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1. Cil prace

Cilem mé bakalaFské prace bylo sestavit aparaturu pro sekven¢ni injekénf analyzu
(SIA) se spektrofluorimetrickou detekci pro stanoveni derivati fenothiazinu po jejich
. fotooxidaci a vytvofit ovladaci software pro fizeni celého analytického procesu od
nadavkovani vzorku aZ po registraci signalu. Druhym ukolem bylo nalézt optimélni podminky
a zjistit zakladni charakteristiky SIA spektrofluorimetrického stanoveni chlorpromazinu po
jeho fotooxidaci. Dal$i ukolem bylo stanoveni chlorpromazinu po jeho fotooxidaci

v lé¢ebném pfipravku.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Priitokové metody

Priitokové metody v dnesni dobé& nachazeji v analytické chemii stale véti zastoupeni a
pfedevdim vyuziti. Hlavni vyhodou oproti b&éZnému manudlnimu procesu je snadna
automatizace a z toho vyplyva, analyza velkého poltu vzorkd za &asovou jednotku. Ve
srovnani s jinymi automatizovanymi procesy je v pritokovych metodiach moZno pracovat
s ptivodnimi vzorky a upravovat je az ptimo v systému. K dal$im vyhodam pat¥{ minimalizace
spotfeby vSech (¢inidel, vysokd produktivita analyz, eliminace kontaktu pracovnika
s toxickymi latkami (pf. rozpoustédla). Nevyhodou klasickych pritokovych metod (SFA,
FIA) je mensi flexibilita.

Jako prvni nasla v praxi uplatnéni segmentovana pritokova analyza (SFA), z niZ se

postupné vyvinuly metody pritokoveé a sekven¢ni injekéni analyzy (SIA).

V analytické chemii se priitokové metody obecné rozdéluji do dvou hlavnich skupin:
Chromatografické metody:

» Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

» Kapalinova chromatografie (LC).

Pritokové metody analyzy:

» Sekvenéni pritokova analyza (SFA)
» Pritokova injek¢ni analyza (FIA)

» Sekvenéni injekéni analyza (SIA).

Pritokové metody se uplatiluji napiiklad pfi kontrole &istoty slozek Zivotniho prostfedi, v

lékafstvi a farmacii.



2.1.1. Sekvendni injekéni analyza (SIA)

Sekvenéni injekéni analyza je pritokovd metoda, ktera byla vyvinutd zdokonalenim
pritokové injekéni analyzy' (FIA — Flow Injection Analyssis), kterd op&t umoZiiuje
automatizaci sloZitych postupl sériovych analyz velkého po¢tu vzorkid. Prvni zminky o
metod& pochézeji z 90.let; u zrodu SIA metody stal kolektiv analytikd v &ele s J. RiZitkou®.

Vyznamné rozdily mezi technikou sekven¢ni injekéni analyzy (SIA) a pritokové
injekéni analyzy (FIA) spo¢iva v geometrii nosného toku, kdy metoda FIA vyuZivé pfimy
konstantni tok, zatimco metoda SIA vyuZivd zménu pfimého a zpétného toku. Tim je
dosaZeno vys$iho stupné konverze analytu na produkt. U SIA techniky je moZné provést
zmény davkovaného objemu vzorku od jednotek aZ po stovky pl programovanim doby
otevieni kandlu selekéniho ventilu a tim optimalizovat disperzi zony vzorku a citlivost
stanoveni. Doba trvani jednoho méticiho cyklu se pohybuje okolo 30 s; pritokova rychlost je
pfiblizn¢ 1 ml/min.

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybt &erpadla, synchronizovanych
s pfepindnim pozic selekéntho ventilu. K ziskdni reprodukovatelného koncentraéniho
gradientu produktu dosp&jeme pfesnou synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych
programovych krokd. Z toho vyplyva, Ze souasti SIA systému musi byt i mikroprocesor s
ptislusnym programovym vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a soufasné sbird,
uchovava a vyhodnocuje vystupni data.

Hlavnimi charakteristickymi rysy techniky SIA jsou oddélené méfici cykly. Zony
¢inidla, nosného toku a vzorku jsou postupné davkovany do jednokanalového systému s
pouzitim vicecestného (&asto 6, 8 & 10 cestného) selekéniho ventilu a pistového &erpadla
(obr.1). Pomoci selekéniho ventilu jsou fazeny z6ény &inidel a vzorku v misici civce. Pohyb
toku je dale pomoci &erpadla obracen a tim dojde k dokonalému promiseni zo6n za vzniku
reakéniho produktu, ktery je dale detekovan. V SIA se pouZivaji detektory fluorescendni,
UV/VIS spektrometrické nebo elektrochemické. Ziskany signal ma tvar piku (obr. 2).

Vyhodou SIA techniky je jednokanalové uspofddani s jednim ventilem a jednim
¢erpadlem. Pfi zastaveném toku je moZno provadét i kinetickd méfeni. ProtoZe SIA vyuZiva
zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotfeby vzorku a hlavné &inidel podstatn¢ niZ3i nez u

FIA, kde je Cerpani kontinualni. Velkou vyhodou je i jeji flexibilita, dand snadnou zménou



parametri méfeni pomoci kldvesnice poéitate beze zmén konfigurace SIA systému.
Nevyhodou SIA oproti FIA je niZ3i frekvence davkovani vzorku’.

Obr. 1: Schématické uspoFdadani sekvencni injekéni analyzy

Obr. 2: Sekvenéni injekcni analyzu — Promichadni zon a detekce

2.1.2. VyuZziti SIA v praxi

SIA se v praxi uplatiiuje pfi analyze anorganickych iontid a mnohych organickych latek
véetné 1€¢Civ.
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Z anorganickych ionti byly ve vodé stanoveny ionty vapenaté (Ca’") soub&Zng
s hofetnatymi (Mg”")*, s vyuZitim tvorby barevnych komplexii se spektrofotometrickou
detekci’, dale byly stanoveny ionty Zelezité (Fe*)®’ a ionty zinegnaté (Zn*)%.

Z anionti byly soudasné stanoveny chloridy a fluoridy’'®, dusitany s dusi¢nany se
spektrofotometrickou detekci'' a sirany pomoci srdZeci reakce s barnatymi ionty'?. Fosfaty
byly analyzovany samostatn&'’ nebo soudasnd s kfemiditany'®. Déle je moZno urdit
sulfoamidy'®. Technikou SIA lze téZ stanovit i stopova mnoZstvi té€Zzkych kovii v riznych
mocenstvich (vanaduw, molybdenul7 a chromu'®. Kadmium, m&d’, rtuf’, indium, olovo, cin a
thalium byly analyzovany metodou SIA za pomoci elektrochemické detekce.

Hlavni aplikace SIA techniky u farmaceutické analyzy, kde se pouZiva pro stanoveni
warfarinu'®,  diclofenalu'®, thiaminu'® v léebnych pHpravcich za pomoci

spektrofluorimetrické detekce.

2.2. Derivaty fenothiazinu
DilleZitou vlastnosti derivati fenothiazinu je jejich antidepresivni aktivita®. Ve

farmakologii jsou diileZitou skupinou neuroleptik a antialergetik.

9 10] 1
8/| Nj@2
7"‘\ 3

6 7 4

Obr.3: Molekula fenothiazinu

Casto vyuZivané derivaty jsou substituovany vpoloze 10 (antihistaminika a
antiparkinsonika), poptipadé v poloze 2 a 10 (neuroleptika)®. '

Nekteré tyto derivaty jsou vyuZivany jako redox indikatory, podobné jako derivaty
substituované v poloze 3 a 7. V préci byly pouZity derivaty uvedené v tabulce 1.
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Tab. 1: PouZité derivaty fenothiazinu

Nazev R, Rio
Chlorpromazin -Cl -(CH,)sN(CH3),
Diethazin -H -(CH,),N(C,Hs),

Nejdilezitéj$i chemickou vlastnosti fenothiazinovych derivatd je jejich schopnost se
oxidovat fadou oxida¢nich ¢inidel napt.[Ce(SO4),, NHsVO;, KoCr,04, KBrO;, KIOs, KIO,,
NaNO,, H;0;, aj.] nebo vlivem UV zéfeni. Oxida¢ni reakce fenothiazinovych derivatd jsou
zndzomnény schématem na obr.4. B&hem prvniho kroku jsou derivaty fenothiazinu
reverzibilné oxidovany za vzniku barevného radikalkationtu, stabilniho v siln& kyselém
prostfedi. Radikalkation je v druhém kroku ireverzibiln& oxidovén na bezbarvy sulfoxid®'.
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Obr.4: Schéma oxidacniho procesu derivatu fenothiazinu

2.3. Statistické zpracovani vysledki

2.3.1. Kalibrace

Kalibrace je empiricky postup zjisténi zavislosti mezi méfenou veliéinou a

pozadovanou informaci. Uplatituje se ¢asto v instrumentalni analyze, kdy se z velikosti
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méfeného signélu hleda odpovidajici obsah stanovované sloZky (analytu).

Zaroveit by mélo dojit k odstranéni systematické chyby, ktera byla zptsobena
ptipadnou nedokonalosti pritbé¢hu jednotlivych operaci pfedchazejicich vliastnimu méfeni, a to
tak, aby se pfi tom pfili§ nezvétSila ndhodnd slozka chyby. Kalibrace je vZdy provadéna
pomoci standardi se znamym obsahem analytu nebo pomoci referenénich materidli se

znamym celkovym sloZenim.

2.3.2. Bodové odhady
K vyhodnoceni dat byly pouzity?*:

Aritmeticky prumér:
Ze séric n méfeni ziskame vysledky x; — x, Aritmeticky primér je nejlep$im
vyjadienim vysledku série paralelnich stanoveni. Uréuje se jako soudet vech vysledki série

paralelnich stanoveni, déleny po¢tem méfeni n.

- 1 &
r=1yy
noi.

Smérodatna odchylka;
Nejlep$i mirou pfesnosti série paralelnich stanoveni je odhad smérodatné odchylky.

Ur¢uje se jako odmocnina &tvercl odchylek déleného poétem méfeni zmenSenych o jednotku

(-1).
Sj/ﬁﬁx, =

i=1

Relativni smérodatna odchylka:
Nejlepsi relativni mirou pfesnosti série paralelnich stanoveni je relativni smérodatna

odchylka, dand pomérem odhadu smérodatné odchylky a priméru, ktera se nekdy udava

v procentech.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni
» Spektrofluorimetr Hitachi F-1050 (Tokyo, Japan) jako detektor, vybaveny priitokovou

kfemennou kyvetou o objemu 10 pl
Programovatelné pistové ¢erpadlo 74901-05 Cole-Parmer (USA)
Osmicestny selekéni ventil Vici-Valco C25-3188 EMH (Valco, USA)

Tticestny pfepinaci ventil Cole-Parmer (USA)

V V V V

Teflonové spojovaci kapilary o vnitfnim priméru 0,5 mm (Supelco, USA) pfislusnych
délek

3.2. Fotoreaktor

Fotoreaktor (obr. 5) byl tvofen teflonovou kapilarou (Supelco, USA) vnitiniho
pruméru 0,5 mm a délky 3 m (vnitini objem 570 ul), ktera je Sroubovicovité obto¢ena kolem
stfednétlaké, 35W rtutové vybojky (emisni ¢ary v intervalu 253 nm — 580 nm). Kapiléra je
udrZovana v konstantni vzdalenosti od vybojky pomoci kfemenné trubice, pfipevnéné na
vybojce a pomoci plastovych distan¢nich sloupkd.

Plyn

!

(\’j Membrana

l T

Vystup Vstup

Obr. 5: Fotoreaktor (nezakryty) Obr. 6: Odstrariovac bublin

3.3. Odstranovacd bublin

Odstratiova¢ bublin (obr. 6) vlastni konstrukce vychazi z konstrukce membranovych
separatoru fazi, pouzivanych pti extrakénich prutokovych stanovenich (vnitfni objem 100 pl).

Je tvofen dvéma kusy teflonového bloku navzijem spojenych ptes teflonovou membramu.
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3.4. Zapojeni aparatury

Pro spektrofluorimetrické stanoveni derivati fenothiazinu fotochemickou oxidaci byla
sestavena klasicka aparatura pro sekven¢ni injekéni analyzu (obr.7), ktera se sklada
z pistového Cerpadla, selekéniho a pfepinaciho ventilu, detektoru, reaktoru s reakéni civkou,
odstrafiovace bublin, spojovacich kapilar a tidiciho potitace.

Selekéni
ventil
., Deionizované
Trojcestny Reaktor o] voda
ventil o
“ N o m { \ ——+ Odpad
\l / Odstrafiovaé
§\ /é bublin Fluorescentni detektor
UV vybojka U
Vzorek
Pistové
Cerpadio

Zhsobni roztok
Obr. 7: Aparatura pro sekvencni injekcni analyzu

V reaktoru sreakéni civkou dochazi k fotooxidaci pfislusného derivatu na
radikalkation. Reakéni civka slouZi zaroveinl jako pojistka, aby nedo$lo k vniknuti vzorku a
¢inidla do pistového Cerpadla. U pistového Cerpadla lze definovat Cerpany objem pomoci
doby &erpani pfi konstantni rychlosti pohybu pistu ve vestavéné injekéni stfikalce. Selekéni
ventil umoZiuje sefazeni jednotlivych zon v misici civce, zajist'uje nadavkovani vech ¢inidel

a pomocnych roztokt. Po obraceni toku i transport z6n do detektoru.

3.5. Pouzité chemikalie

» Chlorpromazin hydrochlorid: Zakladni roztok o koncentraci 5.10° moll! 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 pfed svétlem.

» Kyselina chlorovodikova 37 % (Merck, SRN)
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» Deionizovana voda byla ptipravena p¥istrojem Milli Q°™ firmy Millipore (USA).
» Lékové formy: Plegomazin (Egis Pharmaceuticals; Budapest; Hungary)
Cervené tablety: 25 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tablet&
Zluté tablety: 100 mg chlorpromazin hydrochloridu v 1 tableté

3.6. Stanoveni chlorpromazinu ve farmaceutickém pripravku

Obsah chlorpromazinu byl stanoven v tabletach Plegomazin (25 mg chlorpromazinu v
tablet&; 100 mg chlorpromazinu v tableté). Nejprve bylo vZdy zvaZeno pét tablet Plegomazinu
(25 mg/tableta i 100 mg/tableta) a z jejich hmotnosti byla vypoétena primé&rna hmotnost jedné
tablety. Poté byly ve tfeci misce rozetfeny vZdy 3 tablety na jemny pradek. NavaZené
mnozZstvi odpovidalo vZzdy primérné hmotnosti jedné tablety. Rozetfeny prasek byl rozpustén
v 10 ml deionizované vody a umistén na 5 min do ultrazvukové 14zn€ pro dokonalé rozpusténi
aktivni latky. Takto pfipraveny roztok (suspenze) byl filtrovan v ndlevce pfes vatu do 25 ml
odmérné batiky. Doplnéné odméma4 baiika s ¢irym roztokem byla skladovana v chladu a tmég.

Z t&chto roztoku byly pfipraveny roztoky o koncentraci ptibliZzné ptesné 5. 10”° mol.I",
které byly nasledné analyzovany. K analyze byly pouZity vidy dva vzorky Plegomazinu (100
mg/tab.) a 2 vzorky Plegomazinu (25 mg/tab.).
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4. Vysledky méreni a diskuse

Prvnim ukolem bakalafské prace bylo sestavit aparaturu pro sekvenéni injekéni
analyzu se spektrofluorimetrickou detekci a vytvofit pro ni ovladaci software. Druhym
tkolem bakalafské prace pak bylo aplikovat tuto aparaturu pro analyzu derivatu fenothiazinu.

4.1. Sestaveni aparatury

V aparatuie pro sekvenéni injekéni analyzu (obr. 8) bylo pouZito pistové &erpadlo pro
zajisténi toku vsech roztokd i Cerpani vzorki do systému. Jako selekéni ventil byl pouZit
osmicestny ventil. Na jednotlivé porty selekéniho ventilu byly pfipojeny kapilary pro ptivod
vzorku (chlorpromazinu), deionizované vody (promyvaci kapalina) a kapiléry pro transport do

detektoru.

Analogové vstupy

-
J

j y Real
ventli
— V v

Delnnizmni
d

‘ ! \ ——' Odpad
S:é/é T bublin  Fluorescenéni detektor
UV whojka U

Vzorek
gf[::\dlleo \ Digitalni vystupy
ZAsobni roztok
COM 1
\COM 2 \

Ridici karta

Obr. 8: Aparatura pro sekvencni injekcni analyzu a jeji Fizeni

Fotoreaktor (obr. 5) byl tvofen teflonovou kapildrou, ktera byla Sroubovicovité
obto¢ena kolem stfednétlaké 35W rtutové vybojky. Pro odstranéni vzduchovych bublin
vzniklych v kapilafe fotoreaktoru byl zapojen debubbler vlastni konstrukce (obr. 6), ktery

-17 -



nam zaruCoval, Ze se vzduchové bubliny nedostanou do pritokové kyvety

spektrofluorimetrického detektoru a neznehodnoti ndm analyticky signal.

4.2. Vytvoreni ovladaciho software

Metoda sekven¢ni injekéni analyzy pfedpoklada piesné a opakovatelné davkovani
objemu vzorki, transport reakéni smési do detektoru a proplachnuti aparatury. Tento postup
se sklada z fady dilCich dkonu, které je nutné z diivodu reprodukovatelnosti provadét stile
stejné. Proto je nutné pouZit pro fizeni sekvence jednotlivych operaci pocitac.

Pro fzeni aparatury byl vytvofen vlastni program v grafickém programovacim
prosttedi LabView 7.1.(National Instruments, USA). Tento software umoZiiuje fizeni (obr. 8)
peristaltické pumpy (COM 1), selekéniho ventilu (digitalni vystupy Fidici karty), pomocného
ventilu (COM 2) i fizeni vlastni analyzy a sbér a zpracovani dat ze spektrofluorimetrické¢ho
detektoru (obr. 9).

LabView DA
Q PCI shémice )
Integrace Vystupni Analogovy ?
e format vstup
Analogovy - )
vystup Spektrofluorimetr
Filtrace Uloseni
\ filtrovany sign4l, data, plochy... —»

) -4 digitalizovany signal neupraveny

Obr. 9: Schéma zpracovdni vystupnich dat ze spektrofluorimetru Fidicim programem

Na obrazcich €. 10 a 11 je pro ilustraci uveden kontrolni panel virtudlniho pfistroje pro
sekvenéni injekéni analyzu se spektrofluorimetrickou detekci a vysek z odpovidajiciho

blokového schématu.
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Obr. 10: Kontrolni panel virtudlniho pFistroje pro sekvencni injekcni analyzu

B Lennthaany ST Block Diagran ¢
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Obr. 11: Vysek z odpovidajictho blokového schemaru
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4.3. Spektrometrické stanoveni derivatu fenothiazinu po jejich

fotooxidaci technikou SIA

Jak bylo fe€eno jiZ v tivodu, stanoveni derivati fenothiazinu je zaloZeno na jejich
oxidaci UV zafenim, které je emitovano stiednétlakou rtutovou vybojkou, na pfislusny
radikalkation, ktery poskytuje vyraznou fluorescenci.

4.3.1. Optimalizace podminek SIA stanoveni

Pfi detekénich podminkach byla pouZita excitaéni vinova délka A= 250 nm a emisni
vinova délka Aem= 360 nm. Tyto hodnoty byly prevzaty z diplomové prace* kolegyng, ktera
se zabyvala srovnanim riznych zplisobd oxidace derivati fenothiazinu p#i jejich FIA
stanoveni se spektrofluorimetrickou detekci.

Po nastaveni detekénich podminek bylo pfistoupeno k optimalizaci vlastniho
prutokového SIA stanoveni. Pfi optimaliza¢nich experimentech byla vZdy vyhodnocena vyska
analytického SIA piku.

Velikost fluorescentniho signdlu SIA stanoveni s fotochemickou oxidaci obecné
ovlivﬁuje nékolik parametrt. Predeviim je to pritokova rychlost nosného proudu, objem
davkovaného vzorku a doba ozéfeni.

Optimalizadni méfeni byla provadéna na aparatufe zapojené podle obr.8. K méfeni byl
vybran zastupce derivati fenothiazinu - chlorpromazin. Experimenty byly provadény
sroztokem chlorpromazinu o koncentraci 1.10® mol.dm™ v HCI o koncentraci 1.10*
mol.dm™,

4.3.1.1. Vliv davkovaného objemu vzorku

Pro méfeni vlivu davkovaného objemu vzorku na velikosti dosaZené¢ho SIA signdlu

byly nastaveny nasledujici hodnoty v ovladacim software aparatury:
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Tab. 2: Nastavené parametry méfeni (vliv davkovaného objemu vzorku)

Doplnit stfikacku Ano
Doplnit objem stfikac¢ky 2000 pl
Priatokova rychlost 1500 pl/min
Objem vzorku 500 pl
400 pl
300 pl
200 pl
100 pl
0 pl
Objem reaktoru 570 pl
Objem vedeni do kyvety 1000 pl
Doba ozéfeni 120 s
0.80 |-
0.70 -
0.60 |
é 0.50 |-
&
2 040 |
E 030 |
Z
0.20 |-
0.10 -
0.00 ] 2 1 " 1 . A " 1 A i
0 100 200 300 400 500

Objem vzorku [pl]

Obr. 12: Viiv velikosti davkovaného objemu na dosaZeny signal

Z prométené zavislosti vyplyva, Ze nejvhodnéjsi je davkovat maximalni objem 500 pl
pfisludného derivatu. Pfi pouZiti v&t§iho mnoZstvi derivatu by byl pfekro¢en vnitini objem
kapilary fotoreaktoru a vSechen vzorek by tak nebyl ozaten. Toto by také vedlo k prodlouZeni
analyzy; pro dal$i mé&feni byl tedy davkovan objem 500 pl derivatu.
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4.3.1.2. Vliv pritokové rychlosti nosného proudu

Pro méfeni vlivu davkovaného objemu vzorku na velikosti dosaZzeného SIA signalu

byly nastaveny nasledujici hodnoty v ovladacim software aparatury:

Tab. 3: Nastavené parametry méreni (vliv prutokové rychlosti)

Doplnit st¥ikacku Ano
Doplnit objem stfikacky 2000 pl
Priitokova rychlost 3000 pl/min
2500 pl/min
2000 pl/min
1500 pl/min
1000 pV/min
500 ul/min
Objem vzorku 500 pl
Objem reaktoru 570 pl
Objem vedeni do kyvety 1000 pl
Doba ozafeni 120 s
0.90
0.85 |-
0.80 |
§ 0.75 |
8
=]
2 070 |
g
s
& 065 |
=
0.60 |~
0.55 |
S0 1000 1500 2000 2500 3000

Pritokova rychlost [ul/min]

Obr. 13: Viiv velikosti prutokové rychlosti nosného proudu na dosaZeny signdl

wewrs
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4.3.1.3. Vliv doby ozareni derivatu

Pro méfeni vlivu doby ozafeni na velikost dosazeného SIA signalu byly nastaveny

nasledujici hodnoty v ovladacim software aparatury:

Tab. 4: Nastavené parametry méreni (vliv doby ozdreni)

1.20

1.00

0.60

Intenzita fluorescence

0.40

Doplnit stiikacku Ano

Doplnit objem stiikacky 2000 pl
Priitokova rychlost 1000 pl/min

Objem vzorku 500 pl
Objem reaktoru 570 ul
Objem vedeni do kyvety 1000 pl

Doba ozéfeni 180 s

150 s

120 s

90 s

60 s

30s

0s

1 A 1 A i A i "

1 " L L N L A 1

20 40 60 80

Obr. 14: Viiv doby osvitu na dosaZeny signdl

100 120 140 160 180 200

Doba osvitu [s]

Z prométené zavislosti vyplyva, Ze nejvyhodnéjsi je ozafovat derivat maximalni dobu
180 s. Delsi doba zafeni jednak neumérné prodlouZi dobu analyzy a jednak muZe dojit aZ
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k oxidaci na sulfoxid, ktery neni za danych podminek fluorescenéné aktivni. Pro dal3i méfeni
byl tedy vzorek ozafovan 180 s.

4.3.2. Kalibraéni krivka

Ze zjisténych optimalnich podminek byla proméfena kalibra¢ni kfivka pro
chlorpromazin v koncentra&nim rozsahu 2.107 — 2.10"® mol.dm?.

Po proméfovani kalibratni zavislosti byly nastaveny nasledujici optimalni hodnoty
v ovladacim software aparatury:

Tab. 5: Nastavené optimalni parametry pro SIA stanoveni derivati fenothiazinu

Doplnit stiikacku Ano
Doplnit objem stiikac¢ky 2000 pul
Pritokova rychlost 1000 ul/min

Objem vzorku 500 pl
Objem reaktoru 570 pl
Objem vedeni do kyvety 1000 pl
Doba ozafeni 180s
2.00 |
1.50
3
E 1.00 |-
g
5
E
0.50 |-
000 K0 4 b b8 1)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22

Koncentrace chlorpromazinu [gmol/dm’]

Obr. 15: Kalibracni zavislost stanoveni chlorpromazinu

Kalibraéni zavislost je linearni v celém méfeném rozsahu.
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4.3.3. Zakladni charakteristiky SIA stanoveni derivati
fenothiazinu

V dalgi ¢&asti bakalafské prace byly uréeny zdkladni charakteristiky
spektrofluorimetrického SIA stanoveni derivatu fenothiazinu po jejich fotooxidaci na barevny
radikalkation. Byla urCena citlivost stanoveni jako smérnice kalibra¢ni zavislosti, mez detekce

(3 o), mez stanovitelnosti (10 o) a opakovatelnost méfeni (uréena jako relativni smérodatna
odchylka — RSD (%)).

4.3.3.1. Citlivost stanoveni

Citlivost stanoveni chlorpromazinu SIA technikou se spektrofluorimetrickou detekci

byla uréena z promé&fené kalibra¢ni zavislosti jako jeji smé&mice: 0,992 dm*/umol.

4.3.3.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro zjiSténi meze detekce a meze stanovitelnosti byla proméfena kalibra¢ni zavislost
v oblasti nizkych, jest¢ métitelnych hodnot koncentraci chlorpromazinu. Mez detekce a mez
stanovitelnosti byly ureny z vySe uvedené kalibratni zavislosti pfi dané nastavené méfici
pHistrojové citlivosti. Byla 10 x zméfena velmi nizka koncentrace chlorpromazinu (1.107
mol.dm™) a ode&tené hodnoty intenzity fluorescence byly pfepotteny ptes danou kalibra¢ni
zavislost na pfislu$né hodnoty koncentrace a ty byly statisticky zpracovany. Mez detekce byla
uréena jako trojnasobek smérodatné odchylky (0,018 pmol.dm™) a mez stanovitelnosti jako
desetinasobek smérodatné odchylky (0,060 pmol.dm™).

4.3.3.3. Opakovatelnost méreni

Uréeni opakovatelnosti je nezbytnou souéasti kazdé analyzy. Nahodné chyby ovliviiuji
pfesnost analyzy®*. Pro pfesnost méfeni byly n&kolikrat (10 x) zm&fena koncentrace 1.10°®
mol.dm™.

Z namé&fenych hodnot byl zji$tén aritmeticky primér, smérodatna odchylka, relativni
smérodatna odchylka a interval spolehlivosti.
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Opakovatelnost m&feni vyjadfena jako % RSD (na hlading 1.10 mol.dm™) pro dané
stanoveni byla 2,7 %.

Dosazené zakladni charakteristiky stanoveni jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

Tab. 6: Zdakladni charakteristiky spektrofluorimetrického SIA stanoveni chlorpromazinu

Parametr Hodnota
citlivost, dm®.pmol™ 0,992
opakovatelnost, % 2,70
mez detekce, umol.dm‘3 0,018

mez stanovitelnosti, pmol.dm™ 0,060

absolutni mez detekce', ng 3,2

absolutni mez stanovitelnosti’, ng 10,7

*davkovany objem 500 pl

4.3.4. SIA fluorimetrické stanoveni chlorpromazinu po jeho

fotooxidaci ve farmaceutickém pripravku

Ve vzorcich tablet Plegomazinu (25 mg chlorpromazinu v tablet¢; 100 mg
chlorpromazinu v tablet€), ptipravenych postupem uvedenym v experimentalni ¢asti prace
(oddil 3.6.), byl navrZzenou metodou ovéfen obsah chlorpromazinu. Pfipravené vzorky byly
nafedény na ptibliznou koncentraci 5.10° mol.dm™? a t¥ikrat proméfeny. Vysledky stanoveni
jsou shrnuty v Tab. 7. Ztabulky je vidét velmi dobra shoda vysledku ziskanych nami

navrZzenou metodou a kontrolni spektrofotometrickou metodou v UV oblasti.
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Tab. 7: Stanoveni chlorpromazinu ve farmaceutickém pripravku

nominilni hodnota nalezena hodnota (mg)
(mg)
Vzorek SIA metoda” Referencni
metoda’
Plegomazin (100mg/tab.) 100,0 93,02 +£ 0,74 93,4 + 0,48
Plegomazin (25mgj/tab.) 25,0 23,34+ 0,12 23,75 £ 0,07

* prumér ze tii stanoveni derivatu ziskanych technikou SIA s fotooxidaci
' prumér ze tfi stanoveni ziskanych spektrofotometricky v UV oblasti
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5. Zavér

V prvni &asti bakalafské prace byla sestavena aparatura pro sekvenéni injekéni
analyzu. Skladala se z nasledujicich komponent: osmicestny selekéni ventil, t¥cestny
pfepinaci ventil, programovatelné pistové ¢erpadlo, fotoreaktor (tvofeny teflonovou kapildrou
a stfednétlakou 35 W rtut'ovou vybojkou), teflonové spojovaci kapiléry, odstratiova¢ bublin a
spektrofluorimetr.

Pro Fizeni ptistroje byl vytvofen vlastni program v grafickém programovacim prostfedi
LabView 7.1. Tento software ndm umoZnil fidit peristaltickou pumpu, selekéni ventil,
pomocny ventil i celou vlastni analyzu, sb&r a zpracovani dat ze spektrofluorimetrického
detektoru.

Za pomoci této aparatury jsem stanovil derivat fenothiazinu - chlorpromazin. Byly
optimalizovany podminky pritokového stanoveni chlorpromazinu a proméfena kalibraéni
zavislost. Byly uréeny zakladni charakteristiky stanoveni této slou¢eniny navrZenou metodou.

Dalé jsem provedl analyzu lé¢iva ve farmaceutickém ptipravku, kterou jsem ovéfil

touto metodou. V tableté ptipravku Plegomazin jsem stanovil chlorpromazin.
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