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Seznam zkratek a symbolu:

HPLC vysokou¢inna kapalinovéa chromatografie

RP - HPLC chromatografie na obracenych fazich

GC plynova chromatografie

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

LC -ES-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci a s pouZitim

elektrosprejové ionizace

CFA kontinuélni pritokova analyza
SFA segmentovana prutokova analyza
FIA prutokova injek¢ni analyza

SIA sekvenéni pritokova analyza
EPR elektronova paramagneticka rezonance
UV- VIS ultrafialova — viditelna oblast
PTFE polytetrafluorethylen

Aex vlnova délka excitace

em vlnova délka emise

s sekunda

min minuta

c koncentrace

A absorbance

napr. napiiklad

tj. to je

aj. ajiné

obr. obrazek

tab. tabulka
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1 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat metodu stanoveni derivati fenothiazinu
priutokovou injekéni analyzou se spektrofluorimetrickou detekci po jejich oxidaci.
Druhym ukolem bylo porovnani riznych zpisobu on-line oxidace téchto derivatd -
fotochemické, chemické a elektrochemické a zhodnoceni vSech dosaZenych parametrti
stanoveni pfi pouziti jednotlivych oxida¢nich technik. Poslednim tkolem diplomové
prace pak bylo ovéfeni sledované metody stanovenim dvou derivatd fenothiazinu

(chlorpromazinu a diethazinu) ve farmaceutickych pfipravcich.



2 Teoreticka Cast

2.1 Pritokové metody

Pritokové metody v soucasné dobé nachazeji v analytické chemie stale vétsi
vyuZiti. Hlavni vyhodou oproti béZnému manudlnimu stanoveni je pfedevsim snadna
automatizace a tim mozZnost analyzy velkého poctu vzorkidl za €asovou jednotku. V
prutokovych metodach je mozno pracovat s puvodnimi vzorky, které jsou nasledné
upraveny aZ piimo v systému. K dal§im vyhodam patii mensi spotieba viech ¢inidel (10
— 100 x mensi oproti klasické analyze) diky miniaturizaci aparatury, eliminaci kontaktu
pracovnikii s toxickymi latkami a omezeni kontaktu pouzZivanych chemikalii s
atmosférou diky uzavienému systému. Nevyhodou tradi€nich pritokovych metod byva
mala flexibilita.

Priatokové metody se rozdéluji do dvou hlavnich skupin:
a) chromatograficka analyza - mezi né fadime klasickou kapalinovou chromatografii

(LC) a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

b) pritokové metody analyzy - mezi né patfi kontinudlni pritokova analyza (CFA),
sekven¢ni prutokova analyza (SFA), prutokova injek¢ni analyza (FIA), a sekvencni
injek¢ni analyza (SIA).

Pritokové metody se uplatiiuji pii kontrole primyslovych procest, pii kontrole Cistoty

slozek Zivotniho prostfedi, v 1ékafstvi a farmacii.

2.1.1 Kontinualni pritokova analyza-CFA

Principem této prutokové metody je kontinualni pfivadéni vzorku do proudu
reagentu, analyticky signdl se odecita v ustaleném stavu.
K zavadéni vzorkl slouZi automaticky davkova¢ nebo mohou byt vzorky zavadény do
aparatury manualné ponofenim pfivodni trubi¢ky do roztoku. Promichavéani roztoku
vzorku a roztokl regentli byva dosazeno pomoci vhodné konstrukce pritokového

reaktoru (reakéni civky) na zékladé turbulentniho proudéni.



2.1.2 Segmentovana pritokova analyza-SFA

Segmentovand pritokova analyza (segmented flow analysis) je zdokonalenou,

pokrocilou modifikaci CFA. Je zaloZena na kontinualnim pfisunu vzorku.
Vzorek, Cinidlo a ostatni poZadované sloZky jsou nasavany pomoci peristaltické
nékolikakanalové pumpy do reakéni civky. Tam dochdzi mezi €inidlem a vzorkem k
chemické reakci. Sou€asné je do zafizeni vhanén segmentorem vzduch ve formé velmi
jemnych bublinek, které oddé€luji jednotlivé zény vzorku a zéaroven podporuji
turbulentni proudéni, ¢imz se urychluje promichavani vzorku s ¢inidlem (zvétSuje se
konverze chemické reakce). Chemicka reakce v tomto uspoiadani probéhne tedy do
rovnovazného stavu a méfeni reakéniho produktu v prutokovém detektoru je provadéno
v ustaleném stavu.

Ve srovnani s pratokovou injekéni analyzou je technika SFA citlivéjsi, mezi jeji
nevyhody patfi zejména veétSi spotfeba vzorku, pulzace toku, nutnost udrZovat
konstantni velikost bublin a odstranéni vzduchu pomoci debubleru pted vstupem vzorku
do detektoru.

Na obrazku 1 je uvedeno obecné schéma techniky SFA v zdkladnim zapojeni a tvar

dosazeného signalu.
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Obr. 1: Segmentovand pritokovd analyza. A) schéma zapojeni. B) casovy priibéh

analytického signalu.

2.1.3 Pritokova injek¢ni analyza — FIA

Pritokova injek¢éni analyza (FIA-Flow Injection Analysis) je pratokovou
metodou s plynulym tokem vsech ¢inidel. Jeji princip byl poprvé publikovan v roce
1975 Ruzitkou a Hansenem'. Zakladem metody je kontrolovana disperze vzorku v
prostoru case.

Piesny objem vzorku je prostfednictvim dvoupolohového ventilu se smy¢kou davkovan !
kontinualniho proudu vhodné kapaliny (inidlo, pufr). Tok kapaliny je realizovan

pomoci pumpy. Nadavkovana zéna vzorku je v kontinualnim nosném proudu

,,,,,,,
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¢inidlem a vznikly produkt v reprodukovatelném ¢ase postoupi do priatokové cely, kde
je detekovan a signal zaznamenan. Signal ma tvar piku, jehoZ vyska, Sitka a plocha jsou
umérné koncentraci analytu a zavisi také na pritokové rychlosti nosného roztoku,
vnitinim priméru a délce vedeni a také na velikosti naddvkovaného objemu.

K popisu koncentra¢niho gradientu se uziva disperzni koeficient, ktery je dan
pomérem pocatecni koncentrace a aktualni koncentrace v daném &ase’.
Dosazeni chemické rovnovahy neni v metod€¢ FIA nezbytné, ale vlastni stanoveni musi
vzdy byt provedeno za pfisné reprodukovatelnych experimentalnich podminek. Do FIA
aparatury muZe byt zafazena napf. kolonka s iontoméni¢em, extrakéni, dialyza¢ni nebo
prekoncentraéni jednotka. Na obrazku 2 je uvedeno obecné schéma techniky FIA v

zékladnim zapojeni a tvar dosazeného signalu.

Vzorek

Nosny
proud — Odpad

Cinidlo Detektor
Pumpa
[ _
5 h
Z w
< -
Davkovani
: I\
cas

Obr. 2: Pratokovd injekcni analyza. A) schema zapojeni. B) casovy priibéh ana-

Iytického signalu
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Pro stanoveni FIA technikou lze vyuZit v podstaté kteroukoliv nepiili§ pomalou
chemickou reakci, jejiz reakéni produkt je mozno detekovat vybranou instrumentalni
analytickou metodou. Mezi nejcastéji vyuzZivané detektory se fadi detektory
spektrometrické - UV/VIS spektrometricky, refraktometricky, fluorimetricky. Jinak lze
téZ s uspéchem pouzit atomovy absorpéni detektor, plamenovy fotometr ¢i ICP-
Z elektrochemickych detektor jsou to hlavné

atomovy emisni spektrometr.

ampérometricky, potenciometricky, coulometricky a konduktometricky.

Tab. 1 Srovnani metod CFA a SFA

Sledovany parametr

Metoda CFA

Metoda FIA

Déavkovani vzorku
Objem vzorku
Doba odeétu signalu
Praimér trubi¢ek
Piesnost méteni
Pocet analyz za Cas
Spotteba Cinidel

Promyvani aparatury

nasavani
obvykle 0,2 - 2,0 ml
fadové minuty
obvykle 1 - 2 mm
1-2%
+ 80 vzorki / hodina
vysoka

je nutné

vstiik
obvykle 10 - 100 pl
fadove sekundy
obvykle 0,5 - 0,7 mm
1-2%
+ 300 vzorki / hodina
nizka

neni nutné

Detekce v rovnovazném stavu v konstantnim ¢ase
Vyhodnoceni vySka vyska, plocha, Sitka
Citlivost vy$si ve srovnani s FIA niZsi ve srovnani s CFA

2.1.4 Sekven¢éni injek¢ni analyza-SIA

Sekvenéni injekéni analyza je pomémé nova pritokova metoda, ktera byla
vyvinuta béhem odstrafiovani nevyhod a nedokonalosti techniky prutokové injekéni
analyzy’. Ob& metody jsou si navzijem podobné, aviak SIA evidentné piedstavuje

samostatny pfistup k analyze v prutokovém uspofddani. Prvni prace zabyvajici se
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samostatny pfistup k analyze v pritokovém uspofadani. Prvni prace zabyvajici se
problematikou SIA byly publikovany v 90. letech opét kolektivem autorti v ¢ele s J.
Ruzigkou®.

Hlavnimi rozdily obou zmiinovanych technik je odliSnost v geometrii nosného
toku. Metoda FIA vyuziva pfimy konstantni tok, oproti tomu SIA vyuziva zmény
ptimého a zpétného toku. Tak je dosaZeno vys$siho stupné konverze analytu na reakéni
produkt.

V metodé SIA je davkovaci ventil s vyménitelnou smycCkou nahrazen 6-10
pozi¢nim selekénim ventilem, z ¢ehoZ plynou dalsi rozdily mezi obéma metodami. U
SIA techniky je moZno ménit ddvkovany objem vzorku od jednotek aZz po stovky pl
pouhym naprogramovanim doby otevieni pfisluSného kanalu selekéniho ventilu a tim
optimalizovat disperzi zény vzorku podle koncentrace analytu a tim tedy i citlivost
stanoveni. U FIA analyzy je oproti tomu v ramci jedné série méfeni davkovany objem
vzorku neménitelny (je dan objemem davkovaci smy¢ky).Doba trvani jednoho méficiho
SIA cyklu se pohybuje okolo 30 s, hodnoty pratokovych rychlosti SIA techniky se
prakticky nelisi od FIA a pohybuji se okolo 1ml/min.

Charakteristickym rysem SIA techniky jsou oddélené métici cykly. Nejprve jsou
z6ny vzorku, nosného toku a €inidla postupné vnasSeny do jednokanalového systému
prostfednictvim vicecestného selekéniho ventilu a za pomoci pistového Cerpadla (obr.
3a). Nasledné je smér toku obracen, ¢imz dojde k promiseni reaktantl a vznikly produkt
je déle detegovan. Lze také vyuzit uzavieni zony vzorku mezi dvé zony stejného ¢inidla
a tak zvysit vytéZek reakéniho produktu a tim i citlivost stanoveni’. Systém SIA pracuje
v cyklu naprogramovanych pohybil pistu cerpadla, synchronizovanych pfepindnim
pozic selekéniho ventilu. Reprodukovatelny koncentraéni gradient ziskame pfesnou
synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych programovych kroki. Z toho vyplyva, Ze
dilezitou soucast SIA systému musi tvofit i vhodny mikroprocesor s piislusnym
programovym vybavenim, ktery ¥idi kroky méficiho cyklu a souc¢asné sbira, uchovava a
vyhodnocuje vystupni data.

Vstupni jednotkou SIA systému je Cerpadlo, které je fizeno také softwarove.
Soucasti systému je také vicecestny selek¢ni ventil. Nejéastéji se jedna o 6, 8 a 10-
cestné ventily. Selekéni ventil fidi sefazeni jednotlivych zén v misici civce, zajistuje
pfipojeni vSech poZadovanych ¢inidel k systému a po obraceni toku i transport zén do
detektoru. Casovani poloh selektoru a jejich synchronizaci s pohybem &erpadla fidi a

w7

kontroluje pocita¢. V SIA systémech se pouzivaji jednodussi a kratsi civky nez u FIA
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mohou obsahovat reaktivni naplii. VétSinou je soucasti aparatury jedina reak¢ni civka,
umisténa mezi Cerpadlo a selekéni ventil. Zafizeni mize byt eventuélné doplnéno
zadrZovaci civkou slouzici v souinnosti se selekénim ventilem k zavedeni vzorku do
aparatury.

Pfi analytickych stanovenich v rezimu SIA lze vyuzit stejnych typt detektoru
jako u FIA techniky. Detektor musi byt opatfen pritokovou méfici celou. V praxi jsou
nejcastéji pouzivany UV/VIS spektrometricky, fluorescenéni, chemiluminiscenéni nebo
elektrochemické detektory.

Vyhodou SIA oproti FIA je, Ze i pti praci s n€kolika roztoky probiha analyza v
jednokanalovém uspotadani s jednim ventilem a jednim €erpadlem. Pti zastaveném toku
lze provadét i kinetickd méfeni (urCeni reakénich fadu) stejn€ jako u FIA. Jelikoz SIA
vyuzZiva zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotieby vzorku, ¢inidel a objem odpadu
podstatné niz$i nez u FIA, kde jsou roztoky Cerpany kontinualn€. Velkou vyhodou SIA
je jeji flexibilita dana snadnou zménou parametrit méfeni prostfednictvim klavesnice
pocitaCe, aniZ je tfeba ménit konfiguraci SIA systému. Nevyhodou SIA oproti FIA je

niz3i frekvence davkovani vzorku’.
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Obr. 3: Sekvenéni injekéni analyza. A) schema. B) promichani zon a detekce.

2.1.4.1 Vyuziti SIA v praxi

SIA se v praxi uplatiiuje pfi analyze anorganickych iontd a mnohych
organickych latek vcetné 1é€iv.

Z anorganickych ionti byly napt. ve vodé stanoveny vapenaté ionty (Ca®h
soubéZzné s hofednatymi (Mg?)®, s vyuzitim tvorby barevnych komplexa se
spektrofotometrickou detekci’, dale byly stanoveny ionty zelezité®® a jonty zine¢naté'.
Z aniontt byly napf. soucasné stanoveny chloridy a fluoridy'"', dusitany s dusi¢nany
se spektrofotometrickou detekci® a sirany pomoci sréZeci reakce s barnatymi
jonty'* Fosfaty byly analyzovany samostatng'® nebo soutasné s kiemicitany'®. Dale je
mozno uréit sulfoamidy'’. Technikou SIA lze téZ uréovat i stopova mnoZstvi nékterych
tézkych kovii - spektrofotometrickém stanoveni (vanadu'®, molybdenu" a chromu®”.
Kadmium, méd’, rtut, indium, olovo a thalium byly stanoveny metodou SIA s
elektrochemickou detekci.

Hlavni oblasti aplikace SIA techniky je vSak farmaceutickd analyza. S vyuZzitim
spektrofluorimetrické detekce byl napf. ve farmaceutickych pfipravcich stanoven

121

warfarin®', lisinopril®', diclofenal®' nebo thiaming®'.
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2.1 Fenothiazin a jeho derivaty

Studiu vlastnosti fenothiazinu a jeho derivati je stale vénovéana znacnéa pozornost.
na vyzkum jejich farmakologické u¢innosti. Jsou dilleZitou skupinou neuroleptickych a
antialergickych 1éCiv. Vice neZ 100 komponent bylo odvozeno ze zékladniho

fenothiazinového skeletu a farmakologicky testovano béhem poslednich desitek let.

2.2.1 Vlastnosti fenothiazinu a jeho derivati

Z chemického hlediska je fenothiazin heterocyklickd sloucenina obsahujici

dusik a siru.

H
9 10| 1
Q@ ®:
7 S 3
6 5 4

Nejcastéji vyuzivané derivaty jsou substituovany v poloze 10 (antihistaminika a
antiparkinsonika), pop¥ipadé v poloze 2 a 10 (neuroleptika)™.

Nekteré tyto derivaty jsou vyuzivany jako redox indikétory, podobné jako
derivaty substituované v poloze 3 a 7. V praci byly pouzity derivaty uvedené v tabulce
2. Substituenty v poloze 10 maji zéporny indukéni efekt vlivem atomu dusiku
aminoskupiny nebo heterocyklu pfipojeného na alkylu. Tento efekt s rostouci délkou
alkylového fetézce mezi dusikem fenothiazinového jadra a dusikem aminoskupiny
klesa. V poloze 2 jsou nejcastéj$imi substituenty skupiny -Cl, -OCHj3, -CF3 aj. Ty maji
zpravidla zaporny indukéni efekt a kladny i zaporny mezomerni efekt. Kromé
indukéniho efektu se mohou uplatiiovat i sférické vlivy substituenti®. Vlivem riiznych
druhd efektd dochazi k posunu elektronii a tedy ke zméné elektronové hustoty v
jednotlivych polohéach fenothiazinového skeletu, a tim i ke zméng jeho reaktivity”. Tyto
vlivy se projevuji naptf. v ruznych hodnotich maxim absorbance (u kladného

mezomerniho efektu v oblasti kolem 255 nm a 305 nm, u zéporné¢ho v oblasti kolem
235 a 265 nm)%.
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Tab. 2 Pouzité derivaty fenothiazinu

Nazev R, Rio
Chlorpromazin -Cl -(CH)3N(CHs)2
Diethazin -H -(CH,),;N(C,Hs),

1)  Fyzikalni a chemické vlastnosti

Fenothiazinové derivaty tvofi baze (Zluté olejovité roztoky), které jsou ve vodé
nerozpustné. V praxi se proto uZivaji ve formé& hydrochloridi popt. maleatd. Ty jsou
velmi dobfe rozpustné ve vodé¢, ziedéné kyselin€ chlorovodikové a fad€ organickych
rozpoustédel. Tato vlastnost zavisi na typu substituentii®>.

Soli fenothiazinovych derivati mohou disociovat a reaguji jako velmi slabé
kyseliny. Bylo zji$téno, Ze hodnoty disocia¢nich konstant (pK,) se méni v pfitomnosti
iontovych nebo neiontovych tenzidd ve vodném roztoku. Napi. hodnota pK,
hydrochloridu chlorpromazinu a diethazinu se sniZuje v pfitomnosti kationtového

(Septonex) a neiontového tenzidu a zvySuje v pfitomnosti aniontového tenzidu (Triton
X-305)%.

2)  Spektralni vlastnosti

VSechny derivaty fenothiazinu maji podobné spektralni vlastnosti.V jejich
absorpcnich spektrech se vyskytuji dva hlavni pasy v oblastech vinovych délek 210 -
280 nm a 300 - 317 nm.

U derivati fenothiazinu lze po ozafeni UV svétlem pozorovat fluorescenci. Tato
jejich vlastnost byla pfedmétem jiz fady sledovani, zejména v souvislosti s chemickou
strukturou, oxida¢nimi stavy, pH a teplotou a byla jiZ vyuZita v chemické analyze®.

VSechny derivaty fenothiazinu se stejnym substituentem v poloze 2 maji stejna
excitatni a fluorescenéni spektra. Substituent v poloze 10 nema vliv na fluorescencni

[ . . 1 v s e 1 v v 2
vlastnosti latky?’. Intenzita fluorescence je siln& zavisla na pH a dobé& ozafovani 3,
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3) Redoxni vlastnosti

vvvvvv

se oxidovat fadou oxida¢nich ¢inidel (Ce(SOs4);, NH4VOs3, K,2Cr,0O7, KBrOs, KIO;,
KIO4, NaNO,, H»O3, aj.) nebo vystavenim vlivu UV zéfeni. Barva vzniklého produktu
je zavisla na typu substituentu v poloze 2 a 10%.

Oxida¢ni reakce fenothiazinovych derivati jsou zndzornény schématem na
obrazku 42. Béhem prvniho kroku jsou derivaty fenothiazinu reverzibilné oxidovany za
vzniku barevného radikalkationtu stabilniho v silné kyselém prostedi (dtikaz existence
radikélkationti byl proveden EPR spektroskopi124). Radikalkation je v druhém kroku
ireverzibilné oxidovan na bezbarvy sulfoxid®.

Obrazek 5 znazormuje nejpravdépodobnéjsi, detailni mechanismus oxida¢niho procesu
fenothiazint (I). Prvnim krokem je ztrata elektronu, ktera poskytuje barevné zbarveni
vzniklému radikalkationtu (II). Tato reakce je reverzibilni, radikalkationt ztratou dalSiho
elektronu dava vznik fenothiaziniovému iontu (III). Ten je dale snadno hydrolyzovan za

tvorby bezbarvého sulfoxidu (V).

O

SesteSeretsicw ol

Obr. 4: Oxidacni proces derivadtii fenothiazinu

19



0= 0= G,

I I m
1+H20
[OH]‘
@E J@“_ @Sj@
Ruo v v

Obr.5 : detailni schéma oxidacniho procesu deriviti fenothiazinu.

Rychlost prvniho kroku reakce zéavisi na typu oxidantu, kyselosti prostredi,
teploté a typu daného fenothiazinového derivatu®. Predpoklada se, Ze rychlost druhého
kroku (Obr. 5) je siln€¢ zavisla na rychlosti hydrol)'lzy23 . Stabilita radikalkationtu zavisi
radikalkationty, které maji v poloze 10 alkylovy fetézec nez ty s heterocyklickymi
substituenty.

DalS§im faktorem vyznamné ovliviiyjicim stabilitu radikélkationtu je kyselost
reakéniho prostfedi. Radikalkationt je stabilni v prostfedi koncentrovanych kyselin (2-
10 mol.I')?.

4) Elektrochemické chovani derivatu fenothiazinu

Oxida¢ni procesy derivatti fenothiazinu probihaji za relativné nizkych redox.
potenciall. Se zvysujici se koncentraci kyseliny nedochazi k jejich vyraznému poklesu,
ale jsou silné ovliviiovany typem substituentu v poloze 2%,

Proces elektrochemické oxidace derivati fenothiazinu zavisi na polarité,

kyselosti reakéniho prosttedi a pitomnosti substituentti v polohach 2 a 10>,
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2.2.2 Vyuziti fenothiazinu a jeho derivati

Intenzivni zajem je soustfedén pfedevsim na vyzkum farmakologické ucinnosti
derivati  fenothiazinu, nebot nékteré 2z té€chto latek jsou vyznamnymi
psychofarmaky®® Fenothiazin, zikladni latka fady fenothiazinovych derivatd, je
nejstar$im zndmym pesticidem pouzivanym od roku 1935. Dnes je pouZivan ve
veterinarni praxi’*. Bylo zjiténo, e farmakologicky vyznamné jsou fenothiazinové
derivaty, substituované vpoloze 2 a 10. Jsou pouZivany také v anesteziologii;
dermatologii.Maji fotochemoterapeutické schopnosti proti rakovinovym nadorim a

mohou byt pouZity i jako insekticidy?” %%,
Chlorid chlorpromazinia®

Chlorid chlorpromazinia, systematicky [3-(2-chlor-10-fenothiazinyl)propyl]dimethyl-
amoniumchlorid, C{7H;9CIN,S . HCI M = 35532 g mol", je bily krystalicky prasek,
velmi snadno rozpustny ve vodé a snadno rozpustny v lihu 95 %. Na svétle a vzduchu
nestaly.

Ma vyrazné adrenolytické, anticholinergické, hypotensivni, spasmolytické, anestetické,
hypotermické, antiemetické a antihistaminické vlastnosti. Na centralni nervovy systém
pasobi silné tlumiveé, siln€ potencuje ucinek hypnotik i1 narkotik. Ma 1 vedlejsi
nezadouci U¢inky (napf. potencialni hepatotoxicita), které byly kromé jinych divodi
pfi¢inou dalsiho rozsahlého vyzkumu v oblasti derivati fenothiazinu. PouZziva se
predev§im v psychiatrii k terapii schizofrenie, stavii psychomotorického neklidu,
halucinaci i nékterych uzkostnych a obsedantnich neuros. Je dale indikovan jako
sedativum vegetativniho nervstva a centrdlniho nervového systému v neurologii,

vnitinim lékafstvi,pediatrii, dermatologii i Vchirurgii.

Chlorid diethazinia®’

Chlorid diethazinia, systematicky [2-(10-fenothiazinyl)ethyl]diethylamoniumchlorid,
C1sH,3CIN,S . HCI, M = 334,91 g mol ™, je bily krystalicky prasek, snadno rozpustny ve

vodé, lihu 95 % a v chloroformu. Na svétle nestaly.
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Jedna se o fenothiazinovy derivat se silnym parasympatolytickym u¢inkem. M4 i
nepiili$ silné sedativni, antiadrenergni, antihistaminové a hypotermické u¢inky. Pouziva
se u vSech typl parkinsonského syndromu, a to pfedeviim tam, kde je silné¢ vyznaen
tres.

Na zékladé vzniku barevnych kationradikali pii oxidacnich procesech se
vyuziva fenothiazinovych derivatd jako jiZ zminénych redox indikéatori. A to zejména
pfi titracich ionty Ce**, BrO;y, VOy', Cr;0,%, chloraminem T a bromsukcinamidem?>*,

Barevnych produktil oxidace se dale vyuziva ve spektrofotometrii. 2,10-derivaty
byly pouZity pfi stanoveni iontd, napf. Ce4+, Fe** , Au (III), Os (VI, VIII), Cr2072',
MnO, 242,

Barevnych komplexti né€kterych kovl s fenothiazinem i jeho derivaty se uziva
pro spektrofotometrické stanoveni téchto kovii (pfedevsim platinovych). Ukdzalo se, Ze
kovy v niz§im oxida¢nim stupni, napt. Pd (II) a Ru (III), poskytuji pfi stanoveni
s derivaty fenothiazinu barevné komplexy; naproti tomu kovy ve vys$S§im oxida¢nim
stupni, napt. Ce (IV), Os (VI).Os (VIII), komplex netvofi a jejich stanoveni je zaloZeno
pouze na vzniku barevného kation radikalu pfi redox reakci. V nékterych ptipadech
dochazi ke spojeni obou reakci (nejprve probéhne redox reakce a pak komplexotvorné
reakce se stanovovanym kovem v niZ§im oxidaénim stupni), coZ bylo prokazano pfi
reakci Pt (IV) s chlorpromazinem?®.

Zajem o fotochemické reakce fenothiazinovych derivatll je iniciovan dvéma
zakladnimi faktory. Prvni je dan jejich farmakologickym plisobenim a s tim souvisejici
fotosensitivitou kiize a o€nich tkani pozorovanych u pacientt lé€enych vétSimi davkami
fenothiazinovych farmak. Dal§im divodem pro studium fotooxidace je moZnost vyuZiti

né€kterych derivat fenothiazinu pti pfeméné sluneéni energie.
2.2.3 Analyza fenothiazinovych derivati

Se zvySujicim se vyuZitim fenothiazinovych derivatt v lékafstvi dochazelo k
rozvoji mnoha metod pro jejich stanoveni jak v Cisté formétak ve farmaceutickych
ptipravcich. Oficialni metodami uvedenymi v Britském 1ékopise pro fenothiaziny jsou
potenciometrickd titrace v nevodném prostiedi nebo spektrofotometrie v UV
oblasti®>.Metody pouzivané k analyze fenothiazinovych derivati je moZno rozdélit do

skupin.
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1) Spektrometrické metody — UV - VIS, FIA

Basavaih a kol.*°

se zabyvali spektrofotochemickym stanovenim derivatl
fenothiazinu v kyselém prostiedi v ptitomnosti Cr'"" a ptislusného indikatoru. Za téchto
podminek dos$lo k oxidaci fenothiazinti, coZ umoznilo 1 spektrofotochemické stanoveni.
Duraz byl kladen na koncentraci H,SO,. Pfi nizké koncentraci zpisobuje H,;SO4
zpomaleni reakce, v opaéném piipad€ pak barevnou nestalost vzniklych kationradikald.
Dalsi spektrofotometrickd stanoveni fenothiazonovych derivati po jejich oxidaci byla

provedena J Karpinskou a kol.*!, Basavaihem a kol*.

FIA (flow injection analysis) je vzhledem ke své univerzalnosti, jednoduchosti a
nizké cené Casto pouzivanou metodou ke stanoveni derivati fenothiazinu. V poslednich
letech byla publikovana fada praci’>>®. FIA stanoveni jsou zaloZena na chemické
oxidaci fenothiazinovych derivatd s vyuZitim tdchto oxidacnich &inidel (Ce*)*”,
(Fe(C104)3)*', (MnO4)* nebo na fotochemické oxidaci**° s fluorometrickou nebo
fotometrickou detekci. Napk. v praci * byly studovéany fotochemické reakce tii derivatt
fenothiazinu (chlorpromazin, promethazin a perfenazin) a srovnany s chemickymi

oxidaénimi procesy. Detekéni limity se pohybovaly v rozmezi 20-50 ng.m!™.

2) Chromatografické metody- HPLC, GC, TLC

HPLC technika je vysoce selektivni a citlivou metodou pro stanoveni
fenothiazind, jejimi hlavnimi nevyhodami jsou zejména drahé vybaveni a vysoka
spotieba rozpousdtédel. Spojeni LC-ES-MS bylo vyuZito v praci®, ve které autofi
studovali separaci fenothiazinovych derivatii v mySim séru.

V praci’' byla metodou RP-HPLC studovéna enantioseparace fenothiazinovych
derivati za pouZiti detektoru s diodovym polem. Separaci fenothiazinovych derivati
HPLC technikou se dale zabyval D.De Orsi a kol.?.

Pro separaci a detekci fenothiazini byla vyuZita rovnéz tenkovrstva
chromatografie (TLC)* a plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(GC-MS)*.
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3) Elektrochemické metody

Stanoveni fenothiazinovych derivati byla provedena diferenéni pulsni
voltametrii (DPV), diferenéni pulsni polarografii (DPP), diferenéni pulsni stripping
voltametrii (DPSV) a elektroforézou®.

Voltmetrické metody jsou sice méné selektivni nez HPLC a ve srovnani s FIA

o 24

technikou i pfistrojove a experimentalné naro¢né;si.

Dale byla vypracovana vazkova stanoveni (s kyselinou wolframofosfore¢nou,
s kyselinou molybdatotofosfore¢nou) a fada titra¢nich stanoveni jako organicka baze
s kyselinou chloristou v bezvodém prosttedi a titrani stanoveni oxidimetricka ve

vodném prostiedi*®.
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2.3 Statistické zpracovani vysledkii

2.3.1 Sum

Sum oscilujici kolem zéakladni linie je charakterizovan frekvenci a amplitudou.
Vzhledem k nahodilé povaze Sumu je v dostate¢né dlouhém ¢asovém intervalu soucet
pozitivnich a negativnich vychylek roven nule. Sum, jehoZ suma je nulova v &asovém
intervalu nadeho pozorovéni, se oznaluje jako tzv. bily Sum. Sum, jehoZ suma je
nenulova, je tzv. ndhodny Sum meéfeni, a $um, jehoZ suma vykazuje ¢asovou zavislost

v naslednych intervalech pozorovani, se oznauje jako drift>>.

2.3.2 Kalibrace

Kalibrace je empiricky postup zjiSténi zavislosti mezi meéfenou veliinou a
poZadovanou informaci. Uplatiiuje se nejcastéji v instrumentalni analyze, kdyz se
z velikosti méteného signalu hled4 odpovidajici obsah stanovované slozky (analytu).

Zarovenl by mélo dojit k odstranéni soustavné sloZky chyby, jeZ bylazpiisobena
ptipadnou nedokonalosti pribéhu jednotlivych operaci piedchazejicich vlastnimu
méfeni, a to tak, aby se pfi tom p#ili§ nezvétSila nahodna slozka chyby. Kalibrace je
vzdy provadéna pomoci standardi se znamym obsahem analytu nebo pomoci

referencnich materialti se zndmym celkovym sloZenim.

2.3.3 Bodové odhady

K vyhodnoceni dat byly pouzity’:

Aritmeticky priameér:
Ze série n méfeni ziskdme vysledky x; — x, Aritmeticky primér je nejlepsi
vyjadieni vysledku série paralelnich stanoveni. UrCuje se jako soucet vsech vysledki

série paralelnich stanoveni, déleny po¢tem méteni n.
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Odhad smérodatné odchylky.

Nejlepsi mirou piesnosti série paralelnich stanoveni je odhad smérodatné
odchylky. Urcuje se jako odmocnina étvercti odchylek déleného poctem méteni, které je

zmens$eno o jednu (n-1).

- [Lsh

Relativni smérodatnd odchylka:

Nejlepsi relativni mirou pfesnosti série paralelnich stanoveni je relativni
smérodatna odchylka, dana pomérem odhadu smérodatné odchylky a priméru, ktera se

n€kdy udava v procentech.

2.3.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez diikazu a mez stanovitelnosti jsou zakladni charakteristiky metody stopové
analyzy pro jeji pouZziti pfi kvalitativni resp. kvantitativni analyze. Kvalitativné 1ze
prokazat pouze takové mnozstvi analytu, které odpovidd minimalnimu signalu, pravé
rozlisitelnému od Sumu nulového vzorku nebo slepého pokusu y,.

Mez detekce je nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou miizeme danou
analytickou metodou detekovat. Podle definice JIUPAC je mez detekce koncentrace
analytu, které odpovida signal rovny trojnasobku smeérodatné odchylky (30) signalu

nulového vzorku’2.
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Mez stanovitelnosti je nejmensi mnoZstvi latky ve vzorku,které je mozno danou
analytickou metodou jest€ s uritou piesnosti stanovit. Podle definice IUPAC je mez
stanovitelnosti koncentrace analytu, které odpovidad signal rovny desetinasobku
smérodatné odchylky (100) signalu nulového vzorku.

Prakticky se mez detekce a mez stanovitelnosti urCuje takto: za podminek
konkrétni spektrometrické metody se zméfi desetkrat nejtésnéji za sebou signal téhoz
nulového vzorku a vypocitad se standardni smérodatna odchylka o v tomto souboru
méfeni. Soucasné se sestroji kalibraéni pfimka pro uvaZované vzorky v oboru nizkych
koncentraci a mez detekce, resp. mez stanovitelnosti se uréi z této pfimky jako

koncentrace analytu odpovidajici signalu 3 oresp. 100
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Stanoveni derivatu fenothiazinu fotfibé{(ou oxidaci

3.1.1. Ptistrojové vybaveni

peristaltickd pumpa firmy Cole-Parmer (Chicago, USA)

davkovaci ventil 5125 (Rheodyne, USA)

hadi¢ky Tygon (Cole Parmer) riznych primérti pro ¢erpani kapalin

smycky pro davkovani pfislusného objemu vzorku (100 pl; 250 pl; 500 pl; 1000;
ul) tvotené teflonovymi kapilarami vnitiniho priméru 0,5 mm.

fotoreaktor - tvoten teflonovou kapilarou (Supelco,USA) vnitiniho priméru 0,5mm
a délky (1-3m), kterd je Sroubovicovité¢ obtofena kolem nizkotlaké, 8W rtutové
vybojky.Kapilara je udrZzovéana v konstantni vzdéalenosti od vybojky diky kiemenné
trubici pfipevnéné na vybojce a pomoci plastovych distan¢nich sloupki.

plastova injekéni stifkacka

Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA) jako detektor,
vybaveny pritokovou kifemennou kyvetou o vnitinim objemu 110 ul a tloustky

absorbujici vrstvy 1 cm.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Chlorpromazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.I" byl
pfipraven rozpus$ténim 0,1777 g chlorpromazin hydrochloridu (LPC Chemical Dyes;
M; = 355,47) v deionizované vod¢ a doplnénim na objem 100 ml. Roztok byl
skladovan v chladu a chranén pred svétlem.

Diethazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10~ mol.l" byl p¥ipraven
rozpuStenim 0,1674 g diethazinu hydrochloridu (LéCiva; M= 33491) v

. . I
deionizované vod¢ a doplnén na objem 100 ml. Roztok skladovan v chladu a va
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svétla.
e Kyselina chlorovodikova 37% (Merck, SRN)
e Hydroxid sodny (Lachema Bmo; M, = 39,99)
e Lc¢kové formy: Pflegomazin (Egis Pharmaceuticals; Budapest’; Hungary)
Cervené tablety: 20 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Zluté tablety: 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Deparkin (LécCiva, Praha; 50 mg diethazin hydrochloridu v 1 tableté)

3.1.3 Popis zapojeni aparatury

Pro stanoveni derivati fenothiazinu fotochemickou oxidaci byla pouZita klasicka
aparatura pro pritokovou injekéni analyzu (obr.6). Pomoci dvoupolohového ventilu s
vyménitelnou smyc€kou je do proudu nosného toku (deionizované vody) nadavkovan
roztok derivatu fenothiazinu v kyselin€é chlorovodikové. V reakéni civce fotoreaktoru
vznika po absorbci UV zéfeni, emitovaného nizkotlakou rtutovou vybojkou (Aem = 254

nm), barevny radikalkationt, produkt fotooxidace.

Peristaltické Vzorek
Cerpadlo

Reaktor

_/W Detekfor

” Odpad
UV vybojka

Obr. 6: Aparatura pro FIA stanoveni fenothiazinovych derivdti po jejich foto-

chemické oxidaci
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Obr. 7: Fotoreaktor — nizkotlakd rtut’ovd vybojka s kfemennou trubici a teflonovou

kapildarou.

3.2 Stanoveni derivatu fenothiazinu chemickou oxidaci

3.2.1 Pristrojové vybaveni

e peristaltickd pumpa firmy Cole-Parmer (Chicago, USA)

e davkovaci ventil 5125 (Rheodyne, USA)

e hadicky Tygon (Cole Parmer) riznych primért pro ¢erpani kapalin

e smycky pro davkovani pfislusného objemu vzorku (100 upl; 250 pl; 500 ul; 1000;
ul) tvofené teflonovymi kapilarami vnitiniho priméru 0,5 mm.

e reak¢ni civka tvofena teflonovymi kapilarami rtiznych délek (20 cm; 40 cm; 60 cm;
80 cm; 100 cm)

e plastova injek¢ni stifkacka

e Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA) jako detektor,

vybaveny prutokovou kiemennou kyvetou o vnitinim objemu 110 pl a tloustky

absorbujici vrstvy 1 cm.
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3.2.2 Pouzité chemikalie

e Chlorpromazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.I" byl
pfipraven rozpusténim 0,1777 g chlorpromazin hydrochloridu (LPC chemical Dyes;
M, = 355,47) v deionizované vodé a doplnénim na objem 100 ml. Roztok byl
skladovan v chladu a chranén pied svétlem.

e Diethazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.I" byl piipraven
rozpusténim 0,1674 g diethazinu hydrochloridu (Léciva; M; = 33491)v
deionizované vodé a doplnén na objem 100 ml. Roztok byl také skladovan v chladu
a chranén pted svétlem.

e Siran ceri¢ity Ce(SO4),: zakladni roztok o koncentraci 1.10" mol.lI" byl ptipraven
rozpu$ténim 3,3210 g siranu ceri¢itého (Laborchemie Apolla) a doplnénim na objem
100 ml.

e Manganistan draselny KMnO,: zakladni roztok o koncentraci 6.107 mol.I" byl
ptipraven rozpusténim 5g manganistanu draselného (Lachema; Brno) a doplnénim
na objem 500ml.

e Kyselina sirova (Merck; SRN)

e Lékové formy: Pflegomazin (Egis Pharmaceuticals; Budapest’; Hungary)

Cervené tablety: 20 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Zluté tablety: 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Deparkin (Léc€iva, Praha; 50 mg diethazin hydrochloridu v 1 tablet€)

3.2.3 Pouzita aparatura

Pro stanoveni derivat fenothiazinu po jejich pifedchozi chemické oxidaci byla
pouZita opét aparatura pro pratokovou injekéni analyzu, kterd se od aparatury pro
fotochemické stanoveni 1i§i absenci fotoreaktoru. Roztok vzorku je injektovan ptimo do
proudu regentu - oxidantu, ktery obsahuje roztok siranu ceri¢it¢ého nebo manganistanu
draselného v kyselin€ sirové. V reakéni civee vznika produkt chemické oxidace, jimzZ je

barevny radikalkation, ktery je detekovan v pratokové kyveté spektrofluorimetru.
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Obr. 8: Aparatura pritokové injekéni analyzy pro stanoveni fenothiazinovych

derivdatit chemickou oxidaci

Absorbéni spektra fenothiazinovych derivati byla méfena na spektrofotometru
HP-8453 (Hewlet Packard, USA) s diodovym polem a zpracovéna v softwaru UV-VIS
Chem ver. A.09.

3.3 Stanoveni derivata fenothiazinu elektrochemickou

oxidaci

3.3.1 Pristrojové vybaveni

e peristaltickd pumpa firmy Cole-Parmer (Chicago, USA)

e davkovaci ventil 5125 (Rheodyne, USA)

e hadic¢ky Tygon (Cole Parmer) rliznych priméra pro ¢erpéni kapalin

e smycky pro ddvkovani piislusného objemu vzorku (100 pl; 250 pl; 500 pl; 1000 pl)
tvofené teflonovymi kapilarami vnitiniho priméru 0,5 mm

o elektrochemicka cela vnitfniho objemu 0,3 ml se dvéma platinovymi elektrodami a
nafionovou menbranou oddé€lujici katodovy a anodovy prostor (viz. obr. 10)

e zdroj konstantniho proudu LPS 303 (American Reliance, Taiwan)

e plastova injekeni stifkacka

o Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA) jako detektor,

vybaveny pritokovou kiemennou kyvetou o vnitfnim objemu 110 pl a tloustky

absorbujici vrstvy 1 cm.
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3.3.2 Pouzité chemikalie

e Chlorpromazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° mol.l" byl
pfipraven rozpus§ténim 0,1777g chlorpromazin hydrochloridu (LPC Chemical Dyes;
M; = 355,47) v deionizované vodé a doplnénim na objem 100ml. Roztok byl
skladovan v chladu a chranén pied svétlem.

e Diethazin hydrochlorid : Zakladni roztok o koncentraci 5.107 mol.I" byl pfipraven
rozpudténim 0,1674 g diethazinu hydrochloridu (Lé€iva; M; = 33491)
v deionizované vodé a doplnén na objem 100 ml. Roztok byl také skladovan
v chladu a chranén pied svétlem.

e Kyselina sirova: Zakladni roztok o koncentraci 0,1 mol.I" byl pfipraven nafedénim
(2,78 ml v 500 ml deionizované vody) koncentrované kyseliny sirové (95-97%;
Merck).

e Lékové formy: Pflegomazin (Egis Pharmaceuticals; Budapest’; Hungary)

Cervené tablety: 20 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Zluté tablety: 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté
Deparkin (Lé¢iva, Praha; 50 mg diethazin hydrochloridu v 1 tablet&)

3.3.3 Pouzita aparatura

Pro stanoveni derivatd fenothiazinu metodou pritokové injekéni analyzy s
elektrochemickou oxidaci je v aparatufe umisténa elektrochemicka cela, v jejimz
prostoru dochéazi k oxidaci derivatu na barevny radikalkation. Napéti pro oxidaci
derivatu je vkladano na celu pomoci potenciostatu. Pro elektrochemickou oxidaci byl
volen potencial, pfi kterém dochazi k oxidaci fenothiazinového derivatu pouze do

prvniho stupné (tj. na radikalkation).
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Obr. 9: Aparatura pro FIA stanoveni fenothiazinovych deriviti po jejich elektro-

chemické oxidaci
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Obr. 10: Detailni schéma pouZité elektrochemické cely

Cyklicka voltametrie

Mgieni bylo realizovano na pfistroji Eko-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, CR) se
sbérem dat softwarem Polar Pro v. 2.0 (Polaro-Sensors, CR). Zapojeni bylo
dvouelektrodové. Jako elektrod bylo pouZito platinovych pliskid rozméra 1,5 x 0,5 cm.

Meéfeni probihalo v prostiedi 0,1 mol dm™ kyseliny sirové p¥i laboratorni teplots.
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3.4 Stanoveni chlorpromazinu a diethazinu ve farmaceu-

tickych pripravcich

3.4.1 Postup ptipravy

Obsah chlorpromazinu byl stanoven v tabletach Pflegomazin (25 mg/tableta;
100 mg/tableta) a obsah diethazinu v tabletach Deparkinu (50 mg/tableta). Nejprve bylo
zvazeno pét tablet kazdého piipravku a z jejich hmotnosti potom vypoctena primérma
hmotnost tablety.Ve tieci byly misce rozetieny vzdy 3 tablety od kazdého pfipravku na
jemny prések a navazeno mnozstvi odpovidajici vzdy cca. primémé hmotnosti jedné
tablety. Rozetfeny prasek byl rozpustén v10 ml deionizované vody a umistén na Smin
do ultrazvukové lazné pro dokonalé rozpusteéni aktivni latky. Takto pfipravené roztoky
(suspenze) byly filtrovany v nélevce pfes vatu do 25ml odmémé bariky. Doplnéné
odmérky s ¢irym roztokem byly skladovany v chladu a tmé.

Nésledné byly z téchto roztokiti pfipraveny jejich nafedénim roztoky o
koncentraci 5.10° mol.I". Tyto roztoky byly poté analyzovany. Celkem byly k analyze
pouzity vZzdy dva vzorky Pflegomazinu (100 mg/tab.), 2 vzorky Pflegomazinu (25
mg/tab.) a 2 vzorky Deparkinu (50 mg/tab.).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Spektrofluorimetrické stanoveni derivati fenothiazinu

po jejich fotooxidaci technikou FIA

Stanoveni je zaloZeno na oxidaci derivati fenothiazinu UV zafenim, které je
emitovano nizkotlakou rtutovou vybojkou na Cerveny (chlorpromazin) nebo raZovy
(diethazin) radikalkationt, ktery poskytuje vyraznou fluorescenci. Roztok derivatu v
HCI je injektovan do nosného proudu a v reakéni civce fotoreaktoru vznika po absorpci

UV zafeni zminény radikalkation. Ten je poté spektrofluorimetricky detekovan.

Experimenty ve stacioniarnim usporadani

Nejprve byla proméfena ve staciondrnim uspotfadani fluorescenéni excitacni a
fluorescen¢ni emisni spektra chlorpromazinu a diethazinu. Déle pak byla proméfena
spektra pfisluSnych radikalkationti. Tato méfeni byla nutnd ke zji§t€éni vhodnych
excitacnich a emisnich vinovych délek pro detekci v pritokovém uspotfadéni. Prakticky
byla proméfena spektra obou derivati pfed ozafenim a po 70 minutovém piimém

ozéfeni rtutovou vybojkou.
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Obr. 11: Fluorescencni excitacni spektra

Cohlorpromazimufdiethazimy = 3-107° mol.dm; cyc; = 1.107 mol.dm™; Aom = 360 nm; Useiertiors = 650 V; Vicame =
Snm/s; 1- chlorpomazin po 70 min ozdFeni. 2 - diethazin po 70 min ozdfeni. 3 - diethazin pFed ozdfenim.
4 - chlorpomazin pred ozdrenim.

Na zéaklad¢ zmétenych excitaCnich spekter (obr. 11) je vidét, Ze nejlepsi je zvolit
excitani vinovou délku maximalné A = 300 nm. Pro dal$i experimenty vSak byla
nakonec zvolena excita¢ni vinova délka Aex = 254 nm.

V emisnich fluorescen¢nich spektrech (obr.12) jsou pfed ozafenim dobfe patrné
piky pfi 450 nm, které odpovidaji ptfirozené fluorescenci chlorpromazinu a diethazinu.
Po ozéfeni jsou pak pii 360 nm viditelné piky barevnych radikélkationtd. Pro detekci

byla nakonec vybrana emisni vinova délka A¢p, = 360 nm.
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Obr. 12: Fluorescencni emisni spektra

Cehlorpromazinu(diethazimy = - 107 > mol.dm™; cyey = 1.107 mol.dm™: A= 254 nm; Usereriors = 700 V: Ve =

Snm/s; 1 - diethazin po 70 min ozdreni. 2 - diethazin pFed ozdfenim. 3 - chlorpomazin po 70 min ozdFeni.
4 - chlorpomazin pred ozdrenim.
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Z literatury'(“{”-’2 je znamo, Ze radikalkationt je stabilni v kyselém prostfedi, proto

byla dale sledovana(obr.13) zavislost intenzity fluorescence radikalkationtu koncentraci

HCl v roztoku.
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Obr. 13: Vliv koncentrace HCl v roztoku na intenzitu fluorescence vzniklého

radikdlkationtu chlorpromazinu

Cohtorpromazima = 3-107° mol.dm™; A= 300 nm; Ugeighiory = 650 V; Vyeamy, = Snm/s; 1 - HyO. 2 — 0,02 mol.dm™
HCL. 3 - 0,1 mol. dm™ HCI. 40,5 mol. dm™ HCI. 5 — 1 mol. dm™ HCI.

Z obrazku je patrné, Ze nejvyssi fluorescence je pozorovana v roztocich s nizkou
koncentraci HCI.

Pro kontrolu, Ze pii fotooxidaci skutecné vznika radikalkation, byly prométeny
absorp¢ni spektra obou derivatt i jejich fooxida¢nich produktii. Z absorbénich spekter
(obr.14) vyplyva, Ze fotooxida¢nimi produkty jsou opravdu radikalkationty.
Radikalkationty maji dvé absorpéni maxima 280-300 nm v UV oblasti a 525-530 nm

(chlorpromazin, diethazin) ve VIS®.
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Obr. 14: Absorbcni spektra
Cehlorpromazinu(diethazing = .10 > mol.dm?; cye= 1.107 mol.dm™; 1 - chlorpomazin pred ozdrenim. 2 -
chlorpomazin po 70 min ozdFeni. 3 - diethazin pFed ozdFenim. 4- diethazin po 70 min ozdFeni.
Emisni spektrum pouzité nizkotlaké rtut’ové vybojky
Pro charakterizaci pouzité rtutové vybojky bylo prométeno jeji emisni spektrum

(obr.15), ve kterém pievladaji emisni ¢ary v UV oblasti.
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Obr. 15: Emisni spektrum nizkotlaké rtut’ové vybojky
Udelekloru =250V, y Vscanu = 5 nm/s
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4.1.1 Optimalizace podminek prutokového stanoveni

Po nalezeni vhodnych detekénich podminek ve stacionarnim uspofadani bylo
pfistoupeno k optimalizaci vlastniho pritokového stanoveni. Pfi optimaliza¢nich
experimentech byla vZdy vyhodnocovana vyska analytického FIA piku.

Velikost fluorescenéniho signadlu pti FIA stanoveni s fotooxidaci obecné
ovliviiuje né€kolik parametri. Pfedev§im je to prutokova rychlost nosného toku,objem
vzorku, délka reakéni civky a s tim souvisejici doba ozateni, koncentrace HCI a.teplota.

Optimaliza¢ni méfeni byla provadéna na aparatufe zapojené podle obr.6. Zjisténé
pritokové podminky pro stanoveni chlorpromazinu pak byly aplikovany i pro stanoveni
diethazinu. Experimenty byly provadény sroztokem chlorpromazinu o koncentraci
5.10° mol.dm™. Excitaéni vinova délka byla Ac, = 254 nm a emisni vinova délka Aem =
360 nm.

Nejprve byl proméfen vliv davkovaného objemu chlorpromazinu na velikost

intenzity fluorescenéniho signalu vzniklého radikalkationtu (obr. 16).
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Obr. 16: Vliv ddavkovaného objemu chlorpromazinu na intenzitu fluorescencniho

signdlu radikdlkationtu

Cottorpromazim = 5.10°° mol.dm™*; 1. 107 mol.dm™; vizo = 0,5 mlmin”; L= 1 m; Useickiory = 700 V; Aoy =
254 nm; 2,,= 360 nm

PrestoZe se intenzita fluorescenéniho signalu se zvétSujicim objemem vzorku
stale zvySuje, byla jako kompromis mezi dosaZenou citlivosti a rozmytim piku zvolena
jako
vysledna hodnota 250 pl.
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vysledna hodnota 250 pl.
Citlivost stanoveni je ovlivnéna, jak je patrno jiZ z proméfenych spekter (obr.
13), i koncentraci HCl v nosném proudu. Proto byl jeji vliv proméfen také v

pritokovém uspofadani (obr. 17).
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Obr. 17: Vliv koncentrace HCl na intenzitu fluorescence radikdlkationtu
Cehlorpromazinu = 3. 106 mol.dm’ 3:' Vchlurprumazinu =250 /‘l' VH0 = 0'5 ml.min']; lcivky= lm:' Uzlelekroru =700 V; ’let
=254 nm; A,,, = 360 nm

Z této zavislosti vyplyva, Ze nejvyhodnéjsi je pouzit koncentraci HCl 1.10*mol.dm™.
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Nasledné byl proméfen vliv pritokové rychlosti pti riznych délkach PTFE civky (obr.
18.).

Viika plku

Obr. 18: Vliv pratokové rychlosti nosného proudu a délky reakcni civky na intenzitu

fluorescence radikdlkationtu
Crhlorpromuzinu = 5 [0-6 mOI- dm_ 3,’ 1 10‘4 mol. dm_J; Vch[orpromazinu = 250 /ll, Udeleklaru = 700 V: '{at = 254 nm; Aem
=360 nm.

Z vySe uvedené zavislosti je patmé, Ze pro nejucinnéjsi fotooxidaci je vhodné
pouZit nejnizsi prutokovou rychlost v kombinaci s nejdelsi civkou. Piky jsou vSak pfi
ptili§ nizkych pritokovych rychlostech nosného proudu jiz zna¢né rozmyté a vybojka
zaroven produkuje znaéné mnoZstvi tepla, takze v souvislém toku kapaliny se zainaji
tvofit bublinky plynné faze.

Z grafu je ale zfejmé, Ze ani pfi pouziti nejniZsi pritokové rychlosti v kombinaci
s nejdelsi civkou nebylo dosaZeno maximalni citlivosti stanoveni. Proto jsem pfistoupila
pii vypracovani stanoveni k metodé zastavovani pritoku nosného proudu.

Ze znalosti délky pouzité PTFE reakéni civky, pritokové rychlosti, celkové
doby analyzy, délky a vnitfniho priméru hadi¢ek vedoucich od fotoreaktoru do
pritokové kyvety detektoru byla vypoétena doba, za kterou prostiedek nadavkovane
z6ny vzorku dorazi zhruba do poloviny délky reakéni civky fotoreaktoru (40s). V tomto
momenté¢ byl vZdy priitok na rizné dlouhou dobu zastavovan. Odpovidajici proméfena

zavislost je zobrazena na obr. 19.
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Obr. 19: Vliv doby osvitu na intenzitu fluorescence radikdlkationtu.

Cehlorpromazinu = 5 10-6 m01~dm.5; CHCI= 1104 mOLdm.J; Vch/orpromuzinu =250 /ll, VH20 = 0'5 ml.min'l; lcivky= )
m; Lusiaveni = 40°S; Udetekiora = 700V, lex =254 nm; Aem =360 nm.

Na zékladé uvedené zavislosti byla zvolena doba osvitu 180 s jako kompromis
mezi dosazenou citlivosti a dobou analyzy.

Vyznamny vliv na citlivost fluorimetrického stanoveni ma obecné i teplota. Byl
proto proméfen jeji vliv na intezitu signalu. Vzorky derivatu a zasobni roztoky nosného
proudu byly pfedem vytemperovany na poZadovanou teplotu a bezprostiedné poté bylo

provedeno méfeni.

Intenzita fluorescence

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
teplota[°C|

Obr. 20: Vliv teploty na intenzitu fluorescence vzniklého radidlkationtu

Cehlorpromazinu = 5106 mol.dm’ 3; CHCI= 1-10—4 mOI-de:' Vchlorpromuzinu= 250 ,Lll, Va0 = 0:5 ml-min-l; Icivky=
2m; Ugaertors = 700 V; Aoy = 254 nm; Agpy = 360 nm.

Podle ptedpokladu fluorescenéni signal s rostouci teplotou klesa, protoze vyssi
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teplota urychluje oxida¢ni proces a sniZuje tak stabilitu vzniklého radikalkationtu (1.
oxida¢ni stupeil). Zaroven se se zvySujici se teplotou fluorescence sniZzuje vlivem ristu
pravdépodobnosti koliznich deaktivaci excitovanych molekul.

V dalsich experimentech vSak bylo dale pracovano za laboratorni teploty,
protoze trvalé termostatovani celého systému na nizsi teplotu by bylo obtizné

realizovatelné a dosaZené zvySeni citlivosti by neodpovidalo vloZenému usili.

Vysledné optimalni parametry pro FIA fluorimetrické stanoveni chlorpromazinu

fotochemickou oxidaci na radikalkation jsou uvedeny v Tab. 3:

Tab. 3 Optimalni parametry pro FIA fluorimetrické stanoveni chlorpromazinu po

Jfotooxidaci na radikalkation

Parametr Vybrana hodnota
typ stanoveni Zastavovani pritoku Bez zastavovani priitoku
objem vzorku, pl 250 250
koncentrace HCI, mol.dm™ 1.10% 1.10*
pritokova rychlost, ml.min"! 1,1 0,3
délka reakéni civky, m 1 3
doba oxidace, s 180 0
excitaéni vinova délka, nm 254 254
emisni vlnova délka, nm 360 360

4.1.2 Kalibraéni zavislost pro stanoveni chlorpromazinu fotooxidaci

Za zjisténych optimalnich podminek pro stanoveni chlorpromazinu v modu
zastavovaného i nezastavovaného pritoku byly proméfeny odpovidajici kalibraéni
zavislosti (obr. 21) pfi napéti fotonasobiCe 800V. Ob¢ kalibra¢ni zavislosti byly
proméfeny ve stejném koncentraénim rozsahu 0 — 70 pmol.dm™ (0 — 24,63 pg.ml™).

Z kalibra¢nich zavislosti je vidét, Ze kiivka pro zastavovany prutok je linearni v
rozmezi: mez stanovitelnosti — 50 pmol.dm™ (mez stanovitelnosti — 17,74 pg.ml").

Z rovnice pfimkové ¢asti kalibrace (R = 0.9993) byla uréena citlivost metody:

0,123 dm’.umol™. Kiivka pro nezastavovany pratok je opé€t linedrni v rozmezi: mez
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stanovitelnosti — 50 umol.dm'3 (mez stanovitelnosti — 17,74 pg.ml™). Koeficient

spolehlivosti ptimkové &asti kalibrace je 0,9996 a citlivost 0,154 dm® pmol™.
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Obr. 21: Kalibraéni zdvislosti pro stanoveni chlorpromazinu fotooxidaci

I - bez zastavovdni priitoku: cyc; = 1.107 mol.dm™; Ventorpromazing = 230 pl; viso = 0,3 ml.min”; Ly = 3
m; Ugerekiora = 800 V; oo = 254 nm; A,,, = 360 nm.

2 — zastavovany priitok: cyc= 1.107* mol.dm’; Ventorpromaziny = 250 pl; vizo = 1,1 ml.min”'; L = Im;
tosvin = 1805, Ugetekiora = 800 V; Ao x= 254 nm; Ay = 360 nm.

4.1.3 Charakteristiky FIA stanoveni chlorpromazinu fotooxidaci

Pro zjisténi opakovatelnosti byla pouZita koncentrace chlorpromazinu v linearni
&asti kalibraéni zavislosti - 20 pmol.dm™.

Vyznamnym parametrem, ktery ovliviiuje citlivost fluorimetrického stanoveni,
je zvolené napé€ti fotonasobiCe spektrofluorimetru. S rostouci hodnotou napéti se
zvySuje intenzita fluorescenéniho signdlu (tj. roste citlivost), ale také se zvySuje i Sum
detektoru (tedy i Sum méfeni a tim padem se zhorSuje mez detekce a mez
stanovitelnosti).

Proto byla pfi ureni meze detekce a meze stanovitelnosti nastavena hodnota
napéti na 1000V a byly proméfeny dvé kalibra¢ni zavislosti (obr. 22) v oblasti nizkych,
jesté méfitelnych koncentraci chlorpromazinu, 0 — 0,1 p.mol.dm'3 (0 -10,18 pg.ml'l).
Meze detekce a meze stanovitelnosti byly také urCeny z vySe uvedenych kalibra¢nich
zavislosti. Pfi napéti 1000V jiZ nebylo mozné proméfit kalibracni zavislosti v tomtéz
koncentraénim rozsahu tj. (0 — 70 pmol.dm™) jako p¥i napéti 800V, protoZe by signal

ptekrocil maximalni méfitelnou hodnotu.

45



piekro¢il maximalni méfitelnou hodnotu.
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Obr. 22: Kalibraéni zdvislosti pro uréeni mezi detekce a mezi stanovitelnosti pri napéti

detektoru 1000V

1 - bez zastavovdnl prittoku: cyce= 1.1 0 mol.dm™; Ventorpromazinu = 230 pl; viao = 0,3 ml.min”; |
m; Ugeekiors = 800 V; Aye= 254 nm; A,,= 360 nm.

2 — zastavovany priitok: cyc; = 1.107 mol.dm”; Veorpromazina= 250 pl; Vo = 1,1 mlmin; Ly, = 1 m;
tosvie = 180 8; Uyeroriory = 800 V; oo = 254 nm; Ap = 360 nm.
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Tab. 4 Charakteristiky FIA fluorimetického stanoveni chlorpromazinu po jeho
fotooxidaci

Parametr Hodnota
typ stanoveni Zastavovany pritok Nezastavovany pritok
U,V 800V 1000V 800V 1000V
citlivost, dm®.pmol”! 0,1230 3,1225 0,1543Y 3,1744
koeficient spolehlivosti 0,9993 0,9999 0,9996 0,9997
opakovatelnost, % 3,54 3,20 6,08 5,32
LDR, pg.ml” 0,081-17,74 0,017-17,74 0,031-17,74 0,087-17,74
mez detekce, pmol.dm™ 0,0690 0,0140 0,0258 0,0070
mez stanovitelnosti, umol.dm'3 0,2290 0,0479 0,0859 0,0246
mez detekce, pg.ml'] 0,024 0,005 0,009 0,002
mez stanovitelnosti, pg.ml” 0,081 0,017 0,031 0,087
absolutni mez detekce*, ng 6,11 1,28 2,29 0,65
absolutni mez stanovitelnosti*, ng 20,31 4,25 7,63 2,18

* davkovany objem 250 ul

Z tabulky je zfejmé, Ze vé€tsi citlivosti a lepSich detekénich limitd je dosaZeno

pokud neni pritok zastavovan a je pouZita vétsi hodnota napéti detektoru.

4.1.4 FIA fluorimetrické stanoveni chlorpromazinu a di¢hazinu po

jejich fotooxidaci

Ve vzorcich tablet Deparkinu a Pflegomazinu, pfipravenych postupem
uvedenym v experimentalni ¢asti prace (oddil 3.4), bylo ovéfeno obsahové mnozstvi
diethazinu resp. chlorpromazinu. Za zjisténych optimalnich podminek byly pfi
nezastavovaném pritoku, u kterého bylo dosaZeno vétsi citlivosti, prométeny kalibracni
zavislosti pro oba derivaty (obr. 23).

Kalibraéni zavislost chlorpromazinu mé smérnici 0,3286 ml.pg" a koeficient
spolehlivosti 0,9983, kalibratni zavislost diethazinu 0,1082 ml.pg’ a koeficient

spolehlivosti 0,9984. VSech Sest analyzovanych vzorkd bylo nafedéno na pfibliznou
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koncentraci 5.10°mol. dm™ (17,74 pg.ml") a tiikrat opakovan& proméfeno. Vysledky
jsou shrnuty v Tab 5.
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Obr. 23: Kalibraéni zdvislosti chlorpromazinu a diethazinu pro jejich stanoveni ve
Jfarmaceutickych pFipravcich

1 - kalibraént zdvislost chlorpromazinu; 2 - kalibraéni zdvislost diethazinu
v =2mlmin”; Vyor = 250 pl; cucy = 1.10° mol.dm™; L= 3 m; Upsondsobice = 800 V; A = 254 nm; A
=360 nm

Tab. 5 Stanoveni chlorpromazinu a diethazinu ve farmaceutickych pripravcich

nominalni hodnota nalezena hodnota (mg)
(mg)
Vzorek CPZ DEZ  FIA metoda” Referencni
metoda’
Pflegomazin (100mg/tab.) 100,0 93,02 + 0,74 96,4 + 0,48
Pflegomazin (25mg/tab.) 25,0 - 23,34+ 0,12 23,75+ 0,07
Deparkin (50mg/tab.) - 50,0 46,31 + 0,39 49,95 + 0,11

* primér ze tii stanoveni derivatu ziskanych technikou FIA s fotooxidaci

" primér ze tii stanoveni ziskanych spektrofotometricky v UV oblasti
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4.2 FIA spektrofluorimetrické stanoveni derivati

fenothiazinu po jejich chemické oxidaci

V dalsi ¢asti diplomové prace byla misto fotooxidace vzorku derivétu sledovéana
moznost on-line oxidace chemicky pomoci silného oxida¢niho ¢inidla.

V tomto piipadé byl derivat injektovan do proudu oxidaéniho ¢inidla (Ce(SOq)s;
KMnOQy) piipraveného v prostiedi kyseliny sirové. Také v tomto piipadé vznika barevny
radikalkation, ktery je spektrofluorimetricky detekovan (ovétfeno nize).

I v tomto ptipadé bylo nutné ovéfit, zda zvolené vlnové délky pro excita¢ni i
emisni monochromator nastavené pro fotooxidaci jsou vhodné i v ptipadé¢ chemické
oxidace. Proto byly opét ve stacionarnim uspofadani proméfeny fluorescenéni excitaéni
(obr. 24) a fluorescen¢ni emisni (obr. 25) spektra obou derivati ve smési s okyselenymi

oxida¢nimi ¢inidly.

10.00

8.00 +

intenzita fluorescence

6.00 ~

4.00

2.00

6

0.00 ¥ T v T T ¥ T Ll T
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vinova délka excitace | nm|

Obr. 24: Fluorescencni excitadni spektra
Aem = 360 nm; Ugetorsors = 800 V; Vo, = 5 nm/s; 1 - 1.10° mol.dm™ chlorpromazin; 2.10° mol.dm™
KMnO,; 1 mol.dm™ H,SO,. 2 - 1.107° mol.dm™ diethain; 2.10° mol.dm> KMnO, ; 1 mol.dm™ H,SO,. 3 - 1
. 107 mol.dm™ Ce(SO,),. 4 - 1.10° mol.dm™ chlorpromazin; 1.10°° mol.dm™ Ce(SO,);; 1 mol.dm™ H,SO,.
5 - 1.10°M diethazin; 1.10° mol.dm™ Ce(SO,),; 1 mol.dm™ H,SO, . 6 - 2.10°° mol.dm™ KMnO,

Na zikladé vySe uvedenych fluorescenénich excitaénich spekter bylo zjisténo,
Ze excitaéni spektra obou derivati se pfi pouziti riznych oxida¢nich ¢inidel lisi.
Podobné spektra obou derivatti oxidovanych jednim ¢inidlem jsou mirné€ odlisna. Proto
byla i v tomto pfipadé, stejné jako v ptipadé fotooxidace, jejichZ excitaéni spektra jsou

obdobna , zvolena pro dalsi méfeni vinova délka excitace 254 nm.

49



g

(=3

®

=1
1

intenzita fluorescence
o
3
1

0.40

0.20 +

J o
\

0.00 4= 5—

T T v T v T T T v T ¥ T v T v T T
300 330 360 390 420 450 480 510 540 570
vinova délka emise [ nm ]

Obr. 25: Fluorescenéni emisni spektra
Aee = 254 nm; Ugeriors = 800 V; Ve = 5 nm/s. 1 - 1.107° mol.dm™ chlorpromazin; 2.100 3 mol.dm™
KMnO,; 1 mol.dm™ H,SOy; 2 - 1.10°° mol.dm’ diethazin; 2.10° mol.dm™ KMnO,; 1 mol.dm™ H,SO,; 3 -
1.10° mol.dm’ chlorpromazin; 1.10° mol.dm™ Ce(SO,);; 1 mol.dm™ H,SO, . 4 - 2.10° mol.dm™ KMnO, .
5-1.10° mol.dm™ Ce(SO,),

Z emisnich spekter obou derivati fenothiazinu s obéma pouZitymi oxida¢nimi
¢inidly (KMnOy4, Ce(SOs),) je vidét, Zze pfi chemické oxidaci jsou maxima produktil
oxidace - radikalkationtd — obou derivati nepatrné posunuta podle pouzitého ¢inidla:

359 nm (KMnOy) a 385 nm (Ce(S0s),). Pro dal§i méteni byly proto pro ob€ oxida¢ni

¢inidla pouzivany uvedené rtizné vinové délky.

4.2.1 Optimalizace podminek FIA stanoveni

Podobné jako v pfipadé€ fotooxidace, byla i v ptipadé chemické oxidace nejdiive
provedena optimalizani méfeni. Byl sledovan vliv objemu vzorku, priitokové rychlosti
oxidac¢nich ¢inidel — nosného proudu, délky reakéni civky, koncentrace obou €inidel a i
koncentrace kyseliny sirové.

Optimaliza¢ni pokusy a nasledné stanoveni byly provadény na aparatufe, ktera
je zobrazena na obr. 8. Pfi optimalizatnich meéfenich byl pouZivan roztok
chlorpromazinu o koncentraci 1.10° mol.dm™. VInové délky nastavené na
spektrofluorimetru jsou: Aex = 254 nm a Aey = 359 nm (KMnOy) a Aem = 385 nm
(Ce(SOa4)).
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Jako prvni byl u obou <(¢inidel proméfen vliv davkovaného objemu

chlorpromazinu na intenzitu fluorescenéniho signélu vzniklého radikalkationtu.
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Obr. 26: Viiv davkovaného objemu chlorpromazinu na intenzitu fluorescence
radikalkationtu

1 - oxidaéni &inidlo Ce(SO93: Centorpromazina = 1.107° mol.dm™; ceoqr = 1.107 mol.dm™; cyasos = 1 mol.dm’
= 2mlmin”; L= 60 cm; Ugerekiory= 800 V; Agx = 254 nm; Ao = 385 nm

2 - oxidaénl &inidlo KMnOy: opiorpromazing = 1.107° mol.dm™; cypos. = 1.10°mol.dm™; cyyosoq = 1 mol.dm™
v="2ml .min"; L= 60 cm; Ugerekiory = 800 V; Agx = 254 n; Xoy = 359 nm

Z uvedenych zavislosti je patmé, Ze se zvySujicim se objemem vzorku intenzita
fluorescenéniho signalu v obou piipadech v daném intervalu roste linearn¢. Kompromis
mezi dosazenou citlivosti a frekvenci analyzy byl pro obé ¢inidla zvolen objem 500 pl
ktery byl dale davkovan. Uz z této zavislosti plyne, Ze citlivost stanoveni je v&tsi za
souziti oxida¢niho €inidla Ce(SOy),.

Déale byl u obou oxida¢nich c¢inidel proméfen soucasny vliv parametri:
»riitokové rychlosti a délky reakéni civky. U obou zavislosti, pro oxida¢ni &nidlo Ce**
obr. 27) a pro oxida¢ni ¢inidlo KMnO,4 (obr. 28) byly vyhodnocovany plochy pika,
yotoze v piipadé extrémnich hodnot byly FIA piky natolik deformované Ze
» vyhodnocenych vySek nebylo moZno uréit optimalni hodnoty obou proméfovanych

yarametru.

Jaméifena data byla zpracovéna v programu WinSurfer™*.
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055,

Obr. 27: Zavislost ploch pikii na délce reakéni civky a priitokové rychlosti (Ce**)

Cehlorpromazinu = 1~10'5 mOI-de; CCeq+ = 1'10-3’”01-dm-3; CH2s504 = 1 mol. dm-jn' Vchlorpramazinu =300 /ll Udetekroru
=800V ; Ao =254 nm ; A,y = 385 nm

Obr. 28: Zdvislost ploch piku na délce reakcni civky a pritokové rychlosti (KMnO,)

cthlorpromuzinu = ][05 mOI-dm-jf CMno4- = 2 -10'5m01~dm-3; CH2504 = I mol. dm-j h Vrhlarpramazinu = 500 ,Lll
Ulererioru = 800V ; Ao = 254nm ; Aoy = 359 nm

Vyhodnocenim proméfenych zavislosti byla urfena stejnd optimalni hodnota
prittokovych rychlosti obou oxida¢ni &inidel ve smési s HySO4:2ml.min™. Pii niZsich
prutokovych rychlostech byly piky zna¢né rozmyté a zaroveii by se vyrazné prodlouzila
doba analyzy. V obou piipadech pak jako optimalni byla zvolena reakéni civka délky 60

cm.
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Nasledng byl pii pouziti stejné koncentrace bud’ KMnO,4 nebo Ce** sledovan vliv

koncentrace pfitomné H,SO4 na intenzitu fluorescence vznikajiciho radikalkationtu .
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Obr. 29: Vliv koncentrace H,SO4 na intenzitu fluorescence radikdlkationtu

1 - oxidaéni &inidlo Ce(SO9); : Contorpromuzing = 1.10° mol.dm™; ccogs. = 1.107 mol.dm™; v = 2 ml. min’’
Irivky =60 cm; Vchlorpromuzinu =500 /11, Udetekmru =800 V:' 'le.\: =254 nm ; lem = 385 nm

2 - oxidalni &inidlo KMnO: ¢ piorpromaziny = 1.1 0° mol.dm™;: cypmos. = 2 .10°mol.dm™; v = 2 ml. min™
lcivky =60 cmy Vchlorpromuzinu =500 ﬂl, Udetekloru =800 Vr' lex =254 nm; 'lem =359 nm

Z proméfené zavislosti vyplyva, Ze v pfipadé obou oxidacnich ¢inidel je vhodna

nizka koncentrace H,SO4 0,1 mol.dm™,
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Obr. 30: Vliv koncentrace oxidacniho Cinidla na intenzitu fluorescence

1 — oxidaéni ¢inidlo Ce(SO);: ccnorpromazin = 1.1 0° mol.dm™; cyasoq = 1 mol.dm™; v =2 ml min’
lcivky =60 cm; Vch!arpromuzinu =300 ,UI, Udetektoru =800 V. Aex =254 nm; lem =385 nm

2 - oxida¢ni &inidlo KMnO,: ¢ ciorpromazing = 1.10”° mol.dm”; cizsos= 1 mol.dm™; v = 2 ml. min’';
lrivky =60 cm; Vrhlorpromazinu =500 /ll, Udetektom =800 V: }“ex =254 nm, 'lem =359 nm

Poslednim proméfenym parametrem béhem optimalizace byly koncentrace obou
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oxidac¢nich ¢inidel, KMnO, a Ce(SO4),, pti optimélnich hodnotach ostatnich parametri
Koneéné optimalni parametry pro stanoveni chlorpromazinu chemickou oxidaci

na radikalkation pomoci techniky pritokové injekéni analyzy jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6 Optimalni parametry pro stanoveni chlorpromazinu s chemickou oxidaci

Parametr Vybrana hodnota
oxidacni cinidlo KMnO,; Ce(S0y);
objem chlorpromazinu, pl 500 500
pritokova rychlost, ml.min™ 2 2
délka reakéni civky, cm 60 60
koncentrace H,SOg, mol.dm™ 0,1 0,1

koncentrace oxida¢niho &inidla, mol.dm™ | 2. 10™ 1.10™
excitaéni vlnova délka, nm 254 254

emisni vlnova délka, nm 359 385

4.2.2 Kalibracni zavislosti FIA spektrofluorimetrického stanoveni

chlorpromazinu chemickou oxidaci.

Za optimalnich podminek zjisténych v piedeslé kapitole byly zméfeny kalibra¢ni
zavislosti pro stanoveni chlorpromazinu v rozsahu 0 — 200 pmol.dm™ (0 -71,09 pg.ml")

Nejprve byly proméfeny kalibraéni zavislosti s pouzitim obou oxida¢nich ¢inidel
pfi shodné hodnoté napéti na detektoru 700V. JelikoZ intenzita fluorescen¢niho signalu
byla pii pouziti Ce*" vétsi nez pro KMnO,, pro srovnani a zarovei zvyseni citlivosti
stanoveni s pouzitim KMnOQ,, byla proméiena jesté kalibracni zavislost s pouZitim
Ce4+pfi Udetektoru = 500 V a s pouzitim KMnQOy pfi Ugetektoru = 900V.

Z kalibra¢nich zavislosti proméfenych pfi napéti 700V (obr. 31) je vidét, Ze
kiivka v ptipadé Ce*" je linearni v rozmezi: mez stanovitelnosti — 70 pmol.dm™ (mez
stanovitelnosti — 24,63 pg.ml"). Z rovnice ptimkové ¢asti kalibrace (R = 0.9962) byla
uréena citlivost metody: 0,04356 dm’.umol™. K¥ivka pro KMnO, je linearni ve stejném
rozmezi, koeficient spolehlivosti pfimkové €asti kalibrace je 0,9968 a citlivost 0,0096

dm’.pmol™.
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Obr. 31: Kalibraéni zdvislosti pro stanoveni chlorpromazinu chemickou oxidaci

PFi napéti detektoru 700V

1 — oxidaéni &inidlo Ce(SO);: ccosr = 1.107° mol.dm™;: cirsos = 0,1 mol.dm™; v =2 ml.min’
lrivky =60 cm; Vrhlorpromazinu = 500/41' Ude/ekloru =700 V, lex =254 hm,; lem = 385 nm
2 - oxidacni Einidlo KMnO,: cxymos = 2.107 mol.dm™; cyzsoq = 0,1 mol.dm?; v = 2 ml.min’
la'vky =60 cm; Vrhlorpromuzinu = 500#[, Udelektam =700 V1 }‘e.x =254 nm; lem =359 nm

Z uvedenych zavislosti i zjisténych charakteristik dale vyplyva vyrazné vyssi
citlivosti stanoveni v pfipadé ¢inidla Ce(SQOy),. Prubéh kalibracnich zavislosti (tj. rychlé
zakiiveni) miZe byt zplsoben nedostate¢nou koncentraci oxida¢niho ¢inidla pro vyssi
koncentrace derivatu.

Kalibraéni k¥ivky pro 500V (Ce*") a 900V (KMnO,) jsou zndzornény na obr. 32
a na obr. 33. Odpovidajici parametry té€chto kalibraci a charakteristiky stanoveni jsou
shrnuty v Tab. 7.
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Obr. 32: Kalibracéni zdvislost pro stanoveni chlorpromazinu oxidaci Ce(SOy); pFi

napéti detektoru 500V

Ceetr = 1.107* mol.dm?; cyrsos = 0,1 moldm>; v = 2 mimin”; Livy = 60 cm; Vewiorpromazinu = 500 pl
Ulgereriors = 500 V; Aoy = 254 nm ; Apy = 385 nm
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Obr. 33: Kalibraclni zdvislosti pro stanoveni chlorpromazinu oxidaci KMnO, pFi

napéti detektoru 900V

CrMnO4 = 2104 mol.dm'J; CHiso4 —= 0,1 mol.dm'j,' v=2ml min"; Icivky = 60 cm , Vrh/orpromuzinu =500 ,ul,
Udetekloru =700V; A-e_\' = 254nm; Aem =359 nm

4.2.3 Charakteristiky FIA spektrofluorimetrického stanoveni

chlorpromazinu s chemickou oxidaci

Pro zjisténi opakovatelnosti stanoveni byla pouzita koncentrace chlorpromazinu
z linearnich &asti kiivek 50 pmol.dm™.

Pii ureni mezi detekce a mezi stanovitelnosti byly jesté prométeny pifi napéti
700V dv& kalibraéni zavislosti (s Ce** a s KMnO,) a také kalibra¢ni zavislosti pti 500V
(s Ce*") a pH 900V (KMnO,) v oblasti velmi nizkych, jesté méfitelnych koncentraci
chlorpromazinu, 0 — 10 pmol.dm™ (0 — 3,55pg.ml™).
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Na obr. 34 jsou zndzornény pro ilustraci kalibra¢ni kiivky méfené pii 700V. Ve

vwvr

viech ptipadech byla nejnizsi davkovana koncentrace chlorpromazinu 5 pmol.dm™(1,78

pg.ml™).
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Obr. 34: Kalibracni zdvislosti pro urceni mezi detekce a stanovitelnosti

1 - oxidaéni Cinidlo Ce(SO);: ccesr = 1.107 mol.dm™; cyys04 = 0,1 mol.dm™; v = 2 ml.min’!
lcivky =60 cm; Vchlorpromazinu =500 /11, Udelekmru =700 V; le.\' =254 nm; lem =385 nm
2 - oxidaéni Einidlo KMnOy: cxpmos = 2.107° mol.dm™; cipsos = 0,1 mol.dm™; v = 2 mlmin”
lcivky =60 cm; Vchlorpromazinu =500 /ll,' Uletekiors = 700 V; Aoy = 254nm; Aoy = 359 nm
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Tab. 7 Charakteristiky FIA stanoveni chlorpromazinu s chemickou oxidaci

Parametr Hodnota
Oxidacni cinidlo Ce (SOy); KMnOy

U,V 500V 700V 700V 900V
citlivost, dm®.pmol™ 0,0170 0,0965 0,0125 0,1292
koeficient spolehlivosti 0,9962 0,9972 0,9968 0,9954

opakovatelnost, % 2,41 2,33 2,18 2,29

linearni dynamicky rozsah, ug.ml'l 0,15-24,63 0,12 -24,63 0,13-24,63 0,14-35,55

mez detekce, pmol.dm'3 0,11 0,12 0,13 0,10

mez stanovitelnosti, pmol.dm'3 0,43 0,33 0,38 0,40

mez detekce, pg.ml’ 0,05 0,03 0,04 0,04

mez stanovitelnosti, pg.ml'1 0,15 0,12 0,13 0,14

absolutni mez detekce*, ng 23,20 17,40 20,20 21,40
absolutni mez stanovitelnosti', ng 57,90 77,20 67,40 71,40

* davkovany objem 500 pl

Z hodnot citlivosti uvedenych v tabulce pfi 700V je vidét, ze Ce(SO), je lepSim

oxida¢nim ¢inidlem nezZ KMnQO,.

4.2.4 Stanoveni chlorpromazinu a diehazinu ve farmaceutickych

pripravcich

Ve stejnych vzorcich tablet Deparkinu a Pflegomazinu, pfipravenych postupem
uvedenym v experimentalni ¢asti prace (oddil 3.4), byl ovéfen obsah diethazinu resp.
chlorpromazinu. K oxidaci byl pouzit Ce(SOs), a za uvedenych optimalnich podminek
byly prométeny kalibra¢ni zavislosti pro oba derivaty (obr. 35).

Kalibraéni zavislost chlorpromazinu ma smérmici 0,0296 ml.ug” a koeficient
spolehlivosti 0,9983, zavislost diethazinu ma citlivost 0,0148 ml.ug™ a koeficient spole-
hlivosti 0,9985.VSech Sest analyzovanych vzorkd bylo nafedéno na predpokladanou

koncentraci 5.10”° mol.dm™ (17,74 pg.ml™") a prométeno tiikrat.
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Obr. 35: Kalibraéni zdvislosti chlorpromazinu a diethazinu pro jejich stanoveni ve
Jfarmaceutickych pFipravcich
1 - kalibraén( zavislost chlorpromazinu; 2 - kalibralni zdvislost diethazinu

v="2mlmin”; Vo= 500ul; crasos = 0,1 mol.dm”; ccosr = 1.107 mol.dm™; 1ip.= 60 cm; Upppongsobice =
700 V; Ao = 254 nm; A,y = 385 nm

Tab. 8 Stanoveni chlorpromazinu a diethazinu ve farmaceutickych pFipravcich

nominalni hodnota (mg) nalezena hodnota (mg)
Vzorek Chlorpromazin  Diethazin FIA metoda” Referencni
metoda’

Pflegomazin 100,0 95,30 + 0,80 96,40+ 0,48
(100mg/tab.)

Pflegomazin 25,0 - 23,85+ 0,08 23,75 £ 0,07
(25mg/tab.)

Deparkin - 50,0 48,95 £ 0,45 49,95+ 0,11
(50mg/tab.)

* primér ze tfi FIA stanoveni s .- *.° _chemickou oxidaci derivatu fenothiazinu.

" primér ze ti stanoveni ziskanych spektrofotometricky
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4.3 FIA spektrofluorimetrické stanoveni derivata feno-

thiazinu po jejich elektrochemické oxidaci

V posledni ¢asti diplomové prace byla misto chemické oxidace vzorku derivatu
sledovana moznost jejich on-line oxidace v prutokové elektrochemické cele.

V tomto pfipadé byl derivat injektovan do proudu kyseliny sirové a oxidovan

v elektrochemické cele na radikalkationt, ktery byl nasledn€¢ detekovan

spektrofluorimetricky.

Stacionarni experimenty

I vtomto pfipadé bylo nutné ovéfit, zda zvolené vinové délky pro excitaéni i
emisni monochromator nastavené pro fotooxidaci nebo chemickou oxidaci jsou vhodné
i v pfipadé elektrochemické oxidace. Nakonec byla zvolena, stejné jako v pfedchozim
ptipadé¢, excita¢ni vinova délka 254 nm a emisni vinova délka 360 nm.

Pfed vlastnim prutokovym méfenim bylo potieba zjistit oxidaéni potencialy
chlorpromazinu a diethazinu, pfi kterych je zajisténa oxidace jen do prvniho stupné, tj.
vznika radikdlkation. Proto byly proméfeny voltametrické k¥ivky obou derivati

v prostfedi kyseliny sirové metodou cyklické voltametrie (obr. 36 a obr. 37).

InA]

1200
E [mV]

Obr. 36: Voltametrickd kFivka chlorpromazinu

Cohtorpromazims = 4- 107 mol.dm™; cyzs04 = 0,1 mol.dm; Vyeam= 100 mV/s
1(3) anodickd (katodickd) kiivka chlorpromazinu;, 2(4) anodicka (katodickd) kiivka zdkladniho
elektrolytu-H,SO,
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Obr. 37: Voltametricka k¥ivka diethazinu
Caiothazims = 4. 107 mol.dm™; cyzs04 = 0,1 mol.dm™; Vo= 100 mV/s
1(3) anodicka (katodickd) k¥ivka diethazinu; 2(4) anodickd (katodickd) k¥ivka zdkladniho elektrolytu-
H,S0,

Ze ziskanych zavislosti je patrné, Ze chlorpromazin a diethazin se za danych
podminek oxiduji pfi zhruba stejnych hodnotach potencialu tj. 722mV a 755mV. Pro

pratokova méfeni pak bylo mezi elektrody prutokové elektrochemické oxidacni cely

vkladano napéti 800 mV.

4.3.1 Optimalizace FIA podminek stanoveni

Pted vlastnim stanovenim chlorpromazinu a diethazinu je opét nutné provést
fadu optimaliza¢nich méfeni. V piipadé elektrochemické oxidace je to vliv vloZeného
napéti na platinové elektrody, velikost davkovaného objemu vzorku, priittokova rychlost
nosného toku (H,SO,) a koncentrace kyseliny sirové.

Optimaliza¢ni méfeni byla provadéna na aparatufe zapojené podle obr. 9 s celou
o vnitinim objemu 280 pl a pouzita koncentrace chlorpromazinu byla 5.10° mol.dm™.

Nejprve bylo nutné znovu ovéfit optimalni hodnoty vloZeného napéti mezi
platinové elektrody oxida¢ni cely pfi oxidaci chlorpromazinu a diethazinu
v pritokovém uspotfddani. Bylo tedy ménéno napéti na laboratornim zdroji pfi

zachovani ostatnich parametru konstantnich.
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Obr. 38: Vliv vioZeného potencidlu na vyslednou intenzitu fluorescence

. . . _ . — -5 -3,
1- Chlorp" omazin, 32 - d’Ethaz"‘f II/ chlorpromazinu (diethazinu) — 300 ,lll, cchlorprumzinu (diethazinu) — 5.10 mol.dm B
crzsos = 0,1 mol.dm™; v =2 mimin”; Uponasobice = 700 V; Aoy = 254 nm; Ao = 360 nm

Na zdkladé¢ uvedené zavislosti byla zvolena pro chlorpromazin i diethazin

hodnota vloZeného napéti 800 mV, pfi které je intenzita fluorescence maximalni.

V daldi ¢asti pak byl hodnocen vliv pratokové rychlosti H,SO,, ktery ma

vyznamny vliv na dosaZenou citlivost stanoveni (obr. 39).
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Obr. 39: Vliv prutokové rychlosti H,SO, na intenzitu fluorescence radikdlkationtu
cchlorpromazinu = 5-[0-5 mOI'dm.jf CH2504= 0»1 mOLdm.j; Ufowndxobic‘e =700 V: lav = 254 nm, 'lem = 360 nm,

Vchlarpromazinu= 500 /11, E= 0,80 V
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Z uvedené zavislosti opét vyplyva, Ze pfi vysSich prutokovych rychlostech neni
derivatu poskytnuta dostate¢né dlouha doba na oxidaci. Proto, jako kompromis mezi
dosaZenou citlivosti a rozmytim piku pfi velmi nizkych pratokovych rychlostech, byla
vybréana pratokova rychlost 1 ml.min™.

V dalsi fazi byl hodnocen vliv koncentrace H,SO4 na intenzitu fluorescence

vzniklého radikalkationtu (obr. 40).
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Obr. 40: Vliv koncentrace H>SOy na intenzitu fluorescence radikdlkationtu

Cottorpromazina = 5107 mol.dm’; viyzsos= 2ml.min”; Upiondsobice = 700 Vi Aoy = 254 nm; dow = 360 nm;
Vrhlorpromazinu= 500 ,UI, E=080V

Z grafu vyplyva, Ze nejvyhodnéjsi je pouZzit koncentraci H,SO4 0,1 mol.dm™.
Nasledné byla proméfena zavislost intenzity fluorescence radikéalkationtu na objemu

davkovaného chlorpromazinu pfi konstantnich hodnotach ostatnich parametra (obr. 41).
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Obr. 41: Vliv davkovaného objemu chlorpromazinu na intenzitu fluorescence

radikalkationtu

Cch/orpromazinu = 5~10-5 mOI'dm.Jf VH2504= Z’nl-min_lf CH2504 = 0,] mOI-dm'Jf (jﬁ)mnd\'ohléc =700 V; j'e,\' =254
nm,; Aoy =360 nm ; E =080V

Jako optimalni byla opét vybrana hodnota 250 pl jako kompromis mezi
dosazenou citlivosti a moZnou frekvenci analyz. Pfedevs§im ale proto, aby pfi davkovani
vzorku nebyl piekro€en vnitini objem pouZité cely tj. 280 pl.

Pro dosaZeni vysS§i citlivosti stanoveni, stejné jako v piipadé fotooxidace, byl
zastavovan prutok nosného toku, aby se prodlouZzila doba oxidace derivatu uvnitf
prutokové oxidaéni cely. V modu zastaveného pritoku byl davkovan objem 250 pl pii
pritokové rychlosti 2 mlmin”. Objem vzorku 250 pul byl zvolen proto, aby nebyl
ptekro¢en vnitini objem anodového prostoru pritokové oxidaéni cely. V modu
zastaveného toku se samozrejmé miZe oxidovat jen takové mnoZstvi derivatu, které je
v moment€ zastaveni prutoku uvnitf cely. Pro kontinudlni oxidaci byl naopak davkovan
objem vzorku 500 pl za pouziti polovi¢ni pritokové rychlosti. Oba zplsoby byly
nakonec pouZity ke stanoveni chlorpromazinu a vzajemné¢ porovnany.

Na zavér optimaliza¢nich experimentii byl tedy promeéfen vliv doby oxidace
(doba zastaveni pratoku) na intenzitu fluorescence radikalkationtu (obr. 42). Ze znalosti
objemu cely, prutokové rychlosti, celkové doby analyzy, délky a vnitiniho priméru
hadi¢ek vedoucich zcely do pritokové kyvety detektoru, byla vypocltena doba, za
kterou stfed nadavkované zény vzorku dorazi zhruba do poloviny cely. Po této dobé (20

s) byl priitok vZdy na riizn€ dlouhou dobu vypnut.
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Obr. 42: Vliv doby oxidace na intenzitu fluorescence radikdlkationtu
Cehlorpromazinu = 5105 m01~dm—jf VH2504= 2 ml-min-]; Vchlorpromazinu= 250 ,lll, CH2504 = 0;1 mol‘dm'j; Ufo!ond\'obit‘e
=700V, Aey =254 nm; Ay = 360 nm; E = 0,80V

Z grafu je patrné, Ze maximalni citlivosti je dosaZzeno po 90 s zastaveného
prutoku, poté jiz intenzita fluorescenéniho signalu klesa, coz lze vysvétlit tim, Ze

vznikly radikalkation se dale oxiduje na sulfoxid, ktery jiZ neni fluorescencné aktivni.

Kone¢né optimalni parametry pro FIA spektrofluorimetrické stanoveni
chlorpromazinu po jeho elektrochemické oxidaci na radikalkation jsou uvedeny v Tab.
9.

Tab. 9 Optimalni parametry pro FIA spektrofluorimetrické stanoveni chlorpromazinu

po jeho elektrochemické oxidaci

Parametr hodnota
typ stanoveni Zastavovani prutoku  Bez zastavovdni pritoku
genera¢ni napéti, V 0,800 0,800
priatokova rychlost HySOy, ml.min’! 2 1
koncentrace H,SOg, mol.dm™ 0,1 0,1
objem chlorpromazinu, pl 250 500
doba oxidace, s 90 0
Excita¢ni vlnova délka, nm 254 254
emisni vlnova délka, nm 360 360
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4.3.2 Kalibraéni zavislost pro stanoveni chlorpromazinu elektro-

chemickou oxidaci

Za zjiSténych optimalnich podminek byly prométeny dvé kalibraéni kiivky, pro
zastavovani prutoku a bez zastavovani pritoku, pfi shodném napéti detektoru 800 V. A
poté tytéZ kalibra¢ni kiivky s vyss§i hodnotou napéti 1000V, aby bylo dosaZzeno vyssi
citlivosti stanoveni. Koncentra&ni rozsah byl u viech kfivek stejny, 0 — 1000 pmol.dm™
(0 - 355,45 pg.ml™).

Z kalibracnich zavislosti pro napéti 800 V (obr. 43) je vidét, Ze kiivka pro
zastavovany prutok je linearni v koncentranim rozmezi: mez stanovitelnosti — 200
pmol.dm™ (mez stanovitelnosti — 71,09 pg.ml™). Z rovnice ptimkové &asti kalibrace (R
= 0.9994) byla urdena citlivost metody: 0,0016 dm’.umol™. K¥ivka pro nezastavovany
pritok je linearni také v intervalu: mez stanovitelnosti — 200 pmol.dm™ (mez
stanovitelnosti — 71,09 pg.ml™). Koeficient spolehlivosti ptimkové &asti kalibrace je
0,9989 a citlivost 0,0041 dm®.pmol™.

Kalibra¢ni kfivky pro 1000V jsou zndzornény na obr. 44 a jejich parametry tj.
citlivosti stanoveni, koeficienty spolehlivosti i linearni dynamicky rozsah jsou uvedeny
v Tab. 10, ve které jsou uvedeny rovnéZz veSkeré charakteristiky FIA stanoveni

chlorpromazinu s elektrochemickou oxidaci.
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Obr. 43: Kalibracni zdvislosti pro stanoveni chlorpromazinu elektrochemickou

oxidaci pFi napéti detektoru 800V.
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1 - bez zastavovdn{ priitoku: vy>s04 = 2 ml.min”; Ventorpromazing = 300 pl; cHzsos = 0,1 mol.dm>; Ulotondsobice
=800V, Ape= 254 nm; A, = 360 nm; E =080V

2 - zastavovdni pritoku: vys0, = 2 ml.min’; Ventorpromaziny = 230 pl; ¢hizs0s = 0,1 mol.dm>; Ulotonésobice =
800 V; Aoy =254 nm; Aoy = 360 nm; E = 0,82 V; t,igace = 90 s

w7 .

Z uvedenych zavislosti je patmé, Ze vysSi citlivosti je dosaZzeno pokud prutok
neni zastavovan (byl davkovan dvojnasobny objem vzorku a oxidovalo se v tomto

ptipade veétsi mnozstvi derivatu).
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Obr. 44: Kalibracni zdvislosti pro stanoveni chlorpromazinu elektrochemickou

oxidaci pFi napéti detektoru 1000V.

1 - bez zastavovdni priitoku: vy;>s0, = 2 ml.min’'; Ventorpromazinu = 300 pul; crzsoq = 0,1 mol.dm?; Ulronasobice
= 1000V, o= 254 nm; A, = 360 nm; E=0,80V

2 - zastavova’nfprﬁtoku: V504 = 2 ml.min'l,' Vchlorpmmﬂmu = 250 ,ul, CHIs04 = 0,1 mol.dm'j; (Jjblomi\'oblc‘e =
1000V, Ao =254 nm; App = 360 nm; E = 0,80 V; t,siguce = 90 s

4.3.3 Charakteristiky FIA spektrofluorimetrického stanoveni

chlorpromazinu elektrochemickou oxidaci

Pro zjisténi opakovatelnosti u vyse uvedenych kalibra¢nich zavislosti byla
pouZita stejna koncentrace chlorpromazinu z linedrnich ¢asti ktivek 100 pmol.dm™.

Pii ureni mezi detekce a mezi stanovitelnosti byly je$t€¢ proméfeny pro obé
hodnoty napéti 800 V a 1000 V vzdy dvé kalibra¢ni zavislosti (zastaveny a nezastaveny
prutok). Tyto kalibraéni zavislosti byly meéfeny v oblasti velmi nizkych, jesté
meéfitelnych koncentraci chlorpromazinu, 0 — 10 umol.dm'3 (0-3,55 pug .ml"). Na obr.

45 jsou znazornény pro ilustraci kalibraéni kiivky pro 800 V. Nejniz§i davkovana

koncentrace chlorpromazinu byla 5 pmol.dm'3 (1,78 ug.ml'l).
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Obr.45: Kalibraéni zdvislosti pro uréeni mezi detekce a stanovitelnosti

1 - bez zastavovdn{ priitoku: vy50,= 1 ml.min”; Ventorpromazina= 300 pl; crasoq = 0,1 mol. dm’; Ustondsobice =
800V, Aoe= 254 nm; Ao = 360 nm, E = 0,80 V

2 - zastavovdnl pritoku: vys04 = 2 ml.min”'; Veniorpromazinu= 250 ul; Crzsos = 0,1 mol.dm?; Ulotonasobice =
800 V; o= 254 nm; A, = 360 nm; E =0,80V; t,iuce = 90 s
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Tab. 10 Charakteristiky FIA spektrofluorimetrického stanoveni chlorpromazinu po

jeho elektrochemické oxidaci

Parametr Hodnota
typ stanoveni Zastavovany prutok  Nezastavovany priitok
U, v 800V 1000V 800V 1000V
citlivost, dm®.pmol 0,0016 0,0087 0,0041 0,0202
koeficient spolehlivosti 0,9994 0,9995 0,9989 0,9991
opakovatelnost, % 2,35 2,40 2,01 2,40
linearni dynamicky rozsah, ug.ml'] 0,29-71,09 0,37-71,09 0,27-71,09 0,24-71,09
mez detekce, umol.dm'3 0,25 0,31 0,23 0,20
mez stanovitelnosti, p.mol.dm'3 0,82 1,04 0,75 0,67
mez detekce, pg.ml’ 0,09 0,11 0,08 0,07
mez stanovitelnosti, pg.ml'l 0,29 0,37 0,27 0,24
absolutni mez detekce, ng 22,08 27,73 40,40 35,90
absolutni mez stanovitelnosti*, ng 73,61 92,44 134,82 119,70

* davkovany objem-250 pl (zastavovany pritok), 500 pl (nezastavovany pritok)

Z Tab. 10. vyplyva, Ze nejvyssi citlivost vykazuje stanoveni pfi nezastavovaném
prutoku pii napéti 1000V, pii kterém bylo dosaZeno rovnéZ nejnizsiho detekéniho limitu
a limitu stanovitelnosti. Linearni dynamické rozsahy jsou u obou typu stanoveni stejné.

Stejné jako v ptedchozich dvou metodach je patrné, Ze pro vyssi hodnoty napéti
roste citlivost stanoveni, ale zarovei Sum detektoru.

JelikoZz ale vmodu zastavovaného pratoku byl davkovan poloviéni objem
vzorku kvili vnitinimu objemu cely, myslim si, Ze by pfi vétSim objemu vzorku bylo

zastavovanim pritoku dosazeno vyssi citlivosti.

4.3.4 Stanoveni chlorpromazinu a diethazinu ve farmaceutickych

pripravcich

Stejné jako v pfedchozich dvou metodach byly analyzovény tytéZ vzorky tablet
Deparkinu a Pflegomazinu, pfipravené postupem uvedenym v experimentalni ¢asti

prace (oddil 3.4). Metodou nezastavovaného prutoku, za vySe uvedenych optimalnich
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podminek, byly proméfeny dvé kalibraéni zavislosti, pro chlorpromazin a diethazin
(obr. 46). Kalibra¢ni zavislost chlorpromazinu ma smé&mici 0,0151 ml.pg" a koeficient
spolehlivosti 0,9996, kalibracni zavislost diethazinu smeérnici 0,00858 mlpg' a
koeficient spolehlivosti 0,9995. VSech Sest analyzovanych vzorki bylo nafedéno na

koncentraci 5.10° mol. dm™ (17,74 pg.ml") a prom&feno tiikrat.
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Obr. 46: Kalibracni zavislosti chlorpromazinu a diethazinu pro jejich stanoveni ve
JSarmaceutickych p¥ipravcich

1 - kalibraéni zdvislost chlorpromazinu; 2 - kalibralni zdvislost diethazinu
VH2504 = 1 ml.min"; Vchlorpromazinu =300 /ulr CH2s04 = 0)1 mOI'dm-j" ljﬁ)l(ma'wbic'c =800 Vv /ler =254 nm, lem =
360 nm; E=0,80V

Tab. 11 Stanoveni chlorpromazinu a diethazinu ve farmaceutickych pripravcich

nominalni hodnota (mg) nalezena hodnota (mg)
Vzorek Chlorpromazin  Diethazin FIA metoda® Referencni
metoda’

Pflegomazin 100,0 96,32 + 1,11 96,40+ 0,48
(100mg/tab.)

Pflegomazin 25,0 - 23,64 + 0,29 23,75 £ 0,07
(25mg/tab.)

Deparkin - 50,0 47,55+ 0,52 49,95+ 0,11
(50mg/tab.)

* pramér ze dvou stanoveni ziskanych technikou FIA s elektrochemickou oxidaci

" primér ze dvou stanoveni ziskanych spektrofotometricky
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4.4 Srovnani fotooxidace, chemické a elektrochemické

oxidace

Na zaveér bylj? prométeny absorbéni spektra barevnych produkti (radikalkationti)
fotooxidace, chemické a elektrochemické oxidace chlorpromazinu a diethazinu ve VIS a
UV oblasti. (obr. 47 a obr. 48). Vzorky derivatd fenothiazinu nebyly injektovany, ale
kontinualné Cerpany pifimo z odmérnych ban€k bud’ ve smési s oxidaénim ¢inidlem a
kyselinou (v ptipadé chemické oxidace) nebo s kyselinou (fotooxidace, elektrochemicka
oxidace). A to z toho diivodu, Ze k prométeni spekter bylo potieba ziskat vét§i mnozZstvi
barevnych produktti, které byly takto kontinualné generovany a jimany. To by nebylo
mozné ziskat injektovanim pouze mikrolitrovych mnozZstvi derivati. Oxidacni produkty
- radikalkationty - vzniklé oxidaci chlorpromazinu mély ve vSech pfipadech &ervenou

barvu a oxida¢ni produkty - radikalkationty - vzniklé oxidaci diethazinu mély rizovou

barvu.
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Obr. 47: Absorbéni spektra radikdlkationtia chlorpromazinu a diethazinu ziskanych
Jfotooxidaci, chemickou a elektrochemickou oxidaci.

Jotochemickd oxidace: 2 - radikdlkationt chlorpromazinu (2,5.107° mol.dm™chlorpromazin; 1.10
*mol.dm™*HCI); 5 - radikélkationt diethazinu (2,5.10° mol.dm™ diethazin; 1.107 mol.dmHCl)

chemickd oxidace: 1 radikdlkationt chlorpromazinu (2,5.10° mol.dm™chlorpromazin; 1.10*mol.dm’
Cce''; 0,1 mol.dm? H 80,); 3 - radikdlkationt diethazinu (2,5. 10 * mol. dm'jchlorpromazin; 1.107mol.dm™
Ce''; 0,1 mol.dm™ H,S0,)

elektrochemickd oxidace: 4 - radikdlkationt chlorpromazinu (8.10° mol.dm?chlorpromazin; 0,1 mol.dm’
* H,S80,); 6 - radikdlkationt diethazinu (8.10° mol. dm’chlorpromazin; 0,1 mol.dm™ H,SO,)

Z promé&fenych spekter vyplyva, Ze elektrochemickou, chemickou i fotooxidaci obou
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fenothiazinovych derivati vznikaji tytéZz produkty. Radikalkationty chlorpromazinu a
diethazinu maji absorbéni maximum ve viditelné oblasti zhruba u 525-530 nm , coz je

ve shods s literaturou® >>®(viz. obr. 47).

4.00

3.50 -/‘\\V\ |

3.00

Absorbance [ A.U.]

2.50 -
2.00 -
1 51)—. 6
1.00 <

0.50 -

0.00

Ri T T v T M T M T T
200 220 240 260 280 300 320 340
vinova délka [nm]

Obr. 48: Absorbéni spektra oxidacnich produkti chlorpromazinu a diethazinu

Zskanych fotooxidaci, chemickou a elektrochemickou oxidact.

fotochemickd oxidace: 6 — radikdlkationt chlorpromazinu (3.10° mol.dm™chlorpromazin; 1.10"mol.dm™
*HC); 5 - radikdlkationt diethazinu (3.10° mol.dm’ chlorpromazin; 1.10° mol.dm™HCl)

chemickd oxidace: 3 — radikdlkationt chlorpromazinu (8.107 mol.dm™chlorpromazin; 1.10"*mol.dm™
Ce''; 0,1 mol.dm™ H,SO,); 4 - radikalkationt diethazinu (7.107 mol.dm™chlorpromazin; 1.10mol.dm’
Ce''; 0,1 mol.dm™ H,S0,)

elektrochemickd oxidace: 1 - radikdlkationt chlorpromazinu (8.10° mol.dm?chlorpromazin; 0,1 mol.dm’
> H,80,); 2 - radikalkationt diethazinu (7.107 mol. dmchlorpromazin; 0,1 mol.dm™ H,SO,)

Z absorpniho spektra proméfené¢ho v UV oblasti je patrny jak pas vzniklého
radikalkationtu, tak samotného derivatu fenothiazinu. Vzniklé radikalkationty maji
v UV oblasti absorbéni max. voblasti 280-300 nm, coZ je rovnéZz ve shodé
s literaturou®’ a derivaty fenothiazinu maji absorpéni maximum u 250 nm®.

Na zéavér prace bylo provedeno také zhodnoceni a vzijemné porovnani
jednotlivych metod oxidace, tj. stanoveni chlorpromazinu metodou FIA s fotooxidaci,
metodou FIA s chemickou oxidaci a metodou FIA s elektrochemickou oxidaci (Tab.
12). V ptipadé fotooxidace a elektrochemické oxidace byly pro srovnani zvoleny
hodnoty dosaZené pfi nezastavovaném pritoku a pii napéti detektoru 800V, protoze
vtomto modu bylo dosazeno vétsi citlivosti. Ze stejného divodu byly v pfipadé
chemické oxidace zvoleny hodnoty dosaZené pfi pouziti Ce*" jako oxidagniho &inidla

pii napéti 700V.
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Tab. 12 Srovnani stanoveni chlorpromazinu metodou FIA s fotooxidaci,chemickou a

elektrochemickou oxidaci

FIA
Sfotooxidace chemicka elektrochemicka
oxidace oxidace
mez detekce, pg.ml” 0,009 0,03 0,08
mez stanovitelnosti, 0,031 0,12 0,827
pg.ml’
linearni dynamicky rozsah, 0,031-17,745 0,12-24,63 0Q7- 71,09
ug.ml'I
citlivost, dm®.pmol™ 0,15439 0,0965 0,0041
opakovatelnost, % 6,08 2,33 2,01

Z tabulky je patrné, Ze pro stanoveni chlorpromazinu je nejvyhodnéjsi metoda
FIA s fotochemickou oxidaci, ktera je nejcitlivéjsi, pfestoZe ma nejmens$i linearni
dynamicky rozsah. Nejméné vhodnou metodou je vzhledem k dosazené citlivosti FIA

s elektrochemickou oxidaci, ktera ma ale zase nejvétsi linearni dynamicky rozsah.
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5 Zavér

Hlavnim ukolem diplomové prace bylo vypracovat stanoveni derivati
fenothiazinu technikou priitokové injek¢ni analyzy se spektrofluorimetrickou detekci po
jejich fotooxidaci, chemické a elektrochemické oxidaci a dosazené vysledky vzajemné
porovnat.

Stanoveni derivatd fenothiazinu bylo ve vSech tfech metodach zaloZeno na
vzniku ¢erveného (chlorpromazin) a rizového (diethazin) radikalkationtu, ktery byl
spektrofluorimetricky detekovan pfi Aex = 254 nm a Aey = 360nm. Tyto vinové délky
byly zjiSt€ny proméfenim absorp¢nich, fluorescenénich excita¢nich a fluorescenénich
emisnich spekter chlorpromazinu a diethazinu ve stacionarnim uspotadani.

Pro stanoveni chlorpromazinu technikou FIA s fotooxidaci byla sestavena
aparatura, provedena optimaliza¢ni méfeni a zvoleny optimalni podminky pro stanoveni
chlorpromazinu a diethazinu. Poté byly proméfeny kalibrace chlorpromazinu.

Nevyhodou této metody je pfedev$im uvoliiovani plynné faze z roztoku, k niz
dochazi pti prichodu derivatu PTFE trubickou umisténé okolo Hg vybojky. Ta pfi
emitovani UV zafeni produkuje zna¢né mnoZstvi tepla, které je piiinou tvorby bublin,
zvlaste pfi nizSich pritokovych rychlostech. To podstatné komplikovalo celé stanoveni.

Pro stanoveni derivatd fenothiazinu technikou FIA s chemickou oxidaci byly
pouii& dvé oxida¢ni ¢inidla, Ce(SO4); a KMnO,, s obéma byla provedena optimalizace
parametrii a prom&feny kalibrace. Lepsi citlivosti bylo dosaZeno pfi pouziti Ce** iontii.

Nakonec byla pro stanoveni fenothiazinovych derivati pouZzita metoda FIA
s elektrochemickou oxidaci. Pro zjisténi vhodnych oxida¢nich potenciala byly
proméfeny voltametrické kifivky, provedena optimalizace parametri a nakonec
provedena kalibrace chlorpromazinu.

Z porovnani vdech tfi uvedenych metod vyplynulo, Ze nejlepsi citlivosti a
zarovenn nejnizich detekénich limitd bylo dosazeno technikou FIA s fotooxidaci.
Naopak nejméné vhodna je zhlediska dosazenych hodnot citlivosti a dosaZenych
detek¢nich limitd metoda FIA s elektrochemickou oxidaci. Ma ale nejSirSi linearni
dynamicky rozsah. Rychlost analyzy a stabilita je srovnatelnd pro chemickou a

elektrochemickou oxidaci.
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Dalsim tkolem diplomové prace byla analyza farmaceutickych ptipravki,
kterou byly ovéfeny vSechny uvedené metody. V tabletich piipravkd Pflegomazin a
Deparkin byly, po jejich uprav€é pfed analyzou, stanoveny chlorpromazin resp.
diethazin.

Nejptesnéjsi vysledky v porovnani se skutenym obsahem derivati v tabletach a
v porovnani s referen¢ni (spektrofotometrickou) metodou byly dosazené metodou FIA
s elektrochemickou oxidaci. Celkove se vysledné hodnoty vSech tii metod mezi sebou

shoduji velmi dobie.
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