordiazepam plazma GC/MS 9,2.10° 29
GLC/EC 3,5.10° 30

2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztoky DZ (Sigma-Aldrich, D0899), NDZ (Sigma-Aldrich, D7282),
o koncentraci 1.10° mol.I" byly pfipraveny rozpuiténim vypoéitaného a presné
navazeného mnozstvi latky v 10 ml methanolu. Roztoky o niz§ich koncentracich pro
meéfeni kalibraéni zavislosti byly pfipraveny zifedénim zasobniho roztoku pomoci
methanolu. Zasobni roztoky DZ a NDZ byly uskladnény v chladu a temnu.

Pouzité chemikalie:

Kyselina fosforec¢na 85%, kyselina borita, kyselina octova 98%, hydroxid sodny,
methanol, chlorid draselny (vSe v Cistoté p.a., Lachema Brno).

K pfipravé deionizované vody byl pouzit systém (Milipore-Q plus systém,
Millipore, USA).
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Brittonovy-Robinsonovy pufry o daném pH byly pfipraveny smichanim zasadité
slozky 0,2 mol.I* NaOH a kyselé slozky obsahujici kyselinu fosfore¢nou, kyselinu

boritou a kyselinu octovou, kazda o koncentraci 0,04 mol.I"™.

2.2 Aparatura

K voltametrickému méfeni byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf
se softwarem PolarPro verze 5.1 Pro, firma Poalro-Sensors, Praha, CR. Tento
software pracoval na opera¢nim systému Windows XP. K voltametrickému méfeni
byl pouzit tiielektrodovy systém, tvofeny referentni argentchloridovou elektrodou
(3 mol.I"* KCI) typu RAE 113, pomocnou platinovou elektrodou - plisek typu PPE
(Monokrystal, Turnov) a jako pracovni elektroda byla pouzita m-AgSAE
(viz kapitola 2.3).

Spektrofotometricka méfeni byla provadéna na pfistroji Pye - Unicam PC 8800
UV/VIS Spectrophotometer (Cambridge, Velka Britanie). Roztoky byly méteny
v kiemennych kyvetach o tlouStce 1 cm.

Ke kalibraci pH-metru Jenway 4330 (Jenway, Essen, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005) byly pouzity kalibra¢ni pufry
o pH o hodnotach 4, 7, 10 za laboratorni teploty.

2.3 Meniskem modifikovana stfibrna amalgamova pevna

elektroda

Pti analyze DZ a NDZ byla pouzita m-AgSAE ¢&. 04-2010-05 vyrobena firmou
Polaro-Sensors o priméru 0,5 mm. Tento typ elektrody byl vyvinut v laboratofi
UFCH JH AV.

Pro ziskdni opakovatelnych signali byly s elektrodou provadény tyto tfi
predupravné kroky [32]:

Amalgamace: Pracovni elektrodu jsem ponofil do zasobniku kapalné rtuti
piiblizné na 10 s, nez se obnovil cely meniskus. Amalgamace se provadéla po delSim

preruSeni méteni, tj. po dvou dnech.
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Elektrochemicka aktivace: Aktivace pracovni elektrody byla provadéna v roztoku
0,2 mol.I" KCl pii vloZzeném napéti -2,2 V po dobu 300 s. Elektrochemicka aktivace
slouzi k vy¢isténi povrchu elektrody, byla provadéna ihned po amalgamaci pracovni
elektrody a po ptiblizné€ hodinovém pferuSeni mefenti.

Regenerace: Tento krok se provadél v analyzovaném roztoku pii michani
a probublavani roztoku. Na elektrodu bylo vkladano skokové stfidani konstantniho
kladné&jsiho potencialu Ej, a zaporngjsiho konstantniho potencialu Egy, v intervalech

0,1 s po dobu 30 s.

2.4 Pracovni postupy

Diazepam

Pii voltametrickych méfenich bylo do odmérné bainky o objemu 10 ml
odpipetovano dané mnozstvi zasobniho roztoku studované latky (0 — 1 ml)
v methanolu, doplnéno na objem 1 ml methanolem a nasledné doplnéno BR pufrem
o zvoleném pH nebo vodnym roztokem 0,1 mol.I”" NaOH po rysku. Tento roztok byl
preveden do voltametrické cely, kyslik byl odstranén probublavanim dusikem po
dobu 5 minut. Nasledné byla zaznamenana voltmetrické kiivka. Pti kazdé zméné pH
nebo preruseni méfeni na dobu delsi nez 1 hodina byla elektroda znovu aktivovana.

Ptfi méfeni kalibracnich zavislosti byly vkladany regeneraéni pulzy, které jsou

uvedeny v tabulce 2.4.1.

Tab. 2.4.1 Vkladané regeneracni pulzy pii méteni kalibraéni zavislosti DZ, métené

technikou DPV na m-AgSAE v 0,1 mol.I* NaOH.

Studovana latka Dz NDZ
Ein -1000 mV -800 mV
Efin 1400 mV -1400 mV
Prostiedi 0,1 mol.I" NaOH a BR pufr o pH 10
methanol (9:1) a methanol (9:1)
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Pii stanoveni DZ ve vzorku 1é¢iva byla nejdiive zvazena tableta (0,1112 g). Poté
se jedna tableta rozpustila v 250 ml methanolu a odpipetovalo se 0,5 ml tohoto
roztoku do kazdé ze tii odmérnych ban¢k o objemu 10 ml. Do odmérnych ban¢k
se dale odpipetovalo ptislusné mnozstvi roztoku DZ (0, 100, 200 ul o koncentraci
1.10° mol.I"Y). Odmérné bariky byly doplnény 0,1 mol.I* NaOH. Pfi analyze DZ
rozpousténého v pitné vodé se postupovala nasledovné. Zvazena tableta (0,1118 Q)
byla rozpusténa v 250 ml pitné vody. Z takto pfipraveného roztoku se odpipetovalo
0,5 ml do kazdé ze tii odméernych ban¢k o objemu 10 ml. Do odmérnych banék
se dale odpipetovalo piislusné mnozstvi roztoku DZ (0, 100, 200 pul o koncentraci
1.10° mol.I"Y). Odmérné baiiky byly doplnény 0,1 mol.I" NaOH. Takto pfipravené

roztoky byly pouzity pro voltametrické méteni.

Vsechna méteni byla provedena tfikrat a nédsledné statisticky vyhodnocena. Tato

meéfeni byla provadéna pti laboratorni teploté.

2.5 Stalost zasobnich roztoku

Stalost zasobnich roztokti DZ a NDZ o koncentraci 1.10™ mol.I" v methanolu byla

sledovana spektrofotometricky v kfemennych kyvetach o tloustce 1 cm. Srovnévaci

kyveta byla naplnéna methanolem. Absorbance zasobniho roztoku DZ byla méfena

pii vlnové délce 246 nm a u roztoku NDZ byla métena pii vinové délce 239 nm, kde

méla studovana latka absorpéni maximum. Hodnota molarniho absorp&niho koeficientu

pii této vlnové délce &inila 1,41.10* mol™.l.cm™ pro DZ a 1,52.10* mol™.l.cm™

pro NDZ. Absorp¢ni spektrum DZ je uvedeno na Obr. 2.5.1 a vysledky méteni stalosti

zasobniho roztoku jsou uvedeny v Tab. 2.5.1. Absorp¢ni spektrum NDZ je uvedeno

na Obr. 2.5.2 a vysledky méfeni stalosti zasobniho roztoku jsou uvedeny v Tab. 2.5.2.

Z méfeni vyplyva, ze slozeni obou roztokil se béhem mésice od pfipraveni vyznamné

nemeéni, a proto je mozné pouzivat roztok po nékolik tydni.
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Obr.25.1

A (AU) |

200

300

A (nm)

400

Absorpéni spektrum roztoku DZ (¢ = 1.10* mol.I'Y) v methanolu. M&feno proti

methanolu v kiemenné kyveté o tloustce 1 cm.

Tab.25.1

Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku DZ o koncentraci

1.10* mol.I"* v methanolu. Ciselné hodnoty udavaji relativni hodnotu koncentrace v

% proti hodnot¢ koncentrace Cerstvé ptipraveného roztoku.

Dny 1 7 14 21 28
Agug 1,406 1,402 1,4 1,386 1,380
(%) 100 99,7 99,6 98,6 98,2
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200 300 400
A(nm)

Obr 2.5.2
Absorpéni spektrum roztoku NDZ (¢ = 1.10* mol.I") v methanolu. M&eno proti

methanolu v kiemenné kyveté o tloustce 1 cm.

Tab. 2.5.2
Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku NDZ o koncentraci
1.10* mol.I" v methanolu. Ciselné hodnoty udéavaji relativni hodnotu koncentrace

Vv % proti hodnoté koncentrace Cerstveé piipravené¢ho roztoku.

Dny 1 7 14 21 28
Agsg 1,502 1,494 1,482 1,49 1,493
(%) 100 99,5 98,6 99,2 99,4
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3 Vysledky a diskuze

3.1Voltametrické stanoveni diazepamu na meniskem modifikované

stfibrné pevné amalgamové elektrodé pomoci DC voltametrie

Ke zjisténi zavislosti intenzity signalu DZ (¢ = 1.10™ mol.I") na velikosti pH?
smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0 byla pouzita
technika DC voltametrie. Latka v této oblasti pH® poskytovala jeden signal. Pro lepsi

ptehled jsou namétené voltametrické kiivky znazornény na Obr. 3.1.1.

Metodou linearni regrese byla prokdzana linearni zavislost intenzity signalu
DZ (c = 1.10"* mol.I") na velikosti pH? ve smési BR pufru a methanolu (9:1). Touto
metodou byl vypolten vztah pro zavislost potencidlu vlny E, na pH?® roztoku
v rozsahu pH* 2,1 — 12,0:

Ep(mV)=-56,5 pH* — 557,281 (korela¢ni koeficient 0,9967)

Hodnoty E, a I, pro mé&fena pH® roztoku jsou shrnuty do Tab. 3.1.1 a jejich
zavislosti vyneseny do Obr. 3.1.2 a Obr. 3.1.3.

Jako optimalni prostiedi z rozmezi hodnot pH® 2,1 — 12,0 bylo nejprve vybrano
prostiedi BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnoté 12,0. Nasledné bylo
porovnano prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 12,0 s roztoky NaOH
(o koncentraci 0,1 mol.I"* a 0,01 mol.I™) a methanolu (9:1), pro které jsou
voltamogramy zobrazeny na Obr. 3.1.4. Jako nové optimalni prostiedi pro analyzu
DZ bylo zvoleno prostiedi v 0,1 mol.I"* NaOH, kde DZ poskytoval nejvyssi intenzitu

signalu.
Zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10* mol.I") na opakovaném mé&feni

v prostiedi sm&si 0,1 mol.I'" NaOH a methanolu (9:1) je zobrazena na Obr. 3.1.5.

Z tohoto obrazku je patrny pokles signalu (RSD 7,1% pro 40 méfeni). Mira poklesu

20



byla piijatelna pro analytické stanoveni latky, a proto nebyla provadéna dalsi

optimalizace.

Dale byla zkoumana zavislost citlivosti méfeni na rychlosti skenu 5, 10, 15, 25,
50, 100, 200, 400 mV.s' DZ (c = 10.10° mol.I'*) pomoci DCV na m-AgSAE
v prostiedi 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1). Tato zavislost je zobrazena na
Obr. 3.1.6. Z tohoto obrazku je patrné, ze pomér Sumu a signalu zustava konstantni
do 15 mV.s' a vyrazné za¢ina nartistat a7 od 25 mV.s™, proto byla zvolena jako
optimalni rychlost skenu 20 mV.s™. Zavislost poméru $umu a I, na rychlosti skenu

jsou shrnuty do Tab. 3.1.2.

Koncentra¢ni zavislost DZ byla métfena pomoci techniky DCV na m-AgSAE
v prostiedi 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) s vkladanymi regeneracnimi pulzy.
Byly méfeny koncentradni rozsahy (2 — 10).10° a (6 — 10).10° mol.I". Nizsi
koncentrace nebyly méfeny kvuli obtiznému vyhodnoceni DC voltametrické viny DZ
pii nizkych koncentracich.

Kalibraéni zavislost DZ v koncentranim rozsahu (2 — 10).10™ mol.I"*
a souvisejici zavislost velikosti proudu na koncentraci byla zobrazena na Obr. 3.1.7
aObr. 3.1.8.

Kalibragni zavislost DZ v koncentra¢nim rozsahu (6 — 10).10°° mol.I™
a souvisejici zavislost velikosti proudu na koncentraci byla zobrazena na Obr. 3.1.9

a Obr. 3.1.10.
Mez stanovitelnosti byla stanovena z opakovanych méfeni pii koncentraci

5.10° mol.I"* (zobrazena na Obr. 3.1.11). Relativni smérodatna odchylka z téchto

meteni byla 10,2%, cemuz odpovida mez stanovitelnosti 6,6.10° mol.I"".
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Obr.3.1.1
DC voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I™") byly m&feny technikou DCV na m-AgSAE
Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1), méteni byla provadéna bez regenerace

elektrody. Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému pH roztoku pii riznych pH.
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Tab. 3.1.1

Hodnoty E, a |, roztoku DZ (¢ = 1.10" mol.I") v prostedich o riiznych pH?* byly

méfeny na m-AgSAE vV prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pii riznych

méfenich.

Prostfedi pH? E, (MV) I, (NA)
smés BR pufru pH 2,0 a methanolu (9:1) 2,1 -687 -38,87
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 =717 -52,24
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 -758 -54,97
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 -827 -56,88
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 -896 -46,26
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7.2 -963 67,43
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 -1021 64,31
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 9.3 1094 8385
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 1123 -90,34
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 1.1 1160 -93.15
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1)
12,0 -1180 -106,5
Roztok NaOH (0,01 mol.I™)
0 pH 12 a methanolu (9:1) e 1209 990
Roztok NaOH (0,1 mol.I™")
0 pH 13,1 a methanolu (9:1) 13,2 -1240 -109,2

23




-1200

Ep (mV)}

-900
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Obr. 3.1.2

Zavislost potencialu viny E, DZ (¢ = 1.10” mol.I'") na pH?® roztoku byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.

-100 -

Ip (nA)t

pH’

Obr. 3.1.3
Zavislost proudu viny I, DZ (c = 1.10" mol.I") na pH? roztoku byla mé&fena

technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.1.4

DC voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I™") byly m&feny technikou DCV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) (1), 0,01 mol.I'* NaOH a methanolu
(9:1) (2), 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) (3). M&feni byla provadéna

bez regenerace pracovni elektrody.
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Obr.3.1.5

Zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10™ mol.I"!) na opakovaném méfeni byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi sm&si 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1)
(RSD 7,1% pro 40 méteni). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
-1000 az -1400 mV.

Tab. 3.1.2 Zavislost Sumu na rychlosti skenu.

Rychlost (mV/s) Sum (nA) Ip (NA) Sum/I,
5 -0,0973 -4,498 0,0216
10 -0,153 -7,39 0,0207
15 -0,166 -7,669 0,0216
20 -0,172 7,745 0,022
25 -0,372 -10,13 0,0367
50 -0,8749 -10,1 0,0866
100 -1,36 -13,04 0,1043
200 -2,041 -16,81 0,1214
400 -3,044 -17,86 0,1704
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Obr. 3.1.6

Zavislost umu kiivky I, DZ (10.10° mol.I'") na rychlosti skenu. Toto mé&feni bylo
provadéno technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.I> NaOH a methanolu
(9:1). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -1000 az -1400 mV.
Me¢ftené rychlosti: 5, 10, 15, 20 mV/s (1 - 4); 25 mV/s (5); 50 mV/s (6); 100 mV/s
(7); 200 mV/s (8); mV/s (9).
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Obr. 3.1.7

DC voltamogramy DZ byly méteny technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi 0,1
mol.I" NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace (DZ): 0 (0); 2.10” (1); 4.10™ (2);
6.10” (3); 8.10° (4); 10.10" (5) mol.I"*. Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencialech -1000 az -1400 mV.

-150

Ip (nA) |

-100 |

O 1 L 1 L 1
2 6 10

c (10° mol.I")

Obr. 3.1.8
Zavislost proudu viny 1, na koncentraci DZ v rozmezi 2.10° — 10.10®° mol.I"* byla
méfena technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.lI™ NaOH a methanolu

(9:1). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.1.9

DC voltamogramy DZ byly méfeny technikou DCV na m-AgSAE Vv prostiedi

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace (DZ): 0 (1); 6.10° (2); 8.10°° (3);
10.10°° (4) mol.I™,

-10

I, (nA) |

O 1 L 1 L 1
2 6 10

¢ (10° mol.I")

Obr. 3.1.10
Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ v rozmezi 6.10°-10.10° mol.I* byla
méfena technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.l* NaOH a methanolu

(9:1). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.1.11

I, DZ pii opakovanych méfenich byl méfen technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi
0,1 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1) pH?®. Mé&fena koncentrace (DZ) byla

5.10° mol.I™.

Tab. 3.1.3

Parametry kalibra¢ni ptimky pro stanoveni DZ metodou DCV m-AgSAE v prostiedi
0,1 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1) pH?. Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech -1000 az -1400 mV.

¢ [mol.I"] Smérnice [nA.mol™.1] | Usek [nA] | Korela¢ni koeficient | LOQ [mol.I"]
(2-10).10° -0,1 -0,8 0,996
(6-10).10° -0,675.10’ - 0,995 0,997 6,6.10°

3.2Voltametrické stanoveni diazepamu na meniskem modifikované

stiibrné pevné amalgamové elektrodé pomoci DP voltametrie
Ke zjisténi zavislosti intenzity signalu DZ (¢ = 1.10™* mol.I™) na velikosti pH® ve

smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0 byla pouzita
technika DPV. Latka v této oblasti pH® poskytovala jeden signal. Velikost pH* smési

30



vodné-methanolického roztoku se neliSila vyrazné od pH vodného roztoku. Pro lepsi

piehled jsou naméiené voltametrické kiivky znazornény na Obr. 3.2.1.

Metodou linearni regrese byla prokazana linearni zavislost intenzity signalu
DZ (c = 1.10* mol.I") na velikosti pH?* ve smési BR pufru a methanolu (9:1). Touto
metodou byl vypolten vztah pro zavislost potencidlu viny E, na pH® roztoku
v rozsahu pH* 2,1 — 12,0:

Ep(MV)=-50,109 pH® — 585,236  (korelaéni koeficient 0,9963)

Hodnoty E, a I, DZ pro méfend pH® roztoku jsou shrnuty v Tab. 3.2.1 a jejich
zavislosti vyneseny do Obr. 3.2.2 a Obr. 3.2.3.

Jako optimalni prosttedi z rozmezi hodnot pH? 2,1 — 12,0 bylo nejprve vybrano
prostiedi BR pufru o pH® o hodnoté 12,0. Nasledné bylo porovnano prostfedi BR
pufru a methanolu (9:1) o hodnot& pH* 12,0 s roztoky NaOH (o koncentraciich
0,1 mol.I"" a 0,01 mol.I™) a methanolu (9:1), pro které jsou voltamogramy zobrazeny
na Obr. 3.2.4. Jako nové optimalni prostiedi pro analyzu DZ bylo zvoleno prostiedi

v 0,1 mol.I" NaOH, kde signal DZ poskytoval nejvyssi intenzitu.

Byla sledovéna zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10* mol.I") na opakovaném
méieni v prostfedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH* 12,0 a roztoku NaOH
o koncentraci 0,01 mol.I™* a methanolu (9:1) a NaOH o koncentraci 0,1 mol.I"*
a methanolu (9:1) s vkladanymi regenera¢nimi pulzy, které jsou zobrazeny na

Obr. 3.25. Z tohoto obrazku je patrné, Ze nejstabilnéjsi signal poskytuje

0,1 mol.I'* NaOH s vkladanymi regeneraénimi pulzy.

Z Obr. 3.2.5 je patrnd klesajici stabilita signalu v prostfedi smési BR pufru
a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 12,0 (RSD 8,9% pro 34 méfeni). V prostiedi
smé&si 0,1 mol.I* NaOH a methanolu (9:1) je patrny stabilngjii signal (RSD 8,6% pro

34 méieni). Nejstabilngjsi signal poskytovalo prostiedi smési 0,1 mol.I" NaOH

a methanolu (9:1) s vkladanymi regeneracnimi pulzy (2,4%).
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Byla sledovana stabilita signalu technikou DPV na opakovaném méfeni (1, 20,
30) DZ (c = 1.10"* mol.I'Y) v prostiedich smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH?
12,0 a 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1), jsou zobrazeny na Obr. 3.2.6 a
Obr. 3.2.7.

Kalibracni zavislost DZ byla méfena pomoci techniky DPV NA m-AgSAE
v prostiedi 0,1 mol.I* NaOH s vkladanymi regeneratnimi pulzy. Byly méfeny
koncentraéni rozsahy (2 — 10).10” a (2 — 10).10° mol.I™.

Kalibraéni zavislost DZ o koncentraci (2 — 10).107 a souvisejici zavislost I,
na koncentraci jsou zobrazeny na Obr. 3.2.8 a Obr. 3.2.9.
Kalibraéni zavislost DZ o koncentraci (2 — 10).10° a souvisejici zavislost I,
na koncentraci jsou zobrazeny na Obr. 3.2.10 a Obr. 3.2.11. Nizsi koncentrace
nebyly méfeny kviili obtiznému vyhodnoceni DP voltametrické viny DZ pfi nizkych

koncentracich.

Mez stanovitelnosti byla stanovena z opakovanych méfeni pti koncentraci
1.10° mol.I"* a zobrazena na Obr. 3.2.12. Relativni smérodatna odchylka z t&chto
méfeni byla 33%, emuZ odpovidd mez stanovitelnosti 1.10° mol.I*. Parametry
kalibraéni piimky pro stanoveni DZ metodou DPV m-AgSAE v prostiedi 0,1mol.I™
NaOH a methanolu (9:1) jsou shrnuty v Tab 3.2.2.

Metodou standardniho ptidavku byla stanovena koncentrace DZ v tableté
(2 mg) technikou DPV v prostiedi 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) a dale
v prostiedi 0,1 mol.I" NaOH a pitné vody (9:1). Vypog&itana koncentrace DZ v 1é¢ivu
po rozpudténi ve 250 ml methanolu byla v 2,81.10° mol.I". Na Obr. 3.2.13 a 3.2.14
jsou zobrazeny DP voltamogramy DZ a metoda standardniho ptfidavku v prostiedi
pitné vody a methanolu (9:1) o pH* 7,2. Koncentrace DZ v prostiedi 0,1 mol.I™
NaOH a pitné vody (9:1) byla stanovena 1,85.10° mol.I"*. Na Obr. 3.2.15 a 3.2.16
jsou zobrazeny DP voltamogramy DZ a metoda standardniho ptidavku v prostredi
0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace DZ v prosttedi 0,1 mol.I"* NaOH
a methanolu (9:1) byla stanovena 1,65.10 mol.I"*. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v Tab. 3.2.3.
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Bylo m&feno spoletné stanoveni DZ (¢ = 6.10° mol.I'*) a NDZ (c = 6.10° mol.I™%)
v prostiedi smési 0,1 mol.I'* a methanolu (9:1). Regenerace elektrody byly provadéna
pti potencialech -800 az -1400 mV. Tyto dv¢ latky lze stanovit vedle sebe, coz je
patrné z Obr. 3.2.17.

-200 -200
A
I (nA) I, (nA)
-100} -100}
3 4
2 5 6
0 = A oC
-300 -600 -900 -1200 -600

E, mV

Obr.3.2.1
DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10™* mol.I"") byly mé&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1), méteni byla provadéna bez regenerace

elektrody. Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému pH roztoku pii riznych pH.
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Tab. 3.2.1

Hodnoty E,a I, roztoku DZ (c = 1.10* mol.I"") v prostfedi o riiznych pH® byly méfeny na

m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pfi riznych méfenich.

Prostfedi pH? Ep, (MV) I, (NA)
smés BR pufru pH 2,0 a methanolu (9:1) 2,1 -695 -40,07
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 -718 -54,48
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 -177 -56,58
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 5,1 -835 -44.,62
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 -895 43,41
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7.2 -946 62,67
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 -990 -60,67
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 93 -1030 ~100,5
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 1093 1218
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 11,1 1135 1323

smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1)
12,0 -1174 -153,9

Roztok NaOH (0,01 mol.I™")
0 pH 12 a methanolu (9:1) e 1200 ars
Roztok NaOH (0,1 mol.I™")

13,2 -1218 -155,1

0 pH 13,1 a methanolu (9:1)
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Obr. 3.2.2

Zavislost potencialu viny E, DZ (¢ = 1.10” mol.I'") na pH?® roztoku byla méfena
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.2.3

Zavislost proudu viny 1, DZ (¢ = 1.10™ mol.I") na pH? roztoku byla méiena
technikou DPV na m-AgSAE v prosttedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH®* hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.2.4

DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I"") byly méfeny technikou DPV na m-AgSAE
v prosttedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 12,0 (1); 0,01 mol.I"* NaOH

a methanolu (9:1) (2); 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) (3).
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Obr. 3.2.5

Zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10™ mol.I'") na opakovaném méfeni byla méfena
metodou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH?

0 hodnoté 12,0 (A) (RSD 8,9% pro 34 méfeni), 0,01 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1)
(RSD 8,6% pro 34 méfeni), 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) s vkladanymi
regeneracnimi pulzy (C) (RSD 2,4% pro 34 méfeni). Regenerace elektrody byla
provadéna pfi potencidlech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.6

DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I'*) byly m&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 12,0. Pofadové &islo
meéteni: 1; 20 (2); 30 (3). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
-1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.7

DP voltamogramy DZ (c = 1.10™ mol.I™") byly m&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1) o pH?* 13,2. Poradové &islo
meéteni: 1; 20 (2); 30 (3). Regenerace elektrody byla provadéna pti potencialech
-1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.8

DP voltamogramy DZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi

0,1 mol.I"" NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace (DZ): 0 (0); 2.10” (1); 4.10 (2);
6.10° (3); 8.10® (4); 10.10° (5) mol.I". Regenerace elektrody byla provadéna pri
potencialech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.9
Zavislost proudu viny 1, na koncentraci DZ v rozmezi 2.10” — 10.10° mol.I"* byla
méfena technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.l* NaOH a methanolu

(9:1). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.10

DP voltamogramy DZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace (DZ): 0 (0); 2.10° (1); 4.10° (2);
6.10° (3); 8.10° (4); 10.10° (5) mol.I". Regenerace elektrody byla provadéna pri
potencialech -1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.11

Zavislost proudu viny 1, na koncentraci DZ v rozmezi 2.10° — 10.10° mol.I"* byla
mé&fena technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.I* NaOH a methanolu
(9:1). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -1000 az -1400 mV.

1,10
| (nA)}
0,55} . ’
0,00 L— - ' - '
1 7 13
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Obr. 3.2.12

Ip DZ pti opakovanych meéfenich byl meéfen technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1). Byla mé&fena koncentrace (DZ)
1.10° mol.I" (RSD 33% pro 12 méfeni). Regenerace elektrody byla provadéna

pti potencialech -1000 az -1400 mV.
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Tab. 3.2.2

Parametry kalibra¢ni piimky pro stanoveni DZ metodou DPV m-AgSAE vV prostiedi
0,1mol.I"* NaOH a methanolu (9:1). Regenerace elektrody byla provadéna

pfi potencialech -1000 az -1400 mV.

¢ [mol.I"] Smérnice [nA.mol™.I] | Usek [nA] | Korelagni koeficient | LOQ [mol.I"]
(2-10).10° 0,667.10" -1,56 0,9958 .
(2-10).10° -0,3.10" -0,56 0,9993 1.10°
-150
Ip (nA) |
-100 |
3
2
50} 1
0 'G
-1000 -1200 -1400
E, mV
Obr. 3.2.13

DP voltamogramy DZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi

0,1 mol.I" NaOH a pitné vody (9:1). Tento vzorek byl zmé&fen pomoci metody
standardniho pfidavku: 0,1 mol.I* NaOH (0); 0 ul (1); 100 ul (2); 200 ul (3) DZ

(c = 1.10°° mol.I'™). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech

-1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.14
Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ byla métena technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.I" a pitné vody (9:1). Tento vzorek byl zméfen
pomoci metody standardniho ptidavku: O ul (1); 100 pl (2); 200 pl (3) DZ
(c = 1.10° mol.I™). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
-1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.15

DP voltamogramy DZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi

0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1). Tento vzorek byl zm&fen pomoci metody
standardniho pfidavku: 0,1 mol.I* NaOH (0); 0 ul (1); 100 ul (2); 200 ul (3) DZ

(c = 1.10° mol.I™). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech

-1000 az -1400 mV.
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Obr. 3.2.16
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Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ méfena technikou DPV na m-AgSAE

v prosttedi 0,1 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1). Tento vzorek byl zm&fen pomoci
metody standardniho pfidavku: 0 ul (1); 100 ul (2); 200ul (3)
DZ (c = 1.10°° mol.I""). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
-1000 az -1400 mV.

Tab. 3.2.3 Stanoveni DZ ve vzorku 1é¢iva metodou DPV na m-AgSAE metodou

standardniho piidavku v 0,1 mol.I™* a pitné vody (9:1) a v prostfedi 0,1 mol.I" NaOH

a methanolu (9:1).

Latka Prostiedi (9:1) Teoreticka Zméfené Vytézek
koncentrace koncentrace (%)
(mol.I™) (mol.I™)
Diazepam NaOH+ 2,8.10° mol.I" 1,66.10° 59,3
(2 mg) methanol
NaOH + 1,88.10° 67,1
Pitna voda
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Obr. 3.2.17

DP voltamogramy DZ (c = 6.10° mol.I") a NDZ (c = 6.10° mol.I"") byly m&feny
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1).
Zakladni elektrolyt 0,1 mol.I" (1), oncentrace 6.10° mol.I"* DZ (2), 6.10° mol.I™
NDZ (3). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech -800 az -1400 mV.

46



3.3Voltametrické stanoveni nordiazepamu na meniskem modifikované
stfibrné pevné amalgamové elektrodé pomoci metody DC

voltametrie

Ke zjisténi zavislosti intenzity signdlu NDZ (¢ = 1.10™ mol.I™") na velikosti pH?
ve smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0 byla pouzita
technika DCV. Latka v této oblasti pH* poskytovala jeden signal. Velikost pH®
smési vodné-methanolického roztoku se nelisila vyrazné od pH vodného roztoku.

Pro lepsi piehled jsou naméfené voltametrické kiivky znazornény na Obr 3.3.1.

Metodou linearni regrese byla prokazana linearni zavislost intenzity signdlu NDZ
(c = 1.10™* mol.I") na velikosti pH? ve smési BR pufru a methanolu (9:1).

Touto metodou byl vypocten vztah pro zavislost potencilu piku E, na pH® roztoku
v rozsahu pH* 2,1 — 12,0:

Ep(mV)= - 49,081 pH® — 579,427 (korelaéni koeficient 0,9956)

Jako optimdlni prosttedi z rozmezi hodnot pH? 2,1 — 12,0 bylo vybréano prostedi

smési BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH* 0 hodnoté 10, 1.

Hodnoty E, a I, pro m&fend pH® roztoku jsou shrnuty do Tab. 3.3.1 a jejich
zavislosti vyneseny do Obr. 3.3.2 a Obr. 3.3.3.

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10* mol.I") na opakovaném mé&feni
v prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o0 hodnoté 10,1 jsou zobrazeny

na Obr. 3.3.4. Z tohoto obrazku je patrny pokles signalu (RSD 6,6% pro 34 méfeni).
Koncentra¢ni zéavislost NDZ byla meéfena technikou DCV na m-AgSAE

v prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 10,1 s vkladanymi

regeneranimi pulzy. Byly méfeny nasledujici koncentracni rozsahy v rozmezi

a7



(2 — 10).10° a (4 — 10).10° mol.I". Nizsi koncentrace nebyly méfeny kvili
obtiznému vyhodnoceni DC voltametrické viny NDZ pii nizkych koncentracich.
Koncentraéni zavislost NDZ o koncentraci (2 — 10).10° mol.I"* a souvisejici
zavislost I, na koncentraci NDZ byly vyneseny do Obr. 3.3.5 a Obr. 3.3.6.
Koncentradni zavislost NDZ o koncentraci (4 — 10).10° mol.I™" a souvisejici zavislost

I, na koncentraci NDZ byly vyneseny do Obr. 3.3.7 a Obr. 3.3.8.
Mez stanovitelnosti byla stanovena z opakovanych méteni p¥i 3.10° molI™*
a zobrazena na Obr. 3.3.9. Relativni smérodatna odchylka z téchto méfeni byla 9,9%,

demuz odpovida mez stanovitelnosti 5,5.10°° mol.I™.

Parametry kalibra¢ni pifimky pro stanoveni NDZ metodou DCV na m-AgSAE
v prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* 10,1 jsou shrnuty v Tab. 3.3.2.
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Obr. 3.3.1
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DC voltamogramy NDZ (¢ = 1.10 mol.I™") byly m&feny technikou DCV

na m-AgSAE Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy

odpovidaji pH roztoku pfi rtiznych pH.

Tab. 3.3.1

Hodnoty E, a I, roztoku NDZ (¢ = 1.10"* mol.I') byly méfeny v prostiedich o riiznych pH®

meétené na m-AgSAE V prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pii riiznych méfenich.

Prostiedi pH? E, (MV) I, (NA)
smés BR pufru pH 2,0 a methanolu (9:1) 2,1 -652 -66,5
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 -715 -77,48
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 -794 -40
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 5,1 -833 -28,2
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 -882 -36,2
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7.2 2931 -58,65
smes BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 -994 -55,14
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 93 -1024 67.67
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 1076 -85,24
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 11,1 1124 759,29
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) 120 1151 154,04
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Obr. 3.3.2
Zavislost potencialu viny Ep, NDZ (c = 1.10"* mol.I") na pH? roztoku byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.3.3

Zavislost proudu viny I, NDZ (¢ = 1.10* mol.I'") na pH?® roztoku byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.3.4

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10”* mol.I") na opakovaném méfeni byla
meéfena technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH* o hodnoté 10,1 (RSD 6,6% pro 34 méieni). Regenerace elektrody byla
provadéna pii potencialech -800 az -1400 mV.
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Obr. 3.3.5

DC voltamogramy NDZ byly méteny technikou DCV na m-AgSAE vV prostiedi
smési BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH* o hodnoté 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0);
2.10” (1); 4.10° (2); 6.10™ (3); 8.10° (4); 10.10™ (5) mol.I"*. Regenerace elektrody
byla provadéna pii potencialech -800 az -1400 mV.
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Obr. 3.3.6

Zavislost proudu piku I, na koncentraci NDZ v rozmezi 2.10° - 10.10" mol.I"* byla
méfena technikou DCV na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH? 0 hodnoté 10,1. Regenerace elektrody byly provadény pii potencidlech

-800 az -1400 mV.

-800 -1000 -1200 -1400

Obr. 3.3.7

DC voltamogramy NDZ byly méfeny technikou DCV na m-AgSAE vV prostiedi
smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH® 0 hodnot& 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0);
4.10° (1); 6.10° (2); 8.10°(3); 10.10° (4) mol.I*. Regenerace elektrody byla
provadéna pii potencialech -800 az -1400 mV.
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Obr. 3.3.8

Zavislost proudu piku I na koncentraci NDZ v rozmezi 4.10° - 10.10° mol.I" byla
méiena technikou DCV na m-AgSAE v smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH?

o hodnot¢ 10,1. Regenerace elektrody byla provadéna pti potencialech -800 az -1400
mV.
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Obr. 3.3.9

Ip NDZ pii opakovanych méfenich byl méfen technikou DCV na m-AgSAE
v prostedi smési BR pufru 0 pH? o hodnoté 10,1. Méfena koncentrace (NDZ) byla
3.10° mol I
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Tab. 3.3.2
Parametry kalibracni ptimky pro stanoveni NDZ metodou DCV na m-AgSAE
Vv prostfedi smési BR pufru a methanolu. Regenerace elektrody byla provadéna pfi

potencialech -800 az -1400 mV.

¢ [mol.I"] Smérnice [nA.mol™.1] | Usek [nA] | Korelagni koeficient | LOQ [mol.I™]
(4-10).10° -0,64.10" -1,772 0,9984
(4-10).10° -0,558.10" -1,664 0,998 5,5.10°

3.4 Voltametrické stanoveni nordiazepamu na meniskem modifikované

stFibrné pevné amalgamové elektrodé pomoci DP voltametrie

Ke zjisténi zavislosti intenzity signalu NDZ (¢ = 1.10™* mol.I™") na velikosti pH?
ve smési BR pufru v rozmezi pH* hodnotach 2,1 — 12,0 a methanolu (9:1) byla
pouzita technika DPV. Latka v této oblasti pH® poskytovala jeden signal. Velikost
pH?* smési vodn&-methanolického roztoku se nelisila vyrazné od pH vodného
roztoku. Pro lepsi piehled jsou namétené voltametrické kiivky znazornény na

Obr. 3.4.1.

Metodou linearni regrese byla prokdzana linedrni zavislost intenzity signalu NDZ
(c = 1.10* mol.I™") na velikosti pH? ve smé&si BR pufru a methanolu (9:1).
Touto metodou byl vypocten vztah pro zavislost potencilu piku E, na pH® roztoku
v rozsahu pH* 2,1 - 12,0:

Ep(mV)= — 47,273 pH* — 640,91 (korela¢ni koeficient 0,9988)

Jako optimalni prosttedi z rozmezi hodnot pH? 2,1 — 12,0 bylo vybréano prostedi

smési BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnoté& 10,1.
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Hodnoty E, a I, pro mé&fena pH® roztoku jsou shrnuty do v Tab. 3.4.1 a jejich
zavislosti vyneseny do Obr. 3.4.2 a Obr. 3.4.3.

Zavislost stability signdlu NDZ na opakovaném méteni v prostiedi smesi BR
pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 10,1 je zobrazena na Obr. 3.4.4.
Z tohoto obrazku je patrna stabilita signalu (RSD 3% pro 34 méfeni).

Koncentra¢ni zavislost NDZ byla méfena pomoci techniky DPV na m-AgSAE
v prostiedi v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 10,1. Byly
méfeny koncentradni zavislosti v rozmezi (2 — 10).10° a (2 — 10).10° mol.I". Nizsi
koncentrace nebyly méfeny kvili obtiznému vyhodnoceni DP voltametrické viny

NDZ pii nizkych koncentracich.

Koncentraéni zavislosti NDZ o koncentraci (2 — 10).10° mol.I'* a souvisejici
zavislost I, na koncentraci NDZ byly vyneseny do Obr. 3.4.5 a Obr. 3.4.6.
Koncentraéni zavislost NDZ o koncentraci (2 — 10).10° a souvisejici zavislost I,

na koncentraci NDZ byly vyneseny do Obr. 3.4.7 a Obr. 3.4.8.

Mez stanovitelnosti byla stanovena z opakovanych méfeni pfi koncentraci
1.10° mol.I" a zobrazena na Obr. 4.18. Relativni smérodatna odchylka z t&chto
méfeni byla 8,8%, ¢emuZ odpovidd mez stanovitelnosti 1,7.10° mol.I". Nizsi

koncentrace nebyly méteny.

Parametry kalibra¢ni piimky pro stanoveni NDZ metodou DCV m-AgSAE
v prostedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 10,1 jsou shrnuty doTab. 3.4.2.
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Obr. 3.4.1

DP voltamogramy NDZ (¢ = 1.10"* mol'l™") byly m&feny technikou DPV na
m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy
odpovidaji pH roztoku pii riznych pH.

Tab. 3.4.1
Hodnoty E, a |, roztoku NDZ (¢ = 1.10™ mol.I") v prostiedich o raznych pH?* méfené

na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pfi riznych métenich.

Prosttedi pH? E, (MV) I, (NA)
smés BR pufru pH 2,0 a methanolu (9:1) 2,1 =717 -135,7
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 -762 -164,5
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4.2 -833 -70,46
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 -942 -42.48
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 -984 -60,96
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7.2 2031 -120.8
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8.3 -1042 -114,5
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 9.3 -1076 -1435
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 1096 -166.9
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 11,1 1139 124
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) 120 1182 1112
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Obr. 3.4.2

Zavislost potencialu viny E, NDZ (c = 1.10™ mol.I") na pH? roztoku byla mé&fena
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.4.3

Zavislost proudu viny I, NDZ (c = 1.10*mol.I") na pH® roztoku byla méfena
technikou DPV na m-AgSAE v prosttedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
v rozmezi pH® hodnot 2,1 — 12,0.
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Obr. 3.4.4

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10* mol.I'") na opakovaném méfeni byla
méfena technikou DPV na m-AgSAE Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)

0 pH® 0 hodnoté 10,1. (RSD z 3% pro 34 méfeni). Regenerace byla provadéna

pii potencialech -800 az -1400 mV.
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Obr. 3.4.5

DP voltamogramy NDZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE Vv prostfedi smési
BR pufru a methanolu o pH? o hodnot& 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0); 2.10” (1);
4.10” (2); 6.10° (3); 8.10° (4); 10.10™ (5) mol.I™%.
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Obr. 3.4.6

Zavislost proudu viny I, na koncentraci NDZ v rozmezi 2.10° - 10.10" mol.I"* byla
méfena technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu o pH?
0 hodnot¢ 10,1

-1600 -12IOO

E, mV
Obr. 3.4.7
DP voltamogramy NDZ byly méfeny technikou DPV na m-AgSAE Vv prostfedi BR
pufru a methanolu (9:1) o pH?® o hodnotg 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0); 2.10° (1);
4.10° (2); 6.10° (3); 8.10° (4); 10.10°® (5) mol.I™%.
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Obr. 3.4.8
Zavislost proudu piku I, na koncentraci NDZ v rozmezi 2.10° — 10.10° mol.I" byla

méfena technikou DpV na m-AgSAE v BR pufru a methanolu o pH? o hodnotg 10, 1.
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Obr. 3.4.9

Ip NDZ pfi opakovanych meéfenich byl méfen technikou DPV na m-AgSAE v
prostiedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH® 10,1. Mé&fena koncentrace NDZ byla
2.10° mol.I™.
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Tab. 3.4.2

Parametry kalibra¢ni pfimky pro stanoveni NDZ metodou DCV  m-AgSAE

v prostiedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH® 10,1. Regenerace elektrody byla

provadéna pii potencialech -800 az -1400 mV.

¢ [mol.I”] Smérnice [nA.mol™.1] | Usek [nA] | Korelagni koeficient | LOQ [mol.I™]
(2-10).10° -0,752.10° -0,75 0,9963
(2-10).10° -0,428.10° -0,81 0,9981 1,7.10°
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. Zaveér

Byly vypracovany metody stanoveni DZ:

Technikou DCV na m-AgSAE v koncentraénim rozsahu 10.10° — 6.10°
mol.I"* Vv prostfedi smési 0,1 mol.I’ NaOH a methanolu (9:1). Mez
stanovitelnosti byla stanovena 6,6.10° mol.I™.,

Technikou DPV na m-AgSAE v koncentraénim rozsahu 10.10° — 2.10°
mol.I"" v prostfedi smési 0,1 moll* NaOH a methanolu (9:1). Mez

stanovitelnosti byla stanovena 1.10° mol.I™,

Byly vypracovany metody pro stanoveni NDZ:

Technikou DCV na m-AgSAE v koncentraénim rozsahu 10.10° —4.10°
mol.I" v prostiedi sm&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 10,1. Mez
stanovitelnosti byla stanovena 5,5.10° mol.I™.

Technikou DPV na m-AgSAE v koncentraénim rozsahu 10.10® az 2.10°®
mol.I"* v prostiedi sm&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH* 10,1. Mez

stanovitelnosti byla stanovena 1,7.10° mol.I™.

Byla stanovena koncentrace DZ v 1é¢ivu:

Koncentrace diazepamu byla stanovena pomoci metody standardniho
piidavku a citlivéj$i metody DPV v prostiedi smési 0,1 mol.I"" NaOH a
methanolu (9:1) a v prostredi smé&si 0,1 mol.I"* NaOH a pitné vody (9:1)
0 pH® 7,2. Dosazené vysledky jsou shrnuty v Tab. 5.1
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Tab.5.1

Vysledky analyzy DZ (2 mg) vI1éCivu méfené metodou DPV pomoci metody

standardniho piidavku v prostiedi smési 0,1 mol.I"* a methanolu (9:1) a v prostiedi

smési 0,1 mol.1™ a pitné vody (9:1).

Prosttedi Teoreticka Zm¢étené Vytézek
koncentrace koncentrace (%)
(mol.I"" (mol.I'
NaOH + methanol 2,8.10° 1,66.10° 59,3
NaOH + pitna voda mol.I* 1,88.10° 67,1

Nizké hodnoty vytéznosti pii analyze DZ v 1éCivu metodou DPV mohla byt

zpusobena mensi hmotnosti deklarované latky v tableté, nebo adsorbovanymi

latkami na povrchu elektrody.

4. Analyza léciva NDZ nebyla provadéna. Dle zdroji Statniho ustavu pro

kontrolu 1é¢iv neni toto 1é€ivo na seznamu lé¢ebnych ptipravki, a tudiZz neni

lékati v CR piedepisovano. V nékterych zemich evropské unie je vydej

tohoto 1é¢iva vazan na I¢katsky predpis.
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