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C.AS.
CNS
DCV
DNA
DPV

DP voltamogramy

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

absorbance

absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima

294 nm

koncentrace, mol dm™
Chemical Abstract Service
centralni nervova soustava
DC voltametrie
deoxyribonukleova kyselina
diferenéni pulzni voltametrie

diferen¢ni pulzni voltamogramy

E potencial, mV

E, potencial piku, mV

FLD flutamid

HMDE visici rtutova kapkova elektroda

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

I, proud piku, nA

Korel.koef. korela¢ni koeficient

Lo mez stanovitelnosti

L interval spolehlivosti

MELD, nav hmotnost FLD ve vzorku, mg

MELD,ab hmotnost FLD v tableté, mg

Mgy hmotnost navazky vzorku, g

Mstan stanovena hmotnost, mg

Myap hmotnost tablety, g

Myved hmotnost FLD uvedena vyrobcem, mg

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentrace
oxoniovych iontd

pH’ vysledné pH smési vodna faze-methanol (9:1)

Pr-i isopropyl

s smérodatna odchylka medianu

Sy relativni smérodatna odchylka medianu

Ve druha odmocnina z rychlosti scanu, (mV s_l)”2

€ molarni absorpéni koeficient, dm?® mol™ cm™
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1 UvOoD

Flutamid (FLD, strukturni vzorec viz Obr. 2.1 v kapitole 2.2) je 1é€ivo patfici do
indikaéni skupiny cytostatik. Flutamid, 4-nitro-3-trifluoromethyl-isobutylanilide, je

synteticky antiandrogen, ktery se pouziva pti rakovinném onemocnéni prostaty.'

1.1 Biologické vlastnosti
1.1.1 Farmakologické vlastnosti

Flutamid je neobvykla latka ze skupiny antiandrogennich 1é€iv bez steroidni
struktury. Je podavan v lékové form¢ Zlutych kulatych potahovanych tablet pfi
pokroCilych stadiich karcinomu prostaty. Vykazuje silny antiandrogenni u¢inek
podminény inhibici vychytavani androgenti nebo inhibici vazby androgenti v jadrech

bunék cilovych tkani.”

1.1.2 Farmakokinetika u lidi

Flutamid je po oralni aplikaci kompletné absorbovan a nasledné€ vylu€ovéan po
dobu 72 hodin hlavné moc¢i, 4,2 % je vyluCovano stolici. Polocas metabolického
rozkladu flutamidu je 6 hodin. Flutamid je metabolizovan na 10 metbolitd, z nichz
hlavni jsou 2-hydroxyflutamid v plazm¢ a 2-amino-5-nitro-4-(trifluoromethyl)fenol

v moéi.?

1.1.3 Toxikokinematika u zvirat

U potkani byla vypozorovana rovnovéha po 6 hodinach a koncentrace je nejvyssi
v gastrointestindlnim traktu, jatrech a ledvinach. Nedochazi ke kumulaci samotného
lé¢iva a vzniklych metaboliti v pohlavnich ani jinych orgénech.2 Testovani toxicity

uvedené v bezpe&nostnim list&’ je shrnuto v Tab. 1.1, Tab. 1.2, Tab. 1.3.



Tab. 1.1 Testovani akutni toxicity.’

AKUTNI TOXICITA
Zvite Zpuisob podani Davka Utinky
mg kg™

sniZeni teploty téla

krysa oralni 787 inkontinence
hematurie”
sniZeni teploty téla

krysa intraperitonealni 289 zména doby spanku
cyandza
nevolnost

pes oralni > 2000 ]

zvraceni

a - ptimés krve v mog&i.*

Tab. 1.2 Testovani chronické toxicity.?

CHRONICKA EXPOZICE — KARCINOGENITA

Zvite Zpisob podani Doba trvani expozice Utinky
den
krysa oralni 14 tumory varlat
CHRONICKA EXPOZICE — MUTAGENITA
Zvite Davka Zkoumany bunéény typ Utinky
pmol dm™
krysa 50 Jéatra inhibice DNA
CHRONICKA EXPOZICE - TERATOGENITA
Zvite Davka Zpusob podani  Doba trvani expozice Lokalizace u€inkd
mg kg™’ den
krysa 1050 oralni 14-20 urogenitalni systém
krysa 275 subkutanni 11-21 CNS
krysa 400 subkutanni 16 -19 endokrinni systém
mys$ 300 subkutanni 14-16 urogenitalni systém
vepr 1225 oralni 42 -112 embryo




Tab. 1.3 Testovani rizik pro reprodukci.’ Pokud neni uvedeno jinak pohlavi zkoumaného
zvitete je samec.

CHRONICKA EXPOZICE - RIZIKA PRO REPRODUKCI

Zvife Davka  Zptsob podani  Doba trvani expozice Lokalizace u¢inkti
mg kg™’ den
varlata
vyvod spermatu,
prostata,
krysa 150 oralni 30 semenny vacek,

Cowperova 7laza°,
piidatné Zlazy,
nadvarlata”

prostata,

7 semenny vacek,
Cowperova 7laza°“,
ptidatné zZlazy

krysa 280 intraperitonealni

krysa 70 subkutanni 7 ovlivnéni spermatogeneze

krysa® 65 intramuskularni 10-22° opozdénné nasledky u
novorozencu

varlata
vyvod spermatu,
prostata,

krysa 350 parenteralni 7 semenny vadcek,
Cowperova 7laza°,
ptidatné Zlazy,
nadvarlata

krysa“ 200 parenteralni 16-17° endokrinni systém

mys$ 80 subkuténni 10 ovlivnéni spermatogeneze

a — samice, b - expozice v uvedenych dnech gravidity, ¢ - Zlaza produkujici t&sn& pfed ejakulaci
zasadity sekret, ktery neutralizuje zbytky mo¢&i v mo&ové trubici, &imZ se prodluZuje Zivotnost spermii’,

d -epididymitida je z4n&tlivé onemocnéni nadvarlat®.
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1.2 Analytické metody stanoveni flutamidu dle Ceského
lékopisu®

V Ceském lékopise jsou popsany metody na stanoveni totoZnosti, na stanoveni
Cistoty a obsahu.

Zkousky na stanoveni totoZnosti jsou provadény pomoci absorpéni
spektrofotometrie v infradervené oblasti od 4000 cm™ do 650 cm™.

Pro stanoveni Cistoty je pouZzita zkouska na té€Zké kovy, na ztratu suSenim, na
siranovy popel a na ptibuzné latky, které jsou stanovovany pomoci metodiky HPLC.

Nedistoty, které by mohly zneliStovat zkoumany vzorek FLD jsou napf.
4-nitro-3-(trifluormethyl)anilin, N-[4-nitro-3-(trifluormethyl)fenyl]propanamid,
3-(trifluormethyl)anilin a 2-methyl-N-[2-nitro-5-(trifluormethyl)fenyl]propanamid.

Stanoveni obsahu se provadi pomoci spektrofotometrického méfeni prométenim
absorbance. Ovéfeni zkousky stanoveni obsahu bylo provedeno soub&Zné
v jiné bakalafské praci’ (vysledky nejsou v sou¢asné dobé k dispozici).

Vzhledem k lékafskym aplikacim FLD byly provadény studie stability.V pra’lci8
byl studovan vliv teploty, vlhkosti v pevném stavu, pH, teploty, iontové sily
v roztocich FLD. Stabilita FLD v pevném stavu byla zkoumana pfi teplotach 5; 22 a
40 °C a pfi rozdilné vlhkosti. Analyza ukazala, Ze teplota a vlhkost nema vliv na
degradaci flutamidu v pevném stavu. Stabilita FLD v roztoku byla zkoumana pfi rizné
teploté (5; 22 a 37 °C), pH a iontové sile (ktera byla upravena pomoci NaCl). Analyza
ukazala, Ze degradace flutamidu v roztoku je velmi ovliviiovana teplotou a pH.
Nejstabiln€jsi je flutamid v neutrdlnim pH, pfi teplot¢ 5 °C. Ptidavek NaCl ovliviiuje

stabilitu jen velmi malo.®
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1.3 Pracovni elektroda’

Pro studium voltametrického chovani FLD byla pouZita visici rtutova kapkova
elektroda (HMDE). KaZzdé4 analyza byla provedena na jediné kapce bez obnovovani
povrchu kapky vpribéhu méfeni. Pred dal§i analyzou byla kapka
mechanicky odklepnuta a vytvofena nova.

Vyhodou této elektrody je mensi spotieba rtuti a mensi nabijeci proud, nebot’
povrch kapky se v pribéhu méfeni neméni.

Nevyhodou v porovnéni s kapajici rtutovou kapkovou elektrodou jsou mozné
vy$$i problémy s pasivaci vzhledem k neobnovovanému povrchu elektrody v prib¢hu

jednoho voltametrického zaznamu.
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1.4 Cil prace

Tato prace se zabyva studiem elektrochemického chovani protinddorového 1éciva
FLD. Cilem této prace je nalezeni alternativni metody stanoveni FLD sou€asnou
optimalizaci podminek pro toto stanoveni na visici rtutové kapkové elektrod¢ tak, aby
bylo dosaZzeno co nejniZz§i meze stanovitelnosti. Za timto GCelem byla pouzita

DC voltametrie a diferen¢ni pulzni voltametrie.

13



2 Experimentalni ¢ast

2.1 Reagencie

Studované latka: Flutamid (Sigma-Aldrich, Praha, CR, ¢&istota neni uvedena)
Zasobni roztok flutamidu v methanolu o koncentraci 1.10~ mol dm™ byl pfipraven
rozpu$ténim 0,02762 g latky ve 100 ml methanolu (Lachema, Praha, CR, 99,8%).

Roztoky o nizZSich koncentracich byly pfipravovany fedénim zésobniho roztoku
latky methanolem. VSechny roztoky byly uchovany ve tmé¢, v lednicce a ve sklenénych
nadobach.

Analyzované 1é¢ivo: Apo-Futamid (Chanelle Medical, Nizozemi), s obsahem
250 mg FLD v 1 tablet¢).

Dalsi pouzité chemikalie: Kyselina borita, octova kyselina, kyselina fosfore¢na,
hydroxid sodny (Lachema, Praha, CR, viechny &istoty p.a.).

Brittonovy-Robisonovy pufry (BR pufry) o ur¢itém pH byly pfipraveny smisenim
slozky A o koncentraci 0,2 mol dm™ a slozky B obsahujici kyselinu boritou,

fosfore¢nou a octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol dm™ (viz Tab. 2.1).

Tab. 2.1 SloZeni Brittonova-Robinsonova tlumivého roztoku.

SLOZKA A SLOZKA B
(na 1 litr roztoku) (na 2 litry roztoku )

5,488 ¢ H,BO,
8 g NaOH 5,39 ml H,PO, 85%,p=1,71gcm™

4,54 ml CH,COOH 99,8%, p = 1,05 g cm™

14



2.2 Studovana latka

Flutamid je naZloutla, jemné& krystalicka latka, jejiz strukturni vzorec je uveden
na Obr. 2.1. Je velmi obtizn& rozpustny ve vod& (rozpustnost 1,46 mmol dm™ )
a velmi dobfe rozpustny v methanolu a jinych organickych rozpoustédlech. Souhrn

fyzikalnich vlastnosti a dalsi charakteristiky FLD jsou uvedeny v Tab. 2.2.

NH—C—Pr-i

CF3
NO 2

Obr. 2.1 Strukturni vzorec FLD (Pr-i - isopropyl)
Tab. 2.2 Souhrn fyzikalnich vlastnosti.

C.A.S. Name flutamid

C.A.S. Registry number 13311-84-7
Sumarni vzorec C11H11F5N03
Molekulovéa hmotnost 276,214 g mol™
Teplota tani® 112 °C
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2.3 Aparatura

Pfi voltametrickych technikdch byla pouZzita sestava Eco-Tribo Polarograf se
softwarem PolarPro verze 5.1,(Eco-Trend Plus, Praha, CR). Software pracoval
v operatnim systému Windows XP (Microsoft Corp.).

Jednotlivda méfeni byla provadéna v ttielektrodovém zapojeni. Jako referentni
elektroda byla pouZita argentochloridova elektroda (1 mol dm™ KCI) typu RAE 113,
Monokrystaly, Turnov. Jako pomocna elektroda byla pouZzita platinova dratkova
elektroda. Pracovni elektroda byla visici rtutova kapkova typu UMuE vyrobniho &isla
00406 (Eco-Trend Plus, Praha, CR).

Spektrofotometrické meéteni bylo provadéno na pfistroji
HP — Hewlett-Packard 8453 Diode-Array Spectrophotometer (Nizozemi)
v kfemennych kyvetach mérné tloustky 0,1 cm.

Pfesn4 hodnota pH' byla méfena digitalnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway,
Essex, Velka Britanie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005). Uvadéné
hodnoty pr jsou hodnoty pH smési vodnd faze-methanol (9:1) méfené timto

pH-metrem, ktery byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za laboratorni teploty.
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2.4 Pracovni postupy

Pfi méfeni voltametrickych k#ivek bylo postupovano, pokud neni uvedeno jinak,
nasledujicim zpisobem: Pfi studovéani vlivu pH na voltamogramy FLD (viz kapitoly
3.1.1 a 3.2.1) byl do odmérné bariky na 10 ml odpipetovan 1 ml roztoku ze zasobniho
roztoku FLD v methanolu o koncentraci 1.10> mol dm™ a doplnén BR pufrem na
10 ml, ptfi dal§im studiu byl vZdy doplnén roztokem NaOH o koncentraci
1.10% mol dm>. Takto ptipravené roztoky byly po promichani pievedeny do
polarografické nadobky a zbaveny kysliku pétiminutovym probubldvanim dusikem.
Pfed vstupem dusiku do nadobky byla zatazena promyvacka obsahujici deionizovanou
vodu s methanolem v poméru 9:1. Poté byl proveden zdznam voltametrické kiivky.
Viechny kfivky byly mé&feny tiikrat za laboratorni teploty, pro vyhodnoceni vlivu pH'
na voltamogramy FLD a kalibra¢nich zévislosti je uvddén medidn X, pro vyhodnoceni
stanovované latky a opakovatelnosti je uvddéna kromé€ medidnu X smeérodatna
odchylka s a interval spolehlivosti L, , vypoc¢teny na hladin€ vyznamnosti 0,05 z rozpéti
naméfenych hodnot.

Roztok pfipravovany k analyze 1é¢iva byl po rozdrceni tablety, odvéazeni asi 25 mg
pfesné a rozpu$téni v 25 ml methanolu dale fedén methanolem. Byly odebrany 4 ml
roztoku a ztedény na 100 ml methanolem. Z tohoto roztoku byl odebran 1 ml a
nasledné zfedén roztokem NaOH na 10 ml. Takto pfipraveny roztok byl pouZit
k analyze.

K zpracovani naméfenych dat a grafi byl pouZit program Microcal Origin 6.0
(Microcalsoftware, USA).

Mez stanovitelnosti byla spoctena jako koncentrace latky FLD, jejiz proudova

odezva mé hodnotu desetinasobku smérodatné odchylky tohoto stanoveni.?
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2.5 Stabilita zasobniho roztoku flutamidu

Stalost zasobniho roztoku studované latky o koncentraci 1.10° mol dm™
v methanolu byla sledovéna spektrofotometricky v kfemennych kyvetich o mémé
tloustce 0,1 cm. Referentni kyveta byla naplnéna methanolem. Absorbance zdsobniho
roztoku byla méfena v rozmezi vinovych délek 170 az 700 nm. Absorpéni spektrum
studované latky je uvedeno na Obr. 2.2 Hodnota molérniho absorp&niho koeficientu
() pH této vinové délce &inila 8113 dm® mol™ cm™'. Vysledky méfeni stalosti
zasobniho roztoku jsou shrnuty v Tab. 2.3.

Z vysledkti uvedenych v Tab. 2.3 vyplyva, Ze v zésobnim roztoku flutamidu
v methanolu, uchovavaném za nepfistupu svétla v chladni¢ce, nedoSlo k vyznamnému
poklesu koncentrace studované latky. Je tedy patrné, Ze zasobni roztok je

pfi uchovavani za téchto podminek dostatecné staly.
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Obr. 2.2 Absorpéni spektrum roztoku flutamidu (¢ = 1.10~ mol dm™) v methanolu. M&feno

proti methanolu v kiemennych kyvetach o mérné tloustce 0,1 cm.

Tab. 2.3 Spektrofotometrické studium stalosti zasobniho roztoku flutamidu o koncentraci
1.107 mol dm™ v methanolu. Ciselné hodnoty udavaji relativni hodnotu absorbance v % proti
hodnoté absorbance Eerstvé piipraveného roztoku (Amey = 294 nm), mérna tloustka kyvety

byla 0,1 cm.

Dny 0 2 4 8 18 22 45

Aaos 0,8113 0,8055 0,7839  0,7761  0,8030 0,7937 0,8028

[%] 100,00 99,29 96,62 95,66 98,98 97,83 98,95
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3 Voltametrické stanoveni flutamidu na visici

rtutové kapkové elektrodé

3.1 DC voltametrie flutamidu

Pii DCV je potencial vkladany na pracovni elektrodu linearné ménén s ¢asem
(roste ¢i klesd). Proudovéa odezva neboli zavislost méfeného proudu prochazejiciho

pracovni elektrodou na vkladaném potenciélu je ve tvaru viny aZ sigmoidélniho piku.’
3.1.1 Vliv pH prostiedi na DC voltamogramy flutamidu

Vliv pH na chovéani flutamidu méfeny metodou DCV na HDME byl sledovan
v prostiedi BR pufr-methanol (9:1) o pfislu$ném pr (2 — 12). Koncentrace latky
byla 1.10™* mol dm™. Vybrané zaznamenané voltametrické kiivky jsou ukazény na
Obr. 3.1. Na zméfenych voltamogramech lze pozorovat jeden aZ dva dobfe vyvinuté
piky. Pfi pr 2 — 7 lze rozlisit dva piky, pti pr 8 — 12 lze rozlisit pouze jeden pik.
Potencial vech pikl E, se s rostoucim pH' posouvé k zaporn&jsim hodnotam. Zjisténé
hodnoty 1, a E, v zavislosti na pH' jsou zaznamenany v Tab. 3.1. Graficky je zavislost
E, na pr roztoku znazornéna na Obr. 3.2, zivislost /, na pr je znazornéna na
Obr. 3.3.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencidlu prvniho piku vypocten

vztah:
-E, [mV]=63,36 pr— 40,13 (korel. koef. 0,9966)

Na zaklad¢ analogického chovani FLD s jiZ prostudovanymi nitro aromaty lze
pozorovanym pikim pfisoudit tyto elektrodové déje.

Prvni pik odpovida reakei’ :
ArNO, + 4 H' + 4 e — ArNHOH + H,0
Druhy pik vyskytujici se pouze v kyselém prostfedi odpovida reakei’:

ArNHOH," + H" + 2 ¢ — ArNH, + H,0

20
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Obr. 3.1 Voltamogramy FLD (¢ = 1.10™ mol dm™) mé&fené technikou DCV na HMDE
v prostfedi BR pufr-methanol (9:1) o vysledném pr 2,1 (1),4,2(2),6,2(3),8,3(4),10,1(5),
12,0 (6) a voltamogram zékladniho elektrolytu (7) méfeny pfi pr 2.

Tab. 3.1 Vliv pH' na DC voltamogramy FLD (¢ = 1.10™* mol dm™) mé&tené na HDME

v prostfedi BR pufr-methanol (9:1).

pH pH'  -E' -' -E} -I}
mV nA mV nA
2,0 2,1 84 533 483 240
3,0 3,2 141 427 726 180
4,0 42 228 543 954 224
5,0 5,1 294 327 ° 2
6,0 62 374 267 987 230
7,0 72 438 686 1020 260
8,0 83 483 677 - -
9,0 93 531 629 - -
100 10,1 591 680 - -
11,0 11,1 606 738 - -
120 120 615 1106 - -

pH - pH pouzitého BR pufru, pH - vysledné pH smé&si BR pufr-methanol (9:1), Ep' - potencial prvniho

piku, E,,2 - potenciél druhého piku, I,,l - proud prvnfho piku, I‘,,l - proud druhého piku, a - pik nelze

vyhodnotit
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Obr. 3.2 Zavislost potencialu piku £, FLD (¢ = 1.10™* mol dm™) na pH m&tena metodou
DCV v prosttedi BR pufr-methanol (9:1). 1 - prvni pik, 2 - druhy pik.
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Obr. 3.3 Zavislost proudu piku I, FLD (¢ = 1.10™* mol dm™) na pH' m&tena metodou DCV
v prostiedi BR pufr-methanol (9:1). 1 - prvni pik, 2 - druhy pik.
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3.1.2 Koncentraéni zavislost

Z Obr. 3.3 je ziejmé, ze I, FLD roste s rostoucim pH". Kvili zjednodugeni
zdkladniho elektrolytu bylo ovéfovano zda-li FLD poskytuje podobny signal v roztoku
NaOH (¢ = 1.107 mol dm™). Signal poskytnuty FLD (¢ = 1.10™* mol dm™) v roztoku
NaOH (¢ = 1.1072 mol dm™) byl srovnatelny se signdlem v BR pufru a tak byl roztok
NaOH (¢ = 1.1072 mol dm™) zvolen jako zakladni elektrolyt pro viechna dalsi méteni.

Koncentra&ni zavislosti byly promé&feny vrozmezi 2.10°—-6.10"° mol dm™
v prosttedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3. Parametry koncentratnich
koncentra&ni rozmezi (6 — 10).107® mol dm™ Jje ukazana zavislost proudu piku 7, na
urCité koncentraci ¢ v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3 na Obr. 3.4.
Na Obr. 3.5 jsou ukazany voltamogramy proméfené metodou DCV v rozmezi
koncentraci (6 — 10).10° mol dm™. Kvili pravidelnym oscilacim byly kfivky
vyhlazeny v programu Origin pomoci funkce smoothing (po 7 bodech). Pro
koncentraci niz$i nez 6.10° mol dm™ jiz nebylo moZno ziskané voltamogramy

vyhodnotit.

cvwr

Cwwr

Z hodnoty smérodatné odchylky pro nejniz§i moZnou vyhodnotitelnou

koncentraci byla uréena mez stanovitelnosti jako 4.10° mol dm™.
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Tab. 3.2 Parametry zmé&fenych koncentraénich zavislosti pro stanoveni FLD metodou DCV

na HMDE v prosttedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3.

c Smérnice Usek Korela¢ni Ly
mol dm™ mA mol™! dm™ nA koeficient mol dm™>
(2 -10).10" 6,3 108,59 0,9974 -
(2-10).10°° 12,5 2,96 0,9997 -
(2 -10).107 10,5 1,28 0,9949 -
(6 —10).107 36,9 -0,98 0,9996 4.10°

Tab. 3.3 Statisticky vyhodnocena opakovatelnost deseti méfeni méfenych metodou DCV na

HMDE vroztocich FLD o nejvy$§i a nejniz§i moZné koncentraci v prostiedi

0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3.

c X L, s Sr

mol dm™ nA nA nA %
1.107° 707,70 -18,98 26,81 3,79
6.107 -1,24 -0,10 -0,14 11,30
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Obr. 3.4 Zavislost proudu piku I, na koncentraci ¢ FLD méfena metodou DCV v prostiedi

0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3 v rozmezi koncentraci (6 — 10).10"® mol dm™.
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Obr. 3.5 Voltamogramy FLD méfené metodou DCV v prostiedi 0,01 M NaOH-methanol
9:1) o pr 11,3 roztokii s koncentracemi FLD 2.107 mol dm™ (D), 4107 mol dm™ (2),
6.10" mol dm™ (3), 8.107 mol dm™ (4), 1.10” mol dm™ (5) a zékladniho elektrolytu (6).
Kvuli pravidelnym oscilacim jsou kfivky vyhlazeny v programu Origin s pouZitou funkci

smoothing (po 7 bodech).
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3.1.3 Ovéreni difuzniho charakteru limitniho proudu

Pro ovéfeni difizniho charakteru limitniho proudu byla pfi méfeni ménéna
rychlost scanu vzdy na dvojnasobnou hodnotu nez byla piedchazejici v rozmezi
10 — 5120 mV s™'. Naméfené voltamogramy jsou ukdzany na Obr. 3.6. Zavislost I, na
druhé odmocniné z rychlosti scanu v,. je linearni od 10 — 640 mV s~ (viz Obr. 3.7.).
Metodou linedrni regrese byl pro zavislost velikosti proudu piku I, na druhé

odmocniné z rychlosti scanu vy, vypocten vztah:
—-I,[nA] = 248,89 v'* — 210,60 (korel koef. 0,9958)

Je tedy ziejmé, Ze redukce FLD je fizena difuzi FLD k povrchu HMDE.

16000

12000

8000

4000

Obr. 3.6 Voltamogramy FLD o koncentraci 1.10™* mol dm™ mé&fené metodou DCV na
HMDE v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3 pfi meénici se rychlosti scanu v;,:
10mV s (1), 20 mV s (2), 40 mV s7! (3), 80 mV s7'(4), 160 mV s™! (5), 320 mV s~ (6),
640 mV s~ (7), 1280 mV s™! (8), 2560 mV s~ (9), 5120 mV s~ (10).
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Obr. 3.7 Zavislost velikosti proudu piku , FLD na druhé odmocniné€ z rychlosti scanu v.
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3.2 Diferenc¢ni pulzni voltametrie flutamidu

Princip DPV je nasledujici: Na potencial, ktery je linearné¢ ménén s ¢asem, jsou
vkladany napétové pulzy o amplitudé¢ 10 az 100 mV a dobé trvani fadové nékolik
desitek milisekund. Je registrovan rozdil proudii zméfenych té€sné pted vliozenim pulzu

a na jeho konci v zavislosti na potencialu, pfi¢emz tato zavislost prochazi maximem.’
3.2.1 Vliv pH prostifedi na DP voltamogramy flutamidu

Vliv pH na chovani flutamidu méteny metodou DPV na HDME byl sledovén
v prostiedi BR pufr-methanol (9:1) o pfislusném pr (2 - 12). Koncentrace latky
byla 1.10™* mol dm™. Vybrané DP voltamogramy jsou ukézédny na Obr. 3.8. Na
zméfenych voltamogramech lze pozorovat jeden az dva dobie vyvinuté piky. Pfi
pH' 2 — 6 lze rozlisit dva piky, pfi pH' 7 — 12 1ze rozlisit pouze jeden pik. Potencial
vSech pikd E, se s rostoucim pH' posouvé k zaporngj$im hodnotam. Zjiiténé hodnoty
I, a E, v zavislosti na pH' jsou zaznamenany v Tab. 3.4. Graficky je zévislost E, na
pr roztoku znazornéna na Obr. 3.9 a zavislost /, na pr je znazornéna na Obr. 3.10.

Metodou linearni regrese byl pro zavislost potencidlu prvniho piku vypocten

vztah:
-E, [mV] = 62,85 pH' — 80,29 (korel. koef. 0,9951)

Prislu$né piky odpovidaji stejnym reakcim, které jsou uvedeny v kapitole 3.1.1.
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Obr. 3.8 Voltamogramy FLD (¢ = 1.10™ mol dm™) méfené technikou DPV na HMDE
v prostfedi BR pufr-methanol (9:1) o vysledném pr 2,1 (1), 4,2 (2), 6,2 (3), 8,3 (4),
10,1 (5), 12,0 (6) a voltamogram zakladniho elektrolytu (7) méfeny pti pr 4.

Tab. 3.4 Vliv pH' na DP voltamogramy FLD (¢ = 1.10™ mol dm™) m&fené na HDME
v prostfedi BR pufr-methanol (9:1).

pH pH' -E' -I' -E? -I}?
mV nA mV nA
2,0 2,1 38 5188 420 81,5
3,0 3,2 106 5279 588 593
4,0 4,2 184  480,7 846 524
5,0 5,1 261 5139 966 393
6,0 62 335 6379 951 515
7,0 72 392 6426 - -
8,0 83 434 3426 - -
9,0 93 485 3165 - -
100 10,1 546 3597 - -
1,0 11,1 s61 7918 - -
120 12,0 567 10120 - -

H - pH pouzitého BR pufru, pH' - vysledné pH smé&si BR pufr-methanol (9:1), E, ;' - potenciél
pH-pHp

prvntho piku, E,,,* - potencial druhého piku, Z,' - proud prvniho piku, ,' - proud druhého piku
p p
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Obr. 3.9 Zavislost potencidlu piku E, FLD (¢ = 1.10™* mol dm™) na pH' m&fen4 metodou
DPV v prostiedi BR pufr-methanol (9:1). 1 - prvni pik, 2 - druhy pik.
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Obr. 3.10 Zavislost proudu piku Z, FLD (c = 1.10* mol dm™) na pHf m&fen4 metodou DPV
v prostfedi BR pufr-methanol (9:1). 1 - prvni pik, 2 - druhy pik.
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3.2.2 Koncentraéni zavislost

Ze stejnych diivodd jiz uvedenych v kapitole 3.1.2 byl nahrazen zakladni
elektrolyt roztokem NaOH (¢ = 1.10 mol dm™).

Koncentratni zavislosti byly proméfeny vrozmezi 2.107 —2.10° mol dm™
v prostiedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3. Parametry koncentrainich
koncentra&ni rozmezi (2 — 10).107® mol dm™ je ukazéana zavislost proudu piku I, na
ur¢ité koncentraci ¢ v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3 na Obr. 3.11.
Na Obr. 3.12 jsou ukadzany voltamogramy proméfené metodou DPV v rozmezi
koncentraci (2 — 10).10™® mol dm™. Pro koncentraci niZ$i nez 2.10™° mol dm™ jiz
nebylo moZno ziskané voltamogramy vyhodnotit.
z deseti naslednych méfeni. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 3.6.

Z hodnoty smérodatné odchylky pro nejniz§i moZnou vyhodnotitelnou

koncentraci byla uréena mez stanovitelnosti jako 2.10™® mol dm™.
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Tab. 3.5 Parametry zmé&fenych koncentraénich zavislosti pro stanoveni FLD metodou DPV

na HMDE v prostiedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3.

c Smérnice Usek Korela¢ni Lg
mol dm™ mA mol™ dm? nA koeficient mol dm™
(2-10).107 8,48 143,17 0,9902 -
(2-10).107° 14,9 9,30 0,9982 -
(2-10).1077 14,1 1,70 0,9937 -
(2-10).107 33,2 -0,11 0,9911 2.1078

Tab. 3.6 Statisticky vyhodnocena opakovatelnost deseti méfeni méfenych metodou DPV na

‘wwvr

HMDE vroztocich FLD o nejvyssi a nejniz§i moZné koncentraci v prostiedi

0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3.

c X L, s Sy

mol dm™ nA nA nA %
1.107 —897,55 ~8.35 ~11,80 1,31
2.1078 -0,67 -0,05 -0,07 10,20
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Obr. 3.11 Zavislost proudu piku /, na koncentraci ¢ FLD méfena metodou DPV v prostiedi

0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3 v rozmezi koncentraci (2 — 10).10‘8 mol dm™.
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Obr. 3.12 Voltamogramy FLD méfené metodou DPV v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol

(9:1) o pH' 11,3 roztokd s koncentracemi FLD 2.10 mol dm™ (1), 4.10° mol dm™ 2),
6.10 mol dm™ (3), 8.10 mol dm™ (4), 1.10”" mol dm™ (5) a zékladniho elektrolytu (6).
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3.3 Cyklicka voltametrie

Pfi proméfeni 24 voltamogrami roztoku flutamidu o koncentraci
1.10* mol dm™ metodou cyklické voltametrie na HMDE v prostiedi
0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3 byl v prvnim méfeni pozorovan katodicky
pik (p(k,)), ktery zfejmé& odpovida reakei':

ArNO, + 4 H" + 4 e — ArNHOH + H,0
a anodicky pik (p(a;)), ktery odpovida reakei':
ArNHOH & AINO+2H +2 ¢

Od druhého cyklu se kromé téchto dvou ptedesle uvedenych pikd objevil jesté jeden
katodicky pik (p(k,)), ktery pfedchéazi ptedeslému katodickému piku (p(k;)) a ktery

odpovida reakci':
ANO, & AINO+2H " +2¢

Pfi zpétném skenu lze opét pozorovat p(a;), tj. oxidaci hydroxylaminu na nitroso
skupinu.Ukazka voltamogramii zméfenych metodou cyklické voltametrie je uvedena

na Obr. 3.13.
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Obr. 3.13 Ukazky voltamogrami FLD o koncentraci 1.10™* mol dm™ pro prvni (—) a pro
posledni () méfeni ze souboru 24 voltamogramti méfenych cyklickou voltametrii na
HMDE v prostiedi 0,01 M NaOH-methanol 9:1) 0 pr 11,3.
p(k;) - katodicky pik pfi prvnim méfeni, p(k;) - katodicky pik pfi poslednim méfeni,

p(ar) - anodicky pik pfi prvnim méfeni.

35



4 Aplikace vyvinuté metody

Cilem této prace bylo, jak jiz bylo uvedeno, vyvinuti alternativni metody
stanoveni FLD soucasnou optimalizaci podminek pro toto stanoveni na visici rtutové
kapkové elektrodé tak, aby bylo dosaZeno co nejniz$i meze stanovitelnosti.

Pro zjisténi pouzitelnosti takto vyvinuté metody byla provedena aplikace
stanoveni na lé¢ivo Apo-Flutamid. Ke stanoveni byla pouZita jedna tableta tohoto
1é¢iva, kterd byla zpracovéana k analyze dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.

Dale byl také pouzit standardni roztok o koncentraci 9,09.10° mol dm™
v analyzovaném roztoku, ktery byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku FLD
v methanolu o koncentraci 1.10™ mol dm™.

Analyzovany roztok pfipraveny z navazky tablety lé¢iva Apo-Flutamid a po
ptidavku 1 ml standardniho roztoku byl méten metodou DCV a DPV na visici rtutové
kapkové elektrod¢ v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3. Zavislosti
vySek piku 7, pfed a po jednom pfidavku standardniho roztoku pro stanoveni jednoho
vzorku jsou ukazany na Obr. 4.1 pro DCV, na Obr. 4.2 pro DPV. V Tab. 4.1 jsou
shrnuty vysledky méfeni pro obé pouzité metody. Vysledky stanoveni jsou shrnuty
v Tab. 4.2.

Z Tab. 4.2 je vidét, Ze metodou DCV stanovend hodnota mnoZstvi FLD je
2652 + 29,5 mg a 247,5 + 46,56 mg metodou DPV. Metoda DCV poskytla
nespravny, ale ptesny vysledek (s, = 5,05 %), metodou DPV byl ziskan spravny a
ptesny vysledek (s,=8,55 %). Vzhledem k uvedené hodnoté hmotnosti FLD v jedné
tableté (250 + 12,5 mg) se ukazala jako piesnéj§i metoda stanoveni DPV s chybou
1,0 % nez DCV s chybou 6,1 %.
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Obr. 4.1 Zavislost vysky piku J, na koncentraci ¢ FLD pro roztok pfipraveny z tablety pfed a

po jednom pridavku standardniho roztoku FLD méfena metodou DCV na HMDE v prostiedi
0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3.
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Obr. 4.2 Zavislost vysky piku I, na koncentraci ¢ FLD pro roztok pfipraveny z tablety pied a
po jednom ptidavku standardniho roztoku FLD méfena metodou DPV na HMDE v prostiedi
0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3.
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Tab. 4.1 Zpracované vysledky méfeni zavislosti vysky piku I, na koncentraci ¢ FLD pro

roztok pfipraveny z tablety pfed a po jednom ptidavku standardniho roztoku FLD méfend

metodou DCV a DPV na HMDE v prostfedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH' 11,3 pro tii

vzorky.
Metoda VZOI‘Ck Mygp Mpyay Cyz 3 MELD, nav MFELD, tab
g g pmol dm mg mg
1. 0,02505 5,6087 9,5773 265,9
DCV 2. 0,02503 5,5912 9,5475 265,2
3. 0,02505 5,1306 8,7609 2432
1. 0,6954 0,02505 5,2215 8,9162 247.5
DPV 2. 0,02503 5,7351 9,7932 272,1
3. 0,02505 5,0895 8,6908 241,2

my,, - hmotnost tablety, m,,, - navdzka vzorku, c,, - koncentrace FLD ve vzorku, mg;p »q - hmotnost

FLD ve vzorku, mg;p s - hmotnost FLD v tableté

Tab. 4.2 Statisticky zpracované vysledky aplikace vyvinuté metody v porovnani s uvedenou

hodnotou hmotnosti FLD (250 mg) v jedné tableté 1é¢iva Apo-Flutamid.

x L],Z S Sy Chyba
Metoda mg mg mg o %
DCV 265,2 29,5 13,39 5,05 6,1
DPV 247,5 46,56 21,17 8,55 1,0
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5 Zaver a diskuze

Pii stanoveni flutamidu pomoci DCV a DPV na HMDE bylo zjisténo, Ze latka
poskytuje v prostfedi BR pufr-methanol (9:1) az dva piky, jejichz poloha E, a vy3ka I,
zavisi na pH' prostiedi. Z divodi ristu vyiky piku I, v zéavislosti na vzistajicim pH'
roztoku a zjednoduseni zakladniho elektrolytu byl pouzit roztok NaOH o koncentraci
1.10 mol dm™ jako zakladni elektrolyt misto BR pufru.
stanovitelnosti na pouzité visici rtutové kapkové elektrod€¢. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 5.1. Metoda DPV vykazuje niz8$i mez stanovitelnosti ( Ly = 2.10® mol dm™)
nez metoda DCV (Ly = 4.107® mol dm™). Jako citliv&j$i metoda se ukazala technika
DCV na HMDE nez DPV na HMDE.

Pro aplikaci stanoveni na 1é¢ivo Apo-Flutamid jsou vysledky shrnuty
v Tab. 5.2. Jako pfesnéjsi metoda se ukdzala metoda DPV, ktera byla vyhodnocena
s vysledkem 247,5 + 46,56 mg li§icim se o 1,00 % od uvedené hodnoty mnoZzstvi
FLD 250 + 12,5 mg v 1 tableté.

Tab. 5.1 Srovnani pouzitych technik a dosazenych vysledkt pro stanoveni FLD na visici

rtutové kapkové elektrodé v prostiedi 0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pH'11,3.

L
Elektroda / technika Q 3
mol dm™
HMDE / DCV 4.107
HMDE / DPV 2.107
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Tab. 5.2 Srovnani pouzitych technik a dosaZenych vysledki pro stanoveni aplikované na
lé¢ivo  Apo-Flutamid na  visici  rtutové  kapkové  elektrodé v prostedi

0,01 M NaOH-methanol (9:1) o pr 11,3.

Elektroda Muved Msian Chyba
Technika mg mg %
HMDE
2652 + 29,5 6,01
HligE 250 + 12,5
+
DPV 2475 + 46,56 1,00

Myyeq- hmotnost FLD uvedend vyrobcem, my,,, - stanovena hmotnost FLD
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