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Abstrakt

Tato diplomova prace je vénovana stanoveni kyseliny acetylsalicylové (ASA)
metodou pratokoveé injekéni analyzy (FIA) a sekvencni injek¢ni analyzy (SIA) se
spektrofotometrickou detekci. Princip stanoveni je zaloZzen na rozkladu kyseliny
acetylsalicylové (nebo prislusné acetylsalicylové soli) za vzniku salicylanového iontu a
jeho naslednou interakci Fe*™ iontem v mirné kyselém prostiedi, za vzniku chelataéniho
komplexu Fe(SAL)'. Pro udely analytického stanoveni salicylanu se detekuje nartist
absorbance komplexu v jeho absorpénim maximu. Jako standardni latka byla pouzita
sodna sil kyseliny acetylsalicylové, salicylan sodny.

Praktickou ¢ast lze rozdélit na dva tseky. Prvni Cast je vénovdna optimalizaci
experimentalnich podminek stanoveni, v¢éetné konstrukce pritokové meétici aparatury a
urceni zékladnich charakteristik stanoveni pomoci FIA techniky. Druhd cast prace je
vénovana optimalizaci experimentalnich podminek stanoveni na komeréni aparatuie
FIA Lab 3500 a zjisténim zékladnich charakteristik stanoveni pomoci SIA techniky.

Spolehlivost stanoveni kyseliny acetylsalicylové zvolenymi technikami byla ovéfena
analyzou redlnych farmaceutickych vzorka Acifeinu 250 mg ASA, Anopyrinu 400 mg
ASA a Acylpyrinu 500 mg ASA. Ziskané vysledky analyz vSech farmaceutickych
vzorkli dokladaji vhodnost této metody pro stanoveni kyseliny acetylsalicylové.

Hodnoty zékladnich charakteristik a obsahy analyzované latky ve vzorcich byly
vyjadteny v koncentracich mg L' ASA. P¥i FIA uspotadani bylo mozné dosahnout
limitu detekce (LOD) 0,540 mg L', limitu stanovitelnosti (LOQ) 1,802 mg L™ a
opakovatelnosti (RSD) 0,71 %. Pfi SIA uspotadani byl zjistén LOD 0,120 mg L™, LOQ
1,082 mg L' a RSD 0,72 %.

Kli¢ova slova

Pritokova injekéni analyza (FIA), Sekvenéni injekéni analyza (SIA), kyselina

acetylsalicylova, spektrofotometrické detekce, farmaceutické piipravky



Abstract

This diploma thesis is focused on the determination of acetylsalicylic acid using two
methods of flow analysis; Flow Injection Analysis (FIA) and Sequential Injection
Analysis (SIA) with spectrophotometric detection. The principle of determination is
based on the acetylsalicylic acid decomposition to give salicylic ion. This ion reacts
subsequently with Fe*™ jon in acidic solution leading to colored chelating complex
Fe(SAL)". The increase of absorbance of this complex in its absorption maximum was
used for analytical determination. Sodium salicylate (sodium salt of acetylsalicylic acid)
was used as a standard substance.

In the first part of this work, experimental arrangement for flow injection analysis
was setup. Continuously the optimization of experimental conditions of acetylsalicylic
acid determination was performed to obtain the higher sensitivity. Under the optimal
conditions the basic characteristics of determination was measured. In the second part of
this work, the commercial experimental instrument FIA Lab 3500 was used for
determination. Optimization of experimental conditions and basic characteristic of
determination by sequential injection analysis was performed as well.

Developed methods for determination of acetylsalicylic acid with selected technique
were verified by analyzing real pharmaceutical samples Acifein 250 mg, Anopyrin
400 mg and Acylpyrin 500 mg. The results of analysis of pharmaceutical samples
demonstrate the suitability of this method for the determination of acetylsalicylic acid.

The basic characteristics obtained for both developed techniques and the
concentration of analyzed substance in samples were expressed in mg L™ concentration
units. For the FIA technique the limit of detection (LOD) 0.540 mg L™, the limit of
quantification (LOQ) 1.802 mg L and repeatability (RSD) of 0.71% were achieved.
For the SIA technique LOD 0.120 mg L™, LOQ 1.082 mg L™ and RSD 0.72% were

obtained.

Keywords

Flow injection analysis (FIA), Sequential injection analysis (SIA), Acetylsalicylic
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Seznam zkratek a symbolil

A — absorbance

AAS — atomova absorpcni spektrometrie (Atomic Absorption Spectrometry)
ASA — kyselina acetylsalicylova

BI — Bead Injection

B. R. pufr — Brittoniiv-Robinsoniiv univerzalni pufr
BW — Boxcar Width — umoznuje v programu SpectraSuite, od firmy

OceanOptic, nastavit ,,hladkost* prib&hu piku

COX-1 — konsekutivni forma enzymu cyklooxygenasy

CFA — kontinudlni pratokova analyza (Continuous Flow Analysis)

DS — davkovaci smycka

£ — molarni absorpéni koeficient [L cm ™' mol™]

AE; ot —rozdily energetickych rotacnich, vibra¢nich a alektronovych hladin

AE i —rozdily energetickych rotacnich, vibra¢nich a alektronovych hladin

AEq —rozdily energetickych rotacnich, vibra¢nich a alektronovych hladin

FIA — Pritokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis)

O, Oy — prochazejici a dopadajici svételny tok

IUPAC  —mezinarodni unie pro ¢istou a uZitou chemii (International Union of Pure
and Applied Chemistry)

ISE — iontové selektivni elektroda

A — vlnova délka absorpéniho maxima [nm]

L, HL — ligand, ligandova kyselina

LOD — limit detekce (Limit Of Detection)

LOQ — limit stanovitelnosti (Limit Of Quantification)

LOV — pritokova detekcni cela je soucasti nastavee na vicecestny selekéni ventil

(Lab-on-Valve)

MO, MO* — vazebny a antivazebny molekulovy orbital

pKa — disocia¢ni konstanta
RS — reak¢ni smycka
RSD — relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)

SALNa  —salicylan sodny

SFA — segmentovana prutokova analyza (Segmented Flow Analysis)



SIA — Sekven¢ni injekEni analyza (Sekvential Injection Analysis)

SIC — Sekvenéni injek¢éni chromatografie (Sekvential Injection
Chromatography)

SPE — extrakce na tuhou fazi (Solid Phase Extrction)

T — transmitance

ti — integracéni Cas [ms]

t; — Cas reaktantll v reakéni smycce [s]

UV/VIS  —ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zafeni

vC — vybarvovaci &inidlo (roztok Fe(NOs); v 12 x 10~ mol L™ H,SO4)

V(DO) — rychlost priitoku nosného toku detekéni celou [pL s™'; mL min ']

V(H20) — rychlost priitoku/aspirace deionizované vody [pL s '; mL min ']

VisaLNay  — rychlost pritoku/aspirace salicylanu sodného [pL s™'; mL min ']

Vo) — rychlost priitoku/aspirace vybarvovaciho ¢inidla [pL s™'; mL min ']

ZS — zadrzovaci smycka



1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat metodu stanoveni kyseliny
acetylsalicylové vybranymi pritokovymi technikami, a to metodou priitokové injek¢éni
analyzy (FIA) a sekven¢ni injekéni analyzy (SIA), ob¢ se spektrofotometrickou detekci.
Detekce ve viditelné oblasti svételného zafeni byla zalozena na tvorbé fialového
chelata¢niho komplexu salicylanového a Zelezitého iontu v prostfedi mirné kyselého
pH.

Bylo tfeba nalézt optimdlni podminky stanoveni kyseliny acetylsalicylové
na sestavené FIA a komer¢ni SIA aparatufe. V souvislosti stim urcit zakladni
charakteristiky obou metod, vzdjemné porovnat dosazené vysledky (charakteristiky
stanoveni) a v neposledni fad¢ aplikovat optimalizované¢ metody stanoveni kyseliny

acetylsalicylové pro analyzu redlnych farmaceutickych vzorka.

-10 -



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Prutokové metody

Pritokové neseparacni metody jsou kinetické metody analyzy zaloZené na méfeni
v proudu nosné kapaliny [1]. Pro analyzy mtize byt pouzita kazdd chemicka reakce,
kterda je dostateCné¢ citlivda a jejiz produkt je detekovatelny instrumentdlnimi
analytickymi metodami, napf. enzymatické, redoxni, katalytické reakce, tvorba
komplext aj. Pratokové analytické metody umozZnily automatizovat slozité postupy pii
analyze velkych sérii vzorkll instrumentdlnimi metodami, a tak podstatnym zpisobem
zvysit produktivitu zejména rutinnich stanoveni v analytickych laboratotich.

Kontrolovand disperze za pfesné¢ dodrzovanych konstantnich experimentéalnich
podminek zarucuje vysokou reprodukovatelnost vysledkl, 1 kdyz je miseni vzorku a
¢inidla neaplné, chemickd reakce nedosahuje rovnovédhy a ziskany signal je
nestaciondrni [2]. Velmi vykonné a vSestranné pritokové techniky jsou principialné
jednoduché, pfitom obecné piesnéjsi a spolehlivéjsi nez manudlni provedeni analyz.
Vylouceni odmétovani ¢inidel a dopliiovani objemti vyrazné snizuje spotiebu ¢inidel a

zvySuje presnost dil¢ich krok.

Priitokové neseparacni metody:
1. Metoda CFA — kontinualni pritokova analyza
2. Metoda SFA — segmentovana pratokova analyza
3. Metoda FIA — pritokova injekéni analyza
4. Metoda SIA — sekvenéni injek¢éni analyza
5. Metoda SI-LOV — Lab-on-Valve — analyza (laboratot) na ventilu

Priitokové separani metody:

1. Metoda SIC — sekven¢ni injekéni chromatografie

2. Metoda BI — bead injection

-11 -



2.1.1 Prutokova injekéni analyza

Druha generace prutokovych metod — pritokova injekéni analyza (Flow injection
analysis — FIA) [3] je zalozena na davkovani zony kapalného vzorku davkovacim
ventilem do kontinudlniho nesegmentovaného nosného proudu kapaliny vhodného
slozeni [4]. Pohybem zény vzorku vnosném toku dochdzi k smiseni
s reakénim ¢inidlem, za vzniku detekovatelného produktu reakce vhodnych
analytickych vlastnosti, viz. Obr. 2.1. Méfena fyzikalni veli¢ina se plynule méni
v disledku koncentraéniho gradientu reakéniho produktu plynule unaseného
detektorem. Zaznamenavany signadl ma tvar piku, rozmyti je zapfi¢inéno disperzi
nadavkovanych zon a nosného proudu, jehoz vyska a plocha zavisi na koncentraci
analytu. Detekce probiha pfed dosazenim chemické rovnovahy, proto je velice dilezité
jednotlivé kroky analyzy presné ¢asové definovat, aby byla zajiSténa maximalni mozna

reprodukovatelnost méteni.

ANALYT REAGENT PRUTOKOVY DETEKTOR

Obrazek 2.1 Schéma toku a disperze roztokii ve FIA [5]
A — nadavkovani zomy analytu do nosného proudu s cinidlem, B — smiseni analytu a cinidla,

C — priichod koncentracniho gradientu vytvareného komplexu detektorem

Nejjednodussi systém FIA aparatury je tvofen peristaltickou pumpou generujici
jednosmérny konstantni tok nosného proudu rozlisného slozeni (voda, reakéni ¢inidlo,
pufr, rozpoustédlo). Manualnim nebo programovatelnym davkovacim ventilem dochazi
k plnéni davkovaci smycky (DS) a naslednému injikovani pfesného objemu vzorku do
systému. Davkovany objem je limitovan zajiSténim dikladného promiseni analytu
s reakénim ¢inidlem a zamezenim rozdvojeni pikt, vlivem vytvoteni produktu pouze na

okrajich davkované zony vzorku (az stovky upL). Pritokova cela s mikrolitrovym

-12 -



objemem, ktery zabraiiuje rozmyvani piku, s pfipojenim detektoru umoziuje zdznam
signalu. Jednotlivé ¢asti aparatury nejCastéji propojuji teflonové nebo polyethylenové
hadi¢ky o malém priméru (0,5 — 0,8 mm).

Zpusob detekce FIA systém nijak neomezuje a byva volen na zaklad¢ vlastnosti
analyzovanych latek a pouzitém chemismu reakce (UV/VIS spektrofotometrie,
fluorimetrie, AAS, potenciometrie, konduktometrie,...). Pfevod vzorku do stavu
vhodného k detekci a kvantifikaci se d€je pomoci analytickych operaci kontinudlné
piimo v pritokovém systému [6].

Ptevedeni znamého popsan¢ho manualniho stanoveni dané latky do uspotadani FIA
vyzaduje experimentalni ovéfeni a optimalizaci jednotlivych parametri majicich na
stanoveni vliv [7]. NejCastéji se jednd o objem davkovaného vzorku, pritokovou

rychlost, délku reakénich smycek (RS) modifikujici disperzi zon a koncentraci ¢inidel.

Vyhody:
- jedna z velmi vykonnych a vSestrannych technik (60 — 120 analyz za hodinu)
- principialné jednoduchd, ekonomicky nenaro¢na
- automatizace chemickych analyz vylucujici subjektivniho vlivu lidského faktoru
- uzavieny systém branici kontaminaci vzorkl

- kratka reakéni doba

Nevyhody:

nutny fyzicky zdsah do aparatury pii zméné objemu davkovaci nebo reakéni
smycky

- nelze ménit podminky v pribéhu analyzy

- ptimy kontinudlni tok nosného proudu

- mal4d mechanicka i chemick4 odolnost pouzivanych propojujicich hadic¢ek vici
silnym kyselindm, bazim a organickym rozpoustédlim

- Vvétsi spotfeba kontinudIné Cerpanych ¢inidel

Jednoduchost, spolehlivost, robustnost a vysoka reprodukovatelnost FIA techniky
poskytuje aplikace [8] v rozliSnych odvétvich lidské ¢innosti jako je potravinaistvi,
zeméd€lstvi, zdravotnictvi [7, 9-11], farmacie [12] (stanoveni obsahu ucinnych

latek [13], disolucni testy, zjiStovani vazeb na bilkoviny), aj.

- 13-



2.1.2 Sekvenéni injekEni analyza

Sekvencni injek¢ni analyza (Sequential injection analysis — SIA) byla vyvinuta
vroce 1990 kolektivem pracovnikli z University of Whasington, pod vedenim
prof. Ruzicky a Marshalla [1]. Tvofi vylepSenou druhou generaci pratokovych metod
vychazejici z odstranéni nedokonalosti z FIA a pfipojenim fady dalSich vyhodnych
vlastnosti, zni ¢inici velmi praktickou, rychlou, téméf univerzalni a progresivné se
rozvijejici techniku. OdliSny princip SIA vyuzivd méfeni v odliSnych cyklech
nesegmentovan¢ho piimého a zpétného toku nosného proudu, za kontroly parcialni
disperze, vzdy tizeného pfesné a synchronné pomoci pocitace.

Zaklad SIA systému tvoii jednokanalova nizkotlakd obousmérnd pistovd pumpa,
spojena s dvoucestnym selenoidnim ventilem, navazujici na misici civku a vicecestny
selekéni ventil propojeny s prutokovou celou detektoru [5]. NejbéznéjSim se stal
Sesticestny ventil, ale existuji 1 ventily s 10 az 28 vstupy. Do priutokového systému
mohou byt zakomponovany prvky, které umoziuji analytické operace preménujici
vzorek do stavu vhodného k detekci a kvantifikaci (napt. fedéni ptili§ koncentrovanych
vzorktli, zakoncentrovani vzorkli obsahujicich stopové mnozstvi analytu, redukce,
modifikace matrice, dialyza, plynova difuze, extrakce, reakce simobilizovanymi
enzymy). Zakladnimi poZadavky na pumpu v SIA systému jsou piesnost,
reprodukovatelnost a obousmérny bezpulzni tok.

Pomoci synchronizované naprogramovanych pohybl pistové pumpy a piepinani
pozic selekéniho ventilu dochédzi k nasati malych objeml vzorku a Cinidel do misici
civky, kterd zabranuje jejich vniknuti do pumpy [14]. Naslednd zména toku nosného
proudu vyvold dikladné promiseni zon, s daleko mensi disperzi nez ve FIA, jak je
patrné z Obr. 2.2. Cinidly pfeménény analyt je transportovan do pritokové cely
detektoru. Ridicim programem slozenym z piikazii pro pistovou pumpu a selekéni
ventil je u automaticky provadénych analyz zajiS§téna piesnd synchronizace a
opakovatelnost jednotlivych krokl, nezbytnd pro ziskdni reprodukovatelného

koncentracniho gradientu produktu vznikajiciho v misté pferyvu zon reagenti.

- 14 -
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Obrazek 2.2 Schéma toku a disperze roztokii v SIA [5]

A, B — aspirace analytu a reakcnich cinidel, C — tvorba reakcniho produktu na rozhrani nadavkovanych

zon, D — promichani zon opacnym tokem nosného proudu, E — transport produktu do detektoru

Davkovani cinidel selekénim ventilem propojujicim pfislusné pozice po zvolenou

dobu umoziuje pohodIiné¢ ménit aspirované objemy bez zasahu do aparatury. Pouzitim

pumpy zajistujici obousmérny bezpulzni nosny tok poskytuje moznost zastaveni

transportu reagentd v jakékoliv fazi analyzy (Stoped-flow metoda), vyuzivano u reakci

s pomalou kinetikou.

Vyhody:

vyrazné mensi spotfeba vzorkll i ¢inidel je vyhodna pro praci s drahymi,
vzacnymi nebo nebezpecnymi latkami — mensi produkce odpadu

robustnost, spolehlivost

zména konfigurace v programovém nastaveni

diky zpétnému toku nizsi disperze oproti FIA

Nevyhody:

mensi pocet analyz za jednotku Casu

vy$§i naroky na pocitacovou techniku a programové ovladani
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Od roku 1990 bylo publikovano téméf sto praci zabyvajicich se automatickym
stanovenim vétSiny béznych anorganickych iont, organickych latek, farmaceutickych
uc¢innych latek [15]. Aplikace techniky SIA [16] se uplatiiuji v nepfeberném mnoZstvi
analyz napt. disolu¢ni a stabilitni testy l€kovych forem [17, 18], analyzy vod [19] a
potravin [20, 21], on-line pfeduprava vzorkl [22], slozek zivotniho prostiedi [23] a

mnoho dal§ich bioanalytickych, diagnostickych a kontrol kvality.

2.1.3 Lab-on-Valve

Tteti generace pritokovych metod piinesla pfevratné feSeni v podobé Lab-on-Valve
jednotky (LOV) [24]. Tato modifikace SIA systému zahrnujici soustiedéni davkovacich
kanald, véetné pratokové detekéni cely o priméru 0,5 mm, pfimo na vicecestném
selekénim ventilu, pomoci ukotvené¢ho plastového bloku. LOV jednotka umoziuje
zmensSeni pritokovych ¢asti systému a diky velkému poméru objemu k ploSe nedochazi
piispiva ke zmensSovani objemt reagentii (uL) 1 vlastni aparatury. Cely systém je tvofen
pistovou pumpou, zadrzovaci smyckou (ZS), selekénim ventilem s LOV jednotkou a
detektorem.

SIA-LOV je vyuzivdna jako zaklad pro mikroSIA, Bead Injection, sekvenc¢ni
injek¢ni afinitni chromatografii (SIC). Lze pouzit spektrofotometrickou i1 fluorescen¢ni
detekci. Uplatnéni postupné naléza v analytickych i1 farmaceutickych analyzach a jako
davkovaci prvek v elektronové hmotnostni spektrometrii a kapilarni elektroforéze [3].

Publikované aplikace zahrnuji bioanalytické testy v medicing, farmacii, zivotnim

prostiedi a analyze potravin [25].
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2.2 Molekulova absorpcni spektrofotomerie

Spektrometrie je diky své rychlosti, experimentalni nendrocnosti a citlivosti jednou
znejvice vyuzivanych metod pii stanovovani latek v roztocich [4]. Princip metody
spoCiva v absorpci elektromagnetického zafeni (Obr. 2.3) v ultrafialové a viditelné
oblasti (200 az 800 nm). Pozorovand barva latek odpovida dopliikové barvé pro barvu

absorbovaného zareni v rozsahu 380 — 770 nm.

E [eV]
104 102 1[)0 10'2 ]0'4 10-6
1 1 | | | |
Vem!]
10° 10° 10* 10° 10" 1072
1 1 1 I 1 1
v |Hz|
10" 10" 10 10" 10"
1 1 ] 1 1 1
A
0,1 nm 200 nm400 nm 800nm 2,5 pum 25 pum 500 pm 1cm 1m
1 1 1 1 1 1
Zareni: vakuove| blizké | 2 [ bizké [stiedni| datexe
. 2 mikrovinné | radiofrekvencni
rentgenove ultrafialové | = infragervené
-
rentgenovi ultrafialova a infradervens elektronova nuklearni
‘kg PN viditelna Infracery enz‘l paramagneticka magneticka
spektrometrie spektrometric spektrometrie rezonance rezZonance

Obrazek 2.3 Elektromagneticé zareni a prislusné spektrometrické metody [26]

Ptimé stanoveni analytu je umoznéno obsahem chrakteristickych skupin v molekule
organickych latek (chromofory), umoziujicich absorpci zafeni urCité vinoveé délky,
poskytujici dostatecnou energii pro prevedeni do excitovaného stavu. Az na vyjimky
kovy tuto schopnost nemaji, proto se stanovuji jako produkty reakci s organickymi

latkami, poskytujici barevné komplexy.
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2.2.1 Molekulové orbitaly a spektra
Interakci dvou atomovych orbitali vznikaji dva molekulové orbitaly (MO, MO*)

s riznou energii, viz. Obr 2.4.

E® — ® — @

H=H
A
k. H Eﬁf*_ _n\\ «H
g 30 S, B2 ol
AD el ,y i AD
MO

Obrazek 2.4 Vznik molekulovych orbitalit vodiku [27]

Za normalnich podminek se molekula nachazi v zakladnim elektronovém stavu,
tvofeny souctem elektronove, vibraéni a rotacni energie, a vazebny el. par je obsaZen ve
vazebném MO s niZ§i energii.

Absorpce zafeni potiebné energie excituje molekuly na vyssi el. hladiny MO™, které
jsou $tépeny na vibra¢ni energetické podladiny vibracnim pohybem atomu kolem svych
rovnovaznych poloh danych chemickou vazbou [26]. Molekula jako celek vykonava
také rotacni pohyb Stepici vibra¢ni hladiny na rota¢ni podhladiny. Rozdil energie mezi
jednotlivymi hladinami je velmi maly a plati, Ze AEo << AE,irx << AE¢. UV/VIS zéfeni
poskytuje dostatecnou energii ke zméné elektronového stavu molekuly.

Vysledné detekované spektrum absorbovaného zifeni se jevi jako péasové z divodu
splyvani jednotlivych ptfechodd [27]. V roztocich jsou vysledné pasy Sir§i vlivem

solvatovaného rozpoustédla na vibrace a rotace molekuly.

- 18-



2.2.2 Lambert-Beerlv zakon
Me¢éieni absorbovaného monochromatického zareni uréené podilem svételného toku
propusténého latkou po absorpci @ a vstupujiciho toku @, je definovano jako

transmitance — T (2.1).

(2.1)

Dekadicky logaritmus pfevracené hodnoty transmitance se nazyva absorbance — A
(2.2).

D
A= logé = — logT
(2.2)

Pro posuzovéni absorpce zafeni vzorkem je méfend velikost jedné z téchto velicin
vynaSena v zavislosti na vlnovych délkach pouzitého zatfeni jako absorpcni spektrum
umoznujici kvalitativni analyzu. Kvantitativni analyzu lze provézt na zékladé vztahu
Lambert-Beerova zékona, definujici absorbanci pfimo imérnou koncentraci absorbuyjici

latky a tloust'ce absorbujici vrstvy, rovnici (2.3),

A= &g Xc =L
(2.3)

kde ¢ je molarni koncentrace [mol L '], L délka absorbujici vrstvy [cm], & molarni absorp&ni
koeficient [L cm ' mol '].
Absorbance je aditivni veli¢ina, obsahujici soucet absorbanci vSech latek v roztoku,

které pfispivaji absorpci zafeni dané vinové délky.
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2.3 Kyselina acetylsalicylova

Acidum acetylsalicylicam ( synonymum Acidum acetylosalicylicum)
Je to kyselina 2-acetoxybenzoova, Obr. 2.5.
Pocitano na vysusenou latku, obsahuje 99,5 % az 101,0 % slou¢eniny CoHgOy.
M =180,16
CAS 50-78-2

O

Obrazek 2.5 Kyselina acetylsalicylova, kyselina 2-acetyloxybenzoova

Substituci vodiku fenolického hydroxylu kyseliny salicylové pomoci acetanhydridu
vznikd jeden z nejvyznamnéjSich derivath kyselina acetylsalicylova [28]. Vznikajici
bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly kyseliny (pKa = 3,5) jsou obtizné
rozpustné ve vode¢, snadno rozpustné v ethanolu 96%, dobie rozpustné v etheru. Taje pti
asi 143 °C (stanoveni v kovovém bloku) [29]. Vlivem vzdu$né vlhkosti, svétla a tepla
dochazi k pozvolnému rozkladu kyseliny acetylsalicylové za odStépeni acetylové
skupiny na slab¢, rizoveé zbarvenou smés kyseliny salicylové a octové. Hydrolyza je
urychlovana kyselym prostfedim, které je poskytovano samotnou povahou
slouceniny [30].

Kyselina acetylsalicylova je latka majici vSechny vlastnosti typické pro nesteroidni
protizanétlivé latky, jejichz ucinnost spole¢né s analgetiky-antipyretiky, je s ni jako
standardem porovnavdna [31]. Farmakologické vlastnosti ASA majici v lidském
organismus analgetické, antipyretické, ve vysSSich davkach protizanétlivé a v malych

davkach antiagregacni uCinky [32].
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Mechanizmus ucinku kyseliny acetylsalicylové je tvofen neselektivni inhibici
cyklooxygenasy. Acetylace aktivniho mista izoformy COX-1 vede k ireverzibilni
blokad¢ [31]. Cyklooxygenasa je klicovy enzym odpovédny za vznik prostanoida
ucastnicich se fady fyziologickych procest s vyznamnym podilem na rozvoji horecky,
bolesti a zanétu.
let [33]. Déle se mohou pii uzivani tohoto Iéku objevit gastroduodendlni potize,
krvaceni, porucha krvetvorby a pseudoalergické stavy (astma, vyrdzka,...) zplisobené
zménou tvorby eikosanoidu.

Resorpce kyseliny acetylsalicylové pokozkou 1 sténou zaludku a stfeva probiha velmi
rychle pfevdzné v nezménéném stavu, kdy maxima dosahuje do 2 hodin po per os
podani [28]. Rizné substituované derivaty kyseliny salicylové podl€¢haji v organismu
hydrolyze na volnou kyselinu, vylu¢ovanou ledvinami z 10 % v nezménéné formé, dale
jako etherglukuronid, esterglukuronid a glykolovou konjugaci ve formé kyseliny
salicylurové. Salicylaty mohou volné€ ptechazet pies placentarni bariéru i do matetského

mléka.

2.3.1 Vznik chelataénich komplexu

Roztoky aromatickych hydroxyslou€enin tvoii s Zelezitymi ionty charakteristické
barevné reakce dané tvorbou komplexnich sloucenin. Této vlastnosti se vyuZivalo ke
stanoveni fenolu reakci s chloridem Zelezitym, pod ndzvem Uffelmannovo ¢inidlo.
Karboxyl a hydroxyl v orto- poloze zajiStuje schopnost salicylani tvofit stejné
chelatacni komplexy.

VétSina komplexnich sloucenin vyuzivanych v analytické chemii obsahuje jeden
centralni atom (iont kovu) a mnozstvi navazanych ligandii ovliviiuje jejich koncentrace
v roztoku [4]. Rozdilnych vlastnosti kovového iontu vdzan¢ho v komplexu od volné
formy lze vyuzit v analytickych metodach.

Chelaty jsou komplexy, ve kterych se na centralni iont vaze jeden ligand
prostifednictvim dvou nebo vice donorovych atomi, za vzniku chelatového kruhu.
Nejstabiln€jsi komplexy obsahuji pét nebo Sest chelatovych kruhii vytvotfenych z péti

nebo Sesti donorovych atomd.
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V roztoku jsou centrdlni iont i ligandy solvatovany molekulami rozpoustédla
blokujici elektronovy par nutny pro vytvofeni vazby mezi koordinacnimi misty obou
astic [34]. Ligand predstavuje bazi (L) umoziiujici vazat oxoniovy iont (H;O") a
v roztoku byt ve formé ligandové kyseliny (HL), oproti hydratovanému centralnimu
iontu (M), tvoftici kyselinu schopnou hydrolyzovat za vzniku hydroxidovych komplext
(OH). Pro pftijeti jednodonorového ligandu je tedy nutné odstépit jednu molekulu
koordinovaného rozpoustédla =z centralniho atomu. Miru uvolnénych molekul
koordinovaného rozpoustédla v jejich nadbytku detekovat nelze, ale zméfenim pH
roztoku je mozné kvantitativné stanovit uvolnéné H;O" ionty.

Velice omezend disociace kyseliny acetylsalicylové v siln€¢ kyselém prostiedi a
vysoké koncentrace vodikovych kationt zplisobuji vytésnéni centralniho iontu zeleza
z komplexu [35]. V mirn¢ kyselém prostiedi vzrasta disociace ASA (pH 3,5 = 50 %
v ionizované form¢) a tim kompetice salicylanovych ligand o vazbu do koordina¢niho
mista centralniho iontu sH;O'. Podle rovnice (2.4) vznikd monojaderny,
dvoudonorovy, kladné nabity komplex Fe(SAL)" skoordinaénim ¢&islem dvé.
Postupnym zvySovadnim pH nariista obsah volného ligandu SAL™ v roztoku coz
umoziuje vznik vyssich komplext Fe(SAL), a Fe(SAL);>. V extrémné alkalickém
prostiedi vysoka koncentrace ligandit OH postupné vytésiuje salicylanové ligandy za
tvorby smésnych komplext (typu MLx(OH)y). MiiZze dochéazet i celkovému rozkladu a

pievodu salicylanového chelatu na hydroxidovy komplex.

i 3+ Q OH,
OH, 0 /
o- HZO,,,‘II: 2 OH, H % | .OH,
+ e [ Fe:' + +
+Na* + H20/| ~OH, or \ +Na*+H"+2 H0
OH OH, / OH,
H,O

- - (2.4)
Pii pH niz$i nez 2 komplex nevznikd, vrozmezi pH 2 aZz 4 — tvorba fialového

Fe(SAL)", pH mezi 4 az 9 pievazuje tmavé Serveny Fe(SAL), a pfi pH vys§im nez 9 je

dominantni formou oranzovy Fe(SAL);”" [36].
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2.3.2 Metody stanoveni kyseliny acetylsalicylové
2.3.2.1 Lékopisné zkousky totoznosti

Pievzato z Ceského 1ékopisu [29].
A. Infracervena absorp¢ni spektrofotometrie. Porovnani s kyselinou acetylsalicylovou
CRL.
B. Ke 0,2 g se ptidaji 4,0 ml hydroxidu sodného ziedéné¢ho RS a roztok se 3 minuty
vafi. Po ochlazeni se ptida se 5,0 ml kyseliny sirové zfedéné RS. Vyloucena krystalicka
srazenina se odfiltruje, promyje a vysusi pii 100 °C az 105 °C. Teplota tani je 156 °C az
161 °C.
C. 0,1 g se promisi ve zkumavce s 0,5 g hydroxidu védpenatého R. Smés se poté zahiiva,
vyvijeji se dymy, které zbarvi filtra¢ni papir navlhéeny 0,05 ml nitrobenzenaldehydu RS
zelenomodie nebo zelenozluté. Zabarveni papiru se zvlhéeni kyselinou
chlorovodikovou zfedénou RS zméni na modré.
D. Asi 20 mg srazeniny ze zkouSky B se zahtatim rozpusti v 10,0 ml vody R a ochladi
se. Tento roztok vyhovuje zkousce na salicylaty (K 1 mL piedepsaného roztoku se ptida
0,5 mL roztoku FeCl; PS1; vznikne fialové zbarveni, které se pfidanim 0,1 mL kyseliny

octové RS nezméni).

2.3.2.2 Lékopisné stanoveni obsahu

Pievzato z Ceského 1ékopisu [29].
1,000 g se rozpusti v baiice se zabrousenou zatkou v 10,0 ml lihu 96% R a ptida se
50,0 ml hydroxidu sodné¢ho 0,5 mol L' VS. Batika se uzavie a necha se stat 1 h. Potom
se prida 0,2 ml fenolftaleinu RS jako indikatoru a titruje se kyselinou chlorovodikovou
0,5 mol L' VS. Provede se slepa zkouska. 1 ml hydroxidu sodného 0,5 mol L' VS
odpovida 45,04 mg CoHgOy.
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2.3.2.3 DalSi metody stanoveni

V Tab. 2.1 jsou wuvedeny dal§i publikovan¢é metody stanoveni kyseliny
acetylsalicylové pomoci pratokového usporadani méteni.
Tab. 2.1 Metody stanoveni acetylsalicyloveé kyseliny
Linearni
Vzorek  Metoda stanoveni Detekce LOD Citace
rozsah
N 25-250 4,0
tableta FIA, Fe3 529 nm [37]
mg L™ mg L™
. o 0,045
- SPE, lantanoidy Luminiscence - ] [38]
pg mbL-
Kineticka
spektrofotometrie 0,72-9,0 0,35
tableta ' 410 nm ] ] [39]
cobalt(II)-1-nitroso- mg L~ mg L~
2-naphthol
SIA, Pritokova
o o , , 0,05—10 0,05 x 107
tableta  Salicylat selektivni  Potenciometrie ] [40]
x 107 mol L~ mol L™
eletroda
FIA, Pritokova
o . . . 0,05 -50
tableta  Salicylat selektivni  Potenciometrie — [41]
x 10* mol L™
eletroda
. . 4,0 —40
tableta FIA, ISE Potenciometrie 5 ] — [42]
x 10 mol L™
FIA, Kompozitni
e , . . 170 - 590 5,0 X 1073
tableta uhlikova elektroda, Potenciometrie ] [43]
x 107 mol L~ mol L™
K;[Fe(CN)s]
5-120 0,135
ASA FIA, SPE 297 nm ] ] [44]
mg mL~ mg mL~
) . 0,025-1,250  5,5x107
sérum SPE, Fe3 — ] ] [45]
pg mlL- pg mlL-
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3 Experimentalni Cast
3.1 Chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie a roztoky tvofily Salicylan sodny 99% (Penta, CR), dusi¢nan
zelezity nonahydrat 97% (Sigma-Aldrich, USA), kyselina sirovda 95% (Merck,
Némecko), hydroxid sodny p.a. (Chemapol, CR), Robinsontiv—Britoniv univerzalni
puft (k dispozici v laboratofi) [46], deionizovana voda, Acifein® (Herbacos Recordati,

CR), Anopyrin® 400 mg (Zentiva, SK), Acylpyrin® (Herbacos Recordati, CR).

3.2 P¥istroje a programy

M¢éieni bylo provedeno pomoci spektrofotometru Agilent 8453 (Agilent
Technologies 2001-2010, USA), mini deuterium halogenového zdroje zafeni
DT-MINI-2GS 200 — 1100 nm s vlaknovou optikou (Ocean Optics, USA), spektrometru
HR 4000 (Ocean Optic, USA), optickych vldken QP-600-2-UV/VIS-SR o praméru
600 pum (Ocean Optics, USA), semi-mikro analytickych vah Sartorius RC 210 D
(Sartalex, CR), komeréni aparatury FIA/SIA FIA Lab 3500 (FIAlab Instruments, USA),
pH metru AD 1000 (Adwa, Mad’arsko), ultrazvukové Cisticky Elmasonic E30 H (Elma,
Némecko), aparatury na deionizovanou vodu Mili QPLUS (Milipore, USA). Aparatura
FIA se skladala z peristaltické pumpy C. P. 78017-20 (Ismatec, USA), peristaltické
pumpy Masterflex L/S (Cole-Parmer instrument company, USA) priitokové 1 cm Z-cely
(Ocean Optic, USA), Sesticestného nizkotlakého davkovaciho ventilu 5125 (Rheodyna,
USA), teflonovych davkovacich a reakénich smyc¢ek o objemu 40; 100; 150; 250; 330 a
400 pL (pramér hadicky 0,5 mm) vlastni vyroby (VICI Valco, USA), propojujicich
tygonovych hadicek (praimér 0,76 mm) (Cole-Parmer, USA), T-spoje.

K ovladani ptistroji a vyhodnoceni dat slouzily programy UV-Visible ChemStation
B.04.01 (61) (Agilent Technologies 2001-2010, USA), fidici software FIAlab pro
Windows 5.0 (FIAlab Instruments, USA), SpectraSuite (Ocean Optic, USA), Microsoft
Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA) a Origin 6.0 (OriginLab, USA).
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3.3 Priprava zasobnich roztoku

Zésobni roztok o koncentraci 2,5 x 10~ mol L™ salicylanu sodného (SALNa),

CsH4OHCOONa (Mr = 160,11), byl ptipraven rozpusténim 0,1 g pevného SALNa

v deionizované vod¢ a doplnénim do 250 mL odmérné banky.

Zasobni roztok o koncentraci 3,0 mol L™ Kyseliny sirové, (H,SO,) (Mr = 98,08;

p = 1,834 g cm ), byl ptipraven natedénim 40 mL 95% kyseliny sirové deionizovanou

vodou v 250 mL v odmeérné barce.

Zasobni roztok vybarvovaciho ¢inidla (VC):
o koncentraci 5,0 x 10 mol L™ dusi¢nanu Zelezitého, Fe(NO3); x 9 H,O
(Mr = 403,99), v 12,0 x 10~ mol L™ Kkyseliné& sirové, byl piipraven rozpusténim
0,505 g pevného dusicnanu Zelezit¢tho v deionizované vod¢, piidanim
1,0 mL 3,0 mol L' kyseliny sirové a doplnénim deionizovanou vodou v 250 mL
odmérné bance
o koncentraci 5,0 x 10 mol L™ dusi¢nanu Zelezitého, Fe(NO3); x 9 H,O
(Mr =403,99), BEZ pridavku kyseliny sirové, byl piipraven rozpusténim 0,202 g
pevného dusi¢nanu Zelezit¢ho a doplnénim deionizovanou vodou v 100 mL
odmérné bance
o koncentraci 2,5 x 10~ mol L™ dusi¢nanu Zelezitého, Fe(NO3); x 9 H,0
(Mr = 403,99), v 12,0 x 10~ mol L™ Kkyseliné& sirové, byl piipraven rozpusténim
0,253 g pevného dusi¢nanu Zelezitétho v deionizované vod¢, piidanim
1,0 mL 3,0 mol L' kyseliny sirové a doplnénim deionizovanou vodou
v 250 mL odmérné baiice
o koncentraci 1,0 x 107 mol L™ dusi¢nanu Zelezitého, Fe(NO3); x 9 H,O
(Mr = 403,99), v 12,0 x 10~ mol L™ Kkyseliné& sirové, byl piipraven rozpusténim
1,01 g pevného dusiCnanu zelezit¢ho v deionizované vodé, piidanim
1,0 mL 3,0 mol L' kyseliny sirové a doplnénim deionizovanou vodou

v 250 mL odmérné bance

Zasobni roztoky byly uchovavany pti laboratorni teploté v uzavienych PE lahvich,

chranéné pied svétlem. Pracovni roztoky pozadovanych koncentraci SALNa byly

pfipravovany fedénim zasobniho roztoku deionizovanou vodou.
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Pro métfeni v pratokovém uspotraddni byly vSechny pouzité roztoky vlozeny na
20 min. do ultrazvukové lazn€é, znutnosti snizeni obsahu rozpusténych plyni

v roztocich a tim 1 omezeni tvorby bublinek v aparature.

3.4 Rozklad vzorku

Rozklad tablet farmaceutickych vzorkii metodou alkalické hydrolyzy zpisobil
pievod kyseliny acetylsalicylové na jeji sodnou sal. Salicylanovy iont poskytuje
s zelezitymi ionty komplex absorbujici kvanta viditelného svételného zéteni.

Reakei kyseliny acetylsalicylové s hydroxidem sodnym za zvySené teploty dochazi
k jeji hydrolyze na kyselinu salicylovou a nasledné neutralizaci, za vzniku salicylanu

sodného a octanu sodného, patrné z rovnice (3.1).

HO. _O NaO_ _O
v =
o
C o O-H \
\f + 2NaOH ——————> + )—0-Na +oH"
CH, HC

Tableta kazdého vzorku farmaka byla zvdzena s presnosti na 4 desetinnd mista a

(3.1)

v piislusné zkumavee k ni byl pridan odpovidajici objem 1,0 mol L™ roztoku hydroxidu
sodné¢ho (1,308 g NaOH v 32,7 mL deionizované H,O). Do kazdé zkumavky byla
vloZena sklenénd tyCinka a proces hydrolyzy podpofen promichdnim roztoku. Vodni
lazen, s vlozenymi zkumavkami, obsahujici rozlozené tablety, byla ndsledné zahiata
tésné pod bod varu (cca 95 °C). Zkumavky v ni byly ponechany po dobu 10 minut,
z diivodu zajiSténi doby potiebné pro kvantitativni hydrolyzu kyseliny acetylsalicylové
a prevedeni na salicylan sodny.

Po hydrolyze byly obsahy zkumavek kvantitativné pfevedeny do 500mL odmérnych
ban¢k, doplnény deionizovanou vodou a promichany. V poslednim kroku doslo
k odpipetovani predem urcenych objemti hydrolyzat do 50mL odmérnych banck. Po
doplnéni deionizovanou vodou byly tyto roztoky pouzity pii méfeni realnych

farmaceutickych vzorki.
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3.5 Statické usporadani méreni

Me¢éieni absorpcnich spekter roztokli probihalo v 1 cm kfemenné kyveté za pouziti
spektrofotometru Agilent 8453, ovladaném pomoci programu UV-Visible ChemStation,
v rozsahu vlnovych délek 200 — 800 nm. Pracovni roztoky a kalibracni fady SALNa
byly piipraveny fedénim 2,5 x 10~ mol L™' zasobniho roztoku (Tab. 3.1) deionizovanou
vodou na pozadované koncentrace. Neni-li uvedeno jinak bylo k roztokim SALNa
pfidano 5,0 mL vybarvovaciho &inidla o koncentraci 5,0 x 10~ mol L™ dusi¢nanu
elezitého s upravenym pH kyselinou sirovou (vysledna koncentrace 1,0 x 10~ mol L™

Fe(NO3); v 12,0 x 10~ mol L' H,SO,).

Tabulka 3.1 Redéni 2,5 x 107 mol L™ zdsobniho roztoku salicylanu sodného

Koncentrace SALNa [x 10" mol L™ ] Objem 2,5 x 10> mol L' SALNa [mL]

1,0 1,0
2,0 2,0
3,0 3,0
4,0 4,0
5,0 5,0

3.6 Usporadani méreni FIA

V sestavené aparatufe pro stanoveni kyseliny acetylsalicylové pomoci Zelezitych
iontl v kyselém prosttedi ve FIA uspotfadani, byly pouZity peristaltické pumpy
C. P. 78017-20 (Ismatec) a Masterflex L/S (Cole-Parmer instrument company), dale
zdroj zafeni DT-MINI-2GS 200-1100 nm (Ocean Optics) s vldknovou optikou
QP-600-2-UV/VIS-SR (Ocean Optics) o praméru 600 pm umoznujici propojeni se
spektrofotometrem HR 4000 (Ocean Optic). Tygonové hadicky o priméru 0,76 mm
(Cole-Parmer) vzajemné propojovaly lahve pracovnich roztoki, jednotlivé pumpy,
Sesticestny davkovaci ventil 5125 (Rheodyna) reakéni smycku a pratokovou 1 cm
Z-celou (Ocean Optic) az po odpadni nadobu. Nosny tok predstavovany konstantnim
proudem deionizované vody (tvofen diky peristaltické pumpé Masterflex L/S,
Cole-Parmer) spole¢né s nepietrzit¢ zavadénym roztokem vybarvovaciho ¢inidla tésné
pied detekéni pritokovou celu (zajisténo druhou peristaltickou pumpou C. P. 78017-20,

Ismatec). Schéma aparatury je dale zndzornéno na Obr. 3.1.
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3.6.1 Schéma aparatury FIA

P

Obrazek 3.1 Schéma aparatury FIA se spektrofotometrickou detekci
A — analyt, D — detektor, DV — nizkotlaky Sesticestny davkovaci ventil, O — odpad,
P — peristalticka pumpa, RS — reakéni smycka, T — T spoj, V — deionizovana voda,

VC — vybarvovaci cinidlo Fe(NO3); v H,SO,, Z — zdroj UV/VIS zdreni, ZC — pritokovad Z-cela

3.6.2 Postup experimentu

Vychozi stav aparatury FIA tvofil volny pritok deionizované vody s kontinualné
zavadénym tokem vybarvovaciho Cinidla, spojovacim vedenim, reakéni smyckou a
prutokovou celou az do odpadu, kdy davkovaci ventil v pozici 1 spojujici cestu 2 — 3

(schéma Tab. 3.2) brani prutoku nosného proudu davkovaci smyckou.

Tabulka 3.2 Schéma nizkotlakého Sesticestného ventilu

Pozice ventilu Cislo na spodni ¢asti ventilu
davkovaci smycka 1,4
vstup nosného toku 2
vystup nosn¢ho toku 3
odpad pfii plnéni davkovaci smycky 5
vstup pii plnéni davkovaci smycky 6

Manualnim pfepnutim ventilu do pozice 2 (propojeny cesty 2 — 1 a 4 — 3) dochazi
prutokem deionizované¢ vody k vymyti zény ptislusného objemu (uréen objemem
davkovaci smycky) davkovaného roztoku (SALNa, vzorek farmaka) do proudu vody.

Té&sné pred vstupem zony roztoku do reakéni smycky dochazi k interakci s kontinudlné
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zavadénym roztokem vybarvovaciho Cinidla. Reakéni smycka zajiStovala dostatecné
promiseni nadavkované zony s ptivadénym roztokem vybarvovaciho ¢inidla. Vznikajici
barevny komplex byl nasledné detekovan priichodem optickou drahou pritokové Z-cely
(Obr. 3.2) a odveden do odpadni nddobky. Prichod wvznikajiciho komplexu je
zaznamenavan ve tvaru piku, jako ndrast absorbance pii zvolené vinové délce.

V programu SpectraSuite, umoziujicim ovladani spektrofotometru, zaznam a
ukladéani signdlu méteni, byla pro vSechny experimenty nastavena hodnota vinové délky
529 nm (experimentalné zjiSténa ve statickém uspotfadani), odpovidajici maximalni
odezvé absorbance a Boxcar Width (BW) 10. Zakladni linii tvofil nosny tok

deionizované vody s kontinudln¢ zavadénym roztokem vybarvovaciho ¢inidla.

1

&
....;/’

-

Obrazek 3.2 Priitokova Z-cela

2

1 — vystup nosného toku do odpadu, 2 — vstup nosného toku z reakcni smycky, D — vstup svetelného

paprsku do detektoru, Z — vstup svételného paprsku ze zdroje

3.7 Usporadani méfeni SIA

Pro stanoveni kyseliny acetylsalicylové Zelezitymi ionty v kyselém prostredi,
zajiSténém piidavkem kyseliny sirové, byla vyuZita komeréné sestavend aparatura
FIA/SIA FIA Lab 3500 (FIAlab Instruments) umoziujici méteni v uspofadani FIA 1
SIA modu.

Schéma SIA-LOV aparatury, tvofené ImL injek¢ni ,,syringe* pumpou, dvoucestnym
pfepinacim ventilem propojenym zadrZzovaci smyckou s vicecestnym selekénim
ventilem obsahujici integrovanou LOV priutokovou celu, je zobrazeno na Obr. 3.3.
Ke spektrofotometrické detekci komplexu stanovované kyseliny byl vyuzit externi zdroj
DT-MINI-2GS (Ocean Optic) ptipojen pomoci optickych vldken k pritokové LOV cele
a externimu detektoru HR 4000 (Ocean Optic).
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3.7.1 Schéma aparatury SIA-LOV

Obrazek 3.3 Schéma SIA-LOV aparatury se spektrofotometrickou detekci
A — analyt, D — detektor, IP — injekcni pumpa, O — odpad, PV — dvoucestny prepinaci ventil,
V — deionizovand voda, VC — vybarvovaci cinidlo Fe(NOs); v H.SO,, VV — vicecestny ventil s LOV

priitokovou celou, Z — zdroj UV/VIS zareni, ZS — zadrzovaci smycka

3.7.2 Postup méfeni

V prvnim kroku byla aparatura SIA-LOV diikladné proplachnuta nosnym roztokem
deionizované vody. Vlastni analyzy se sestavaly z propojeni centralni pozice
vicecestného selekéniho ventilu spozici 3 (Obr. 3.4) odpovidajici roztoku
vybarvovaciho ¢inidla a pohybem injek¢ni pistové pumpy dochdzelo k nasati roztoku do
zadrzovaci smycky. Po 5s Casové prodlevé nasledovalo propojeni centralni pozice
selekéniho ventilu spozici 6 pro vzorek (roztok SALNa, farmaka, deionizované
vody — blank), pohybem ,,syringe* pumpy ve stejném sméru jako v piedchozim kroku
byla do zadrzovaci smycky nasata zona vzorku o daném objemu a opét 5 s vyckano.
Nasledné prepnuti dvoucestné¢ho prepinaciho ventilu do polohy IN umoznilo doplnéni
zbylého objemu injekéni pumpy deionizovanou vodou. V posledni fazi analyzy doslo ke
zmén¢ pozice piepinaciho ventilu na OUT a propojeni centralni pozice selekéniho
ventilu s pozici 2 (pritokova cela). Zpétny chod ,,syringe* pumpy plsobil efektivni
promiseni obou z6n reaktantli a tim podpofil tvorbu barevného komplexu vznikajiciho
na sty¢né ploSe obou zon. Pfitomnost vzniklého komplexu byla, diky pohybu nosného
toku, zaznamenavana pii prichodu optickou drdhou svételného paprsku v detektoru a

dale byl komplex odvadén do odpadni ldhve. Zavérecné kroky zahrnujici zménu
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dvoucestného ventilu do polohy IN, nasati naprogramovaného objemu deionizované
vody, navrat ptepinaciho ventilu do polohy OUT a zpétny chod injekéni pumpy vedly
k finalnimu promyti celé aparatury.

Pro ovladani externiho detektoru, zobrazeni a zaznam signalu ve tvaru piku byl
pouzit program SpectraSuite. Intenzity absorbance roztokl byly méteny pti konstantné
nastavené vinové délce 529 nm a blank tvofila absorbance naméfena pti nadavkovani
deionizované vody misto vzorku. Zakladni linie byla nastavena na hodnotu absorbance
deionizované vody.

Automaticky cyklus aparatury SIA-LOV umoznény programem FIAlab byl navrzen
postupnym vybérem predem nadefinovanych jednoduchych poveli pro jednotlivé kroky

analyzy, s moznosti pouziti grafického rozhrani pro manuélni ovladani.

Obrazek 3.4 Schéma SIA-LOV ventilu

1 — odpad, 2 — prutokova cela, 3 — vybarvovaci cinidlo, 6 — vzorek, C — zadriovaci smycka,

D — vstup paprsku do detektoru, Z — vystup paprsku ze zdroje zareni
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4 Vysledky méreni a diskuse

Podstatou spektrofotometrického stanoveni kyseliny acetylsalicylové v této
diplomové praci je schopnost salicylanového iontu vytvafet barevné chelataéni
komplexy s Fe’" v mirné kyselém prosttedi. Vznikajici komplex absorbuje ve viditelné
casti svételného spektra, ¢ehoz lze v analyze vyuzit ke kvalitativnimu 1 kvantitativnimu
stanoveni.

Zaznam signdlu méteni z detektoru byl vyhodnocovan dle tvaru a vysky piku, nikoliv
plochy, z divodu deformace tvaru piku pti prichodu vzduchové bublinky pratokovou
celou v pribéhu analyzy. Tento efekt byl nejvétsi piekdzkou v optimalizaci obou

prutokovych metod.

4.1 Statické usporfadani méreni

Prvotni analyzy ve statickém uspofadani slouzily k zjiSténi zakladnich vlastnosti
dané reakce umoziujici spektrofotometrické stanoveni kyseliny acetylsalicylové ve
viditelné oblasti zafeni. Neni-li uvedeno jinak bylo k roztokim SALNa ptidano
5,0 mL vybarvovaciho ¢inidla o koncentraci 5,0 x 10 mol L' dusi¢nanu Zelezitého
s upravenym pH kyselinou sirovou (vysledna koncentrace 1,0 x 10~ mol L' Fe(NO3)s

v 12,0 x 107 mol L™ H,S0y).

4.1.1 Absorpéni spektrum Fe(SAL)" a vybarvovaciho &inidla

Kalibra¢ni roztoky SALNa o koncentraci 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 x 10* mol L™
s piidavkem vybarvovaciho a samotné vybarvovaci ¢inidlo (1,0 x 10~ mol L™' dusi¢nan
zelezity v 12,0 x 10~ mol L' kyselin& sirové) byly prom&feny v ultrafialové a viditelné
oblasti svételného spektra, za pouziti deionizované vody pro nastaveni absorbance

blanku. Zaznam jejich absorp¢nich spekter je uveden na Obr. 4.1.
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Obrdazek 4.1 Absorpcni spektrum Fe(SAL)" v rozmezi vinovych délek 200 — 800 nm
comg =1 —0; 2~ 10 x 10% 3 ~30 x 10° 4 —40 x 10°; 5~ 50 x 10" mol L' v
10X 1073 mol L' VC a 12,0 x 107 mol L' H>S0,, blank — deionizovand voda

Z dtvodu absorpce samotného vybarvovaciho ¢inidla v ultrafialové oblasti spektra
nelze v méfeni vyuzit piirozenou vlastnost kyseliny acetylsalicylové 1 salicylanu
sodného absorbovat zafeni vlnové délky 294 nm. Ze zaznamenanych spekter je patrné
absorpéni maximum vznikajiciho fialového komplexu pii vlnové délce 529 nm. Tato

vlnova délka byla nadale vyuzita pro detekci komplexu v nasledujicich métenich.

4.1.2 Vliv koncentrace vybarvovaciho Cinidla

Do odmérnych bank s vyslednou koncentraci 2,0 x 10 mol L' SALNa byly
pridany piislusné objemy 5,0 x 10° mol L™ vybarvovaciho &inidla, viz Tab. 4.1,
ptidavek kyseliny a doplnény deionizovanou vodou. Nésledné¢ prométfené roztoky
v rozsahu vlnovych délek 400 — 800 nm jsou zobrazeny na Obr. 4.2 jako absorpéni
spektra prfidavanych objemli nebo na Obr. 4.3 jako zavislost velikosti absorbance
vzniklého komplexu na koncentraci vybarvovaciho ¢inidla v odmérné bance. Jako
blanky byly pouzity roztoky se stejnou koncentraci vybarvovaciho ¢inidla, ale bez

obsahu SALNa.
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Tabulka 4.1 Objemy 5,0 x 107° mol L™ vybarvovaciho cinidla pridané do 25mL odmérnych banék o
koncentraci 2,0 x 10 *mol L' SALNa v 12,0 x 107 H,SO,.

Objem VC [mL] Koncentrace VC [x 10 mol L]
0,1 0,2
0,5 1,0
1,0 2,0
5,0 10,0
10,0 20,0
3
[
3
o
3
<

400 500 600 700 800
A [nm]

Obrazek 4.2 Absorpcni spektra Fe(SAL)", 400 — 800 nm — vliv objemu 5,0 x 107 mol L™ vybarvovaciho
Cinidla
Vwey =1 — 0,1 mL; 2 — 0,5 mL; 3 — 1,0 mL; 4 — 5,0 mL; 5 — 10 mL, cpey = 5,0 x 107 mol L,

Cizsoy = 12,0 % 1073 mol L, CsaiNg = 2,0 % 107 mol L', J = 529 nm, blank — deionizovand. voda
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Obrdazek 4.3 Vliv koncentrace vybarvovaciho cinidla na spektrofotometrické stanoveni Fe(SAL)"
coey = 0,2 — 20,0 x 107 mol L', cusoy = 12,0 x 107 mol L, cisung = 2,0 x 107 mol L™,

A =529 nm, blank — deionizovana voda

Z obou grafii je patrny ndrGst velikosti absorbance zafeni spolecné s obsahem
(koncentraci) vybarvovaciho ¢inidla, zplisobeny Umérnou tvorbou chelatacniho
komplexu. V ptipadé nizké koncentrace vybarvovaciho ¢inidla je pouze mald &ast
zelezitych iontd vazana do komplexu s vybarvovacim c¢inidlem, které se tim zcela
spotiebuje. Maxima je dosazeno piidavkem 5,0 mL 5,0 x 10~ mol L™ vybarvovaciho
¢inidla do 25mL odmérné banky, coz odpovidd vysledné koncentraci

10,0 x 10~* mol L™! vybarvovaciho ¢&inidla, zvolené pro dalsi analyzy.

4.1.3 Vliv pH na spektrofotometrické stanoveni

Vzhledem k pozadavku na mirné€ kyselé pH prostiedi ovlivitujiciho vznik fialového
komplexu Fe(ASA)", byla tato skute¢nost provéfena pouzitim dvou variant upravy pH.
A to pomoci B. R. pufru a zménou pH roztoky hydroxidu sodného a kyseliny sirové.

K pracovnim roztokiim SALNa o koncentraci 2,0 x 10* mol L™ bylo odméfeno
5,0 mL vybarvovaciho ¢inidla BEZ ptidavku kyseliny sirové. Nasledné byly odmérné
banky doplnény B. R. pufrem s upravenym pH na hodnoty 2; 4; 6; 8; 10. Z divodu
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absence fialového zabarveni roztokil po pfidani pufru, nebyly tyto roztoky dale méfeny.
Nevytvoreni fialového chelataéniho komplexu je ziejmé zplsobeno zvolenim pufru
o nevhodném sloZeni, majici za ndsledek sniZeni disociace sodné soli kyseliny
salicylové a nemoznosti koordinace karboxylového kysliku salicylanového ligandu
s iontem Zeleza.

Nasledn& byly pripraveny roztoky o koncentraci 2,0 x 10 mol L' SALNa
s ptidavkem 5,0 mL vybarvovaciho ¢inidla s kyselinou, doplnéné deionizovanou vodou
s hodnotami pH upravenymi na 3; 4; 5; 6 a 7 pomoci hydroxidu sodn¢ho (2 g
rozpuiténé v 250 mL deionizované vody) a 3,0 mol L™ kyseliny sirové. Déle byla
zjisténa hodnota pH roztoku 2,0 x 10* mol L' SALNa s pfidavkem 5,0 mL
vybarvovaciho ¢inidla S obsahem a BEZ obsahu kyseliny sirové. Pifi méfeni
absorp¢nich spekter v oblasti 400 — 800 nm, Obr. 4.4, byl zaznamendvan vliv pH
roztoku na tvorbu pozadovaného komplexu s absorpénim maximem v 529 nm, blank

tvotilo 1,0 x 10~ mol L' vybarvovaci ¢inidlo.

-
N

Absorbance
o
[{e]

400 500 600 700 800
A [nm]

Obrdazek 4.4 Absorpcni spektra Fe(SAL)", 400 — 800 nm — viiv pH
pH =1-1;2-2;3—-245 2,0 x 10* mol L' SALNa + 1,0 x 107 mol L VC s H,SO,);
4 — 298 2,0 x 10°* mol L" SALNa + 1,0 x 107 mol L' VC bez H:SO,); 5 - 3; 6 — 4; 7 — 5,
coey = L0 x 107 mol L', coung = 20 x 107 mol L', capsoy = 12 x 107 mol L7,
blank—1,0 x 107 mol L™ VC
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Priibéh spekter odpovida skutecnosti uvadéné v literatute, ze vysoka koncentrace
H;O" ijontd vsilng kyselém prostiedi vytdsiuje Zelezity kationt zkomplexu. Pfi
zvySovani hodnoty pH prostiedi se postupné zvySuje mira disociace salicylanového
ligandu za tvorby vysSich komplexi ¢i smésnych komplexti. Vysoce zasadit¢ pH
rozklada chelat az na hydroxidovy komplex. Pouze oblast patrnd na grafu v rozmezi
jednotek pH 2 — 4 poskytuje podminky pro vznik kladné nabitého chelata¢niho
komplexu Fe(ASA)’". Ztohoto diivodu byl piidavek o vysledné koncentraci

12,0 x 10~ mol L™ kyseliny sirové, odpovidajici pH 2,45, zvolen za optimalni.
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4.2 Usporadani méreni FIA

Cilem optimalizacniho postupu spektrofotometrického stanoveni acetylsalicylové
kyseliny technikou FIA bylo nalezeni optimalnich podminek poskytujicich maximalni
nejkrat§im Case. Na zajisténi optiméalnich podminek méteni se podili rychlost priatoku
nosn¢ho média, objem davkovaci a reakéni smycky, koncentrace vybarvovaciho Cinidla
a integracni Cas.

Uspotadani métfeni obsahu kyseliny acetylsalicylové bylo provedeno ve dvojim
rezimu. Prvni moznosti bylo zatazeni proudu roztoku vybarvovaciho c¢inidla jako
nosného toku v aparatufe. Toto uspofadani bylo méné naro¢né na ptistrojové vybaveni,
nebot’ transport vSech roztokil zajistovala pouze jedna peristaltickd pumpa kontinualné
cerpajici vybarvovaci ¢inidlo. Vysledky zén reakéniho roztoku (SALNa, farmaka
1 blanku — H,0), davkovaného stejnym zplisobem popsanym v kapitole 3.6.2
(deionizovana voda zaménéna za zasobni roztok vybarvovaciho ¢inidla, bez ptivodu
pied reakéni smycku), poskytovaly vysoké nepravidelné piky se zna¢nou disperzi a
Sumem. Proto byla pro dal§i méfeni zvolena druha moznost a to davkovani zén vzorku
do proudu deionizované vody s naslednym zavadénim vybarvovaciho ¢inidla tésné pred
reakéni smycku.

Jednotlivé analyzy byly detekovany jako cCasovy zdznam aktualni hodnoty
absorbance roztoku prochéazejiciho priatokovou detekéni celou. Ziskana data byla
vyhodnocovéana na zéklad¢ vySky a tvaru piku ovlivilovaného zménami jednotlivych
optimalizovanych parametri. Kazdy parametr byl proméfen 3x, hodnoty testovany na
odlehlost vysledki, nasledné¢ zprimérovany a vyneseny do grafu realizovanych
v programu Origin 6.0. V tomto uspotfadani nebylo nutné od absorbanci vlastnich
analyz odecitat hodnoty absorpce blanku, nebot’ zékladni linie byla nastavena na
absorbanci nosného toku deionizované vody s vybarvovacim ¢inidlem.

Pocatecni podminky méteni nastavené na FIA aparatufe byly zvoleny, z ptedbéznych
vysledki analyz v kontinualnim pritokovém uspofadani, nasledovné: pratokova
rychlost vybarvovaciho ¢inidla o koncentraci 2,5 x 102 mol L™ byla 1,0 mL min ';
3,0 x 10 mol L™ roztok SALNa; prtokova rychlost deionizované vody 0,5 mL min .
Pokud neni uvedeno jinak, byl pfi vSech méfeni nastaven integra¢ni cas 100 ms;

A =529 nm a Boxcar Width 10, zdkladni linie nulovana na nosny tok.
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4.2.1 Optimalizace objemu davkovaci a reakéni smycCky

Prvni krok optimalizace zahrnoval zvoleni nejvhodnéjSiho objemu dévkovaci a
reakéni smycky. V aparatufe byly z ditvodu vyrazného Sumu zakladni linie soucasné
pouzity kombinace smycek o objemech 100; 250; 400 pL davkovaci smycky a 0; 40;
150; 330 pL reakéni smycky vytvoienych z teflonovych kapilar.

0,16 T T T T T T T T T T T T

0,15

Absorbance

0,14
|

0,13

0,12

0,11

0,10

1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
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Obrazek 4.5 FIA optimalizace objemu davkovaci a reakcni smycky
Vo = 1 — 100 uL; 2 — 250 ul; 3 — 400 uL, Vgy = 0, 40; 150; 330 ulL,
Coavg = 30 x 107 mol L', cupsoy = 12,0 x 107 mol L', cpey = 2,5 x 107 mol L7,

vaey = 1,0 mL min™", vy = 0,5 mL min”', ¢, = 100 ms

24

Ze zavislosti vynesenych v grafu na Obr. 4.5 je patrné, ze nejvysSich hodnot
absorbanci zaznamenanych piki dosahovaly davkovaci smycky v kombinaci se 40uL
reakéni smyckou. Maximalni vyska odpovidé davkovacim smy¢kdm o objemu 250 pL a
400 pL. Z divodu zamezeni nadbytecné spotieby vzorku byla pro dal§i méfeni zvolena

250uL davkovaci smycka v kombinaci s 40uL reakéni smyckou.
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4.2.2 Optimalizace pratokoveé rychlosti vody a vybarvovaciho Cinidla

Dal§imi optimalizovanymi parametry byly rychlosti pritoku nosného média
(deionizované vody) a nésledné¢ zavadéného proudu vybarvovaciho ¢inidla. Zvolené
pritokové rychlosti tvofily vzijemné kombinace hodnot v rozmezi 0,5 — 3,0 mL min™,
po kroku 0,5 mL min™. Do aparatury FIA byly za¢lenény vyse optimalizované smycky
o objemu 250 pL davkovaci a 40 pL reakéni smycky.
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Obrazek 4.6 FIA optimalizace pritokové rychlosti vody a vybarvovaciho cinidla
Vapoy = 1 — 05 mL min”'; 2 — 1,0 mL min'; 3 — 15 mL min'; 4 — 2,0 mL min’';
525 mL min'; 6 — 3,0 mL min”', vyey = 0,5 — 3,0 mL min”', Vips) = 250 uL, Vs = 40 ul,
Cosavg = 30 x 107 mol L', cpey = 2,5 x 107 mol L, cupsoy = 12,0 x 107 mol L,
t; =100 ms

Sestupna tendence vSech zvolenych pratokovych rychlosti deionizované vody
v kombinacich s pritokovymi rychlostmi vybarvovaciho ¢inidla, viz. Obr. 4.6, zietelné
dokazuje negativni vliv zvySujici se pritokové rychlosti nosného toku na velikost
absorbance. Naopak ¢asové naroc¢nosti analyz s rostouci hodnotou transportu reagentt
do detekéni cely klesaly. Optimalni hodnota pritokové rychlosti 2,5 mL min
deionizované vody spole¢ns s pritokovou rychlosti vybarvovaciho &inidla 0,5 mL min™'
umozinovala dostatecné promichani vybarvovaciho Ccinidla se zénou vzorku, za

ptijatelné disperze v nosném toku a doby analyzy.
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4.2.3 Optimalizace integra¢niho ¢asu
Pro optimalizaci souvislosti mezi integracnim Casem a detekovanou vyskou piku
chelatatniho komplexu byly zvoleny hodnoty 50; 100; 150; 200 ms. Jednotlivé

vyhodnocené zavislosti zachycuje graf na Obr. 4.7.
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Obrazek 4.7 FIA optimalizace integracniho casu
=50 — 100 ms, Vips) = 250 ul, Vs = 40 uL, vpey = 0,5 mL min', vynoy = 2,5 mL min”,
Coavg =30 x 10  mol L, cipey = 2,5 x 107 mol L', cinsoqy = 12,0 x 107 mol L™

Zvysujici se doba méfeni absorbance poskytovala uzsi piky s hlad§Sim pribéhem, ale
od hodnoty 100 ms dochédzelo ke snizovani jejich vySek Nejcitlivéj$i stanoveni
salicylanového komplexu s zelezitymi ionty umoznoval integra¢ni ¢as 100 ms, 1 nadale

pouzivany pro dal$i analyzy.

4.2.4 Optimalizace koncentrace vybarvovaciho Cinidla

Poslednim optimalizovanym parametrem byla koncentrace vybarvovaciho ¢inidla
tvofend roztoky s obsahem 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10 x 10°2mol L' a upravenym pH
kyselinou sirovou. Vliv koncentrace vybarvovaciho ¢inidla na velikost absorbance

~r o

tvoticiho se komplexu vyjadiuje graf na Obr. 4.8.
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Obrazek 4.8 FIA optimalizace koncentrace vybarvovaciho cinidla
coey = 01 — 10 x 107 mol L'y Vg = 250 uL; Vgsy = 40 ul; vpey = 0,5 mL min';

VH20) = 2,5mL minﬁl; C(SALNa) = 3,0 % ]074 mol Lﬁl,' C(H2504) = 12,0 x 105 mol Lﬁl, t; =100 ms

V celém sledovaném rozsahu koncentraci je viditelny nariist intenzity métené¢ho
signalu spolecné se zvySujicim se obsahem dusi¢nanu zelezitého v pouzitych roztocich.
Hodnoty absorbance nejstrméji vzristaji az do koncentrace 2,5 x 1072 mol L
vybarvovaciho ¢inidla, kde dosahuji maxima a diale se méni jen minimalné.

Koncentrace 2,5 x 10> mol L' vybarvovaciho ¢inidla tedy byla zvolena za optimalni.

4.2.5 Optimalni podminky FIA

Zohlednénim vSech vySe optimalizovanych parametri na tvorbu salicylanového
komplexu, zrekapitulovanych v ndsledujici Tab. 4.2, lze kyselinu acetylsalicylovou
zvolenou metodou stanovit s nejvyssi citlivosti, pfi co nejmensi spotiebé reaktantt,

minimalnim rozmyti z6n a v co nejkratSim case.
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Tabulka 4.2 Schema nastaveni optimdalnich podminek méreni — FIA usporadani

Parametr Hodnota
Zakladni linie nosny tok
Nosny tok deionizovand voda + vybarvovaci ¢inidlo
Vlnova délka 529 nm
Integracni Cas 100 ms
Boxcar Width 10
Davkovaci smycka 250 pLL
Reakéni smycka 40 uL
Koncentrace VC 2,5 % 102 mol L™!
Rychlost pritoku VC 0,5 mL min",
Rychlost prutoku deionizované H,O 2,5mL min".
Koncentrace H,SOy4 12,0 x 10° mol L™!

4.2.6 Kalibraéni fada FIA

Trojndsobnym proméfenim a statistickym vyhodnocenim kalibra¢ni ftady
o koncentraci 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10; 25; 50 x 10~ mol L™' SALNa za optimalnich
podminek (Tab. 4.2) byla ziskdna kalibracni zavislost spektrofotometrického stanoveni
kyseliny acetylsalicylové pro FIA wuspotfadani. Statisticky vyhodnocené vysky
absorp¢nich maxim jsou vyneseny v zavislosti na koncentraci salicylanového iontu
v grafu na Obr. 4.9. Na tomto grafu je uvedena linearni ¢ast kalibra¢ni zavislosti pro
nizké koncentrace. Linearni zavislost byla pozorovéana az do hodnoty 1,0 x 10~ mol L™
s hodnotou absorbance v maximu 1,105 absorbancnich jednotek, pro vySsi koncentrace
dochazelo k zaktiveni zavislosti. Zakladni linii tvofil nosny tok deionizované vody

s konstantné zavadénym roztokem 2,5 x 10 mol L™' vybarvovaciho ¢inidla.
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Obrazek 4.9 FIA kalibracni rada spektrofotometrického stanoveni kyseliny acetylsalicylové
coavg = 01; 05 10, 3,0, 50 x 10° mol L', Vpg = 250 uL, Vgy = 40 ul,
voey = 05 mL min', vapey = 25 mL min', cpey = 1,0 x 10° mol L7

C(H2504) = 12,0 x 105 mol Lﬁl, t; =100 ms

Cely rozsah pouzitych koncentraci kalibracni fady poskytuje linearni kalibracni
zavislost spektrofotometrického stanoveni kyseliny acetylsalicylové technikou FIA
reakci s Zelezitymi ionty v slabé kyselém pH. Odectenim smérnice kalibra¢ni pfimky
byla uréena citlivost metody 1,08 x 10 mol ™' L, predstavujici velikost odezvy signalu
(velikost absorbance) vyvolanou zménou koncentrace (obsahu) analytu [47]. Korela¢ni
koeficient, charakterizujici tésnost proloZeni piimky linedrni regrese kolem
experimentalnich bodl, mél hodnotu 0,9999 [48]. Hodnota linearni regresni rovnice

kalibracni pfimky byla y = 0,1084x — 0,0005.
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4.2.7 Charakteristiky FIA stanoveni

Nésledné byla za nastaveni optimalnich podminek (Tab. 4.2) proméfena
opakovatelnost, limit detekce a limit stanovitelnosti spektrofotometrického stanoveni
kyseliny acetylsalicylové technikou FIA.

Vyhodnocenim  signala deseti po sobé nasledujicich analyz roztoku
3,0 x 10 mol L' SALNa byla ziskana hodnota opakovatelnosti metody ve formé
relativni smérodatné odchylky RSD = 0,71%.

Z davodu absence analyz slep¢ho vzorku, byl pouzit vypolet meze detekce
z kontinualng registrované nulové linie. Detekéni schopnost je odvozena od koncentrace
(nebo mnozstvi) analytu v davkovaném vzorku, ktery v pouzitém detekénim systému
vykazuje zvoleny pomér signalu k Sumu. Sumem rozumime amplitudu vychylek
zékladni linie a je vyhodnocena ze zdznamu trvajiciho nékolik Sifek piku. Vypoctena
hodnota tvofend trojnisobkem poméru signal/Sum 3,0 x 10° mol L7,
ptipadn& 0,540 mg L', byla nasledn& experimentalné ovéfena [49]. Mez stanovitelnosti
je rovna prvnimu kalibracnimu bodu kalibra¢niho modelu a jeji odpovidajici hodnoté
x;. V pfipad€, Ze hodnota signdlu ys < y;, bude odpovidajici hodnota xg zatizena
chybou, protoze kalibra¢ni funkce je platna pouze v oblasti namétenych hodnot [50].
LOQ =1 x 10" mol L™, ptipadng 1,802 mg L™, odpovida trojnasobku LOD.

Casova naro¢nost jedné analyzy za optimalnich podminek byla tvofena
30 sekundami, s maximem vysky piku v 9 s. Objem odpadu jednoho méfeni je 1,5 mL

roztoku.
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4.2.8 Farmaceutické vzorky FIA

Optimalizované spektrofotometrické stanoveni kyseliny acetylsalicylové technikou
FIA bylo aplikovano na redlné farmaceutické vzorky s obsahem Acifein 250 mg,
Anopyrin 400 mg a Acylpyrin 500 mg ASA. Tablety byly rozpuStény metodou
alkalické hydrolyzy, podpofené zvySenou teplotou a obsazena kyselina acetylsalicylova
byla kvantitativné pfevedena na sodnou siil SALNa. Nasledné nafedéni hydrolyzath na
roztoky s piibliznou koncentraci 3,0 x 10 mol L' SALNa a jejich analyza za
optiméalnich podminek (Tab. 4.2), vedla k ziskdni sady méfeni po Sesti signdlech.
Hodnoty vysek pikil byly pomoci zjisténé kalibracni zavislosti pfepocteny na skute¢né
koncentrace a obsahy ASA, podrobeny statistickému vyhodnoceni a jsou uvedeny

v Tab. 4.3.

Tabulka 4.3 FIA analyza redlnych vzorkii

Koncentrace Koncentrace Hmotnost
Vzorek 3 . . % obsah z tablety
[* 107" mol L] [mg L] [mg]
Acylpyrin
3,078 555 555 110,91
500 mg ASA
Anopyrin
by 2,453 442 442 110,49
400 mg ASA
Acifein
1,407 253 253 101,40
250 mg ASA

U vsech farmaceutickych preparatii byl detekovan mirné vétsi obsah uc¢inné latky,
nez udava deklarovana hodnota vyrobcem. V porovndni s ostatnimi vzorky analyza
Acifeinu poskytovala nejmensi odezvu, coz koreluje s nejdelSim Casovym intervalem
rozpadu tablety pfi hydrolyze. Ptesto je dosazeno vice nez 100% stanoveni analytu

u vSech roztokl, demonstrujici vhodnost této metody.
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4.3 Usporadani méfeni SIA-LOV

Obdobné¢ jako u spektrofotometrick¢ho stanoveni kyseliny acetylsalicylové
zelezitymi ionty technikou FIA 1 pi1 pouziti aparatury FIA Lab 3500 v SIA modu bylo
nutné nejprve stanovit optimalni podminky, se zamérem ziskat co nejvétsi citlivost a
minimalizovat rozmyti reakénich zon, spotieby Cinidel a casovou ndrocnost analyzy.

Optimalizovanymi parametry ovliviiujicimi miru absorbovaného zéatfeni vznikajicim
chelataénim komplexem byla rychlost pritoku nosného média detekéni celou, potadi
nasatych roztokti, pomér a objemy davkovanych zén reagujicich Cinidel, ¢as reagenta
v reakéni smycce a koncentrace vybarvovaciho ¢inidla.

Schéma aparatury i postup méfeni jsou podrobné popsany v kapitole 3.7. Shodné
s pouzitim techniky FIA se detekce jednotlivych analyz sestavala z ¢asovych zaznamt
hodnot absorbance umérné aktudlnimu obsahu komplexu v roztoku protékajiciho
detekéni celou. Data ziskana ze tfech opakovani kazdého méteni byla vyhodnocena dle
vysky a tvaru piku a statisticky zpracovdna. Do grafii publikovanych nize byly
vyneseny hodnoty absorbance odpovidajici rozdilu slepého pokusu (nadavkovan stejny
objem deionizované vody jako u SALNa) a vlastni analyzy SALNa. Blank byl
proméfen pii kazdém méfeni optimalizovaného parametru, pro kalibra¢ni fadu a
jednotlivé farmaceutické vzorky. Zakladni linii tvofila hodnota naméfené absorbance
deionizované vody.

Z diavodu uspotadani ovladaciho programu FIAlab bylo nutné zvolit vSechny
hodnoty pritokovych rychlosti v pL s™', nasledng pepoétené na mL min '. Konstant&
zvolené pocateéni podminky byly koncentrace SALNa 3,0 x 10~ mol L™, vinové délka
absorpCnich maxim 529 nm, integratni c¢as 50 ms, Boxcar Width 10,
blank — naddvkovédna deionizovand voda a zdkladni linie — deionizovand voda.
Rychlosti davkovanych ¢inidel byly vlivem uvoliovanych vzduchovych mikrobublinek
snizeny aZ na pratoky 0,96 mL min'. Ostatni optimalizované hodnoty nastaveni
v programu FIAlab, umoziujici ovlddani aparatury, tvotily: 200 pL. SALNa, 200 pL
vybarvovaciho &inidla o koncentraci 1,0 x 102 mol L', rychlost Gerpani vody
15 mL min ', rychlost pritoku nosného toku detekéni celou 1,8 mL min ' a &as reagentt

v reakéni smycce 5 s.
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4.3.1 Optimalizace rychlosti pratoku detek&ni celou

V aparatufe SIA-LOV techniky nebylo mozné ptevzit optimalizované pritokoveé
rychlosti nosného toku z FIA uspofadani, nebot’ pii hodnoté 3,0 mL min™' dochazelo
v reakéni smycce k vyrazné tvorbé vzduchovych bublinek, coz znemoziovalo jakékoliv
analyzy. Sledovany byly nasledujici pritokové rychlosti nosného média detekéni celou

0,3;0,5;1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mL min*], zobrazené na Obr. 4.10.
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Obrazek 4.10 SIA-LOV optimalizace rychlosti pritoku detekcni celou
Vanay = 0,3 — 2,5 mL min”, csung = 3 % 10* mol L, copey = 1,0 x 107 mol L,
Visang = 200 uL — davkovan prvai, Ve = 200 upl, veung = 096 mL min”,

Vaey = 0,96 mL min', vpoy = 15 mL min™, t, =5 s

Zaznam signalu spektrofotometrické detekce znacCi negativni vliv zvySujici se
rychlosti pratoku na hodnoty vysek pika, dané pouze castecnym promisenim reaktantt.
Nizké hodnoty pritoku deionizované vody naopak zplsobovaly nartst rozmyti
reakénich zén a prodluzovani doby analyzy. Tyto déje vedly ke zvoleni pratokoveé
rychlosti 1,5 mL min' detekéni celou poskytujici kompromis mezi dostate¢nym

promisenim a minimalnim rozptylem zon v nosném toku.
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4.3.2 Optimalizace poradi ¢erpani roztokd

V nasledujicim kroku byl provéfovan vliv potadi naddvkovanych zén jednotlivych
¢inidel v reak¢ni smycce. Zaznam obou variant je zobrazen na Obr. 4.11. Nejprve byl
cerpan roztok SALNa a nasledné vybarvovaci Cinidlo, v druhé analyze bylo potadi

roztokd opacné, v obou piipadech za jinak stejnych podminek.
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Obrazek 4.11 SIA-LOV optimalizace poradi cerpani roztokii
1 — SALNa prvni, 2 — VC prvni, csung = 3 % 107 mol L, cpey = 1,0 x 107 mol L7,
Visang = 200 uL, Voey = 200 ul, viung = 0,96 mL min”', vyey = 0,96 mL min’,

Vo) = 15 mL min™, vpe) = 1,5 mL min™, t, =5 s

Z vysek pikl jednotlivych analyz moZného potfadi ddvkovanych roztoki je ztetelné,
ze vyhodnéj$i je druhd moznost zahrnujici nejprve nadavkovani zony vybarvovaciho
¢inidla a nasledné¢ SALNa. Pocatecni pokles zdkladni linie pied vzestupnou ¢asti piku v
uspofadani SALNa — vybarvovaci Cinidlo je zfejm¢ dan nedostateCnym promisenim
reakénich zén a absorpci nezreagovaného vybarvovaciho ¢inidla s nedostatecné
vymytymi zbytky SALNa z ptedchozi analyzy. Jako naprava byl do dalSich analyz
zaveden kone¢ny promyvaci krok tvofeny 500 puL deionizované vody nasaté rychlosti

12 mL min~' s naslednym préplachem 3 mL min "
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4.3.3 Optimalizace objemu salicylanu sodného a vybarvovaciho Cinidla
M¢éieni dalsitho optimalizovaného parametru, vzajemného poméru a velikosti
davkovanych objemil Cinidel, limitovala 1,0mL injek¢éni pumpa pouZitd v aparatuie
FIA Lab 3500. Celkovéa suma davkovanych objemt byla urcena, s ohledem na nutnost
nasati dostatecného objemu deionizované vody, potfebného pro transport vzniklého
komplexu pratokovou celou, na 400 pL. Nejprve byl zjistovan vliv davkovaného
objemu SALNa v rozsahu 50 — 200 pL, po kroku 25 pL, v kombinaci s konstantnim
objemem 200 pL vybarvovaciho ¢inidla. Nasledné byla proméfena zéavislost 200 pL
vybarvovaciho ¢inidla s pouzitymi objemy 10 — 200 pL SALNa. Naméiené hodnoty

obou variant jsou vyneseny v grafu na Obr. 4.12.

Absorbance
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VVC:SALNa; SALNa:vC [”L]

Obrazek 4.12 SIA-LOV optimalizace objemu salicylanu sodného a vybarvovaciho cinidla
Pomér 1 — VC:SALNa: Vyey = 200 ul; Viang = 200; 175; 150; 125; 100; 75; 50 ul,
2 — SALNa:VC: Viung = 200 uL; Ve, = 200; 175; 150; 125; 100; 75; 50; 25; 15; 10 ul,
VC — prvni, vpoy = 1,5 mL min”, csung = 3 % 107 mol L', cpey = 1,0 x 107 mol L,

Visavg = 0,96 mL min™, vyey = 0,96 mL min™', vy = 15 mL min™, t, = 5 s
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Namétené velikosti signalli ukazuji mens$i zménu vysky piku projevenou
v kombinaci s konstantni hodnotou SALNa, nez pti zachovani objemu vybarvovaciho
¢inidla. Az po pomér 200 uL SALNa : 125 pL vybarvovaciho €inidla je absorbance
témet neménnd, proto byl objem 125 pL vybarvovaciho Cinidla pouzit pro dalsi

analyzy, zahrnujici zménu objemu davkovaného SALNa (Obr. 4.13).
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Obrazek 4.13 SIA-LOV optimalizace objemu salicylanu sodného
Objem  SALNa: Visainag = 200; 175; 150; 125; 100; 75; 50  ul
Vwey = 125 uL — proni, vpg = 15 mL min', coung = 3 x 107 mol L7,

cowey = 1,0 x 107 mol L™, vsuzng = 0,96 mL min™", vyey = 0,96 mL min”', vpoy = 15 mL min™, t, = 5 s

Stejné jako na Obr. 4.12 1 na Obr. 4.13 je patrné, Ze snizovani ddvkované¢ho objemu
SALNa vede k zfetelné niz§im hodnotam detekovaného signalu. Témét linearni pokles
vysSek pikd snizujiciho se obsahu SALNa je dan vlivem ubytku tvofen¢ho komplexu,
ktery je 1 pfi daném objemu v nadbytku. Optimalnim pomérem dosahujici maximalni

absorbance byl zvolen objem 200 uL SALNa a 125 pL vybarvovaciho ¢inidla.
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4.3.4 Optimalizace ¢asu reagentl v reakéni smycce

V tomto kroku byla optimalizovdna doba, po kterou dochazi k vzniku chelatacniho
komplexu na rozhrani naddvkovanych zon vreakéni smycce, neZ dojde obracenim
chodu pistové pumpy k jejich promiseni a prichodu detekéni celou. Zvolené casy

setrvani reagentll v reak¢ni smycce tvofil interval 1 — 15 s, po kroku 1 s.
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Obrazek 4.14 SIA-LOV optimalizace ¢asu reagentii v reakcni smycce
., = 1 - 15 S, V(VC’) - 125 ,uL, V(SALNQ) - 200 ,uL, VC — pi"VI’ll, Vioc) = 1,5 mL minil,
Coavg = 3 % 107 mol L', cyey = 10 x 107 mol L', veuny = 096 mL min’

vrey = 0,96 mL min”', vpoy = 15 mL min™

Na optimaliza¢ni zavislosti (Obr. 4.14) lze pozorovat pribéh intenzity
absorbovaného zafeni ovlivnéného vznikem chelatacniho komplexu po dobu reagenta
stravenou v reak¢éni smycce a ndsledném transportu k detekci v prutokové cele. Graf
majici vrchol v5 szna¢i €as poskytujici méfeni za optimalnich podminek. Vyssi
prodlevy bezcelné prodluzovaly casovou naro¢nost analyz, s poklesem absorbance

ziejmé zpisobenym narlistem disperze zony tvoifeného komplexu.
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4.3.5 Optimalizace koncentrace vybarvovaciho €inidla

Posledni cCasti optimalizace pro tento zplsob stanoveni bylo uréeni hodnoty
koncentrace vybarvovaciho c¢inidla ovliviiujici velikost dosazenych absorbanci. Ke
studiu dané souvislosti byly pouzité¢ roztoky obsahujici 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5;
5,0 x 10 mol L™! vybarvovaciho &inidla v 12,0 x 10~ mol L™" H,SO,.

0,50 . , . , . , . , . ,

Absorbance

0,45 | /
0,40 | / -
0,35 |- -

0,30 |- -

0,25 |- -

0,20 . L . L . L . L . L
0 1 2 3 4 5

-2 -1
Coe) [x10" mol L]

Obrazek 4.15 SIA-LOV optimalizace koncentrace vybarvovaciho cinidla
coey = 01 — 50 x 107 mol L', Vyey — 125 uL, Viung — 200 ul, VC — prvni,
Vo) = 1,5 mL mlli’lil, C(SALNa) — 3 x 1074 mol Lﬁl, V(SALNa) = 0,96 mL mlli’lil, Yoe) = 0,96 mL mlli’lil,

V#H20) = 15mL mlli’lil, t, = 5s

Zvysujici se obsah Fe'™ ve vybarvovacim &inidle umoZiiuje vzestup vzniku
komplexu odpovidajici nartistu detekovanych vysek pikli, znazornénych v pribéhu
grafu na Obr. 4.15. Vzestup signdlu je patrny v celém rozsahu zvolenych koncentraci,
kdy nejmensi piirGstek je u nejvys$i koncentrace, ztoho divodu byl obsah

vybarvovaciho ¢inidla 2,5 x 10 mol L™' uréen za optimalni.
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4.3.6 Optimalni podminky SIA-LOV

Zvolenim nalezenych optimalnich hodnot sledovanych parametri, souhrnné

uvedenych v nasledujici Tab. 4.4,

Ize technikou SIA-LOV stanovit kyselinu

acetylsalicylovou spektrofotometricky detekovatelnou reakci s dosazenim maximalni

Cwwvr

Tabulka 4.4 Schema nastaveni optimalnich podminek v ovladacim programu FIAlab — SIA-LOV

usporadani
Pozice ventilt, rychlosti
Priibéh programu Reagent
aspirace, aspirované objemy
start analyzy
pozice vicecestného ventilu pozice 3, reagent A vC
rychlost nasati reagentu A 16 uL s ~ 0,96 mL min"'
nasaty objem 125 uL
¢as prodleni 5s
pozice prepinaciho ventilu ouT
pozice vicecestného ventilu pozice 6, vzorek SALNa

rychlost nasati vzorku
nasaty objem
¢as prodleni
pozice prepinaciho ventilu
rychlost nasati nosného média
plnéni pumy nosnym médiem
pozice prepinaciho ventilu
pozice vicecestného ventilu
rychlost pritoku detekéni celou
vyprazdnéni pumpy
pozice ptepinaciho ventilu
rychlost nasati destil. vody
nasaty objem média
pozice prepinaciho ventilu
prutok proplachnuti
vyprazdnéni pumpy
konec analyzy

16 uL s ~ 0,96 mL min"'
200 pL
5s
IN
250 uL s ~ 15 mL min™'

ouT
pozice 2, prutokova cela
25 uL s'~1,5mL min"’

IN
200 uL s ~ 12 mL min™'
500 uL
OUT
50 uL s ~ 3 mL min”’

destil. voda
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4.3.7 Kalibra¢ni fada SIA-LOV

Kalibraéni fada o koncentracich 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10; 25 x 10* mol L™
SALNa byla proméfena za nalezenych optimalnich podminek (Tab. 4.4). Signal blanku,
roztoku s nulovym obsahem salicylanu sodné¢ho prométeného totoznym zpiisobem jako
roztoky kalibra¢ni fady, byl odecten od kazdého tiikrat proméfeného bodu kalibracni
zavislosti. Statisticky vyhodnocené vySky absorpcnich maxim pro nizké hodnoty
koncentraci kalibracni zavislosti byly vyneseny v grafu (Obr. 4.16), jako zavislost na
obsahu salicylanového iontu pro SIA uspofadani méteni. Zakladni linie byla nastavena

na naméfenou absorbanci deionizované vody.

0,8

0,7 -

Absorbance

0,6 -

0,5 -

0,3 -
0,2

0,1}

0,0 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 1 2 3 4 5

| [x10™ mol L™

C(SALNa

Obrazek 4.16 SIA-LOV kalibracni zavislost spektrofotometrického stanoveni acetylsalicyloveé kyseliny
Coavg = 0,05, 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 x 107 mol L', coey = 1,0 x 107 mol L', Vyey — 125 ul,
V(SALNQ) - 200 ,uL, VC — pi"VI’ll, Yoo T 1,5 mL minil, V(SALNa) = 0,96 mL minil,

Vvaey = 0,96 mL minﬁl, Vo) = 15 mL min t,=5s,
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Kalibracni zévislost spektrofotometrického stanoveni kyseliny acetylsalicylové
technikou SIA-LOV, umoznéného reakci s zelezitymi ionty v slabé kyselém pH, je
v celém rozsahu zvolenych koncentraci linearni. Citlivost metody, tvofend smérnici
kalibraéni ptimky, majici hodnotu 1,42 x 10~ mol™' L, udava velikost zmény intenzity
signalu vyvolanou zménou koncentrace (obsahu) analytu [47]. Korelacni koeficient,
charakterizujici té€snost proloZeni pfimky linearni regrese kolem experimentalnich bodd,
mél hodnotu 0,9996 [34]. Parametry linearni regresni rovnice y = 0,1415 x + 0,0023
byly nasledné pouzity pro stanoveni charakteristik SIA-LOV metody.

4.3.8 Charakteristiky SIA-LOV stanoveni

Zvoleny analyticky postup byl doplnén o ziskani zakladnich charakteristik stanoveni.
Za optimdlnich podminek (Tab. 4.4) byla zjiSténa opakovatelnost, limit detekce a limit
stanovitelnosti.

Opakovatelnost metody, definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti, byla stanovena na zakladé
deseti po sob& nasledujicich analyzach roztoku 3 x 10 mol L' SALNa a vyhodnocena
formou relativni smérodatné odchylky RSD = 0,72%.

Proméfenim deseti stanoveni roztoku o nulové koncentraci analytu (blanku) byly
ziskany signaly umoznujici odhad smérodatné odchylky [51]. Mez detekce odpovidajici
koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné¢ odlisny od Sumu, byla
vypoCtena na zakladé¢ definice IUPAC a rovnice kalibraéni zavislosti.
LOD = 0,665 x 10° mol L™, pfipadn& 0,120 mg L™, je koncentrace analytu, které
odpovida signal 3¢ signalu nulového vzorku. Mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota
signalu, pro kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibracniho modelu
dostate¢n& mald a oby&ejné se poklada hodnoté 0,1. LOQ = 6,0 x 10° mol L™, ptipadné&
1,082 mg L', vypoéteny dle definice IUPAC jako koncentrace analytu ve vzorku, které
odpovida signal rovny 10c signalu nulového vzorku.

Casova naro¢nost jedné analyzy za optimalnich podminek byla tvofena
110 sekundami, s maximem vysky piku v 60 s. Objem odpadu jednoho méfeni je

1,5 mL roztoku, ale pouze 350 puL tvoti reagenty.
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4.3.9 Farmaceutické vzorky SIA-LOV

Metoda spektrofotometrického stanoveni kyseliny acetylsalicylové technikou
SIA-LOV, za optimélnich podminek (Tab. 4.4), byla ovéfena analyzou realnych
farmaceutickych  vzorkii  deklarovaného obsahu ASA, Acifein 250 mg,
Anopyrin 400 mg a Acylpyrin 500 mg. Rozpusténi tablet, hydrolyza ASA, nasledné
pievedeni na SALNa i fedéni bylo provedeno totoznym zplsobem zminénym
u techniky FIA, kapitola 4.2.8. Od vySek pikl ziskanych Sestindsobnym proméienim
roztokt hydrolyzath kazdého farmaka byl odecten signal vzorku s nulovym obsahem
analytu. Rozdilové absorbance byly pomoci linearni regresni rovnice kalibra¢ni fady
pfepocteny na skute¢né koncentrace a obsahy ASA a podrobeny statistickému testovani.

Tab. 4.5 poskytuje piehledny souhrn dosazenych vysledk.

Tabulka 4.5 SIA-LOV analyza redlnych vzorkii

Koncentrace Koncentrace Hmotnost Deklarovany
Vzorek R ' '
[* 107" mol L] [mg L] [mg] obsah [%]
Acylpyrin
3,281 591 591 147,78
500 mg ASA
Anopyrin
2,584 466 466 116,40
400 mg ASA
Acifein
1,609 290 290 144,94
250 mg ASA

Stejn¢ jako ptfedchozi analyzy i technika SIA-LOV poskytovala detekci vysSich
obsahti analytu, oproti deklarovanym hodnotam vyrobcem. Lze tedy usuzovat, ze byly
dodrzeny podminky kvantitativni hydrolyzy tablet a pfrevod ASA na jeji sodnou sil

Mira stanovenych hodnot znac¢i uspésné ovétreni i€innosti metody pro tento typ analyzy.
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4.4 Porovnani metod FIA a SIA-LOV

Bylo provedeno stanoveni kyseliny acetylsalicylové pritokovymi technikami FIA a
SIA-LOV se spektrofotometrickou detekcei, zajiSténou reakci s Zelezitymi ionty v mirné
kyselém pH, za vzniku komplexu Fe(SAL)". V Tab. 4.6 je uvedeno resumé naméfenych
zékladnich charakteristik obou pouzitych technik pro spektrofotometrickou detekci

ASA.

Tabulka 4.6 Porovnani charakteristik méreni spektrofotometrického stanoveni acetylsalicylové kyseliny

technikou FIA a SIA-LOV

Parametr Jednotka FIA SIA-LOV
[ 10 °mol L] 3,0 0,67
LOD .
[mg L] 0,540 0,120
[ 10 mol L] 10 6,0
LOQ .
[mg L] 1,802 1,082
Citlivost [x 10> mol' L] 1,08 1,42
Opakovatelnost [%] 0,71 0,72
Korela¢ni
— 0,9999 0,9996
koeficient

Ze zakladnich charakteristik méteni je ziejmé, Ze stanoveni kyseliny acetylsalicylové
zvolenou metodou je citlivéjsi pti pouZiti techniky SIA-LOV, zaroven je dosaZeno
1 niz§tho limitu detekce a stanovitelnosti. Hodnoty opakovatelnosti a korelacni
koeficienty obou technik jsou prakticky totozné.

Analyzou nafedénych hydrolyzati byla detekovana absorbance vrcholu pikd,
nasledné prepoctena na koncentrace a stanovena jako obsah mg ASA v jednotlivych
vzorcich. Graf na Obr. 4.17 poskytuje grafické srovndni dosazenych obsahti kyseliny
v jednotlivych vzorcich s deklarovanou hodnotou. Ziskané nadlimitni hodnoty jsou
ziejm€& zplsobeny vySSim obsahem ASA v tabletdch, neZ je deklarovand hodnota,

z diivodu jejiho zachovani po celé expiracni obdobi farmaka, coz neni neobvyklé.
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Acylpyrin Anopyrin Acifein

Obrazek 4.17 Porovnani analyz realnych vzorkii technikou FIA a SIA-LOV
1 — SIA-LOV; 2 — FIA; 3 — deklarovand hodnota v 1 tableté, cyey = 1,0 x 107 mol L
Voey = 125 uL,  Vieorwy — 200  ul, ve - prvnl, vpeo = 15 mL min

Visang = 0,96 mL min’ Vvaey = 0,96 mL minil, Vo) = 15 mL min”, t,=5s

- 60 -



5> Zaver

Byla uspésné vypracovana metoda umoziujici stanoveni kyseliny acetylsalicylové
prutokovymi metodami FIA a SIA-LOV se spektrofotometrickou detekci. Ke stanoveni
byla vyuzita vlastnost karboxylu a hydroxylu v ortho- poloze salicylové kyseliny
vytvaret s Zelezitymi ionty chelataéni komplexy. Princip detekce pfedstavoval zaznam
Casové zavislosti hodnoty absorbance, pii vlnové délce maxima, odpovidajici gradientu
komplexu Fe(SAL)" protékajiciho detekéni celou.

Statickd méfeni poskytla zakladni ptehled podminek ovliviiujicich tvorbu
detekovaného komplexu. Prométeni absorp¢nich spekter umoznilo ziskat vinovou délku
absorpcniho maxima. Nésledné byla ovéfena nutnost slabé kyselého pH prostredi
ovliviiujici disociaci kyseliny salicylové a vznik chelatacniho komplexu.

Na sestavené aparatufe shodujici se s principem a pozadavky techniky FIA a
komer¢né vyrobené aparatuie SIA-LOV byly nalezeny optimalni podminky, za kterych
analyzy poskytuji hodnoty signalu s nejvétsi citlivosti, minimalni disperzi reak¢nich
zon, spotteby Cinidel a Casovou naroc¢nosti analyzy. Sodna sil kyseliny pouZzitd jako
standard umoznila aplikaci metody na redlné vzorky.

Vzijemné porovnani pouzitych technik lze provézt ze stanovenych validacnich
parametril. Limit detekce FIA tvofen hodnotou LOD = 3,0 x 10° mol L™" a citlivosti
1,084 x 10~ mol' L neumoziwje citlivéj$i stanoveni s dosaZenim niZ§ich obsaht
analytu nez technika SIA-LOV sLOD = 0,665 x 10° mol L' a citlivosti
1,415 x 10° mol' L. M&Fenim opakovatelnosti analyz byly ziskany téméf identické
hodnoty obou technik, FIA RSD = 0,71 % a SIA-LOV RSD = 0,72 %. Té&snost shody
bodl kalibrac¢nich fad vyjadiend korelacnim koeficientem pro techniku FIA vySel
o néco lépe.

Mira uspéSnosti zvolenych optimalnich podminek byla otestovana analyzou tfech
redlnych vzorkd farmaceutickych tablet obsahujici kyselinu acetylsalicylovou. Vzorky
tvofily tablety Acifeinu s deklarovanym obsahem 250 mg ASA, Anopyrinu
s deklarovanym obsahem 400 mg a Acylpyrinu s deklarovanym obsahem 500 mg ASA.
Detekei obsahu v jednotlivych vzorka ptevySujici 100 % lze prokdzat vhodnost
optimélnich podminek i upravu vzorkl. Mira stanovenych hodnot v redlnych vzorcich

znaci uspésné ovéfeni U€innosti nalezenych podminek metod pro tento typ analyzy.
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