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Abstrakt

Pro stanoveni dvou analyti (prokain hydrochlorid, sulfamethoxazol) obsahujicich v molekule aminovou
skupinu byla vyuZita derivatizaéni reakce, poskytujici po ptevedeni analytu na diazoniovou sil a nasledné
kopulaéni reakci s ¢inidlem (1-aminonaftalen nebo NEDA) barevny, spektrofotometricky detegovatelny
produkt. Pro oba analyty byly studovany podminky statického spektrofotometrického stanoveni, pfi ¢emz se
ukazalo, Ze toto stanoveni lze pouzit pouze k analyze prokain hydrochloridu, nebot’ sulfamethoxazol
poskytuje Casové malo stabilni barevny produkt. Dale byla navrzena aparatura pro FIA stanoveni a
optimalizovany vlivy vybranych parametr pomoci dvoutiroviiové faktorové analyzy. Pro oba analyty a obé
¢inidla byly proméieny ptislusné kalibracni zavislosti, které byly vyuZity pro stanoveni obsahu analyti ve
vzorcich 1é¢ivych piipravka.

Kli¢ova slova: diazotace, prokain, pratokova injekéni analyza, spektrofotometrie, sulfamethoxazol

Abstract

A derivatization reaction, based on a copulation reaction of diazonium salt of an analyte with a reagent
(1-aminonaphthalene or NEDA) producing colour, spectrophotometrically detectable product, has been used
for determination of two analytes (procain hydrochloride, sulfamethoxazole) containing amino group in the
molecule. The conditions of batch spectrophotometric determination were studied. It was found, that the
batch determination is applicable only for procain hydrochloride analysis, because sulfamethoxazole gives
time-unstable colour product. FIA arrangement was proposed and effects of selected parameters were
optimized using two levels factorial design. The calibration dependences were measured for both analysis
with both reagents, and subsequently were applied on determination of analytes in medical forms.

Key words: diazotization, flow injection analysis, procaine, spectrophotometry, sulfamethoxazole
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Seznam pouzitych zkratek

A absorbance

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

c molarni koncentrace [mol dm™]

C hmotnostni koncentrace [g dm ]

LOD detekéni limit [pg ml ']

F pritokové rychlost [ml min™]

FIA pratokova injekéni analyza (angl. flow injection analysis)

Irc délka reakéni civky [em]

LDR linearni dynamicky rozsah [pg ml ]

m hmotnost [g]

NEDA N-(1-naftyl)ethylendiamin

r korela¢ni koeficient linearni regrese

S plocha FIA piku [S]

S relativni smérodatna odchylka medianu [%]

SIA sekvenéni injekéni analyza (angl. sequential injection analysis)
t ¢as [min]

\Y davkovany objem [ul]

W; faktor i-tého parametru pro faktorovou analyzu

X nalezeny procentualni obsah [%]

&, molarni absorpéni koeficient pii dané vinové délce [dm® mol'cm™]

A vlnova délka [nm]



1 Uvod

Cilem této diplomové prace je navrhnout reakce pro staticka spektrofotometricka stanoveni
dvou vybranych analyti (prokain a sulfamethoxazol) obsahujicich aminoskupinu pomoci
vhodné derivatiza¢ni reakce.

Nésledné si prace dava za cil tato stanoveni aplikovat na redlné vzorky lécivych
piipravkt (injek¢éni roztok prokain hydrochloridu a Biseptol tablety), pievést je do
provedeni pritokové injek¢éni analyzy, optimalizovat je a vysledky téchto stanoveni

porovnat.



2 Teoreticka cast

2.1 Analyzované latky

Predkladana diplomova prace se vénuje stanoveni dvou vybranych analyti. Jedna
se o0 prokain hydrochlorid a o sulfamethoxazol. Tyto latky maji ve své chemické struktuie
aminovou skupinu vazanou na benzenovém jadfe, a proto jsou vhodnymi reaktanty pro

diazotac¢ni reakcli, jejiz barevny produkt 1ze stanovit spektrofotometricky.
2.1.1 Prokain, charakteristika a metody stanoveni

Prokain je lokalni anestetikum [1-3], které patii do skupiny anestetik esterového typu.
Prvné byl syntetizovan Némcem A. Einhornem roku 1905, jako nahrada kokainu. Pouziva
se ve form¢ injek¢nich roztoki s obsahem prokain hydrochloridu, nejcastéji o hmot-
nostnich koncentracich 0,2-2,0 % (cit. [4, 5]). V prvni poloviné 20. stoleti se stalo
prevladajicim 1é¢ivem takového typu. Zacatkem 21. stoleti se prokain vyuziva pievazné
pti aplikaci nitrosvalovych injekei penicilinu. Jiz od syntéz dalSich lokalnich anestetik
je prokain vyuzivan jako referen¢ni standard pro porovnani jejich G¢inku a toxicity.
Chemické a fyzikdalné-chemické vlastnosti. Prokain hydrochlorid (CAS [51-05-8]) je
systematicky hydrochlorid 2-diethylaminoethyl-4-aminobenzoové kyseliny. Jak je patrné
ze strukturniho vzorce na obr. 2.1, molekula zahrnuje lipofilni ¢ast (benzenamin), stiedni

fetézec (ethylester) a hydrofilni ¢ast (diethylamin).

/—CH3
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Obr. 2.1 Strukturni vzorec prokainu



Sumarni vzorec prokain hydrochloridu je Ci3H2;CIN2O,, ¢emuz odpovidda molarni
hmotnost 272,77 g mol™. Jde o tém&f bily krystalicky prasek nebo bezbarvé jemné
krystaly. Je tpln¢ rozpustny ve vodé¢, dobife rozpustny v 96% ethanolu a nerozpustny
Vv etheru. Jeho teplota tani je 154—158 °C, hodnota pK, prokainu je 9,0 pti 20 °C.

Metody stanoveni prokainu. V literatute je popsana skala metod pro stanoveni prokain
hydrochloridu [6, 7]. Mezi bézn¢ uzivané metody patii spektrofotometrie. V oblasti UV ma
prokain hydrochlorid v kyselém prostiedi dvé absorpéni maxima, a to pii vinovych délkach
222 nm a pti 294 nm. Vlivem toho, Ze vétsina dalSich ucinnych latek téZz absorbuje v UV
oblasti, se pro stanoveni vyuziva spise oblast viditelného spektra. Prokain hydrochlorid
mize reagovat naptiiklad s 1,2-naftochinon-4-sulfonovou kyselinou za vzniku lososové
razového produktu, jenz ma absorpéni maximum pii vinové délce 484 nm [8]. Jinym
¢inidlem vhodnym pro stanoveni prokain hydrochloridu je 3-methylbenzothiazolin-2-on,
kdy vznika stabilni modry produkt, jenz ma absorpéni maximum pti 575 nm [9]. Dal§im
ptikladem mize byt reakce prokain hydrochloridu s p-dimethylaminobenzaldehydem,

Dalsimi vyuzivanymi metodami jsou stanoveni elektroanalyticka, jejichz piikladem je
cyklicka voltametrie za pouziti modifikovanych elektrod (borem dopovand diamantova
elektroda aelektroda ze skelného uhliku) [11-13] nebo diferen¢ni pulsni adsorpéni
voltametrie (modifikovana uhlikova elektroda, metoda screen-printed) [14].

Pro stanoveni prokainu pomoci pritokové injekéni analyzy byla navrZena aparatura
s amperometrickou detekci [15] nebo sekvencni injekéni analyza S chemiluminiscenéni
detekci [16].

Casto, zvlasté pro stanoveni prokain hydrochloridu v télnich tekutindch nebo pro rutinni
analyzu lé¢iv, je pouzivana vysokouc¢inna kapalinova ¢i plynova chromatografie [6, 17].

V tabulce 2.1 jsou shrnuty analytické charakteristiky vybranych metod pro stanoveni

prokainu.
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Tabulka 2.1 Vybrané analytické metody pro stanoveni prokain hydrochloridu, podminky jednotlivych

stanoveni, detekéni limit a linearni dynamicky rozsah.

LOD LDR Ref.
metoda  podminky stanoveni 1 4
[bgml 7] [pgml]

reakce s 1,2-naftochinonsulfonovou kyselinou v acetatovém 0,28 0,30-100 [8]

pufru o pH = 3,6, t,eakce =10 min,
Amax = 484 NM (€484 = 5,22x10° dm*® mol 'em ™)

@
‘é reakce s 3-methylbenzothiazolin-2-onem v pfitomnosti 40,0 50—400 [9]
g siranu zelezito-amonného v kyselém prostiedi,
% treakce = 30 min, méfeno v ethanolu,
= Amax = 575 nm (es75 = 1,1x10° dm® mol ' cm ™)
g reakce s p-dimethylaminobenzaldehydem v prostiedi ledové 0,10 0,20-15,0 [10]
octové kyseliny, treakce = 30 min,
Amax = 455 NM (e455 = 3,46x10° dm® mol 'em ™)
kolona Radial Pak C,g (velikost ¢astic 10 um), acetonitril— 0,001 neudano  [17]
HPLC —0,0165M triethylamin (85:15) pH = 3, (plasma)
Vioks = 2 Ml min~!, UV detekce Amax = 288 nm 0,01 (mog)
cyklicka voltametrie na borem dopované elektrodé 0,136 1,36-54,6 [11]

v 0,1M hydroxidu sodném

cyklicka voltametrie na elektrodé ze skelného uhliku 0,047 neudano  [12]
potazené filmem multi-wall carbon nanotubes

diferen¢ni pulsni voltametrie na uhlikové pastové elektrodé 0,01 neudano  [13]

modifikované pemzou

elektrochemické metody

diferen¢ni pulsni adsorpéni voltametrie za pouziti nafion- 0,002 0,02-1,64 [14]

modifikované elektrody ze skelného uhliku

amperometricka detekce pomoci screen-printed uhlikové 1,4 2,13-23,6 [15]
FIA elektrody, oxidace pti E = 0,8 V v roztoku octanu
sodného, pH = 6,0

chemiluminiscenéni detekce pti A >390 nm, emise zatfeni 0,3 0,50-50 [16]
SIA oxidaci 0,5mM manganistanem draselnym v 2,3M
kyselin¢ sirové za pritomnosti 0,37M mravenci kyseliny,

dvojity zpétny tok, F = 100 pl s

AAS tvorba iontového paru s kobaltnatymi ionty pfi 0,10 neudano [7]
pH = 8-9, A = 241 nm, plamen: vzduch-acetylen

Lékopisné metody. Podle Ceského lékopisu 2009 se prokain hydrochlorid stanovuje
titraci primarnich aromatickych amind odmémym roztokem dusitanu sodného
s elektrochemickou indikaci konce titrace [18]. Diazota¢ni reakce obecné probiha

kvantitativné a rychle pouze v kyselém prostiedi a pfislusnd diazoniova stl je stabilni pii
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nizké teploté (0—5 °C). Takové podminky jsou zajistény pridavkem kyseliny sirové nebo
chlorovodikové k analytu a chlazenim analytu ledem. Bod ekvivalence je urCen
potenciometricky pomoci mérné platinové a srovnavaci argentchloridové elektrody. Podle
Lékopisu Spojenych stati americkych se prokain hydrochlorid stanovuje extrakci

rozpoustédlem se spektrofotometrickou detekei pti 280 nm [19].

2.1.2 Sulfamethoxazol, charakteristika a metody stanoveni

Sulfamethoxazol se fadi mezi antibakterialni Sirokospektra chemoterapeutika ze skupiny
sulfonamidu [1, 3, 20]. Ty byly zavedeny v Némecku firmou Bayer ve druhé poloviné
30. let 20. stoleti. Sulfamethoxazol byl pak vyvinut pozdé&ji, a to roku 1961 ve Spojenych
statech americkych a pro své Gc¢inky se stal nejpouzivanéjsi ze sulfonamidi.

Sulfamethoxazol se pouziva vyluéné ve fixni kombinaci s trimethoprimem (viz kapitola
2.1.3), a to v poméru 5:1. Tato kombinace G¢innych latek se nazyva co-trimoxazol (také
kotrimazol nebo TMP-SMX) a ma synergicky antimikrobidlni G¢inek na fadu gram-
pozitivnich a gramnegativnich bakterii. U¢inkuje na zakladé toho, Ze inhibuje tvorbu
listové kyseliny. Co-trimoxazol se upiednostiuje téz proto, Ze sniZuje riziko vzniku
rezistentnich kment bakterii. Vyuziva se pievazné k 1é¢be infekci mocového ustroji a
hornich dychacich cest, dale k 1é&€bé bronchitidy, stievni infekce zpisobené salmonelami
a Vv neposledni fad¢ také k 1é¢bé malarie. Bézné jsou vyrabény tablety s obsahem 400 mg
sulfamethoxazolu a 80 mg trimethoprimu, pfipadné davky dvojnasobné (800 mg a 160 mg)
[21] nebo naopak nizsi (100 mg a 20 mg) [22]. Dale existuji suspenze k oralnimu podani a
injek¢ni roztoky.

Chemické a fyzikdalné-chemické vlastnosti. Sulfamethoxazol (CAS [723-46-6]) je
systematicky 4-amino-N-(5-methyl-1,2-oxazol-3-yl)benzensulfonamid [3, 6]. Strukturni

vzorec je uveden na obrazku 2.2.

H,N

Obr. 2.2 Strukturni vzorec sulfamethoxazolu
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Sumarni vzorec sulfamethoxazolu je C1oH11N303S, ¢emuz odpovida molarni hmotnost
253,28 g mol*. Jedna se o bily & témek bily krystalicky prasek, jenZ se velmi t&Zce
rozpousti ve vodé€. Je rozpustny v organickych rozpoustédlech a ve ziedénych roztocich
hydroxidu sodného. Jeho teplota tani je 169—172 °C, hodnota pK, sulfamethoxazolu je 5,6
pii 25 °C.

Metody stanoveni sulfamethoxazolu [6, 23]. Jako nejbéznéji uzivanou metodu lze uvést
pfimé spektrometrické stanoveni v UV oblasti, a to v 0,1M hydroxidu sodném nebo ve
fosfatovém pufru o pH = 7,5, kde ma sulfamethoxazol absorpéni maximum pii vinové
délce 256 nm (g6 = 1,72X104 dm? mol ™ Cm_l), linearni dynamicky rozsah stanoveni je
0,26—26 pg ml* (tj. 1x107°-1x10"* M). Pro stanoveni obsahu sulfamethoxazolu v krvi od
koncentraci 1 pg ml ™ se pouZiva jak fluorimetrie pfima (absorpcni maximum pii 314 nm a
emisni maximum pii 338 nm), ¢i fluorimetrie za vyuziti derivatiza¢nich reakci.

Z chemickych metod analyzy lze zminit volumetrické stanoveni. Jedna se o titraci
lithium methoxidem v dimethylformamidu za pouziti thymolové modii jako
indikatoru [23].

Z instrumentalnich metod se uZzivd vysokou¢inna kapalinovd chromatografie
s naslednou spektrofotometrickou detekci v UV oblasti pii 254 nm za pouziti obracenych
fazich (mobilni faze: 0.05% vodny roztok mravenci kyseliny o pH = 45:aceto-
nitril:tetrahydrofuran (50:49:1), stacionarni faze: An Appolo LC18 (250%4,6 mm, 5,0 pm),
priitokova rychlost 1,0 ml min™'). Metoda ma linearni rozsah 1-110 pg ml™" a deteké&ni
limit 0,20 pg ml*[24]. Dale je popsana metoda pro stanoveni co-trimoxazolu v odpadnich
vodach pomoci kapalinové chromatografie v tandemu s hmotnostni detekci s limitem
detekce 0,25 pg I”' a linearnim rozsahem 0,8—100 ug 17" [25]. Metody kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci jsou oproti detekci UV rychlejsi a Sestkrat citlivejsi
[26]. Jsou vyuzivany téz pro stanoveni sulfamethoxazolu ¢i co-trimoxazolu v potravinach,
ekologickych materialech a télnich tekutinach [6, 26].

Velmi drahou alternativou pro stanoveni sulfamethoxazolu bez jakékoli potiebné
separace nebo ptedchozi Gpravy vzorku co-trimoxazolu je protonova nuklearni magneticka
rezonance. Vzorek je rozpustén v DMSO-ds a jako vnitini standard se uziva maleinova
kyselina [27] nebo 1,4-dinitrobenzen [28]. TéZ je mozné vyuzit formamid s 8% mravenci
kyselinou jako rozpoustédlo a t-butanol jako vnitini standard [29].

Lékopisné metody. Metodou podle Ceského 1ékopisu je titrace 0,1M dusitanem sodnym
za nizké teploty (do 15 °C) v kyselém prostiedi [18, 23]. To je zajisténo ledovou kyselinou

octovou akyselinou chlorovodikovou piidanou k analytu. Konec titrace se indikuje
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potenciometricky, nejcastéji za pouziti mérné platinové a srovnavaci kalomelové

elektrody.

2.1.3 Trimethoprim, charakteristika

Prakticky ve vSech dostupnych pfipravcich s obsahem sulfamethoxazolu je obsazen
| trimethoprim, proto je na tomto misté zminén jako piipadny interferent pfi stanoveni [21].
Trimethoprim je chemoterapeutikum, které je citlivé jak ke grampozitivnim kokim,
tak i ke gramnegativnim tyc¢inkam [1]. Znamg&jsi je pravé z kombinace se sulfonamidy,
nez jako pozd¢ji zavedené 1éCivo uréené prevazné K 16cbe zanétim mocového Ustroji.
Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Trimethoprim (CAS [738-70-5])
systematicky 5-[(3,4,5-trimethoxyfenyl)methyl]pyrimidin-2,4-diamin [cit. 6], strukturni
vzorec je uveden na obrazku 2.3. Sumarni vzorec trimethoprimu je Ci4H1gN4O3, ¢emuz
odpovida molarni hmotnost 290,32 g mol . Jedn4 se o nazloutly prasek & drobné krystaly,

které jsou velmi tézce rozpustné ve vodé a rozpustné v organickych rozpoustédlech, mimo

etheru. Teplota tani trimethoprimu je 199-203 °C, jeho pK, ma hodnotu 7,2 pti 25 °C.

NH, ﬁ:H3
N| X ©
HzN)\N/ o~ CHs
O\CH3

Obr. 2.3 Strukturni vzorec trimethoprimu

2.2 Derivatizac¢ni reakce

Pfedkladana diplomova prace se zabyva derivatizacni reakci pro spektrofotometrické
stanoveni organickych amind ve VIS oblasti, které jsou Castym feSenim problému
s interferencemi pii stanoveni téchto latek v UV oblasti [30]. Vénuje se reakcim dvou
analyta (prokainu a sulfamethoxazolu) se dvéma ¢inidly: 1-aminonaftalenem a
N-(1-naftyl)ethylendiaminem (dale NEDA). Principem stanoveni je skuteCnost, ze
diazoniova sul prokainu, nebo sulfamethoxazolu, tvoii s témito Cinidly barevny produkt.

Absorpéni maximum vzniklé slouceniny je pak moZno méfit pomoci spektrofotometrie
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ve VIS oblasti a tim analyt stanovit. Protoze vybrané analyty jsou primarnimi aminy, je

tedy navrzenou derivatiza¢ni reakci diazotace s naslednou kopulaci.
2.2.1 Obecny mechanismus derivatiza¢ni reakce

Reakci primarnich amint s kyselinou dusitou v kyselém prostfedi vznikaji diazoniové soli
[31, 32]. Takové reakci podléhaji jak alkylaminy, tak arylaminy. Aromatické aminy byvaji
ve vodnych roztocich stabilni za nizké teploty. Mechanismus diazota¢ni reakce je
znazornén na obr. 2.4. Elektrofilni nitrosoniovy Kkationt reaguje s nukleofilnim dusikem
amint. Tato reakce se uskute¢nuje v krocich, kdy produktem je piislusna diazoniova sil a

voda.

0O
H* -H,0 +
—N

+

O H,

. NO* ; H NH o
Ar—NH, —= A_/NHZ\N/O — N
r

NH

TN /O%Ar_/N_\N/OH LN \N/ — = A NI=N

Ar N

Obr. 2.4 Mechanismus diazotaéni reakce (upraveno podle [32])

Zdrojem nitrosylového kationtu je obvykle stl kyseliny dusité, ktera je pomalu piidavana
K roztoku ¢i suspenzi primarniho aminu v piebytku mineralni kyseliny (obvykle
2,5-3,0 moll kyseliny na 1 mol aminu) za chlazeni do 5 °C. Timto zplsobem Ize
diazotovat prakticky vSechny derivaty amint. Jsou pfipady analytu, které maji na
benzenovém jadie substituované silné elektronegativni substituenty. Takové latky je tieba
diazotovat v prostfedi octové kyseliny se silnou mineralni kyselinou, ktera je donorem
protond.

Diazoniové soli mohou nésledné podléhat tzv. kopulacni reakci, jez ma mechanismus
elektrofilni aromatické substituce [31]. Benzendiazoniova sul je elektrofilni sloucenina,
ktera reaguje s elektronové bohatou ¢astici, jakou mize byt napiiklad fenol nebo primarni

arylamin. Kopulace je znazornéna na obr. 2.5. Substituce probiha vzdy do para polohy,
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ale jestlize je para poloha blokovana né&jakou jinou skupinou, pak substituce probéhne do

polohy ortho.

NH,

+NCl
N~ NH,
-HClI
+ . ©/N§N

Obr. 2.5 Kopula¢ni reakce benzendiazoniové soli s anilinem

Produkty kopulacni reakce jsou Siroce vyuzivany pro piipravu barviv. Vzniklé molekuly
obsahuji konjugovany systém = elektront, jejichz vlivem absorbuji svétlo ve viditelné
oblasti elektromagnetického zafeni a jsou tak vhodnymi slouc¢eninami pro VIS

spektrofotometricka stanoveni.
2.2.2 Reakce s 1-aminonaftalenem

1-aminonaftalen ¢i a-naftylamin (CAS [134-32-7]) je aromaticky amin odvozeny
od naftalenu [33]. Strukturni vzorec je uveden na obrazku 2.4. Jedna se o rizovy az
hnédorizovy prasek, ktery vzhledem K teploté tani 49,2 °C na vzduchu sublimuje, coz
zpusobuje intenzivni nepfijemny zapach. Sumarnimu vzorci CipoHgN odpovidd molarni
hmotnost 143,19 g mol ™.

NH,

Obr. 2.6 Strukturni vzorec 1-aminonaftalenu

V literatufe je 1-aminonaftalen znam jako Griessovo ¢i Lungovo ¢inidlo [34]. Je Castym
meziproduktem pfii primyslovych syntézadch azobarviv, herbicidd, nékterych 1é¢iv a
dal§ich chemickych latek vyuZzivanych naptiklad v zemédé€lstvi. V analytické chemii byl
vyuzivan jako jedno z prvnich ¢inidel jiz ve 2. poloving 19. stoleti [35-37]. Vyuzival se
prevazné pro kvantitativni analyzu dusitanti a dusi¢nani v pitné vodé. Griessovy reakce je
stale vyuzivano, Casto v riznych obménach [38, 39]. Pfi pouziti tohoto c¢inidla je

stanovovany primarni amin nejprve diazoniovan a ¢inidlo je pak pfidavano az ve druhém
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kroku jako reaktant pro kopula¢ni reakci [35]. Piikladem je stanoveni dusikatych latek
(Casto alkaloidit) v 1é¢ivych nebo jedovatych rostlinach [40, 41]. Tyto reakce poskytuji syté
ruzovocervené produkty, které maji absorpcni maxima pii vinovych délkach 515-530 nm.
Reakce vybranych analytd s 1-aminonaftalenem vychazi z literatury [42]. Jedna se
0 reakci aminové skupiny na benzenovém jadie analytu s dusitanem sodnym v kyselém
prostfedi. Vznikla diazoniova sil reaguje s l1l-aminonaftalenem za vzniku barevného

produktu. Reak¢ni schéma pro prokain znazormuje obr. 2.7.

HaC CH, HaC CHj,
N N

2 NaNO,, HCI, H* NaCl, 2 H,0 2

HaC CH
HaC /—CH, N/ 3

Obr. 2.7 Schéma diazota¢ni reakce prokainu a jeho nasledné kopulace s 1-aminonaftalenem
2.2.3 Reakce s N-(1-naftyl)ethylendiaminem

Cinidlo N-(1-naftyl)ethylendiamin (CAS [551-09-7]), zkratkou NEDA, je téz aromaticky
amin odvozeny od naftalenu, strukturni vzorec je uveden na obrazku 2.8. Jedna se o Cisté
bily krystalicky prasek bez zapachu. Sumarnimu vzorci CipHisN2 0dpovidd molarni

hmotnost 186,25 g mol ™.
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NH,

S

HN

Obr. 2.8 Strukturni vzorec N-(1-naftyl)ethylendiaminu

V literatufe je NEDA nejCastéji popsana jako Brattonovo-Marshallovo [35] nebo téz
Griessovo c¢inidlo [43, 44]. Koncem 19. stoleti se zatala NEDA hojné¢ pouzivat
Vv kvantitativni analyze pro stanoveni dusikatych latek [44]; prikladem miize byt stanoveni
nitroglycerinu ve vzduchu [43]. Na ptelomu 19. a 20. stoleti se NEDA zacala vyuzivat
ke klinickému stanoveni kyseliny dusi¢né v biologickych materialech a v krvi, a to i post-
mortem [45]. Dale 1ze pomoci NEDA stanovit dusitany a dusi¢nany pfi studiu sulfonamidt
Vv 1é¢ivych piipravcich [46]. Pro své lepsi fyzikalni a chemické vlastnosti NEDA nahrazuje
1-aminonaftalen i v primyslovych odvétvich, kde téz piisobi jako meziprodukt mnoha
syntéz.

Stanoveni vybranych analytii reakci s NEDA vychazi z literatury [46], jedna se o reakci
analogickou s reakci na obr. 2.7. Opét je jejim vysledkem syté rizovocerveny produkt, jez

vykazuje maximalni absorbanci pti 540 nm.
2.3 Prutokova injekéni analyza, navrh aparatury

Pratokova injekéni analyza (angl. flow injection analysis, FIA) je instrumentalni analyticka
metoda, ktera byla navrzena roku 1975 J. Ruzi¢kou a E. Hansenem [47]. Je zaloZena na
vstiikovani piesné definovaného objemu vzorku do pfimého konstantniho proudu nosné
kapaliny, kterou je ¢inidlo nebo pufr. Pfistroj je zpravidla sloZen z peristaltické pumpy
zajiStujici kontinudlni tok vSech proudl, vicecestného ventilu s davkovaci smyckou,
reak¢ni civky (¢i civek) a vhodného detektoru [48]. Tim je nejcastéji detektor spektro-
fotometricky ¢i spektrofluorometricky, ale muze byt vyuzito i plamenové fotometrie,
hmotnostniho detektoru ¢i detekce elektrochemické. Odezva analyz v podobé za sebou
jdoucich pikll (ze zdznamu signal vs. ¢as) se vyhodnocuje nejcastéji z plochy nebo
pfipadné z vySky téchto piki, jenZ jsou pfimo umérné koncentraci analytu. Vzhledem ke

zna¢né variabilité riznych parametri mize dochdzet k rozmyti zony vzorku. Na toto
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rozmyti v reak¢ni civee ma vliv predevsim objemova pratokova rychlost nosného proudu,
délka reakéni civky a davkovany objem vzorku, které je nutné pro praktické pouziti
metody optimalizovat.

Pro pouziti zvolené derivatizacni reakce ke stanoveni vybranych analytt (prokain
hydrochlorid a sulfamethoxazol) byla pro tuto praci navrzena aparatura znazornéna na
obr. 2.9. Nejprve je do nosného proudu tvoreného roztokem dusitanu sodného v kyselém
prostiedi nadavkovan vzorek, ¢imz dojde ke vzniku diazoniové soli, ktera nasledné reaguje
s roztokem kopulaéniho ¢inidla (1-aminonaftalen nebo NEDA) piivadéného jako dalsi
proud. K prodlouzeni reakéniho Casu slouzi reakéni civka rizné délky. Vysledny barevny

produkt je detegovan spektrofotometricky.

I ]
3 8

Obr. 2.9 Schéma navrzené aparatury pro FIA stanoveni prokain hydrochloridu nebo sulfamethoxazolu:

(1) nosny proud s dusitanem sodnym v kyselém prostiedi, (2) kopulaéni ¢&inidlo (1-aminonaftalen nebo
NEDA), (3) peristalticka pumpa, (4) davkovaci ventil, (5) reakéni civka, (6) spektrofotometr, (7) poditac,
(8) odpad.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Analyzované lékové formy, standardy

Analyzovanou 1ékovou formou prokain hydrochloridu byl 0,5 % injekéni roztok této latky,
vyrobeny firmou Ardeapharma, ¢islo Sarze 0103030913. Jako standard byl pouzit prokain
hydrochlorid ¢istoty PhEur. (Sigma-Aldrich).

Analyzovanou lékovou formou sulfamethoxazolu byly tablety Biseptol® 480 s dekla-
rovanym obsahem sulfamethoxazolu 400 mg a trimethoprimu 80 mg, vyrobené firmou
Pabianickie Zaklady Farmaceutyzcne Polfa S.A. (Polsko), ¢islo Sarze 41533850. Jako
standardy byly pouzity: sulfamethoxazol, analytical standard (Sigma-Aldrich) a
trimethoprim > 99,0 % (Sigma-Aldrich).

3.2 Pouzité chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie byly analytické Cistoty (pokud neni uvedeno jinak): dusitan
sodny (Lachema), hydroxid sodny, (Penta), kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner),
1-aminonaftalen (Loba), N-(1-naftyl)ethylendiamin 98% (Sigma-Aldrich), octova kyselina
99% (Penta).
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3.3 Priprava roztoku

Veskeré roztoky byly pfipravovany cerstvé a uchovavany v uzavienych odmérnych

baitkkdch v chladu. Deionizovana voda pouzitd k piipravé roztokli byla pfipravena

zatizenim MilliQ (Millipore):

roztok dusitanu sodného o koncentraci 8,70x10 2 mol dm™ v prostredi kyseliny

chlorovodikové a octové.

Na analytickych vahach bylo navazno 0,3000 g dusitanu sodného, kvantitativné pievedeno do 500 ml
odmérné batiky a rozpu$téno asi v 50 ml deionizované vody. K tomuto roztoku bylo ptidano 22,50 ml 1M
kyseliny chlorovodikové a 7,50 ml 5M octové kyseliny. Bylo doplnéno deionizovanou vodou po rysku.
roztok ¢inidla 1-aminonaftalenu o koncentraci 0,01 mol dm™

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,8950 g 1-aminonaftalenu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 500 ml odmérné baiiky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku. Pro iplné rozpusténi byl
roztok umistén Vv ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut.

roztok ¢inidla NEDA o koncentraci 0,01 mol dm™

Na analytickych vahach bylo navdzeno 1,29585 g N-(1-naftyl)ethylendiaminu. Bylo kvantitativné
ptevedeno do 500 ml odmérné baiiky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku. Pro iplné rozpusténi byl
roztok umistén Vv ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut.

standardni roztok prokain hydrochloridu o koncentraci 2,00 g dm™

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,2000 g prokain hydrochloridu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné bariky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku.

standardni roztok sulfamethoxazolu 0 koncentraci 2,00 g dm™

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,2000 g sulfamethoxazolu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
prevedeno do 100 ml odmérné banky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku.

standardni roztok trimethoprimu o koncentraci 2,00 g dm >

Na analytickych vahach bylo navdzeno 0,2000 g trimethoprimu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
pievedeno do 100 ml odmérné baiiky a doplnéno deionizovanou vodou po rysku.

vzorek injekéniho roztoku prokain hydrochloridu fedény 100x

Z 0,5% injekéniho roztoku prokain hydrochloridu byl do 100 ml odmérné banky sklenénou délenou
pipetou odpipetovan 1,00 ml tohoto roztoku a bylo doplnéno po rysku deionizovanou vodou.

roztok tablety Biseptolu

Tableta Biseptolu® 480 byla zvaZzena na analytickych vahach (m = 0,66660 g) a byla kvantitativné
pievedena do 1000 ml odmérné baiky. Bylo doplnéno po rysku deionizovanou vodou a vznikla suspenze
byla umisténa do ultrazvukové lazné na 30 minut. Poté bylo z piefiltrovaného roztoku sklenénou délenou
pipetou odpipetovano 12,50 ml do 100 ml odmérné banky a bylo doplnéno po rysku deionizovanou

vodou.



21

3.4 Instrumentace

Spektrofotometrickda meéteni byla realizovana na jednopaprskovém spektrofotometru
Hewlett-Packard 8453 s diodovym polem v kiemennych kyvetach optické drahy 1 cm. Pro
prutokova méteni byla pouzita pratokova kyveta s vnitinim objemem 130 pl.

Pratokova injek¢ni analyza byla méfena v zapojeni znazornéném na obr. 2.9. Byla
pouzita peristaltickd pumpa Masterflex L/S (Cole-Palmer) s hadickami Tygon R-3603
(Cole-Palmer). Reakéni civky o délkach 20, 40, 80 a 100 cm byly vytvofeny z teflonovych
kapilar. K nastfiku vzorkd byl pouzit teflonovy stfedotlaky Sesticestny ventil V-450
(Upchurch Scientific) s davkovacimi civkami délky 30, 50, 80 a 100 pl. Jednotlivé ¢asti
aparatury byly spojeny tygonovymi hadi¢kami; vlivem toho, ze pouzita organicka ¢inidla
pusobi na hadi¢ky Tygon, bylo nutno je po znehodnoceni ménit. Nosnym proudem byl
roztok dusitanu sodného o koncentraci 8,70x10~* mol dm™3, do ng&jz byl davkovéan vzorek a
nasledné ¢inidlo (1-aminonaftalen nebo NEDA). Analytickym signalem byla plocha FIA

piku, ktera byla vyhodnocovana pomoci programu OriginPro 8.0 (Microcal).

3.5 Zpracovani namérenych dat

Vsechna stanoveni byla provedena ve tfech opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Data
byla zpracovana podle béznych statistickych postupt [49]. Byl proveden Deantiv-Dixontiv
test na odlehlost vysledkt. Vysledky jsou uvedeny jako mediany s ptisluSnymi intervaly
spolehlivosti.

Urceni parametrii pritokového systému majici vliv na odezvu detektoru bylo provedeno
pomoci dvoutroviiové faktorové analyzy. Jedna se o statistickou metodu pracujici s vice
proménnymi, které jsou ve vzdjemném vztahu. PouZitim metody lze zjistit velikost vlivu
téchto proménnych na vysledky méfeni, tim pocet proménnych vyrazné€ snizit a dale se
zamé&fit pouze na ty, které maji na dané méfeni vliv. Pfi dvouuroviiové analyza se
vyskytuje kazda proménna pouze ve dvou stavech, jimz je pfifazeno znaménko plus nebo
minus. Je tedy nutno, aby byly vSechny proménné binarni. Pokud je néktera z proménnych
spojita, pak volime pouze dva extrémni stavy. Ddle jsou méfeny vSechny kombinace

proménnych (tedy vzdy 2" vysledkl) a vyhodnoceny, napf. pomoci linearni regrese.
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Vesker¢ statistické zpracovani bylo provedeno v prostiedi programu Microsoft Excel
2010 (Microsoft Corporation, USA), grafy byly zpracovany v prostiedi programi
OriginPro 8.0 (Microcal).
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4 Vysledky a diskuse

Stanoveni prokain hydrochloridu, resp. sulfamethoxazolu, bylo zalozeno na vzniku
barevného produktu diazotacni a nasledné kopulacni reakce s pfislusnym cinidlem
(1-aminonaftalen nebo NEDA). Absorbance vzniklé barevné sloueniny je pak piimo
umérna koncentraci analytu.

Nejprve byla pro piisluSny analyt provedena staticka spektrofotometricka stanoveni,
ktera byla nasledn¢ prevedena do prutokového usporadani a optimalizovana pomoci

dvouuroviiové faktorové analyzy.
4.1 Stanoveni prokain hydrochloridu
4.1.1 Staticka spektrofotometricka stanoveni

Ve statickém uspotfadani byla nejprve nalezena optimalni vinova délka pro méfeni
absorbance produktu reakce standardu prokain hydrochloridu s 1-aminonaftalenem,
resp. s NEDA. Jak je patrné z obr. 4.1, pro ob€ pouzitd ¢inidla je absorpéni maximum
vzniklého produktu 530 nm. Z velikosti absorbance, resp. molarniho absorpéniho
koeficientu, absorpcniho maxima je patrné, ze stanoveni s 1-aminonaftalenem je citlivejsi

nez stanoveni s pouzitim NEDA.
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Obr. 4.1 Absorpéni spektra produktii reakce standardu prokain hydrochloridu o koncentraci 3,20 mg dm
s ¢inidlem (a) 1-aminonaftalen, (b) NEDA. Kiivky: (1) absorpéni spektrum produktu reakce, (2) absorpéni
spektrum roztoku ¢inidla, (3) absorpéni spektrum roztoku dusitanu sodného. Podminky: c(Cinidlo) =

= 0,01 mol dm, ¢ (NaNO,) = 8,70x10 *mol dm 3, m&feno v kyvets optické dréhy 1 cm.

Prokain hydrochlorid ve vzorku 0,5% injek¢niho roztoku byl poté stanoven ve
statickém uspotadani pii nalezené optimalni vinové délce metodou standardniho ptidavku.
Pii pipetovani roztoki do 25 ml odmérnych ban€k bylo vzdy zachovano potadi reaktanti:
vzorek prokain hydrochloridu, standardni roztok prokain hydrochloridu, roztok dusitanu
sodného v kyselém prosttedi a roztok cinidla (1-aminonaftalen nebo NEDA). Byla
pripravena sada pé&ti roztoki o vysledné hmotnostni koncentraci 0,00-3,20 mg dm
pfidaného prokain hydrochloridu. Vzdy bylo sklenénou délenou pipetou pipetovano
0,50 ml vzorku injek¢éniho roztoku prokain hydrochloridu fedéného 100x, déle ptislusny
objem standardniho roztoku prokain hydrochloridu, 0,30 ml roztoku dusitanu sodné¢ho a
tentyZz objem roztoku cinidla. Po doplnéni destilovanou vodou po rysku byly roztoky
ponechédny reagovat po dobu 10 minut a nasledné byla namétena absorbance jednotlivych
roztokll. Ziskané zavislosti jsou zndzornény na obr. 4.2, ze kterého je patrné, Ze stanoveni
s 1-aminoaftalenem je citlivéjsi (vEétsi smérnice zavislosti). Vysledky stanoveni uvadi
tab. 4.1, ze které je patrna dobra shoda mezi nalezenym a deklarovanym obsahem prokain

hydrochloridu pro obé ¢inidla.
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Obr. 4.2 Zavislost absorbance na hmotnostni koncentraci standardniho piidavku prokain hydrochloridu
pfi stanoveni obsahu prokain hydrochloridu v 0,5% injek¢énim roztoku prokain hydrochloridu ¢inidlem
(a) 1-aminonaftalen, (b) NEDA. Podminky: c(&inidlo) = 0,01 mol dm™3, ¢ (NaNO,) = 8,70x10 > mol dm,

meéfeno v kyveté optické drahy 1 cm.

Tabulka 4.1 Vysledky statického stanoveni prokain hydrochloridu V injekénim roztoku prokain
hydrochloridu pomoci diazotaéni reakce: nalezeny obsah prokain hydrochloridu s intervalem spolehlivosti,
deklarovany obsah prokain hydrochloridu v pfipravku s intervalem povolenym lékopisem a procentualni

podil nalezeného prokain hydrochloridu k deklarovanému obsahu.

¢inidlo nalezeny obsah deklarovany obsah
. N X[
[gdm~] [gdm~]
1-aminonaftalen 5,50+£0,10 5,00 £ 0,25 110

NEDA 5,40 £ 0,20 5,00 +£ 0,25 108
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41.2 FIA stanoveni

Faktorova analyza. Stanoveni prokainu ve FIA uspofadani bylo realizovano v aparatuie
navrzené v kap. 2.3. Nejprve byla provedena studie vlivu parametra priutokového systému
na odezvu detektoru (resp. plochu FIA piku) pomoci faktorové analyzy. Jako faktory byly
zvoleny: pratokova rychlost nosného proudu (faktor A), davkovany objemu vzorku (faktor
B) a délka reakéni civky (faktor C). VSechny tyto parametry byly optimalizovany pro obé
dv¢ pouzita ¢inidla (1-aminonaftalen a NEDA) pomoci dvouuroviiové faktorové analyzy.
uvadi tabulka 4.2. Koncentrace standardu prokain hydrochloridu byla pfi optimalizaci

konstantni, a to 2,00 g dm . Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Tabulka 4.2 Sledované parametry pii pro optimalizaci spektrofotometrického FIA stanoveni prokain

hydrochloridu a jejich zvolené urovné.

faktor parametr hladina uroven
- 1,25 ml min*
A pratokova rychlost _—
+ 3,75 ml min
) - 30ul
B davkovany objem vzorku
+ 100 ul
- 20 cm
C délka reakéni civky
+ 100 cm

Tabulka 4.3 Plochy FIA pika produktu reakce prokain hydrochloridu a 1-aminonaftalenu (resp. NEDA)
v zavislosti na hladinach sledovanych faktord. Podminky: C(prokain hydrochlorid) = 2,00 g dm
c(NaNO,) = 8,70x10 2 mol dm, c(¢inidlo) = 0,01 mol dm>.

urovné hladin S [s]
A B C 1-aminonaftalen NEDA
- - - 42,86 55,67
+ - - 9,31 46,73
- + - 43,12 61,56
- - + 39,02 18,05
+ + — 7,27 20,66
+ - + 12,08 19,33
- + + 86,06 17,54

+ + + 14,47 55,44
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Vyznamnost Vlivu urovni studovanych parametrti i jejich vzajemnych kombinaci byla
zhodnocena vypoétem vahy faktoru w; na hladin¢ pravdépodobnosti 0,05. Jak plyne
Z hodnot faktort, uvedenych v tabulce 4.4, je pro Cinidlo 1-aminonaftalen nejvyznam-
n¢j$im faktorem priatokova rychlost nosného proudu (tj. faktor A), pii stanoveni s ¢inidlem
NEDA se pak nejvyraznéji projevuje kombinace prutokové rychlosti a délky reakéni civky

(tj. faktor AC). Pro dal$i méteni byly tedy tyto faktory dale optimalizovany.

Tabulka 4.4 Vahy faktorG w; pro jednotlivé studované faktory a kombinace téchto faktord
pti spektrofotometrickém FIA stanoveni prokainu reakci s ¢inidly 1-aminonaftalem nebo NEDA. Podminky:
C(prokain hydrochlorid) = 2,00 g dm 3, ¢(NaNO,) = 8,70x10 2 mol dm >, ¢(¢inidlo) = 0,01 mol dm>.

faktor / kombinace W

1-aminonaftalen NEDA

-41,98 —2,67

B 11,91 3,86

12,27 —18,57

AB -11,74 1,16

AC —7,28 —22,25

BC 12,80 13,94

ABC —-10,58 17,15

Jak plyne z vysledku faktorového pokusu, ma na velikost signalu pii FIA stanoveni
prokain hydrochloridu zalozeného na reakci s 1-aminonaftalenem vliv pritokova rychlost
nosného proudu, proto byl vliv pritoku studovan v rozmezi od 1,25 do 3,75 ml min *. Bylo
méfeno celkem pét rychlosti, a to 1,25; 1,75; 2,50; 3,00 a 3,75 ml minl. Dalsi dvé
proménné (tj. faktor B a C) byly nastaveny na nejvyssi hodnotu. Davkovany objem vzorku
byl 100 pl a délka reakéni civky byla 100 cm. Na obrazku 4.3 je znazornéna velikost
plochy FIA piku v zavislosti na pritoku nosného proudu. Z této zavislosti plyne, ze
nejvhodn&jsi hodnotou priitoku nosného proudu je 1,25 ml min . Tato hodnota faktoru A
byla pouzita pro zméfeni kalibracni zavislosti pro FIA stanoveni prokain hydrochloridu

reakci s 1-aminonaftalenem.
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Obr. 4.3 Vliv rychlosti pratoku nosného proudu na velikost odezvy pti optimalizaci parametrd FIA stanoveni
prokain hydrochloridu reakci s 1-aminonaftalenem. Podminky: C(prokain hydrochlorid) = 2,00 g dm3,
c(NaNO,) = 8,70x10 2 mol dm 3, c(1-aminonaftalen) = 0,01 mol dm >, V(vzorek) = 100 pl, lzc = 100 cm, A =
=530 nm.

Pro FIA stanoveni prokain hydrochloridu reakci s NEDA bylo na zdklad¢ faktorového
pokusu nutné optimalizovat kombinaci prutokové rychlosti nosného proudu a délky
reak¢ni civky. Pratok byl sledovan v rozmezi 1,25-3,75 ml min_l, bylo mé&feno celkem pét
rychlosti, a to 1,25; 1,75; 2,5; 3,0 a 3,75 ml min~t. Délka reakéni civky byla sledovana
v rozmezi 20—-100 cm, konkrétné byly zméfeny ¢étyfi délky 20, 40, 80 a 100 cm. Faktor B,
tedy davkovany objem vzorku, byl nastaven na nejvyssi hodnotu 100 pl. VIiv obou
sledovanych parametrd na velikost odezvy detektoru je uveden na obr. 4.4, ze kterého
plyne, Ze nejvétsi plochy piku byly dosaZeny pii priitoku nosného proudu 2,5 ml min™* a
pfi délce reakéni civky 20 cm. Tyto hodnoty byly zvoleny za optimalni pro zmeéfeni

kalibra¢ni zavislosti pro FIA stanoveni prokain hydrochloridu reakci s NEDA.
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Obr. 4.4 Vliv rychlosti priatoku nosného proudu a délky reakéni civky na velikost odezvy pii optimalizaci
parametrd FIA stanoveni prokain hydrochloridu reakci s NEDA. Podminky: C(prokain hydrochlorid) =
=2,00 g dm 3, c(NaNO,) = 8,70x10"> mol dm 3, c(&inidlo) = 0,01 mol dm 3, V(vzorek) = 100 pl, A = 530 nm.

Kalibracni zavislosti. Stanoveni prokain hydrochloridu ve vzorku 0,5% injek¢niho
roztoku prokain hydrochloridu ve FIA uspofadani bylo realizovano metodou kalibra¢ni
zavislosti. Pro kazdé z ¢inidel (1-aminonaftalen, NEDA) byly pouzity vysSe optimalizované
parametry FIA stanoveni. Pro ilustraci je na obr. 4.5 znazornéno porovnani FIA pikl pro

jednotliva €inidla.

07 : . : .

530

20 40 60 t [S] 80

Obr. 4.5 Zaznam FIA piki pii stanoveni prokain hydrochloridu reakci s (1) 1-aminonaftalenem a (2) NEDA.
Podminky: C(prokain hydrochlorid) = 125 mg dm> c(NaNO,) = 8,70x10~° mol dm=, c(Einidlo) =
= 0,01 mol dm3, V(vzorek) = 100 pl, A = 530 nm.
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Byly prométeny zavislosti plochy piku na koncentraci standardu prokain hydrochloridu
a sestrojeny kalibracni zdvislosti v rozsahu vyslednych hmotnostnich koncentraci
standardu prokain hydrochloridu 10-125 mg dm>. Kalibra&ni zavislosti jsou uvedeny na
obr. 4.6. Tyto zavislosti Ize popsat rovnicemi

a) pro ¢inidlo 1-aminonaftalen

$=0,042C-0,6 4.1)
r=0,9976

kde S je plocha FIA piku [s], a C je hmotnostni koncentrace prokain hydrochloridu
[mg dm?].
b) pro ¢inidlo NEDA

$=0,058C+0,9 (4.2)
r=0,9979

kde S je plocha FIA piku [s], a C je hmotnostni koncentrace prokain hydrochloridu
[mg dm?].

S[s] | 1 S|s]

0 1 1 1 1 1 1 0 I I I L 1 L
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

C[mgdm?| C [mg dm?]

(@) (b)

Obr. 4.6 Kalibra¢ni zavislost plochy FIA piku na hmotnostni koncentraci standardniho roztoku prokain
hydrochloridu pfi FIA stanoveni prokain hydrochloridu reakci s (1) 1-aminonaftalenem a (2) NEDA.
Podminky: ¢(&inidlo) = 0,01 mol dm 3, ¢(NaNO,) = 8,70x10" mol dm 2, V(vzorek) = 100 pl, » = 530 nm.
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Nasledné byla prométena plocha FIA piku pro 100x fedény vzorek injekéniho roztoku
prokain hydrochloridu a odectena hodnota jeho koncentrace. Vysledky stanoveni uvadi
tab. 4.5, ze které je patrna dobra shoda mezi nalezenym a deklarovanym obsahem prokain
hydrochloridu pro obé cinidla. Ze smérnice a statistickych parametrti kalibracnich

zavislosti plyne, Ze stanoveni s ¢inidlem NEDA je citlivéjsi a preciznéjsi.

Tabulka 4.5 Vysledky FIA stanoveni prokain hydrochloridu v injekénim roztoku prokain hydrochloridu:
nalezeny obsah prokain hydrochloridu s intervalem spolehlivosti, deklarovany obsah prokain hydrochloridu
Vv pfipravku s intervalem povolenym lékopisem a procentudlni podil nalezeného prokain hydrochloridu

k deklarovanému obsahu.

¢inidlo nalezeny obsah deklarovany obsah
[gdm~] [gdm~]
1-aminonaftalen 5,13+ 1,36 5,00 +£ 0,25 103

NEDA 5,08 + 0,52 5,00 £0,25 102
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4.2 Stanoveni sulfamethoxazolu

421 Staticka spektrofotometricka stanoveni

Ve statickém uspofadani byla nejprve nalezena optimalni vinova délka pro méfeni
absorbance produktu reakce standardu sulfamethoxazolu s 1-aminonaftalenem,
resp. s NEDA. Jak je patrné z obr. 4.7, v piipadé pouziti 1-aminonaftalenu vykazuje
reakéni produkt absorpéni maximum pii 515 nm, zatimco v pfipadé NEDA je to 540 nm.

Zaroven je patrné, ze ptitomnost trimethoprimu nijak stanoveni neovliviiuje.

350 400 450 500 550 600 650 " 350 400 450 500 550 500 650
Alnm] Alnm]

(@) (b)

Obr. 4.7 Absorpéni spektra produktd reakce standardu sulfamethoxazolu o koncentraci 1,6 mg dm

s ¢inidlem (a) 1-aminonaftalen, (b) NEDA. Kfivky: (1) absorpéni spektrum produktu reakce, (2) absorpéni
spektrum roztoku ¢inidla, (3) absorp¢ni spektrum roztoku dusitanu sodného, (4) absorp¢ni spektrum reakce
standardu trimethoprimu o koncentraci 1,6 mg dm>. Podminky: c(Ginidlo) = 0,01 mol dm3, ¢ (NaNO,) =

=8,70x10 *mol dm™3, m&feno v kyveté optické drahy 1 cm.

P stanoveni sulfamethoxazolu ve vzorku tablet Biseptol® 480 se ale ukazalo, Ze
vznikajici produkt derivatiza¢ni reakce je malo Casové stabilni. Jak je zfejmé z kinetiky
reakce sulfamethoxazolu s ¢inidlem NEDA na obrazku 4.8, za 10 minut klesne absorbance

produktu asi na polovinu. Tuto nevyhodu lze ale snadno piekonat pouzitim FIA
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uspotadani, kde je ¢as od davkovani k detekci velmi piesné reprodukovatelny, takze reakce

vzdy dosahne stejného stupné konverze.
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0.1 | -

0,0 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0 100 200 300 400 500

t[s]

Obr. 4.8 Kineticka studie (zména absorbance s Casem) reakce Sulfamethoxazolu s ¢inidlem NEDA.
Podminky: C(sulfamethoxazol) = 0,32 mg dm?® c¢(NEDA) = 0,01 mol dm?® ¢(NaNO,) =

=8,70x10*mol dm 3, m&feno v kyvet& optické drahy 1 cm.

Statické spektrofotometrické stanoveni sulfamethoxazolu V tabletich Biseptol® 480
bylo proto pro porovnavaci ucely realizovano metodou standardniho pFidavku
Vv ultrafialové oblasti v prostiedi 1M hydroxidu sodném pii vinové délce 256 nm podle
literatury [6]. Na obr. 4.9 je znazornéno UV absorp¢ni spektrum sulfamethoxazolu a
trimethoprimu v 1M hydroxidu sodném. Do péti 25 ml odmérnych banék bylo sklenénou
pipetou pipetovano vzdy 0,50 ml roztoku tablety Biseptol® 480 a takovy objem standar-
dniho roztoku sulfamethoxazolu, aby po doplnéni destilovanou vodou po rysku vznikla
fada o vysledné hmotnostni koncentraci 0,00—0,32 mg dm™ ptfidaného sulfamethoxazolu.
Ziskana zavislost je znazornéna na obr. 4.10. Metodou standardniho ptidavku bylo
v analyzovaném vzorku tablety Biseptol® 480 nalezeno 437+21 mg, coZ je v dobré shodé
s deklarovanym obsahem, ktery je (v€etné intervalu povolené¢ho I¢kopisem) 400+£20 mg.

Procentudlni pomér nalezeného a deklarovaného obsahu sulfamethoxazolu je 108 %.
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Obr. 4.9 Absorp¢ni spektrum (1) sulfamethoxazolu a (2) trimethoprimu v prostiedi 01M hydroxidu sodného.
Podminky: C(latky) = 0,64 mg dm 2, mé&feno v kyvet& optické dréhy 1 cm.
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Obr. 4.10 Zavislost absorbance na hmotnostni koncentraci standardniho p¥idavku sulfamethoxazolu pfi
stanoveni obsahu sulfamethoxazolu v tabletach Biseptol® 480 metodou standardniho piidavku v ultrafialové

oblasti v prostiedi 1M hydroxidu sodném pii vinové délce 256 nm, méfeno v kyveté optické drahy 1 cm.
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4.2.2 FIA stanoveni

Faktorova analyza. Stanoveni sulfamethoxazolu ve FIA uspotfadéni bylo realizovéano
V aparatuie navrzené v kap. 2.3. Pomoci dvoutroviiové faktorové analyzy byly, pro ob¢
¢inidla, optimalizovany vlivy tfi proménnych: pritokova rychlost (faktor A), davkovany
objem vzorku (faktor B) a délka reakéni civky (faktor C). Zvolené nejvyssi a nejnizsi
mezni hodnoty (Grovn€) studovanych faktort uvadi tabulka 4.6. Koncentrace standardu
sulfamethoxazolu byla pi#i optimalizaci konstantni, a to 2,00 g dmf3, bylo meéfeno pfi
optimalni vinové délce, tj. pro 1-aminonaftalen 515 nm a pro NEDA 540 nm.
Za analyticky signal byla zvolena plocha pikt. Vysledky méfeni jsou uvedeny
v tabulce 4.7.

Tabulka 4.6 Sledované parametry pii pro optimalizaci spektrofotometrického FIA stanoveni

sulfamethoxazolu a jejich zvolené Grovné.

faktor parametr hladina uroven
- 1,25 ml min*
A pratokova rychlost _—
+ 3,75 ml min
] - 30 ul
B davkovany objem vzorku
+ 100 ul
- 20 cm
Cc délka reakéni civky
+ 100 cm

Tabulka 4.7 Plochy FIA pika produktu reakce sulfamethoxazolu a 1-aminonaftalenu/NEDA v zavislosti na
hladindch sledovanych faktord. Podminky: C(sulfamethoxazol) = 2,00 g dm> c(NaNO,) =
=8,70x10"* mol dm3, c(&inidlo) = 0,01 mol dm>.

urovné hladin S [s]
A B C 1-aminonaftalen NEDA
- - - 1,38 1,78
+ - - 0,83 0,85
- + - 3,52 5,50
- - + 0,00 2,00
+ + — 1,20 2,40
+ - + 0,00 1,24
- + + 2,99 5,65

+ o+ o+ 0,85 2,21
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Vyznamnost jednotlivych urovni studovanych parametri i jejich vzajemnych kombinaci
byla zhodnocena vypoétem vahy faktoru w; na hladiné pravdépodobnosti 0,05. Jak plyne
Z hodnot faktorti, uvedenych v tabulce 4.8, je pro ¢inidlo 1-aminonaftalen nejvyznam-
n¢j$im faktorem davkovany objem vzorku (tj. faktor B), pfi stanoveni s ¢inidlem NEDA se
pak nejvyraznéji projevuje kombinace prutokové rychlosti a davkovaného objemu vzorku

(tj. faktor AB). Pro dal$i méteni byly tedy tyto faktory dale optimalizovany.

Tabulka 4.8 Vahy faktorG w; pro jednotlivé studované faktory a kombinace téchto faktord
pti spektrofotometrickém FIA stanoveni sulfamethoxazolu reakei s ¢inidly 1-aminonaftalem nebo NEDA.
Podminky: C(sulfamethoxazol) = 2,00 g dm 2, ¢(NaNO,) = 8,70x10"* mol dm 2, ¢c(&inidlo) = 0,01 mol dm>.

faktor / kombinace W

1-aminonaftalen NEDA

-1,25 —2,06

B 1,59 2,47

-0,77 0,14

AB -0,97 -1,21

AC 0,19 —-0,04

BC 0,33 -0,16

ABC -0,09 -0,13

Pro FIA stanoveni sulfamethoxazolu zaloZeného na reakci s 1-aminonaftalenem byl na
zakladé faktorového pokusu optimalizovan davkovany objem vzorku v rozmezi 30—100 pl.
Byly méfeny celkem cCtyti hodnoty objemd, a to: 30, 50, 80 a 100 ul. Faktor A, tedy priitok
nosnych &inidel byl nastaven na hodnotu 1,25 ml min™ a faktor C, tj. délka reakéni civky,
byl nastaven na hodnotu 20 cm. Na obrazku 4.11 je znazornéna velikost plochy FIA piku
V zavislosti na davkovaném objemu vzorku. Z této zavislosti plyne, Ze nejvhodné&jsi
hodnotou davkovaného objemu vzorku je 100 pl. Tato hodnota faktoru B byla pouzita pro
zméfeni kalibracni zavislosti pro FIA stanoveni sulfamethoxazolu reakci s 1-amino-

naftalenem.
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Obr. 4.11 Vliv davkovaného objemu vzorku na velikost odezvy pii optimalizaci parametri FIA stanoveni
sulfamethoxazolu s 1-aminonaftalenem. Podminky: C(sulfamethoxazol) = 2,00 g dm>® c¢(NaNO,) =

=8,70x10"° mol dm, c(1-aminonaftalen) = 0,01 mol dm 3, F = 1,25 ml min?, Izc = 100 cm, A = 515 nm.

Pro FIA stanoveni sulfamethoxazolu reakci s NEDA bylo na zaklad¢ faktorového
pokusu nutné optimalizovat kombinaci pritokové rychlosti a davkovaného objemu vzorku.
Pratok byl sledovén v rozmezi 1,25-3,75 ml min %, bylo mé&feno celkem pét rychlosti, a to
1,25; 1,75; 2,5: 3,0 a 3,75 ml min %, Davkovany objem vzorku byl méfen v rozmezi
30-100 pl, konkrétné byly zméfeny ctyti délky 30, 50, 80 a 100 pl. Faktor C, tedy délka
reakéni civky, byl nastaven na hodnotu 40 cm. Vliv obou sledovanych parametri na
velikost odezvy detektoru je uveden na obr. 4.12, ze kterého plyne, nejvétsi plochy pikt
byly dosazeny pfi pritoku nosného proudu 1,25 ml min? a pii davkovaném objemu
100 pl. Tyto hodnoty byly zvoleny za optimalni pro zméteni kalibracni zavislosti pro FIA

stanoveni sulfamethoxazolu reakci s NEDA.
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Obr. 4.12 VIliv rychlosti pritoku nosného proudu a davkovaného objemu vzorku na velikost odezvy pii
optimalizaci  parametri  FIA  stanoveni  sulfamethoxazolu reakci s NEDA. Podminky:
C(sulfamethoxazol) = 2,00 g dm 3, ¢(NaNO,) = 8,70x10° mol dm >, ¢(&inidlo) = 0,01 mol dm3, lgc = 40 cm,
A =540 nm.

Kalibracni zdvislosti. Stanoveni sulfamethoxazolu v tabletich Biseptol® 480 ve FIA
usporadani bylo realizovano metodou kalibra¢ni zavislosti. Pro kazdé z ¢inidel (1-amino-
naftalen, NEDA) byly pouZity vySe optimalizované parametry FIA stanoveni. Pro ilustraci

je na obr. 4.13 znazornéno porovnani FIA pikii pro jednotliva ¢inidla.
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Obr. 4.13 Zaznam FIA piki pfi stanoveni sulfamethoxazolu reakci s (1) 1-aminonaftalenem a (2) NEDA.
Podminky: C(sulfamethoxazol) = 1,00 g dm 2, ¢(NaNO,) = 8,70x10* mol dm 3, ¢c(&inidlo) = 0,01 mol dm>.

Za optimalizovanych podminek byly prométfeny zavislosti plochy piku na koncentraci
standardu sulfamethoxazolu a sestrojeny kalibra¢ni zavislosti v rozsahu vyslednych
hmotnostnich koncentraci standardu sulfamethoxazolu 10-125 mg dm . Kalibra¢ni
zavislosti jsou uvedeny na obr. 4.14. Tyto zavislosti 1ze popsat rovnicemi

a) pro ¢inidlo 1-aminonaftalen

$=0,118C+0,6 (4.3)
r=0,9998

kde S je plocha FIA piku [s], a C je hmotnostni koncentrace sulfamethoxazolu [mg dm].
b) pro ¢inidlo NEDA

$=0219C+05 (4.4)
r=0,9982

kde S je plocha FIA piku [s], a C je hmotnostni koncentrace sulfamethoxazolu [mg dm ],
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Obr. 4.14 Kalibraéni zavislost plochy FIA piku na hmotnostni koncentraci standardniho roztoku
sulfamethoxazolu pii FIA stanoveni sulfamethoxazolu reakci s (1) l-aminonaftalenem a (2) NEDA.
Podminky: ¢(&inidlo) = 0,01 mol dm 3, ¢(NaNO,) = 8,70x10> mol dm 3.

Nésledné byla proméfena plocha FIA piku pro roztok tablety Biseptol®™ 480 a odeétena
hodnota jeho koncentrace. Vysledky stanoveni uvadi tab. 4.9, ze které je patrna dobra
shoda mezi nalezenym a deklarovanym obsahem sulfamethoxazolu pro obé¢ cinidla. Ze
smeérnice a statistickych parametrti kalibracnich zavislosti plyne, Ze stanoveni s ¢inidlem

v

NEDA je citlivéjsi, preciznost stanoveni s obéma Cinidly je srovnatelna.

Tabulka 4.9 Vysledky FIA stanoveni sulfamethoxazolu v tabletich Biseptol® 480: nalezeny obsah
sulfamethoxazolu s intervalem spolehlivosti, deklarovany obsah sulfamethoxazolu v ptipravku s intervalem

povolenym lékopisem a procentualni podil nalezeného sulfamethoxazolu k deklarovanému obsahu.

¢inidlo nalezeny obsah deklarovany obsah
X [%]
[ma] [ma]
1-aminonaftalen 392443 400+20 98,1

NEDA 414450,4 400£20 104,0
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4.3 Diskuse

Pro stanoveni prokain hydrochloridu a sulfamethoxazolu byla vybrana dvé cinidla
(1-aminonaftalen a NEDA), se kterymi tyto analyty tvoii, po své pfeméné na diazoniovou
stl, barevny produkt na zaklad€ kopulacni reakce. Z hlediska praktického vyuziti je ¢inidlo
NEDA vyhodnéjsi, Iépe se s nim manipuluje a odpada i problém s nepiijemnym zapachem
oproti praci s 1-aminonaftalenem. Ze zdravotniho hlediska jsou ob¢ ¢inidla zdravi
Skodliva, ale nebyla u nich zatim prokazana karcinogenita dle IACR [50].

Prokain. Vypracovana, jak staticka tak FIA, stanoveni se po optimalizaci ukazala jako
pouzitelna pro stanoveni prokain hydrochloridu v jeho 0,5% injek¢énim roztoku. Ve
statickém usporadani bylo citlivgj$i stanoveni s pouzitim 1-aminonaftalenu, zatimco
ve FIA modu se jako citlivéjsi ukazala reakce s NEDA. Staticka stanoveni méla uzsi

interval spolehlivosti nez FIA stanoveni. Na obr. 4.15 je graficky znazornéna preciznost a

pravdivost jednotlivych stanoveni.

65 | staticky FIA _ i

Clgdm?
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Obr. 4.15 Grafické porovnani vysledkli vypracovanych analytickych metod pro stanoveni prokain
hydrochloridu v 0,5% injekénim roztoku. Vysledky jsou vyjadieny jako mediany s intervalem spolehlivosti.
Silna ¢ara vyjadfuje deklarovany obsah prokain hydrochloridu, Srafovana pak dolni a horni mez povoleného

obsahu prokain hydrochloridu podle Ceského 1ékopisu.
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Sulfamethoxazol. Pti studiu statického uspotfadani stanoveni sulfamethoxazolu se
ukazalo, Ze vznikajici produkt derivatiza¢ni reakce je malo Casové stabilni, proto nebylo
mozZné toto stanoveni aplikovat na stanoveni sulfamethoxazolu v tabletach Biseptol® 480.
Tento problém se podaiilo eliminovat pievedenim do FIA modu, kde je zajiSténa
reprodukovatelnost ¢asu od davkovani k detekci. FIA stanoveni se ukazalo jako citlivéjsi
s ¢inidlem NEDA, preciznost stanoveni je pro obé Cinidla srovnatelna. Na obr. 4.16 je

graficky zndzornéna preciznost a pravdivost jednotlivych stanoveni.
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Obr. 4.16 Grafické porovnani vysledkli vypracovanych FIA stanoveni pro stanoveni sulfamethoxazolu
v tabletach Biseptol® 480. Vysledky jsou vyjadieny jako mediany s intervalem spolehlivosti. Silnd ¢ara
vyjadfuje deklarovany obsah sulfamethoxazolu, Srafovana pak dolni a horni mez povoleného obsahu

sulfamethoxazolu podle Ceského lékopisu.
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V diplomové praci byla vyuzita diazotacni reakce pro stanoveni dvou vybranych analyti,
obsahujicich v molekule aminovou skupinu (prokain hydrochlorid a sulfamethoxazol).
Principem stanoveni je pfevedeni analytu na diazoniovou stil a nasledna kopulacni reakce
s ¢inidlem (1-aminonaftalen nebo NEDA) za vzniku spektrofotometricky detegovatelného
barevného produktu.

Pro oba studované analyty byly nejprve nalezeny podminky statického spektrofoto-
metrického stanoveni, pfi nichz se ukdzalo, Ze je lze pouzit pouze k analyze prokain
hydrochloridu, nebot’ sulfamethoxazol poskytuje casové malo stabilni barevny produkt. Na
druhé strané se ukazalo, ze pfitomnost trimethoprimu (latky, vyskytujici se spolu se sulfa-
methoxazolem v 1éCivych pfipraveich) nema na stanoveni zadny vliv.

Nésledné byla navrzena aparatura pro FIA stanoveni, studovany vlivy vybranych
parametrd a tyto optimalizovany pomoci dvoutroviiové faktorové analyzy. Za optimalizo-
vanych podminek byly pro oba analyty a obé c¢inidla prométfeny piislusné kalibracni

zavislosti. Ty byly vyuzity pro stanoveni obsahu analyt ve vzorcich 1é¢ivych ptipravki.
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