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Abstrakt.

Byly vypracovany voltametrické metody pro stanoveni diazepamu (DZ)
a nordiazepamu (NDZ). Ke stanoveni obou latek na meniskem modifikované stiibrné
pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) byly pouzity techniky diferencni pulzni
voltametrie (DPV) a DC voltametrie (DCV).

Sledovén byl vliv pH* na velikosti intenzity signalu v prostiedi smési
Brittonova-Robinsonova (BR) pufru a methanolu (9:1) a ve smési 0,1 mol.I”™ NaOH
a methanolu (9:1). Byla sledovana stalost signalu pii opakovaném méteni ve smési
0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) a ve smé&si BR pufru a methanolu (9:1).
Pii stanoveni DZ technikou DPV a DCV bylo optimalni prostfedi 0,1 mol.I * NaOH
a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 13,2. Pii stanoveni NDZ technikou DPV a DCV bylo
optimélni prostiedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 10,1. Za téchto
podminek byly zméteny linearni kalibra¢ni zavislosti.

Koncentra¢ni rozsah DZ byl zméten technikou DCV v rozsahu
10.10° — 6.10° mol.I™" a technikou DPV v rozsahu 10.10° — 2.10° mol.I™".
Koncentra¢ni rozsah NDZ byl zméten pomoci techniky DCV v rozsahu
10.10° — 4.10° mol.I™" a technikou DPV vrozsahu 10.10° — 2.107° mol.I™.
Mez stanovitelnosti byla vypogitana u DZ na 1.10 ° mol.I"* technikou DPV
a na 6,6.10° mol.I"* pomoci techniky DCV. Mez stanovitelnosti NDZ byla vypocitana
na 1,710° moll? pomoci techniky DPV a na 5510° moll?
pomoci techniky DCV.

Vyvinuté metody byly pouzity ke stanoveni DZ ve vzorku lé¢iva Diazepam
Slovakofarma 2 mg. Vzorek 1éCiva byl stanoven metodou standardniho piidavku

ve smési 0,1 mol.I"* NaOH a pitné vody (9:1) a ve smési 0,1 mol.I™* NaOH



a methanolu (9:1) pomoci techniky DPV. Touto metodou byla stanovena koncentrace
DZ 1,88.10 °> mol.I"* v pitné vod& a 1,66.10 > mol.I"* v methanolu.

Subject headings: benzodiazepines
voltammetry

solid amalgam electrode

Key words: diazepam, nordiazepam
differential pulse voltammetry, DC voltammetry

meniscus modified silver solid amalgam electrode

Abstract:

Voltammetric methods for the determination of diazepam (DZ) and nordiazepam
(NDZ) were developed. Techniques differential pulse voltammetry (DPV) and DC
voltammetry were used for determination of DZ and NDZ at meniscus modified silver
solid amalgam electrode (m-AgSAE).

The effect of pH® on the intensity of signal was observed in the mixture
of Britton-Robinson buffer and methanol (9:1), and in the mixture of 0.1 mol.I"' NaOH
and methanol (9:1). The stability of the signal during repeated measurements
in the mixture of 0.1 mol.I"* NaOH and methanol (9:1), and in the mixture of BR buffer
and methanol (9:1) was monitored. Optimal pH?® 13.2 of medium of 0.1 mol.I"' NaOH
and methanol (9:1) was used for determination of DZ with DPV and DCV techniques.
Optimal pH? 10.1 of medium of BR buffer and methanol (9:1) was used
for determination of NDZ with DPV and DCV techniques. Under these conditions
linear dependencies in the calibration were measured.

Concentration range of DZ was measured with DCV in range
of 10x107° — 6x10°° mol.I"* and with DPV technique in range
of 10x10™° — 2x10°° mol.I"Y. Concentration range of NDZ was measured with DCV
technique in range of 10x10° — 4x10 ® mol.I"™* and with DPV technique in range
of 10x10° — 2x107° mol.I"%. The limit of detection for DZ was calculated
6.6x10 ® mol.I"™ with DCV and 1x10® mol.I"™* with DPV. The limit of detection
for NDZ was calculated 5.5x10°° mol.I"* with DCV and 1.7x10"° mol.I™* with DPV.



Developed methods were used to determine the DZ in the drug sample of Diazepam
Slovakofarma 2 mg. Drug sample was determined by standard addition method
in the mixture of 0.1 mol.I"* NaOH and drinking water (9:1) and in the mixture
of 0.1 mol.I"* NaOH and methanol (9:1) with DPV. Concentration of DZ in drinking

water was determined at 1.88x10° mol.I"* and in methanol at 1.66x10~° mol.I2.
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1.UVOD

1.1 Cil prace

Piedkladana diplomova prace se zabyva vyvojem elektrochemickych metod
pro stanoveni psychoaktivnich sloucenin, které se vyuzivaji v 1ékafstvi jako sedativa,
myorelaxancia. Do této skupiny latek patii i studované latky diazepam (DZ)
a nordiazepam (NDZ).

Cilem diplomové prace bylo nalezeni optimdlnich podminek pro stanoveni

Cv v

K ziskani téchto vysledki byly vyuzity voltametrické techniky diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV) a DC voltametrie (DCV) na meniskem modifikované stéibrné pevné

amalgamové elektrodé (m-AgSAE).
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1.2 Studované latky

Studovanymi latkami byly diazepam (7-chlor-1-methyl-5-fenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-

benzodiazepin-2-on, struktura na Obr. 1.2.1) a nordiazepam (7-chlor-5-fenyl-1,3-

dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2-on, struktura na Obr. 1.2.2), jejichz zakladni vlastnosti

jsou shrnuty v Tab. 1.2.1.

Obr.1.2.1
Struktura DZ

Obr. 1.2.2
Struktura NDZ

Tab. 1.2.1
Popis studovanych latek [1]
Studované latky CAS Registry Sumadrni vzorec M; (g.mol™)
Number
Diazepam 439-14-5 C16H13CIN,O 2847
Nordiazepam 1088-11-5 C15H11CIN,O 270,7
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1.2.1 Ptiprava diazepamu a nordiazepamu

vvvvv

2-amin-5-chlorbenzofenonu (A), ktera reaguje s ethylesterem glycinu (B) za vzniku
NDZ (C) [2]. Pti ptipravé 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 a Obr. 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 icinky diazepamu a nordiazepamu

DZ se prumyslové vyrabi jako 1é¢ivo. Prodava se pod rliznymi obchodnimi nazvy

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

V lékatstvi se DZ vyuziva pro své antikonvulzivni a anxiolytické Géinky [5, 6].
Léciva s antikonvulzivnim G¢inkem se podéavaji pacientim k zabranéni vzniku kieci
[7, 8]. Anxiolytika, ktera snizuji uzkost a strach, se podavaji pacientim s depresemi
[9, 10].

NDZ se prumyslové vyrabi také jako 1é¢ivo [11]. Prodava se pod obchodnimi nazvy

Nordaz, Stilny, Madar, Calmday. NDZ se pouziva pro sviij hypnoticky tu¢inek [1, 12].

Benzodiazepiny (BDZ) se podavaji oralné a injekéné. Vazou se na proteiny v plazmé
a snadno se rozpoustéji v tucich [11, 12]. Ihned po vstupu do téla se lehce distribuuji
do vSech tkani [10]. BDZ jsou eliminovany prostiednictvim metabolismu jater [13]. DZ
je pomoci demethylace pfeménén na NDZ, ktery se nasledné hydroxyluje na oxazepam.

Oxazepam je vyloucen z téla moci [14, 15].

O
O
HC H H_ OH
3° N N
N)k\ N
N-dealkylace
N

diazepam nordiazepam oxazepam

Obr.1.2.2.1

Metabolicka pfeména DZ v téle
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BDZ muzeme rozdélit do tii skupin podle rychlosti poloc¢asu eliminace na pomalé,
stiedni, rychlé [16]. Poloc¢as eliminace je ovlivnén hlavné faktorem pohlavi, véku
a télesné hmotnosti [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 patfi vys$si navykovost, unava, bolest hlavy,

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

1.2.3 Pouzité metody

Snadna elektrochemicka redukovatelnost dvojné vazby v BDZ ndm umoziiuje pouZit

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

V soucasnosti se pro stanoveni elektrochemicky redukovatelnych analyti pouzivaji
pevné elektrody na bazi tuhého amalgamu. To zejména proto, Ze vysoka toxicita par
rtuti vedla k omezeni vyuzivani rtutovych elektrod [23]. Mezi vyhody pouziti pevnych
elektrod na bazi tuhého amalgamu patii jejich netoxicita, robustnost a snadna obsluha.
Z tohoto divodu byla zvolena pro stanoveni téchto latek meniskem modifikovana pevna

stiibrna amalgamova elektroda (m-AgSAE).

Vybér metody pii stanoveni DZ a NDZ zavisi na biologické matrici a koncentraci
analytu. Lékopisna metoda stanoveni se provadi spektrofotometricky v oblasti UV
zateni. DZ se rozpusti v kyselin€ sirové a zfedi se methanolem. Pfi vlnové délce 242 nm
ma své charakteristické absorpéni maximum. Mezi dalsi metody pouzivané pti analyze
téchto latek patii vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), plynova
chromatografie (GC) a UV spektrofotometrie.
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Tab. 1.2.3.1

Ptehled vybranych metod zabyvajicich se stanovenim BDZ

Studovana Matrice Metoda/detektor Mez detekce Literatura

latka vzorku (mol.I'™)
DZ 1é¢ivo SWV/HMDE 1.10°° 24
CSV/HMDE 2.107° 24
moé DPV, CV 2,1.10°® 25

s modifikovanou
pastovou elektrodou

hydrogel HPLC/UV 6,9.10°° 26
plazma GC/ECD 3,5.10°® 27
&ista forma uv 3.10°° 28
NDZ plazma GC/MS 9,2.10°® 29
GC/ECD 3,5.10°° 30
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Zasobni roztoky DZ (Sigma-Aldrich, D0899), NDZ (Sigma-Aldrich, D7282),

o koncentraci 1.10° mol.I"* byly piipraveny rozpusténim vypocitaného a piesnd
navazené¢ho mnozstvi latky v 10 ml methanolu. Roztoky o niz§ich koncentracich

pro méfeni kalibracni zavislosti byly pfipraveny zfedénim zasobniho roztoku pomoci
methanolu. Zasobni roztoky DZ a NDZ byly uskladnény v chladu a temnu.

Pouzitymi chemikéliemi byly kyselina fosforecnd 85%, kyselina borita
(Lachema, Brno), kyselina octova 98%, hydroxid sodny, methanol, chlorid draselny
(Lach-Ner, Neratovice).

K pfipravé  vodnych roztokii byla pouzivana  deionizovana  voda
(Millipore-Q plus systém, Millipore, USA).

Brittonovy-Robinsonovy pufry o daném pH byly pfipraveny smichanim zasadité
slozky 0,2 mol.I'™* NaOH a kyselé slozky obsahujici kyselinu fosforenou, 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 Polaro-Sensors, Praha, CR. Tento software
pracoval na opera¢nim syst¢tmu Windows XP. K voltametrickému méfeni byl pouzit
ttielektrodovy 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 PU 8800 UV/VIS Spectrophotometer (Cambridge, Velka Britanie).
Roztoky byly méfeny v kiemennych kyvetach o tloust’ce 1 cm.
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Ke kalibraci pH-metru Jenway 4330 (Jenway, Essen, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005) byly pouzity kalibraéni pufry
o pH o hodnotach 4, 7, 10 pfi laboratorni teploté.

2.3 Meniskem modifikovana stFibrna amalgamova pevna elektroda

Pfi analyze DZ a NDZ byla pouzita m-AgSAE (¢. 04-2010-05 o praméru 0,5 mm,
vyrobena firmou Polaro-Sensors). Tento typ elektrody byl vyvinut v laboratoti UFCH
JHAV.

Pro ziskdni opakovatelnych signalti byly s elektrodou provadény tii predupravné
kroky [32]:

Amalgamace: Pracovni elektroda byla ponofena do zasobniku kapalné rtuti pfiblizné
na 10 s, nez se obnovil cely meniskus. Amalgamace se provadéla po delsim pieruseni
m¢éfeni, tj. po dvou dnech.

Elektrochemicka aktivace: Aktivace pracovni elektrody byla provadéna v roztoku
0,2 mol.I't KCI pii vlozeném 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 ptiblizn¢ hodinovém pieruseni méteni.

Regenerace: Tento krok se provadél v analyzovaném roztoku pii michani
a probublavani roztoku dusikem. Na elektrodu bylo vkladano skokové stidani
konstantniho kladnéjSiho potencidlu Ej, a zépornéjSiho konstantniho potencialu

Esin v intervalech 0,1 s po dobu 30 s.

2.4 Pracovni postupy

Pii voltametrickych métenich bylo do odmérné banky o objemu 10 ml odpipetovano
dané mnozstvi zasobniho roztoku studované latky (0 — 1 ml) v methanolu a doplnéno
methanolem na objem 1 ml. Takto pifipravena odmérna banka byla doplnéna BR pufrem
o zvoleném pH, nebo roztokem 0,1 mol.I"™ NaOH po rysku. Roztok byl preveden

do voltametrické cely. Kyslik byl odstranén probublavanim pomoci dusiku po dobu

17



5 minut. Nasledn¢ byla zaznamenana voltametricka k¥ivka. Pti kazdé zméné pH nebo
pferuseni méfeni na dobu delsi nez 1 hodina byla elektroda znovu aktivovana.
Pii méfeni kalibrac¢nich zéavislosti byly vkladany regeneracni pulzy, které jsou uvedeny

v tabulce 2.4.1.

Tab. 2.4.1

Vkladané regeneracni pulzy pii métfeni kalibraéni zéavislosti DZ a NDZ, méfené
technikou DPV a DCV na m-AgSAE ve smési 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1)

0 pH? 0 hodnoté 13,2 a ve smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o hodnotg 10,1.

Studovana latka Dz NDZ
Ein (MV) -1000 —800
Efin (MV) —-1400 -1400
Prostiedi 0,1 mol.I"* NaOH BR pufr o pH 10
a methanol (9:1) a methanol (9:1)

Pfi stanoveni DZ ve vzorku 1é¢iva byla nejdiive zvazena tableta (0,1112 g). Nasledné
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 také
odpipetovalo prislusné mnozstvi roztoku DZ (0, 100, 200 ul o koncentraci
1.107° mol.I™Y). Odmé&m¢é baiiky byly doplnény 0,1 mol.I”™* NaOH. Pfi analyze DZ
rozpousténého v pitné vodé¢ se postupovalo nasledovné. Zvazena tableta (0,1118 g) byla
rozpusténa v 250 ml pitné vody. Z takto piipraveného roztoku se odpipetovalo 0,5 ml
do kazdé ze tfi odmérnych banck o objemu 10 ml. Do odmérnych ban¢k se
odpipetovalo i piislusné mnozstvi roztoku DZ (0, 100, 200 ul o koncentraci
1.10"° mol.I'"). Odmérné baiiky byly doplnény 0,1 mol.I”* NaOH. Takto pfipravené
roztoky byly pouzity pro voltametrické méfeni.

Vsechna méfeni byla provedena tfikrat a nasledné statisticky vyhodnocena. Méteni

byla provadéna pfi laboratorni teploté.
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2.5 Stalost zasobnich roztoku

Stalost zasobnich roztokti DZ a NDZ o koncentracich 1.10™* mol.I™* v methanolu byla
sledovana spektrofotometricky v kfemennych kyvetach o tloust’ce 1 cm. Srovnavaci
kyveta byla naplnéna methanolem. Absorbance zasobniho roztoku DZ byla méiena
pti vinové délce 246 nm a u zasobniho roztoku NDZ byla métena pii vinové délce
239 nm, kde m¢ély studované latky absorpéni maximum. Hodnota molarniho
absorp¢niho koeficientu pfi vyse uvedenych vinovych délkach Cinila
1,41.10* mol™.l.em™ pro DZ a 1,52.10* mol .l.cm ™ pro NDZ. Absorpéni spektrum DZ
je uvedeno na Obr. 2.5.1 a vysledky mé&feni stalosti zasobniho roztoku jsou uvedeny
v Tab. 2.5.1.

A (AU)

200 300 400
A (nm)

Obr. 2.5.1
Absorpéni spektrum roztoku DZ (¢ = 1.10™* mol.I'™") v methanolu. Mé&eno

proti methanolu v kiemenné kyveté o tloustce 1 cm.

Tab. 2.5.1
Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku DZ (¢ = 1.10™* mol.l™)
v methanolu. Ciselné hodnoty udavaji relativni hodnotu koncentrace v %

proti hodnot¢ koncentrace Cerstveé 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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Absorpéni 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

roztokli se bchem mésice vyznamné neméni, proto je mozné pouzivat roztoky

po nékolik tydni.

2

A (AU)

1F

OF

200 3(I)0 400

A (nm)

Obr 2.5.2

Absorpéni spektrum roztoku NDZ (¢ = 1.10™* mol.I"%) v methanolu. Mé&feno

proti methanolu v kiemenné kyveté o tloustce 1 cm.

Tab. 2.5.2
Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku NDZ (¢ = 1.10* mol.I™
v methanolu. Ciselné hodnoty udavaji relativni hodnotu koncentrace v %

proti hodnoté koncentrace Cerstveé piipraven¢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

3.1 Voltametrické 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? smé&si
BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH®* hodnot 2,1 — 12,0 byla pouzita technika DC
voltametrie. Velikost pH? smé&si vodné-methanolického roztoku se neliila vyrazné
od pH vodného roztoku. Latka v této oblasti pH® poskytovala jeden signal. Pro lepsi

ptehled jsou naméfené voltametrické kiivky rozdéleny a znazornény na Obr. 3.1.1.
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Obr.3.1.1
DC voltamogramy DZ (c = 1.10~* mol.I™") byly m&feny technikou DCV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Méfeni byla provadéna bez regenerace

elektrody. Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému pH roztoku pfi rtiznych pH.
Metodou linearni regrese byla prokdzana linearni zéavislost intenzity signélu

DZ (c = 1.10* mol.I™") na velikosti pH? ve sm&si BR pufru a methanolu (9:1).

Touto metodou byl vypoéten vztah pro zavislost potencialu viny E, na pH* roztoku

v rozsahu pH* 2,1 — 12,0:

Ep(mV) =-56,5 pH* — 557,281 (korela¢ni koeficient 0,9967)
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Hodnoty E; a I, pro mé&fend pH® roztok jsou shrnuty do Tab. 3.1.1 a jejich zavislosti
zobrazeny na Obr. 3.1.2 a Obr. 3.1.3.

Tab. 3.1.1
Hodnoty E, a I, roztok DZ (¢ = 1.10 * mol.I'") v prostiedi o réiznych pH? byly méfeny

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

Prostiedi pH? E, (MV) I, (NA)

smés BR pufru pH 2,0 a methanolu (9:1) 2,1 —687 —38.,8
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 —717 -52,2
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 —758 -54.9
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 —827 -56,8
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 —896 —46,2
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7,2 —963 -67.4
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 -1021 -64,3
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 9,3 —1094 —83.8
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 -1123 -90,3
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 111 —1160 -93,1
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) 12,0 1180 1065
roztok NaOH (0,01 mol.I™)

12,0 —1209 —99,6
a methanolu (9:1)
roztok NaOH (0,1 mol.I'™")

13,2 —1240 —109,2

a methanolu (9:1)
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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)

pH’

Obr. 3.1.3
Zavislost proudu viny 1, DZ (¢ = 1.10~* mol.I™) na pH? roztoku byla mé&fena technikou
DCV na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH* hodnot
2,1-12,0.

Jako optimalni prostiedi z rozmezi hodnot pH? 2,1 — 12,0 bylo nejprve vybrano

prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 12,0. Nasledn& bylo
porovnano prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 12,0 s roztoky NaOH

23



(0 koncentraci 0,1 mol.I" a 0,01 moll™) a methanolu (9:1), pro které¢ jsou
voltamogramy zobrazeny na Obr. 3.1.4. Jako nové optimalni prostiedi pro analyzu DZ
bylo zvoleno prostiedi smési 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnots 13,2,

kde DZ poskytoval nejvyssi intenzitu signalu.
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Obr. 3.1.4

DC voltamogramy DZ (¢ = 1.10~* mol.I"") byly méfeny technikou DCV na m-AgSAE

v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 12,0 (1),

0,01 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH® 0 hodnots 12,0 (2), 0,1 mol.I"™* NaOH

a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 13,2 (3). Mé&feni byla provadéna bez regenerace

pracovni elektrody.

Zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10™* mol.I"") na opakovaném méfeni v prostiedi
smé&si 0,1 mol.I"™* NaOH a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnot& 13,2 je zobrazena
na Obr. 3.1.5. Z tohoto obrazku je patrny pokles signalu (RSD = 7,1 % pro 40 méfeni).
Mira poklesu byla pfijatelna pro analytické stanoveni latky. Z tohoto diivodu nebyla

provadéna dalsi optimalizace.
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Obr. 3.1.5

Zavislost stability signalu DZ (c = 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)

0 pH* o hodnot¢ 13,2 (RSD = 7,1 % pro 40 mé&feni). Regenerace elektrody byla
provadéna pii potencidlech —1000 az —1400 mV.

Dale byla zkouména zévislost citlivosti méfeni na rychlosti skenu 5, 10, 15, 25, 50,
100, 200, 400 mV.s ! DZ (c = 10.10 ° mol.I"*) metodou DCV na m-AgSAE v prostiedi
smési 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH* o hodnot& 13,2. Tato zavislost je
zobrazena na Obr. 3.1.6. Z obrazku je patrné, ze pomér Sumu a signalu zlstava
konstantni do 15 mV.s * a za&ina naristat az od 25 mV.s *. Optimélni rychlost skenu
byla proto zvolena 20 mV.s . Zavislost pomé&ru $umu/ I, na rychlosti skenu jsou shrnuty
do Tab. 3.1.2.
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Tab. 3.1.2

Zavislost Sumu/l, na rychlosti skenu

Rychlost (mV.s ) Sum (nA) 1, (nA) Sum/I,
5 —0,097 —4,498 0,022
10 —0,153 —7,394 0,021
15 —0,166 —7,669 0,021
20 -0,172 —7,745 0,022
25 —0,372 —10,134 0,037
50 —0,875 —10,186 0,086
100 —1,362 —13,043 0,104
200 —2,041 -16,815 0,121
400 —3,044 -17,861 0,171
°9
014}
- ¢ 8
Sum/lp (nA) «7
007 8
5
- 14
0,00 :
0 250 500
v (mV.s")

Obr. 3.1.6

Zavislost sum/l, kiivky DZ (10.10°° mol.I") na rychlosti skenu. M&feni bylo provadéno
technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smé&si 0,1 mol.I"™* NaOH a methanolu (9:1)

0 pH? 0 hodnoté 13,2. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencidlech
—1000 az —1400 mV. M&fené 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), 400 mV.s ' (9).
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Koncentraéni zavislost DZ byla méfena technikou DCV na m-AgSAE vV prostiedi
smési 0,1 mol.l™* NaOH a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 13,2 s vkladanymi
regeneracnimi pulzy. Byly mé&feny koncentraéni rozsahy DZ (2 — 10).10 > mol.I™
a (6 — 10).107° mol.I"™". Nizi koncentrace nebyly méfeny kviili obtiznému vyhodnoceni
DC voltametrické viny DZ. Kalibra¢ni zavislost DZ v koncentra¢nim rozsahu
(2 —10).10™° mol.I™ a souvisejici zavislost velikosti I, na koncentraci jsou zobrazeny
na Obr. 3.1.7 a Obr. 3.1.8. Kalibra¢ni zavislost DZ v koncentra¢nim rozsahu
(6 — 10).10 ° mol.I"* a souvisejici zavislost velikosti 1, na koncentraci jsou zobrazeny
na Obr. 3.1.9 a Obr. 3.1.10. Parametry kalibra¢ni piimky pro stanoveni DZ metodou
DCV na m-AgSAE v prosttedi 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) 0 pH?® o hodnot&
13,2 jsou shrnuty v Tab. 3.1.3.
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Obr. 3.1.7

DC voltamogramy DZ byly méteny technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH? 0 hodnotg 13,2. Koncentrace (DZ): 0 (0),
2.107° (1), 4.107° (2), 6.10 ° (3), 8.107 (4), 10.10° (5) mol.I"*. Regenerace elektrody
byla provadéna pti potencidlech —1000 az —1400 mV.

27



-150

| (nA)

-100 -

50+

0 2 4 6 8 10

c (10° mol.I")
Obr. 3.1.8
Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ v rozmezi 2.10° — 10.10~° mol.I"" byla
méfena technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu
(9:1) o pH® o hodnoté 13,2. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
—1000 az —1400 mV.

-1000 -1200 -1400

Obr. 3.1.9

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

0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH?® o hodnot& 13,2. Koncentrace (DZ): 0 (0),
6.10 ° (1), 8.10°° (2), 10.10°°(3) mol.I . Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech —1000 az —1400 mV.
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Obr. 3.1.10

Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ v rozmezi 6.10° — 10.107° mol.I"" byla

méfena technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu

(9:1) o pH® o hodnoté 13,2. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech

—1000 az —1400 mV.

Mez stanovitelnosti byla vypoctena z opakovanych méteni DZ o koncentraci
5.10 ° mol.I"* (zobrazena na Obr. 3.1.11). RSD z 12 mé&feni byla 10,2 %,

gemuz odpovida mez stanovitelnosti DZ na 6,6.10 ® mol.I™.

-5,0
I, (nA) L. ...
_2’5_
0,0 L
0 6 12
N

Obr. 3.1.11

Zavislost 1, DZ na opakovanych méfenich byla méfena technikou DCV na m-AgSAE
v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnot& 13,2. Mé&fena
koncentrace DZ byla 5.10 ® mol.I . Regenerace elektrody byla provadéna

pfi potencidlech —1000 az —1400 mV.
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Tab. 3.1.3
Parametry kalibra¢ni pfimky pro stanoveni DZ metodou DCV na m-AgSAE vV prostiedi
smé&si 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH? 0 hodnot& 13,2. Regenerace elektrody

byla provadéna pti potencidlech —1000 az —1400 mV.

c[moll™]  Smernice [nA.mol ~.I] Usek [nA] Korelagni koeficient LOQ [mol.I"}]

(2-10).10" -1,5 -0,8 0,9964 -
(6-10).10° -6,75 -0,995 0,9971 6,6.10°°

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

ptehled jsou naméfené voltametrické kiivky rozdéleny a zndzornény na Obr. 3.2.1.
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Obr.3.2.1
DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10"* mol.I"™") byly m&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Méfeni byla provadéna bez regenerace

elektrody. Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému pH roztoku pfi rtiznych pH.
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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 vypodten vztah pro zavislost potencialu viny E, na pH* roztoku v rozsahu
pH?*2,1-12,0:

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

Hodnoty Epa I, DZ pro méfena pH® roztokd jsou shrnuty v Tab. 3.2.1 a jejich zavislosti
zobrazeny na Obr. 3.2.2 a Obr. 3.2.3.

Tab. 3.2.1
Hodnoty E; a I, roztoki DZ (c = 1.10* mol.I™") v prostiedi o riznych pH? byly méteny

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 —695 —40,1
smés BR pufru pH 3,0 a methanolu (9:1) 3,2 —718 —54,5
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 =777 -56,5
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 —835 —44.6
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 —895 —43.4
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7,2 —946 —62,6
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 —990 —60,6
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 9,3 —1030 —-100,5
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 —1093 -121,8
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 111 —1135 -132,3
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) 12.0 1174 _153.9
Roztok NaOH (0,01 mol.I"™%)
a methanolu (9:1) 120 1200 “lare
Roztok NaOH (0,1 mol.I™)

13,2 —1218 —155,1

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 I, DZ (c = 1.10™* mol.I"™") na pH? roztoku byla mé&iena technikou
DPV na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH* hodnot
2,1-120.
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Jako optimalni prostiedi z rozmezi hodnot pH® 2,1 — 12,0 bylo nejprve vybrano
prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH?® o hodnoté 12,0. Nasledné bylo
porovnano prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o hodnoté pH®* 12,0 s roztoky
NaOH (o koncentracich 0,1 moll™ 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 prostredi smési 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnots 13,2,

kde signal DZ poskytoval nejvyssi intenzitu.
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Obr. 3.2.4

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

0,01 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH? 0 hodnoté 12,0 (2) a 0,1 mol.I"* NaOH

a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 13,2 (3).

Byla sledovéana zavislost stability signalu DZ (¢ = 1.10* mol.I'™") na opakovaném
méieni v prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o0 hodnoté 12,0, NaOH
o koncentraci 0,01 mol.I"* a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 12,0 a NaOH
o koncentraci 0,1 mol.I”* a methanolu (9:1) 0 pH?® o hodnoté 13,2 s vkladanymi
regenera¢nimi pulzy, které jsou zobrazeny na Obr. 3.2.5. Z tohoto obrazu je viditelna
klesajici stabilita signalu v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH? 0 hodnoté 12,0 (RSD = 8,9 % pro 34 méieni). V prostiedi smési

0,01 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnot& 12,0 je patrny stabilngjsi signal
(RSD = 8,6 % pro 34 méteni). Nejstabilngjsi signal poskytovalo prostiedi smési
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0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnot& 13,2 s vkladanymi regeneradnimi
pulzy (RSD = 2,4 % pro 34 méfeni).
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Obr. 3.2.5

Zavislost stability signalu DZ (c = 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 mé&feni), 0,01 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1)
0 pH? 0 hodnot& 12,0 (RSD = 8,6 % pro 34 mé&feni) (B), 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu
(9:1) 0 pH* 0 hodnoté 13,2 s vklddanymi regeneraénimi pulzy (C)

(RSD = 2,4 % pro 34 méfeni). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
—1000 az —1400 mV.
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Sledovana byla stabilita signalu technikou DPV na opakovaném méteni (1, 20, 30)
DZ (c = 1.10 * mol.I"Y) v prostiedich smé&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté
12,0 a smé&si 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH?® o hodnoté& 13,2, které jsou
zobrazeny na Obr. 3.2.6 a Obr. 3.2.7.
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Obr. 3.2.6

DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10* mol.I™") byly méfeny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 12,0. Potadové &islo
méfeni: 1 (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 (¢ = 1.10* mol.I™") byly méfeny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi sm&si 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnot& 13,2. Potadové
¢islo méteni: 1 (1), 20 (2), 30 (3). Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
—1000 az —1400 mV.

Kalibra¢ni zavislost DZ byla métena technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési
0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnot& 13,2 s vkladanymi regenera&nimi
pulzy. Byly méfeny koncentra&ni rozsahy DZ (2 — 10).10° mol.I™*

a (2 —10).10 ° mol.I". Kalibra¢ni zavislost DZ o koncentraci (2 — 10).10 ° mol.I"*

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~° mol.I"a souvisejici zavislost I,

na koncentraci jsou zobrazeny na Obr. 3.2.10 a Obr. 3.2.11. Nizsi koncentrace nebyly
meéfeny kvili obtiZznému vyhodnoceni DP voltametrické viny DZ. Parametry kalibra¢ni
ptimky pro stanoveni DZ metodou DPV na m-AgSAE Vv prostiedi smési

0,1 mol.I"™* NaOH a methanolu (9:1) o pH* 0 hodnots 13,2 jsou shrnuty v Tab 3.2.2.
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Obr. 3.2.8

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

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnot& 13,2. Koncentrace (DZ): 0 (0),
2.107 (1), 4.107 (2), 6.10° (3), 8.107 (4), 10.10° (5) mol.I"*. Regenerace elektrody
byla provadéna pii 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 smési 0,1 mol.I” NaOH a methanolu
(9:1) o pH?® o hodnoté 13,2. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencidlech
—1000 az —1400 mV.
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Obr. 3.2.10

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

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) 0 pH? o hodnot& 13,2. Koncentrace (DZ): 0 (0),
2.10° (1), 4.10°° (2), 6.107° (3), 8.10°° (4), 10.10°® (5) mol.I"*. Regenerace elektrody
byla provadéna pii potencialech —1000 az —1400 mV.
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Obr. 3.2.11

Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ v rozmezi 2.10° — 10.10° mol.I"* byla
méfena technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu
(9:1) o pH?® o hodnoté 13,2. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech
—1000 az —1400 mV.
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Mez stanovitelnosti byla vypodtena z opakovanych méfeni DZ (¢ = 1.10 *mol.I'%)
a je zobrazena na Obr. 3.2.12. RSD z 12 m¢éfeni byla 33 %, ¢emuz odpovida mez

stanovitelnosti 1.10° mol.I"™%.

| (nA)

-0,55 + .

0,00

Obr. 3.2.12

Zavislost Iy DZ na opakovanych méfenich byla méfena technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1). Byla méfena koncentrace (DZ)
1.10°° mol.I"* (RSD = 33 % pro 12 méfteni). Regenerace elektrody byla provadéna pfi
potencialech —1000 az —1400 mV.

Tab. 3.2.2
Parametry kalibra¢ni ptimky pro stanoveni DZ metodou DPV na m-AgSAE vV prostiedi
smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH?* o hodnot 13,2. Regenerace elektrody

byla provadéna pii potencialech —1000 az —1400 mV.

¢ [mol.I™] Smérnice [nA.mol ".I] Usek [nA] Korela¢ni koeficient LOQ [mol.I™]
(2-10).10" —6,67 -1,56 0,9958 -
(2-10).10° -3,1 -2,65 0,9993 1.10°°

Metodou standardniho ptidavku byla stanovena koncentrace DZ v tableté (2 mg)
technikou DPV v prostiedi smé&si 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH* o hodnot&
13,2 a v prostiedi sm&si 0,1 mol.I”* NaOH a pitné vody (9:1) 0 pH?* o hodnoté 7,2.
Vypocitana koncentrace DZ v 1é¢ivu po rozpusténi ve 250 ml methanolu byla

2,81.10° mol.I"*. Na Obr. 3.2.13 a 3.2.14 jsou zobrazeny DP voltamogramy DZ
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a metoda standardniho pridavku v prostiedi smési 0,1 mol.I'™* NaOH a pitné vody (9:1)
0 pH? 0 hodnoté 7,2. Koncentrace DZ v tomto prostedi byla stanovena

na 1,85.10°> mol.I"™". Na Obr. 3.2.15 a 3.2.16 jsou zobrazeny DP voltamogramy DZ

a metoda standardniho piidavku v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1)
0 pH? 0 hodnoté 13,2. Koncentrace DZ v tomto prostedi byla stanovena

na 1,65.10° mol.I"%. Ziskané vysledky jsou shrnuty v Tab. 3.2.3.
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Obr. 3.2.13

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

0,1 mol.I"* NaOH a pitné vody (9:1) 0 pH? 0 hodnot& 7,2. VVzorek byl zm&ken pomoci
metody standardniho p¥idavku: 0,1 mol.I”* NaOH (0), 0 ul (1), 100 pl (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 méfena technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi sm&si 0,1 mol.I”* NaOH a pitné vody (9:1) 0 pH? o hodnot& 7,2. Vzorek byl
zméfen pomoci metody standardniho pfidavku: O pl (1), 100 ul (2), 200 pul (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 smési

0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH? o hodnot& 13,2. Vzorek byl zmé&fen pomoci
metody standardniho ptidavku: 0,1 mol.I"™* NaOH (0), 0 ul (1), 100 pl (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

Zavislost proudu viny I, na koncentraci DZ byla méfena technikou DPV na m-AgSAE
v prostredi smési 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) o pH?® o hodnot& 13.2. Vzorek byl
zméfen pomoci metody standardniho pfidavku: 0 pl (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 lé¢iva metodou DPV na m-AgSAE a metodou standardniho
piidavku v prostiedi smési 0,1 mol.I” NaOH a pitné vody (9:1) 0 pH? o hodnotg 7,2

a v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1) o pH? 0 hodnoté 13,2.

Latka Prostiedi (9:1) Teoreticka Zmétena Vytézek
koncentrace koncentrace (%)
(mol.I™) (mol.I™Y)

Diazepam NaOH + methanol 2,8.107 1,66.10 59,3

(2 mg) NaOH + pitna voda 1,88.107° 67,1

Bylo méfeno spoleéné stanoveni DZ (¢ = 6.10°° mol.I'*) a NDZ (c = 6.10™° mol.I'™%)
v prostiedi smési 0,1 mol.I* NaOH a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 13,2.
Regenerace elektrody byla provadéna pii potencidlech —800 az —1400 mV. Tyto dvé
latky Ize stanovit vedle sebe, coZ je patrné z Obr. 3.2.17.
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Obr. 3.2.17

DP voltamogramy DZ (c = 6.10° mol.I'") a NDZ (¢ = 6.10°° mol.I"™") byly mé&feny
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi sm&si 0,1 mol.I”* NaOH a methanolu (9:1)

0 pH? 0 hodnoté 13,2. Zakladni elektrolyt 0,1 mol.I* NaOH a methanolu (9:1) o pH?

o hodnot& 13,2 (1), DZ (¢ = 6.10° mol.I™) (2), NDZ (c = 6.10° mol.I'™}) (3).
Regenerace elektrody byla provadéna pii potencialech —800 az —1400 mV.

3.3 Voltametrické stanoveni nordiazepamu na  meniskem
modifikované stribrné pevné amalgamové elektrodé pomoci

metody DC voltametrie

Ke zjisténi zavislosti intenzity signalu 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. Létka v této oblasti pH® poskytovala jeden signal. Velikost pH* smési
vodné-methanolického roztoku se neliSila vyrazné od pH vodného roztoku. Pro lepsi

ptrehled jsou naméfené voltametrické kiivky rozd€leny a zndzornény na Obr. 3.3.1.
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Obr. 3.3.1
DC voltamogramy NDZ (¢ = 1.10* mol.I™") byly méfeny technikou DCV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy odpovidaji pH

roztoku pfi riznych pH.

Jako optimalni prostfedi z rozmezi hodnot pH® 2,1 — 12,0 bylo vybrano prostiedi

smési BR pufru a methanolu (9:1) o0 pH* 0 hodnoté 10, 1.

Metodou linedrni regrese byla prokazana linearni zavislost intenzity signalu NDZ
(c = 1.10 *mol.I"") na velikosti pH? v prostfedi sm&si BR pufru a methanolu (9:1).
Touto metodou byl vypoéten vztah pro zavislost potencialu piku E, na pH* roztoku
v rozsahu pH* 2,1 — 12,0:

Ep(mV) = -49,081 pH® - 579,427 (korela¢ni koeficient 0,9956)

Hodnoty E, a I, pro mé&fend pH® roztokd jsou shrnuty do Tab. 3.3.1 a jejich
zavislosti zobrazeny na Obr. 3.3.2 a Obr. 3.3.3.

44



Tab. 3.3.1
Hodnoty E, a I, roztokit NDZ (¢ = 1.10"* mol.I'") byly mé&feny v prostiedich o rtiznych

pH® na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pfi 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 77,4
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 =794 —40
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 —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 -931 —58.,6
smés BR pufru pH 8,0 a methanolu (9:1) 8,3 —994 —55,1
smés BR pufru pH 9,0 a methanolu (9:1) 9,3 -1024 —67,6
smés BR pufru pH 10,0 a methanolu (9:1) 10,1 -1076 —85,2
smés BR pufru pH 11,0 a methanolu (9:1) 11,1 -1124 -59.9
smés BR pufru pH 12,0 a methanolu (9:1) 12,0 -1151 —54,4
-1200
E, (mV)
-1000 |
-800 |
000 7 . 12
pH

Obr. 3.3.2

Zavislost potencidlu viny E, NDZ (c = 1.10™* mol.I"") na pH? roztoku byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE v prostfedi 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 mé&fena
technikou DCV na m-AgSAE vV prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) v rozmezi
pH? hodnot 2,1 - 12,0.

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10* mol.I™") na opakovaném méfeni
vV prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH® o0 hodnoté 10,1 je zobrazena

na Obr. 3.3.4. Z tohoto obrazku je patrny pokles signalu (RSD = 6,6 % pro 34 méfeni).
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Obr. 3.3.4

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10~* mol.I"") na opakovaném méfeni byla méfena
technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH?

0 hodnoté¢ 10,1 (RSD = 6,6 % pro 34 méfeni). Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech —800 az —1400 mV.

46



Koncentra¢ni zavislost NDZ byla métfena technikou DCV na m-AgSAE V prostiedi
smési BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH* o hodnot& 10,1 s vkladanymi regenera¢nimi
pulzy. Byly méfeny nésledujici koncentra¢ni rozsahy NDZ v rozmezi
(2 — 10).10° mol.I"" a (4 — 10).10° mol.I"". Niz§i koncentrace nebyly méfeny kvili
obtiznému vyhodnoceni DC voltametrické viny NDZ. Koncentra¢ni zavislost NDZ
o koncentraci (2 — 10).10"> mol.I"" a souvisejici zavislost I, na koncentraci NDZ jsou
zobrazeny na Obr. 3.3.5 a Obr. 3.3.6. Koncentraé¢ni zavislost NDZ o koncentraci
(4 — 10).10"° mol.I"" a souvisejici zavislost I, na koncentraci NDZ jsou zobrazeny
na Obr. 3.3.7 a Obr. 3.3.8. Parametry kalibra¢ni piimky pro stanoveni NDZ metodou
DCV na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* 10,1 jsou
shrnuty do Tab. 3.3.2.
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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) o pH® 0 hodnoté 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0),

2.107 (1), 4.107 (2), 6.10° (3), 8.107 (4), 10.10° (5) mol.I"". Regenerace elektrody
byla provadéna pii potencidlech —800 az —1400 mV.
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Obr. 3.3.6

Zavislost proudu piku I, na koncentraci NDZ v rozmezi 2.107 - 10.10"° mol.I"" byla
méfena technikou DCV na m-AgSAE Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)

0 pH? 0 hodnot& 10,1. Regenerace elektrody byla provadéna pii potencidlech

—800 az —1400 mV.
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Obr. 3.3.7

DC voltamogramy NDZ byly méfeny technikou DCV na m-AgSAE Vv prostiedi smési
BR pufru a methanolu (9:1) 0 pH? 0 hodnot& 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0), 4.107° (1),
6.10 °(2), 8.107°(3), 10.10°® (4) mol.I"". Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech —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 hodnoté 10,1. Regenerace elektrody byla provadéna pfi potencidlech

—800 az —1400 mV.

Mez stanovitelnosti byla vypoétena z 12 méieni NDZ (c = 3.10 ° mol | %)
a je zobrazena na Obr. 3.3.9. RSD z téchto méfeni byla 9,9 %, ¢emuz odpovida mez

stanovitelnosti 5,5.10 ° mol.I2.
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Obr. 3.3.9

Zavislost I, NDZ na opakovanych métenich byla métena technikou DCV na m-AgSAE
v prosttedi smé&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o hodnoté¢ 10,1. Méfena
koncentrace NDZ byla 3.10 ° mol.I"". Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech —800 az —1400 mV.
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Tab. 3.3.2

Parametry kalibraéni pifimky pro stanoveni NDZ metodou DCV na m-AgSAE
Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o hodnoté 10,1. Regenerace
elektrody byla provadéna pii potencialech —800 az —1400 mV.

c[moll™]  Smernice [nA.mol ~.I] Usek [nA] Korelagni koeficient LOQ [mol.I™]

(2-10).10" -6,4 -1,772 0,9984 —
(4-10).10° -5,58 —1,664 0,9986 5,5.10°

3.4 Voltametrické stanoveni nordiazepamu na  meniskem
modifikované stribrné pevné amalgamové elektrodé pomoci DP

voltametrie

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

Naméfené voltametrické kiivky jsou rozdéleny a znazornény na Obr. 3.4.1.
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Obr. 3.4.1
DP voltamogramy NDZ (¢ = 1.10"* mol.I"") byly mé&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy odpovidaji pH

roztoku pfi riznych pH.

50



Jako optimdlni prostiedi z rozmezi hodnot pH?® 2,1 — 12,0 bylo vybrano prostredi

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

Metodou linearni regrese byla prokazana linearni zavislost intenzity signalu NDZ
(c = 1.10 *mol.I"") na velikosti pH? v prostfedi sm&si BR pufru a methanolu (9:1).

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

Ep(MV) = —47,273 pH? — 640,91 (korelaéni koeficient 0,9988)

Hodnoty Ej, a I, pro mé&fena pH® roztokd jsou shrnuty v Tab. 3.4.1 a jejich zéavislosti
zobrazeny na Obr. 3.4.2 a Obr. 3.4.3.

Tab.3.4.1
Hodnoty E, a |, roztokit NDZ (¢ = 1.10"* mol.I™") byly méfeny V prostiedich o riiznych

pH® na m-AgSAE vV prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1) pfi riiznych méfenich.

Prostfedi pH? E, (MmV) 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) 32 -762 HL64,5
smés BR pufru pH 4,0 a methanolu (9:1) 4,2 —833 70,4
smés BR pufru pH 5,0 a methanolu (9:1) 51 —942 —42.4
smés BR pufru pH 6,0 a methanolu (9:1) 6,2 984 —60,9
smés BR pufru pH 7,0 a methanolu (9:1) 7.2 —931 -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 ~143,5
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) 12,0 -1182 ~111,2
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Obr. 3.4.2

Zavislost potencialu viny E, NDZ (c = 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. 3.4.3
Zavislost proudu viny I, 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.

Zavislost stability signalu NDZ na opakovaném méfeni v prostfedi smési 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).
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Obr. 3.4.4

Zavislost stability signalu NDZ (¢ = 1.10~* mol.I"") na opakovaném méfeni byla mé&fena
technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi smé&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH?

o0 hodnoté 10,1. (RSD = 3 % pro 34 méfeni). Regenerace elektrody byla provadéna

pfi potencialech —800 az —1400 mV.

Koncentraéni zavislost NDZ byla métena pomoci techniky DPV na m-AgSAE
v prostiedi smé&si BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o hodnoté 10,1. Byly méfeny
koncentraéni zavislosti v rozmezi (2 — 10).10° mol.I'™! a (2 — 10).10°° mol.I"". Nizsi
koncentrace nebyly méfeny kvili obtiznému vyhodnoceni DP voltametrické viny NDZ.
Koncentraéni zavislosti NDZ o koncentraci (2 — 10).10™> mol.I"™* a souvisejici zavislost
I, na koncentraci NDZ je zobrazena na Obr. 3.4.5 a Obr. 3.4.6. Koncentracni zavislost
NDZ o koncentraci (2 — 10).10"° mol.I™" a souvisejici zavislost I, na koncentraci NDZ je
zobrazena na Obr. 3.4.7 a Obr. 3.4.8. Parametry kalibra¢ni piimky pro stanoveni NDZ
metodou DPV na m-AgSAE v prosttedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH? 10,1
jsou shrnuty do Tab. 3.4.2.
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Obr. 3.4.5

DP voltamogramy NDZ byly méfeny technikou DPV na m-AgSAE V prostiedi smési
BR pufru a methanolu o pH* o hodnoté 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0), 2.107 (1),
4107 (2), 6.10° (3), 8.10° (4), 10.10” (5) mol.I"". Regenerace elektrody byla
provadéna pii potencidlech —800 az —1400 mV.
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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 (9:1)

0 pH® 0 hodnoté 10,1. Regenerace elektrody byla provadéna pfi potencidlech

—800 az —1400 mV.
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Obr. 3.4.7

DP voltamogramy NDZ byly méteny technikou DPV na m-AgSAE vV prostfedi smési
BR pufru a methanolu (9:1) o pH? o hodnoté 10,1. Koncentrace (NDZ): 0 (0),

2.10° (1), 4.107° (2), 6.107° (3), 8.107° (4), 10.10°° (5) mol.I"". Regenerace elektrody
byla provadéna pii potencialech—800 az —1400 mV.
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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 Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH? 0 hodnoté 10,1. Regenerace elektrody byla provadéna pfi potencidlech
—800 az —1400 mV.

55



Mez stanovitelnosti byla vypoctena z opakovanych méfeni pii koncentraci NDZ
1.10 ®mol.I"* a je zobrazena na Obr. 3.4.9. RSD z téchto 12 mé&feni byla 8,8 %,

gemuz odpovida mez stanovitelnosti 1,7.107° mol.I™". Niz&i koncentrace nebyly méfeny.

-7,0
° R - ° .
Ip (nA) .
35}
0,0 L
0 6 12
N

Obr. 3.4.9

Zavislost I, NDZ na opakovanych méfenich byla métena technikou DPV na m-AgSAE
v prostfedi smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH* o hodnoté 10,1. Mé&fena
koncentrace NDZ byla 1.10 ° mol.I™". Regenerace elektrody byla provadéna

pii potencidlech —800 az —1400 mV.

Tab. 3.4.2

Parametry kalibra¢ni pfimky pro stanoveni NDZ metodou DPV m-AgSAE v prostiedi
smési BR pufru a methanolu (9:1) o pH® o hodnot& 10,1. Regenerace elektrody byla
provadéna pii potencidlech —800 az —1400 mV.

¢ [mol.I™] Smérnice [nA.mol ".I] Usek [nA] Korela¢ni koeficient LOQ [mol.I™]
(2-10).10" -7,52 -0,75 0,9963 -
(2-10).10°° —4,28 -0,81 0,9981 1,7.10°°
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4.7.aveér

1. Byly vypracovany metody stanoveni DZ

e Technikou DCV na m-AgSAE v koncentra¢nim rozsahu
10.107° — 6.10 ° mol.I"* v prostiedi smé&si 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1)
0 pH%0 hodnoté 13,2. Mez stanovitelnosti byla vypoétena na hodnotu
6,6.10° mol.I™".

e Technikou DPV na m-AgSAE v koncentra¢nim rozsahu
10.107° — 2.107® mol.I"* v prostiedi smé&si 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1)
0 pH* o hodnoté 13,2. Mez stanovitelnosti byla vypo&tena na hodnotu
1.10° mol.I™.

2. Byly vypracovany metody pro stanoveni NDZ:

e Technikou DCV na m-AgSAE v koncentraénim rozsahu
10.107° — 4.10"® mol.I™ v prostedi smé&si BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH® 0 hodnoté 10,1. Mez stanovitelnosti byla vypod&tena na hodnotu
5,5.10° mol.I™".

e Technikou DPV na m-AgSAE v koncentra¢nim rozsahu
10.10° a7 2.10° mol.I"* v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1)
0 pH® 0 hodnoté 10,1. Mez stanovitelnosti byla vypoétena na hodnotu
1,7.20° mol.I™".

3. Byla stanovena koncentrace DZ v 1é¢ivu:
Koncentrace diazepamu byla stanovena pomoci metody standardniho
piidavku a citlivéjsi metody DPV v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH
a methanolu (9:1) o pH? 0 hodnoté 13,2 a v prostiedi smési 0,1 mol.1™* NaOH
a pitné vody (9:1) o pH® 0 hodnoté 7,2. Dosazené vysledky jsou shrnuty
v Tab. 5.1.
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Tab. 5.1

Vysledky analyzy DZ (2 mg) vlé¢ivu méfené metodou DPV pomoci metody
standardniho piidavku v prostiedi smési 0,1 mol.I™* NaOH a methanolu (9:1) o pH®

o hodnotg 13,2 a v prostiedi smési 0,1 mol.I”* NaOH a pitné vody (9:1) o pH?

o hodnot¢ 7,2.

Prosttedi Teoreticka Zm¢étena Vytézek
koncentrace koncentrace (%)
(mol.I'™ (mol.I'™)
NaOH + methanol 2,810 1,66.10™° 59,3
NaOH + pitna voda 1,88.107° 67,1

Nizké hodnoty vytéznosti pii analyze DZ v lé¢ivu metodou DPV mohly byt
zpusobeny mens$i hmotnosti deklarované latky v tableté, nebo adsorbovanymi latkami

na povrchu elektrody.

Analyza lé¢iva NDZ nebyla provadéna. Dle zdroju Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv
neni toto lé¢ivo na seznamu léSebnych piipravki, a tudiz neni lékaii v CR
predepisovano. V né&kterych zemich Evropské unie je vydej tohoto 1é€iva vazan

na lékarsky predpis.

58



5. Literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

GERECKE, M. Structure and properties of midazolam compared with other
benzodiazepins. Br. J. Clin. Pharmacol., 1991, vol. 38, p. 154-171.

VARDANYAN, R., HRUBY, V. Synthesis of Essential Drugs. 1st ed. 2006.
ISBN 978-0444521668.

EAGLESON, M. Concise Encyclopedia Chemistry. 1st ed. 1994. ISBN 978-
0899254579.

Remedia Compendium. 3rd ed. Praha 2: Panax, 1999. 772 p. ISBN 80-
902126-5-4.

SZARA, S. |, LUDFORD, J. P. Benzodiazepines: A review of research
results. 1981.

MUSIL, J., NOVAKOVA, 0., KUNZ, K. Biochemie v obrazech a
s ¢ h ® mdst ed. erétha 1: Avicenum, 1976. 368 p.

Principles of forensic toxicology. LEVINE, B. (ed.). 2nd ed. 2003. ISBN 978-
1890883874.

Substance Abuse: A Comprehensive Textbook. LOWINSON, J. H., RUIZ, P.,
MILLMAN, R. B., LANGROD, J. G. (Eds.). 4th ed. 2004. ISBN 978-
0781734745.

PETURSSON, H. The benzodiazepine withdrawal syndrome and its

management. J R Coll Gen Pract, 2006, vol. 89, p. 1455-1459. DOI:
10.1111/j.1360-0443.1994.tb03743.x.

59



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

AYD, F. J. Lexicon of Psychiatry, Neurology, and the Neurosciences. 1995.

ISBN 978-0683002980.

SALAMONE, S. J. Benzodiazepines and GHB: Detection and
Pharmacology. 1st ed. Humana Press, 2001. ISBN 978-0896039810.

SCHATZBERG, A. F., NEMEROFF, C. B. Essentials of Clinical
Psychopharmacology. 2nd ed. 2006. ISBN 978-1585620173.

MARTIN, A., SCAHILL, L., CHARNEY, D. S., LECKMAN, J. F. Pediatric

Psychopharmacology: Principles and Practice. 1st ed. 2002. ISBN 978-
0195141733.

GOLDFRANK, L., FLOMENBAUM, N., LEWIN, N., HOWLAND, M. A.,

HOFFMAN, R.,, NELSON,L.Gol df rank$S t oxi.émhet.ogi c

McGraw-Hill Professional, 1998. ISBN 978-0071360012.

MARLAND, A., SARKAR, P., LEAVITT, R. The Urinary Elimination

Profiles of Diazepam and Its Metabolites, Nordiazepam, Temazepam, and

Oxazepam, in the Equine after a 10-mg Intramuscular Dose. J. Anal. Toxicol.,

1999, vol. 23, p. 29-34.

DESCOTES, J. Human Toxicology. 1st ed. Elsevier Science, 1996. ISBN
978-0444815576.

Benzodiazepines. TRIMBLE, M., HINDMARCH, I. (Eds.). 1st ed.
Routledge, 2001. ISBN 978-1871816433.

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION. Benzodiazepine Dependence,

Toxicity and Abuse. 1990. ISBN 978-0890422281.

60

emer (



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

LULLMANN, H., MOHR, K., WEHLING, M. Farmakologie a toxikologie.
15th ed. Praha: Grada, 2004. ISBN 80-247-0836-1.

FOLSCH, U. R., KOCHSIEK, K., SCHMIDT,R.F.Pat ol ogi ck 8

1st ed. Praha: Grada, 2003. ISBN 08-247-0319-X.

SANTOS, M. M. C., FAMILA, V., GONCALVES, M. L. S. Copper-
Psychoactive Drug Complexes: A voltammetric Approach to Compexation by
1,4-BEnzodiazepines. Anal. Biochem., 2002, vol. 303, p. 111-119.

CARVALHO, L. M., CORREIA, D., GARCIA, S. C., BAIRROS, A. V.,
NASCIMENTO, P. C., BOHRER, D. A new method for the simultaneous
determination of 1,4-benzodiazepines and amfepramone as adulterants in
phytotherapeutic formulations by voltammetry. Forensic Sci Int., 2010, vol.
202, p. 75-81.

FISCHER, J., VANOURKOVA, L., DANHEL, A., VYSKOCIL, V., CIZEK,
K., BAREK, J., PECKOVA, K. YOSYPCHUK, B., NAVRATIL, T.
Voltammetric Determination of Nitrophenols at a Silver Solid Amalgam
Electrode. Int. J. Electrochem. Sci., 2007, p. 226-234.

SANTOS, M. M. C., FAMILA, V., GONCALVES, M. L. S. Square-wave
voltammetric techniques for determiantion of psychoactive 1,4-benzodizapine
drug. Anal. Bioanal. Chem., 2002, vol. 374, p. 1074-1081.

CHAVES, M. E. L., SANTANDER, J. M. P., AGUILERA, A. M. C.,
RODRIGUEZ, R. N., DE CISNERO, J. L. H. Modified carbon-paste
electrodes as sensors for the determination of 1,4-benzodiazepines:
Application to the determination of diazepam and oxazepam in biological
fluids. Sens. Actuators, B, 2006, vol. 115, p. 575-583.

61

fyziol



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

RIBARSKA, J. T., JOLEVSKA, S. T., MILENKOVA, K., GORACINOVA,
K., DODOV, M. G., DIMITROVSKA, A. Simultaneous determiantion of
diazepam and Preservatives in HPMC hydrogel by HPLC. Bull. Chem.
Technol. Macedonia, 2005, vol. 24, p. 103-108.

GIER, J. J., T" HART, B. J. Sensitive determination of diazepam and N-
desmethyldiazepam in plasma. J. Chromatogr., 1979, vol. 163, p. 304-309.

HAWARY, W. F., ISSA, Y. M., TALAT, A. Spectrophotometric
Determination of Diazepam in Pure form, Tablets and Ampoules. Int. J.
Biomed. Sci., 2007, vol. 3, p. 50-55.

TISCIONE, N. B., SHAN, X., ALFORD, I., YEATMAN, D. T. Quantitation
of Benzodiazepines in Whole Blood by Electron Impact-Gas
Chromatography — Mass Spectrometry. J. Anal. Toxicol., 2008, vol. 32, p.
644-652.

WEINFELD, E. R., POSMANTER, H. N., KHOO, K. C., PUGLISI, C. V.
Rapid determination of diazepam and nordiazepam in plasma by electron
capture gas-liquid chromatography : Application in clinical pharmacokinetic
studies. J. Chromatogr., 1977, vol. 143, p. 581-595.

HUANG, W., MOODYT, D. E., ANDRENYAK, D. M., ROLLINS, D. E.
Immunoassay detection of nordiazepam, triazolam, lorazepam, and
alprazolam in blood. J. Anal. Toxicol., 1993, vol. 17, p. 365-369.

CABALKOVA, D., BAREK, J., FISCHER, J., NAVRATIL, T., PECKOVA,
K., YOSYPCHUK, B. Voltametrické stanoveni herbicidu bifenoxu na

stiibrné pevné amalgamové elektrod¢ modifikovanou rtutovym meniskem.

Chem. Listy, 2003, vol. 103, p. 236-242.

62



