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1. SOUHRN



Tato diplomova prace se =zabyva studiem reakci mezi nortriptylinem
a organickymi barvivy. Zkoumané reakce mohou byt vyuzity pro jeho
spektrofotometrické stanoveni. V praci jsou testovany tii latky v roli protiiontt pfi
iontové parové extrakéni spektrofotometrii nortriptylinu a jedno derivatizacni ¢inidlo
pro UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrii. Dosazené vysledky ukazuji na realnou

moznost vyuziti nékterych z nich pii konkrétnich stanovenich.



2. UVOD



V ramci systematického studia principt barevnych reakci organickych sloucenin
se na katedfe biofyziky a fyzikalni chemie UK v Hradci Kralové studuji také extrakéneé-
spektrofotometrické a UV-VIS postupy, které nalézaji uplatnéni pii konkrétnich

stanovenich 1&¢iv.

Pfi iontové parové extrakéni spektrofotometrii jsou vyuzity jako protiionty
anionty organickych barviv, které s kationty slabé bazickych 1éCiv vytvari asociaty,
extrahovatelné do organického rozpoustédla. Timto zpusobem jsou barevné asociaty
oddéleny od ptebytku organického barviva a hodnota absorbance organické faze

odpovida mnozstvi analytu ve vzorku.

V této diplomové praci jsem sledovala derivatizaci nortriptylinu s organickym
barvivem (NBD-CI) prosttednictvim UV-VIS spektrofotometrie. Dale jsem se zamé&fila
na problematiku vyuziti vybranych barviv (oranz Il, bromfenolovd modi a kyselina

pikrova) ke stanoveni nortriptylinu extrakéni spektrofotometrii.



3. TEORETICKA CAST



3.1. NORTRIPTYLIN

Nortriptylin (obr.1) patii do skupiny 1éC¢iv oznaCovanych jako tricyklicka
antidepresiva (thymoleptika I. generace). Antidepresiva se déli na thymoleptika,
inhibitory aminoxidaz (thymoeretika) a anxiolytika. Indikace antidepresiv vyplyvaji
z jejich mechanismu U¢inku a z dne$nich poznatkd o patofyziologii dusevnich poruch.
K terapii depresi se pouzivaji thymoleptika a inhibitory aminoxidaz. Patologicka uzkost
se 1é¢i anxiolytiky (v piipad¢ generalizované Uizkostné poruchy) nebo thymoleptiky ¢i

inhibitory monoaminoxidazy (v ptipadé panické uzkostné poruchy).

Deprese je zavazné onemocnéni, které bezprostiedn¢ ohrozuje zivot pacienta
sebevrazdou. Pro depresi je charakteristickd patologicky poklesld nalada, anhedonie
(neschopnost prozit radost), pesimismus, tendence svalovat vinu za vSechno zI¢é na sebe,
beznad¢j, neschopnost rozhodovat se, porucha spanku (nejcastéji nespavost
charakterizovana probouzenim brzo k ranu a neschopnosti znovu usnout) a porucha
chuti k jidlu (nejcastéji nechutenstvi). Intelektudlni vykon byva zpomaleny a snizeny.
Ptiblizné polovina depresivnich nemocnych si také stéZuje na pocity napéti a tzkosti,
miva neadekvatni strach o své blizké, o své zdravi a majetek. Pokud nékdo onemocni
depresi, existuje piiblizné¢ 80% pravdépodobnost, Ze k depresi bude dochazet

opakovang, periodicky.

Lécba epizody deprese ma trvat 4-6 mésicli a poté se doporucuje pokracovat
profylaxi. Pfi monopolarnim pribehu (periodicky se opakuji pouze depresivni epizody
a nedochdzi k méniim) se dnes Casto pokracuje v profylaxi shodnym antidepresivem,
které vedlo k remisi. Antidepresivni terapie zasadnim zplisobem zkracuje epizodu

deprese.

Jestlize terapie antidepresivy v dostatecnych davkach (vcetné injekeni aplikace)
trvajici dostatetn¢ dlouhou dobu selhava, je zpravidla indikovéna elektrokonvulzivni
terapie, k nizZ se pfistupuje i pii nesnadno kontrolovatelnych suicidalnich tendencich ¢i
pfi odmitani potravy a tekutin, které vede k exhausci a k metabolickym porucham.

Anxiozita (pocit strachu, izkosti, napé€ti) je velmi Casty pfiznak provazejici mnoha

onemocnéni, ktery subjektivné velmi obtéZzuje pacienta a za urcitych situaci mu bréani
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v normalnim zafazeni do Zivota. Anxiozita je vSednim zazitkem a neni vzdy
patologickd. Nebyva snadné rozhodnout, kdy uz je tieba ji 1é¢it medikamentdzné, kdy
lze postizeného ponechat bez terapie a kdy je nejvyhodnéjsi psychoterapie.
Psychoterapie by ovSem méla provazet kazdou farmakoterapii anxiozity.
K farmakoterapii se zpravidla pfistupuje, jestlize Gzkost nemocného vyrazné snizuje
kvalitu jeho zivota a vede k somatickym ptiznakiim (palpitace, prijem, poceni atd.).
Farmakoterapie by méla byt pokud mozno kratkodoba a mélo by se k ni pfistupovat
v piipadech jasné bezprostiedni psychogenni pfiCiny, kdy je tieba pieklenout akutni
zivotni krize provazené uzkosti. Jednordzové podani anxiolytika je indikovéano
u uzkostnych nemocnych pfed nepfijemnymi Iékatskymi zdkroky (napf.
stomatologickymi) nebo u lidi s trémou pied vystoupenim na vefejnosti. Zde je vSak
tteba ovéfit si toleranci poddnim anxiolytika n¢kolik dni pfed vystoupenim a presveédcit
se, ze nedochazi k nezadoucimu utlumu. Patologickd izkost mize mit dvoji pricinu:
bud’ jde o deficit neurotransmise GABA, nebo o deficit neurotransmise serotoninu
v CNS. Benzodiazepinova anxiolytika pusobi agonisticky na GABA-receptorech,
thymoleptika ze skupiny selektivnich inhibitort reuptake serotoninu (SSRI) pak zvySuji

dostupnost serotoninu v CNS.

Nedostatecnd neurotransmise GABA je hlavnim c¢lankem patogeneze
generalizované Uzkostné poruchy. Jde o sniZzeny prdh pro vznik Uzkosti provazejici
nemocného prakticky po cely Zivot, pficemz vyskyt ptiznakd kolisd podle aktudlni
situace. Zpravidla se jedné o hereditarné podminénou poruchu, na které se miize podilet
iuceni - dité se nauci reagovat tizkostn¢ od svych rodict. Zde je indikovana dlouhodoba
terapie benzodiazepinovymi anxiolytiky, jejichz davky si Casto nemocny voli sam.
U spravné diagnostikované generalizované uzkostné poruchy zpravidla nehrozi vznik
zavislosti. Casto byva naopak t&7ké presvédgit izkostného nemocného, aby léky uzival,

protoze je to on, kdo se boji, Ze z n¢ho bude toxikoman.

Nedostatecnd neurotransmise serotoninu téZ souvisi s panickou uzkostnou
poruchou. Jedna se o onemocnéni, které postihuje 4-6 % populace a projevuje se
epizodicky se objevujicimi, téZce subjektivné prozivanymi somatickymi obtizemi
simulujicimi napf. anginu pectoris, kolikovité bfisni bolesti, prudké bolesti hlavy, pocity
zéavrati nebo mdloby. Tyto somatické ptiznaky jsou provazeny panickou uzkosti a ¢asto
1 strachem ze smrti, o kterych v§ak nemocny zpravidla nemluvi spontanné, a svéfi se

s nimi teprve po taktnich dotazech l€kate. Epizody panické tizkostné poruchy mohou
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vznikat i sporadicky, tfeba jen dvakrat za mésic nebo jest¢ méné Casto, v mezidobich
vSak nemocny trpi anticipacni Uzkosti, strachem, Ze panicka tzkost piijde. Panicka
uzkostna porucha byva provazena fobiemi a nemocny se pak vyhyba situacim,
ve kterych ho postihla panické uzkost. Nékdy dochazi k fobiim bez zjistitelnych epizod
panické uzkosti. Jde ptedevsim o socidlni fobii (nemocny se boji kontaktu s cizimi lidmi

a nechce opoustét domov).

Se serotoninovym deficitem je spojena také obsedantné kompulzivni porucha,
u niz se tézka uzkost objevuje, kdyz se nemocny brani patologickému nutkani vyhovét.
Vedle antidepresiv se u téchto onemocnéni dobie osvédcuje kognitivné behavioralni

psychoterapie(1).

Nortriptylin je 1é¢ivo, které se pouziva v né€kolika zemich od 60. let 20. stoleti.
Patii k TCA, které pusobi nepfiili§ selektivné na zpétné vychytadvani noradrenalinu,

dopaminu a serotoninu a kromé toho mé tc¢inek anticholinergni.

Nortriptylin zlepSuje patologicky utlumenou naladu. Nejlepsiho ucinku se
dosahuje pti 1é€bé endogennich depresi, ale Uspéchu lze dosdhnout i u jinych typl
depresi. Vzhledem ke stimulujicimu Géinku nortriptylinu ho lze s vyhodou uzit zejména
pii 1écbeé takovych depresi, kde je v popfedi utlum, apatie a nedostatek zajmu.
Antidepresivni u¢inek obvykle nastupuje po 2-4 tydnech 1éCby, pricemz Gtlum obvykle
mizi pon¢kud rychleji.

Néktera antidepresiva se pouzivaji v 1é€beé nikotinové zavislosti. Kromé buprionu,
jediného antidepresiva schvéaleného americkou FDA (Food a Drug Administration) pro
tento ucel, se Vv posledni dobé hovoii také o nortriptylinu a jeho roli v 1écbé
abstinen¢nich ptiznakl pacienti zavislych na nikotinu. Z literatury (2) je znamo, ze
nortriptylin na rozdil od ostatnich TCA ma fadu terapeutickych vyhod: nizky vyskyt
nezaddoucich anticholinergnich U¢inkli, nizkd incidence zachvatu a ortostatické
hypotenze, moznost podavani pacientim s kardiovaskularnim onemocnénim a dobra

snasenlivost u starSich pacientt.
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3-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yliden)-
N-methylpropan-1-amin-hydrochlorid

Obr.1. Vzorec nortriptylin-hydrochloridu (Mr=299,8)

3.2. DERIVATIZACE NORTRIPTYLINU

V odborné literatuie je nejcastéji pouzivanou analytickou metodou na stanoveni
nortriptylinu a jeho metaboliti HPLC s UV detekci nebo ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. V literatufe byly publikovany i dalsi metody na analyzu nortriptylinu,
znich uvedu stanoveni po derivatizaci S riznymi derivatiza¢nimi ¢inidly (Chrome
Azurol S, tetrabromosulfonfluorescein, NBD-CI). Cesky lékopis predpisuje

na stanoveni obsahu nortriptylinu titraci za potenciometrické¢ho stanoveni.

NBD-CI (obr.2) patii k derivatizacnim ¢inidlim, ktera se uplatiuji v analyze
slou¢enin obsahujici ve své molekule aminovou skupinu. NBD-CI se poprvé bylo
pouzito jako fluorescenc¢ni Cinidlo pro detekci aminli, aminokyselin, pozdé¢ji jako
specifické ¢inidlo pro analyzu  aminokyselin pro jejich zvySenou reaktivitu
se sekundarnimi aminy (3). Pozd¢ji toto barvivo bylo pouzito jen piilezitostné pro
detekci aminokyselin, zejm. prolinu a hydroxyprolinu. T kdyz NBD-CI je stabilni
a umoziiyje citlivou detekci aminokyselin, reaguje s nékterymi aminy pomaleji, a proto

nenaslo uplatnéni jako bézné analytické ¢inidlo pro aminokyseliny (4).
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Cl

7-chlor-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

Obr.2. Vzorec NBD-CI (Mr=199,55)

Nortriptylin-hydrochlorid je bily nebo téméf bily prasek, mirné rozpustny
ve vodé, dobie rozpustny v lihu96% a v dichlormethanu. Methanolicky roztok
nortriptylinu vykazuje absorpéni maximum pii 239 nm (5). Nortriptylin obsahuje
sekundarni aminovou skupinu, ktera reaguje s NBD-Cl v alkalickém prostiedi za vzniku
fluoreskujiciho produktu 4-dialkyl-amino-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazolu. Z literatury

(3) je znamo, ze reakce probiha nasledovné (viz Obr.3).
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Obr.3. Predpokladany priibeh reakce mezi nortriptylinem a NBD-CI.
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3.3. ROZDELOVACI ROVNOVAHY

Pti extrakcei z kapaliny do kapaliny se uplatituje rozd€lovaci rovnovaha. Latka se
rozdéluje mezi dvé faze — vodnou a organickou, tvofenou rozpoustédlem nemisitelnym
svodou. Jen elektroneutralni slozky maji schopnost prochazet fazovym rozhranim
z vodné do organické faze. Tato distribuce mezi ob¢ faze se déje na zakladé pisobeni

disperznich sil, vzajemného ptsobeni dipold, tvorby vodikovych vazeb apod.

Rovnovaha soustavy je za konstantni teploty dana rovnosti chemického potencialu

(1) extrahované latky v obou fazich (dolni indexy oznacuji faze 1 a 2):
H1i=H2 ,

kam lze dosadit z;, = yio + RT Ina,, kde a; je aktivita, potom:

4 +RTIna, = +RT Ina, |
kde:
w0, 1 .. .standardni chemicky potencidl
T...absolutni teplota
R...univerzalni plynové konstanta

Dalsi upravou lze ziskat vztah mezi rozdé€lovaci konstantou (Kp) a aktivitami

rozdélované latky (a):

a
Kp = -+
a,
Je-li rozdélovand slozka v obou fazich ve stejné formé, ustavuje se pii extrakci
rovnovaha podle Nernstova rozdé€lovaciho zakona, kdy pomér aktivit latky v obou

fazich je pfi stejné teploté konstantni. Tento pomér aktivit urCuje termodynamicka

rozd&lovaci konstanta K3 :
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Misto aktivit se pro analytické ucely pouziva rovnovazna molarni koncentrace [A]

a tzv. koncentracni konstanta (Kp). Plati vztah:

(Al

za predpokladu, ze rozd€lovana latka nepodléhd ani v jedné z obou fazi disociaci,

Kp

asociaci, polymeraci, ionizaci atd. Pokud vSak k témto déjim dochazi, je nutno pocitat
s analytickou koncentraci ¢ rozdélované slozky a misto rozdélovaci konstanty zavést
dalsi veli¢inu, tzv. rozdé€lovaci pomér D, stechiometricky pomér koncentraci

extrahované latky v obou fazich (pfipoustéji se zde vSechny formy extrahované latky):

C
DC _ _org.
C

vod.

Pokud rozdélovana latka nereaguje se zadnou slozkou v obou fazich, ma

rozdélovaci pomér D; stejnou hodnotu jako rozd€lovaci konstanta.

Dé&je probihajici obecné pii extrakci kationtu 1é¢iva A" provazaného
ekvivalentnim mnozstvim aniontu B" (barviva) do organické faze lze znazornit

jednoduchou rovnici:
N _
A\/od + Bvod = ABorg-

Kvantitativni charakteristiku extrakéni rovnovahy rozdélované latky v organické a
vodné fazi poskytuje extrakéni konstanta Kex kterda je pomérem koncentrace
elektroneutralniho utvaru (chelat, acociat) extrahovaného do organické faze a soucinu

koncentraci slozek (ve vodné fazi) tvoficich tento utvar:

[AB ]o rg

W]
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3.4. IONTOVE ASOCIATY

Iontové asocidty jsou elektroneutralni cCastice, které vznikaji asociaci opacné
nabitych iontl ve forme iontovych parti nebo shluka vyssiho fadu a Ize je extrahovat do

malo polarniho rozpoustédla. Tvorbu iontového paru zionti A'a B lze znazornit

schématem: A"+B < A'B .
Ptislusnou rovnovahu charakterizuje rovnovazna konstanta stability iontového paru:

)]

Fyzikdlni podstatou asociace opacné nabitych iontd je jejich vzdjemné

elektrostatické pritahovani.

Existenci a chovani téchto komplext ptredpovédel N.Bjerrum. Bjerrumova teorie
udava vztah mezi konstantou stability iontového paru a mezi permitivitou rozpoustédla,

teplotou a velikosti reagujicich iontl. Plati nasledujici vztahy:

A7Ne?
K=—r" .
1000¢, kT o)

e?
- ag KT’
kde:
N...Avogadrovo ¢islo
e...elementarni ndboj
T...absolutni teplota
a...vzdalenost sttedli parovych ionti pii jejich minimalni vzajemné vzdalenosti
Qv)- .. vypoctem zjistitelna funkce zahrnujici sterické vlivy

k...Boltzmanova konstanta

gr...relativni permitivita rozpoustédla

18



Organické rozpoustédla pouzivana pro extrakci maji relativni permitivitu mensi
nez 40, proto je asociace iontd V téchto rozpoustédlech zna¢na. Vliv teploty na hodnotu
konstanty K zavisi na teplotnich zménach relativni permitivity. V polarnéjsich
rozpoustédlech se & zmensuje s teplotou a to tak, ze hodnoty &, .T klesaji se vzrustajici
teplotou. V téchto rozpoustédlech tedy vzrista asociace iontll se vzestupem teploty.
V nepolarnich rozpoustédlech hodnota g .T S teplotou vzrista, nebot’ hodnota g se
pfili§ neméni, a proto se v rozpoustédlech tohoto typu zvySovanim teploty se asociace

iontd snizuje.
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3.5. EXTRAKCNE-SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI LECIV

Extrakéné¢ — spektrofotometrické metody piedstavuji duleZitou metodiku pro
stanoveni nizkych koncentraci 1€¢iv. Stanoveni organickych kationtli (aniontl) jsou
zalozena na tvorbé jejich asociati s anionty (kationty) vhodné zvolenych kyselych
(bazickych) barviv ve vodném prostfedi. Takto vzniklé asociaty se z vodné faze pfi
optimalnim pH izoluji vytfepanim do organického rozpoustédla nemisitelného s fazi
vodnou, napi. do chloroformu, benzenu, dichlormethanu apod. Za vhodnych podminek
pfejde do organické faze jen mnozstvi barevného protiiontu umérné stanovenému

1é¢ivu, proto lze takto fotometricky nepfimo stanovit koncentraci tohoto 1é¢iva.

Vlastni spektrofotometrickda méfeni se mohou nejcastéji provést nékterym
z nasledujicich postupu: a) méfenim absorbance oddélené organické faze, b) méfenim
absorbance oddélenych a spojenych opakovanych vytfepkd v pfipadé, Ze iontovy
asociat nelze prevést do organické faze jednorazovym vytfepanim, C) meéfenim
absorbance organické faze po ptfidani vhodného ¢inidla upravujiciho barevnou formu
pouzitého barviva, ma-li indikatorové vlastnosti, d) méfenim absorbance roztoku
barviva ziskaného reextrakci z organické faze vodou. Pro extrakéni spektrofotometrii se

pouzivaji barviva z fady sulfoftaleint, azobarviv apod.(6)(7).
Mg¢fteni absorbance je zaloZeno na platnosti Lambertova — Beerova zékona:
A=c¢-c-I,
kde:
A...absorbance
€...molarni absorp¢ni koeficient
c...molarni koncentrace stanovované latky

l...tloust’ka absorbujici vrstvy.
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Lambertiv - Beeruv zakon plati pouze v omezeném rozsahu (je zakonem

limitnim). Plati pouze za nésledujicich podminek:
- zafeni musi byt monochromatické
- roztoky museji byt velmi zfedéné (¢ < 10% mol.I)
- absorbujici prostiedi nesmi podléhat Zadnym zménam

- v roztoku musi byt jen jedna absorbujici slozka (pokud je v roztoku
pritomno vice slozek je absorbance sumou absorbanci jednotlivych

slozek)

Vyslednd hodnota absorbance se uréi odectenim hodnoty slepého pokusu
proveden¢ho stejnym zplsobem. Podstatou kvantitativniho vyhodnoceni je potom

linearni zavislost vztahu absorbance — koncentrace sledovaného roztoku.

Meéfieni se provadi pii takové vinové délce, kdy odpovidajici absorpéni kiivka
vykazuje maximum absorbance. Pii méfeni ve viditelné oblasti svételného zéteni lezi

toto maximum v rozmezi vinovych délek 380 az 780 nm.

3.5.1. Pouziti oranze Il v extrakéni spektrofotometrii

Oranz II je sodnou soli kyseliny 1-(2-hydroxylnaftyl)azobenzen-4-sulfonové. Jde
0 ¢ervenohnédou krystalickou latku rozpustnou ve vodé a v alkoholu. Pro sviij nejasny
funkéni ptechod (7,4 — 8,9) se oranz II nepouziva jako acidobazicky indikator.
Literatura (8) uvadi, ze velkou vyhodou oranze II v roli protiiontu pii iontové parové
extrak¢ni spektrofotometrii je jeji dostatecna disociace, a tudiz pouzitelnost v Sirokém
rozmezi pH (2-10). Pii vysSich hodnotaich pH (nad 10) jiz dochazi k disociaci
hydroxyskupiny (pKa= 11,4) a vzniku divalentniho iontu, coz muize pfi iontové parové
extrakéni spektrofotometrii zplisobovat urcité nesnaze, pfinejmenSim vyrazné snizeni

citlivosti.

Podle literatury (9) se absorpéni spektrum oranze II neméni v rozmezi pH
od 0,73 — 8,05, kdy chromofory ziistavaji v podstaté ve stejné formé, tzn. sulfonova
skupina je tpln¢ disociovana a fenolickd skupina nedisociovana. Nad pH 8,05 nastdva
pokles hodnoty absorbance a posun absorpéniho maxima z 488 nm na cca 460 nm jako

dusledek disociace fenolické skupiny oranze II (viz obr.4).
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Obr.4. Disociace oranze |

3.5.2. Pouziti bromfenolové modre v extrakéni spektrofotometrii

Bromfenolova modi patii k sulfoftaleinovym barviviim, jeji chemicky nazev je
3,3",5,5 -tetrabromofenolftalein. Jde o bled¢ oranzovy, event. nahnédly krystalicky
prasek, ktery je mirné rozpustny ve vod¢ a etheru, ale dobfe rozpustny v ethanolu nebo
ziedéném alkalickém roztoku. Bromfenolova modf piechazi (10) v rozmezi pH 3 az 4,6
ze zluté do modré (obr.5). Pro praci ve vodném prostiedi se pouziva ve formé sodné

soli, ktera je ve vodé dobte rozpustna.
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Obr.5. Barevny prechod bromfenolové modie

3.5.3. Pouziti kyseliny pikrové v extrakéni spektrofotometrii

Kyselina pikrova (obr.6) resp. jeji anion, tvoii ve vodnych roztocich s kationty
primarnich, sekunddrnich a terciarnich amoniovych soli a s heterocyklickymi
dusikatymi bazemi sraZeniny pfisluSnych pikrath. Tyto lze oddélit filtraci a vycistit
krystalizaci na analyticky Cisté latky s charakteristickymi teplotami tani. Elementarni
analyza ukazala, Ze se jednd o definované derivaty, majici v piipad€ jednomocnych
kationtd slozeni amin : kyselina pikrova 1:1. Zatimco napf. u pikratu tetrabutylamonia

predpokladame vyslovné interakci ion-ion, vyplynulo z infraéervenych spekter pikratu
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chlorpromazinu, ze v krystalickém stavu dochazi k silné interakci OH skupin kyseliny
pikrové s alifatickymi dusikem chlorpromazinu. Ob¢ slozky jsou v tomto piipadé do
komplexu vazany jednak touto siln¢ polarni vazbou, kterd je vysledkem parcidlniho
pfesunu protonu OH skupiny kyseliny pikrové k dusiku aminoskupiny fenothiazinové
baze, jednak vlivem pfechodu naboje n-elektronti dusiku aminoskupiny do volného n* -

orbitalu NO; skupiny kyseliny pikrové.

OH

NO,

2,4 ,6-trinitrofenol

Obr.6. Vzorec kyseliny pikrové (M, = 229,11)

Pro analytické ucely se tvorby pikrati vyuziva jednak k charakterizaci amint
a dusikatych bazi, protoze se snadno piipravuji, dobfe krystalizuji a maji
charakteristické body tani. Pouziti pikrati v kvantitativni analyze ma nékolik variant.
Srazeninu pikratu vzniklou ve vodném prostiedi 1ze izolovat filtraci, vysusit a zvazit,
nebo lze stanovit prebytek kyseliny pikrové ve filtratu. Také Ize izolovanou srazeninu
rozpustit ve vhodném rozpoustédle, napt. v ethanolu, acetonu ¢i dimetylformamidu
a spektrofotometricky stanovovat. Pikraty bazickych 1éCiv je mozno také piimo
pfipravit v aprotickych rozpoustédlech, jejichz prostfedi podporuje vznik asociatl

a jejich tvorbu vyuzit ke spektrofotometrickému stanoveni.

Volba vhodného rozpoustédla pro extrakci asociati je velmi dilezita.
Nejvhodnéjsim ¢inidlem pro asocidty s kyselinou pikrovou je podle nékterych autort
dichlormetan, protoze v Sirokém, rozmezi pH (pH>2) prakticky nevytfepava cinidlo.
Nejcastéji se vSak v praxi pouziva chloroform. Extrakei pfi dvou riznych pH lze
v nékterych ptipadech provést stanoveni dvou bazi vedle sebe. Vyssi alkoholy a ostatni
rozpou$tédla majici dielektrickou konstantu vys§i neZ dichlormetan rovnéZz dobie
rozpoustéji asociaty, nelze jich vSak pouzit prakticky pro extrakéni fotometrii, protoze

siln¢ vytfepavaji ¢inidlo (vysoké hodnoty slepého pokusu)(6).
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3.6. PRINCIPY MERENI MOLEKULOVYCH SPEKTER V UV A VIS OBLASTI

Molekulova spektra v UV a VIS oblasti vznikaji ptechody elektronti mezi
molekulovymi orbitaly o rizné energii. Proto jsou n¢kdy oznacovana jako elektronova
molekulova spektra. Tato spektra se ziskaji jako spektra absorpéni a jsou obvykle
vyjadiena ve formé zavislosti absorbance na vinové délce svétla prochazejiciho
vzorkem. Molekulové elektronovéa spektra nachdzeji Siroké uplatnéni v kvantitativni
analyze (diky platnosti Lambertova-Beerova zakona), pifi studiu struktury molekul,
v prutocnych analytickych systémech (HPLC detektory) i pii zkoumani procesu

a struktur v kapalnych smésich.

Mgetit molekulové spektrum v UV a VIS oblasti tudiz znamend najit pro dany
vzorek zavislost absorbance na vinové délce. UV-VIS spektrofotometry zaznamenaly
béhem poslednich let vyrazny technicky pokrok. V soucasnosti lze spektrofotometry
rozdélit podle principu méfeni na tzv. klasické pfistroje a pfistroje s tzv. reverzni

optikou (diodovym polem).

U Kklasickych pfistrojit (napt. UNICAM UV-300) piichdzi svétlo emitované
vhodnym zdrojem nejprve do monochromatoru, ktery znc¢ho vycleni pouze uzké
rozmezi vinovych délek a ty nechd dopadnout na kyvetu se vzorkem. Po prichodu
vzorkem je intenzita proSlého svétla dané vinové délky vyhodnocena fotoclankem
a porovnanim s intenzitou svétla, které proslo slepym vzorkem, je ziskdana hodnota
absorbance. V pribéhu méfeni monochromator postupné meéni vinovou délku
propousténé¢ho svétla a tim je krok po kroku prométeno spektrum ve zvoleném rozsahu

vlnovych délek.

Piistroje s reverzni optikou (napt. HP 8453) nemaji monochromator a na vzorek
Vv kyveté dopada polychromatické svétlo emitované zdrojem. Po priichodu vzorkem je
intenzita svétla jednotlivych vlnovych délek vyhodnocena tzv. diodovym polem.
Diodové pole je soustava polovodicovych diod, z nichZ kazda je citlivd na intenzitu
svétla urcitého uzkého rozmezi vlnovych délek. Jednotlivé diody snimaji intenzitu
svétla urité vinové délky, které proslo mérenym vzorkem, a porovnanim s intenzitou
svétla proslého pti dané vinové délce slepym vzorkem je ziskana hodnota absorbance
pro tuto vilnovou délku. Prolozenim spojité ¢ary vSemi takto naméfenymi hodnotami

absorbance se vytvofi pfislusné spektrum vzorku.
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Vyhodou pfistrojii s diodovym polem je bezesporu rychlost sniméani spekter
a absence mechanicky a opticky naro¢ného konstrukéniho prvku — monochromatoru.
Vyhodou piistroji klasické konstrukce je vétsi fotometricky rozsah a lepsi rozliSeni

(moznost jemnéjSiho déleni ve snimaném rozsahu vinovych délek).

3.6.1. Mérici systém spektrofotometru HP 8453

Spektrofotometr HP 8453 ma dva zdroje svételného zafeni. Jedna se
o deuteriovou lampu, kterd slouzi jako zdroj ultrafialového svétla, a o wolframovou
lampu (zdroj viditelného svétla). Za zdroji zafeni je fazena clona, ktera se sklada ze
dvou ¢asti. Prvni slouzi jako vypina¢ a druhou ¢asti je filtr, uzivany k snizeni rozptylu
svétla v ultrafialové oblasti. Po prichodu clonou prochazi polychromatické svétlo

kifemennou kyvetou naplnénou méfenym roztokem.

HP 8453 je spektrofotometr s diodovym polem (diode-array) fizeny pocitacem
a snimajici celé absorpcni spektrum vzorku. Detektorem HP 8453 je 1024-prvkové
diodové pole, které je tvoreno sérii kiemikovych fotodiod, citlivych na svétlo. Kazda
fotodioda je spojena s kondenzatorem, ktery je v konstantnich intervalech znovu nabijen
fidici elektronikou. Jakmile svétlo dopadne na fotodiodu, jeji odpor se zméni tmérné
Kk intenzit¢ dopadaného svétla a pfipojeny kondenzator je tmérné vybit. MnoZstvi
elektrické energie potfebné k opétovnému nabiti kondenzatoru je pak mirou intenzity
dopadajiciho svétla. Vystupem je analogovy signal, ktery se prostiednictvim konvertoru

méni na digitalni.

3.6.2. Korekce proudu za temna

Ptestoze je clona uzaviena a Zadné svétlo nedopadad na diodové pole, dochazi ke
vzniku velmi nizkého signalu, ktery je zpusobeny samovolnym vybijenim
kondenzatoru. Tento proud byva oznaCovan jako proud za temna. Signal proudu za
temna je nepfetrzit¢ meéfen a ukladan fidici elektronikou. Poté je vzdy automaticky
odeCten od signdlu ziskaného Vv ptipadé€, kdy clona neni uzaviena a svételné zareni

dopada na diodové pole.
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3.6.3. Korekce rozptylu svétla

Spektra jsou méfena jednak bez filtru rozptylu svétla a potom s timto filtrem
umisténym v draze svételného paprsku. Bez pfitomnosti filtru v draze svételného
paprsku je spektrum méfeno pies celou pouzivanou oblast vinové délky,
tj. od 190 nm do 1100 nm. Pokud je ptislusny filtr nastaven, predstavuje kazdé svétlo,
naméfené pii vinové délce pod 400 nm, svétlo rozptylené. Intenzita tohoto rozptyleného
svétla se pak odecita od intenzit ve spektru ziskaném bez pouziti filtru. Vysledkem je

spektrum s korekci rozptylu svétla.

3.6.4. Hodnoceni spekter

HP 8453 je jednopaprskovy spektrofotometr. K vyhodnoceni absorpéniho spektra
vzorku musi byt proto provedeny dva kroky. Nejdiive se ziské referencni spektrum pfi
meéteni slepého vzorku. Potom se kyveta se slepym vzorkem vyméni za kyvetu se
vzorkem. Po zméfeni pfislusného vzorku jsou jednotlivé absorbance vyhodnoceny

podle vztahu:

kde:
A ...absorbance,
| s...je intenzita zafeni, které proslo méfenym vzorkem,

lsg...je intenzita signalu proudu za temna meéfend bezprostiedné pred métenim

vzorku,

lss...je intenzita zéafeni, které proSlo méfenym vzorkem pii nastaveni filtru

rozptylu svétla,

lo...je intenzita zateni, které proSlo slepym vzorkem,
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log...je intenzita signdlu proudu za temna meéfend bezprostiedné pred métfenim

slepého vzorku,

los...je intenzita zéafeni, které proslo slepym vzorkem pfi nastaveni filtru rozptylu

svétla.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. POUZITE CHEMIKALIE

Pti svych pokusech jsem pouzivala nasledujici chemikalie:
- Bromfenolova modi — Aldrich
- Hydroxid sodny — Lachema s.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Chloroform — Lachema a.s. Neratovice
- Chlorid draselny — Lachema n.p.Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina borita — Lachema n.p.Brno (krystalickd)
- Kyselin fosfore¢na — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina chlorovodikova — Lachema n.p.Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina octova — Lach-Ner. s.r.o., Neratovice

- Kyselina pikrova — 2,4,6-trinitrofenol, Polskie odczynniki chemiczne
Gliwice (Polsko)

- Methanol — Lach-Ner. s.r.o., Neratovice

- NBD-CI - Fluka

- Nortriptylin — hydrochlorid - Sigma

- Oranz I1 — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice

- Ultracista voda — piipravena reverzni osmozou

4.2. POUZITE PRISTROJE

Béhem své prace jsem pouzivala tyto ptistroje:
- Digitalni analytické vahy (Sartorius)
- Mechanicka laboratorni tfepacka LT-2 (Kavalier Sazava)

- pH-metr PerpHect 350 (ORION)
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- Spektrofotometr HP 8453 (Hewlet-Packard)
- Spektrofotometr Specol (Carl Zeiss, Jena) se specialnim nastavcem ER1

- Termostat UH 16 (Priifgerate-Werk Medingen)

4.3. PRIPRAVA ROZTOKU

4.3.1. Priprava zasobniho roztoku oranze Il

Zasobni roztok oranze II o koncentraci 0,01 mol.I* jsem piipravila rozpusténim
0,0876 g substance v ultracisté vodé v odmérné baice a doplnénim ultracistou vodou na
objem 25 ml. Redénim zasobniho roztoku jsem ziskala roztok o koncentraci 0,001

mol.I.

4.3.2. Priprava zasobniho roztoku bromfenolové modre

Navazenim 0,1730 g bromfenolové modie, rozpusténim navazky v ultracisté vode

Vv odmérné batice a doplnénim ultracistou vodou na objem 25 ml jsem ziskala zasobni
. y : A B s . .

roztok bromfenolové modie o koncentraci 0,01 mol.l”. Redénim zasobniho roztoku

jsem pfipravila ostatni roztoky bromfenolové modre.

4.3.3. Priprava zasobniho roztoku kyseliny pikrové

Zasobni roztok o koncentraci 0,01 mol.I* jsem ziskala navazenim 0,0780 g
kyseliny pikroveé, rozpuSténim ve ultradisté vodé¢ v odmérné baiice a doplnénim
ultracistou vodou na objem 25 ml. Ziedénim zasobniho roztoku jsem ziskala roztok
o koncentraci 0,001 mol.I". Pii piipravé roztoki bylo nutné brat v ivahu, e pouzita

kyselina pikrova obsahovala 26,4 % vlhkosti kviili bezpe¢né manipulaci a skladovani.

4.3.4. Priprava methanolového roztoku NBD-CI

Zasobni roztok NBD-CI o koncentraci 0,3% jsem ziskala rozpusténim
0,0750 g substance v methanolu v odmérné baice a doplnénim methanolem na objem
25 ml.
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4.3.5. Priprava roztoku nortriptylinu

4.3.5.1.PFiprava zdsobniho roztoku nortriptylinu pro derivatizaci
Pro pipravu zasobniho roztoku nortriptylinu o koncentraci 868 pmol.I* jsem
navazila 0,0065 g substance na analytickych vahach. Navazku jsem rozpustila v 2 ml
methanolu v odmérné baice a doplnila ultrac¢istou vodou na objem 25 ml. Ze zasobniho
roztoku jsem piipravila fedénim dalsi roztoky nortriptylinu o koncentraci od 8 — 434

umol.I™,

4.3.5.2.PFiprava zdsobniho roztoku nortriptylinu pro extrakéni spektrofotometrii
Na analytickych vahach jsem navazila 0,0749 g nortriptylinu, navazku rozpustila
v 2 ml methanolu v odmérné barnce a doplnila ultra¢istou vodou na objem 25 ml. Takto
jsem ziskala roztok nortriptylinu o koncentraci 0,01 mol.I™. Ze zasobniho roztoku jsem

piipravovala fedénim ostatni roztoky nortriptylinu.

4.3.6. Priprava tlumivych roztoku

4.3.6.1.Pfiprava boratového pufiru
K pripravé boratového pufru jsem pouzila 0,620 g kyseliny borit¢ a 0,750 g
chloridu draselného. Navazky jsem rozpustila v malém mnozstvi ultracisté vody
v odmérné bartice a doplnila ultraéistou vodou na objem 100 ml. Poté jsem upravila pH

roztoku pomoci 0,2 mol.I™* roztoku hydroxidu sodného.

4.3.6.2.Piiprava univerzdlniho pufru podle H.T.S. Brittona R.A. Robinsona
Brittontiv-Robinsoniv pufr jsem pfipravila podle tabulek (11) smisenim dvou
roztokll v ur&itém poméru. Ke 100 ml roztoku, ktery obsahoval 0,04 mol.I" kyseliny
borité, 0,04 mol.I" kyseliny octové a 0,04 mol.I" kyseliny fosforetné jsem piidala
potiebné mnozstvi hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol.I". Riznym piidavkem

roztoku hydroxidu sodného jsem ziskala pufry o rozdilném pH (viz tab.1).

Tab.1: Priprava univerzalniho pufiru podle H.T.S.Brittona a R.A.Robinsona

pH pufru 410 5,02 6,0 7,00 7,96

Objem 0,2 mol.IT NaOH (ml) | 25,0 35,0 42,5 52,5 60,0

Hodnoty pH vSech pfipravenych pufr byly kontrolovany pH-metrem. V piipadé
potieby bylo pH upraveno.
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4.4, PRACOVNI POSTUP

4.4.1. Extrakéni spektrofotometrie

4.4.1.1.0becny pracovni postup

Do vybranych a vymytych zkumavek jsem odpipetovala 1 ml barviva
o koncentraci 0,001 mol.I™, 1 ml vodného roztoku nortriptylinu o piisluiné koncentraci
a doplnila BR pufrem o zvoleném pH na objem 5 ml vodné faze. Nakonec jsem do
zkumavky pfidala z byrety 5 ml chloroformu a nésledné jsem uzaviela zkumavky
parafilmem. Vzorky jsem nechala tfepat uritou dobu na laboratorni tfepacce.
Po desetiminutovém stani vzorkii ve svislé poloze jsem zméfila absorbanci proti
slepému vzorku pii zvolené vlnové délce. Slepy vzorek jsem pfipravila stejnym
zpusobem jako meéfeny vzorek, pouze nortriptylin jsem nahradila stejnym mnozstvim
ultracisté vody. Pii teploté pod 23°C miize dojit k zakaleni chloroformové vrstvy, proto

je tieba teplotu udrzovat nad touto hranici béhem celého méfeni.

4.4.1.2.Stanoveni pH
Pro stanoveni optimalniho pH reakce jsem postupovala dle obecného pracovniho
postupu s tim, ze jsem pouzila U jednotlivych vzorkl a jim ptislusnych slepych pokusi
roztoky BR pufri o rozdilném pH v rozmezi od 4 do 8. Vzorky jsem nechala tiepat

20 min.

4.4.1.3.Stanoveni doby tiepdni
Stanoveni doby tfepani probihalo pfi optimalnim pH zjiSténém z piedchoziho
méfeni. V desetiminutovych intervalech jsem odebirala jednotlivé zkumavky

(s méfenym vzorkem a se slepym pokusem) k méfeni absorbanci.

4.4.1.4.Méveni absorpcéni kiivky
Absorpéni kiivku jsem ziskala proméfovanim absorbance pii postupné ménéné

vilnové délce za pouziti jednoho vzorku a jemu piislusného slepého pokusu.

4.4.1.5.Urceni opakovatelnosti stanoveni
Pro urceni opakovatelnosti stanoveni zméfila pét vzorkli o stejné koncentraci

nortriptylinu pti optimalnich podminkach zjisténych z ptedchozich méfenich.
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4.4.1.6.Kalibracni kiivka
Pomoci série roztoki nortriptylinu o rizné koncentraci byla zhotovena kalibraéni
kiivka. M¢éfeni probihalo pfi zjisténém optimalnim pH a optimalni dob¢ trepani.
Absorbanci jsem méfila pti vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu absorpéni

ktivky daného iontového asociatu.

4.4.2. Derivatizace nortriptylinu

Reakci nortriptylinu a NBD-CI v prostiedi boratového pufru o pH 9,0 vznikne
zluty produkt, ktery vykazuje maximum absorbance pii 515 nm. Zaméfila jsem se na
parametry, které ovliviiuji prubéh reakce, tzn. sledovala jsem hodnotu absorbance pii
zméné pH reakce, vliv délky tfepani na absorbance, dale jsem ovéfovala opakovatelnost

stanoveni a zhotovila kalibra¢ni kiivku.

4.4.2.1.0becny pracovni postup
Do odmérnych ban€k o objemu 10 ml jsem odpipetovala 1 ml vzorku o zvolené
koncentraci (ptipadné¢ 1 ml ultradisté vody pro slepy pokus), 2 ml 0,3 % NBD-CI
a 4 ml boratového pufru o zvoleném pH. Roztoky byly zahfivany na vodni lazni
o teploté 70°C za soucasného tfepani po stanovenou dobu, nasledné ochlazené pod
studenou tekouci vodou. Po ochlazeni jsem ptidala do ban¢k 0,2 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové a doplnila ultracistou vodou na objem 10 ml. Absorbance byla

méfena na spektrofotometru HP 8453 pii vinové délce 515 nm proti slepému pokusu.

4.4.2.2.0Optimalizace podminek reakce
Pro zjisténi vhodného pH reakce jsem proméfila vzorky a piisluSné slepé pokusy
pii pH od 7 do 10 postupem uvedenym vysSe (kap.4.4.2.1.). Stanoveni doby reakce
probihalo pfi pH zjisténém z pfedchoziho méfeni. V desetiminutovych intervalech jsem
odebirala jednotlivé odmérné banky (s méfenym vzorkem a se slepym pokusem)

k méfeni absorbance. Zaroven bylo ovéfeno absorpéni maximum pii 515 nm.

4.4.2.3.Urceni opakovatelnosti stanoveni
Pro urceni opakovatelnosti stanoveni jsem zmétila pét vzorkl o stejné koncentraci

nortriptylinu pti optimalnich podminkach zjisténych z ptedchozich méfenich.
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4.4.2.4. Kalibracni kiivka
Proméfenim série roztokd nortriptylinu o koncentraci 8 — 434 pumol.I* jsem
ziskala kalibra¢ni k¥ivku. Méfeni probihalo podle obecného pracovniho postupu (viz

kap.4.4.2.1.) za optimalnich podminek zjisténych z ptedchozich méteni.
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5. VYSLEDKY
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5.1. EXTRAKCNI SPEKTROFOTOMETRIE

5.1.1. Oranzll

Vysledky stanoveni nortriptylinu oranzi II jsou uvedeny v kapitolach 5.1.1.1. az

5.1.1.5.

5.1.1.1. Vliv pH na absorbanci (A — pH ki‘ivka)

Tab.2. Podminky stanoveni A-pH krivky s oranzi I1

c (oranz i) ¢ (nortriptylin) Doba tiepani A
0,001 mol.I* 0,0001 mol.I* 20 min 480nm

Tab.3. A-pH krivka pro stanoveni nortriptylinu oranzi II (A=480 nm)

pH A
4,10 0,365
5,02 0,440
6,09 0,410
7,00 0,375
7,96 0,335

Obr.7. A-pH kiivka pro stanoveni nortriptylinu oranzi II (A=480 nm)
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5.1.1.2. Zavislost absorbance na dobé tiepani

Tab.4. Podminky stanoveni doby trepdani s oranzi I1

¢ (oranz i) ¢ (nortriptylin) pH A [nm]
0,001 mol.I* 0,0001 mol.I* 5,02 480 nm
Tab.5. Zavislost absorbance na dobé trepani s oranzi 11
t (min] A
10 0,315
20 0,435
30 0,370
40 0,370
Obr. 8. Zavislost absorbance na dobé trepani s oranzi |
0,500
© 0,400
3
o
2
Qo
< 0,300
0,200 . .
0 20 40 50
t [min]
5.1.1.3.  Absorpcni kiivka
Tab.6. Podminky stanoveni absorpcni krivky s oranzi I1
¢ (oranz ll) ¢ (nortriptylin) Doba tiepani pH
0,001 mol.I* 0,0001 mol.I* 20min 5,02
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Tab.7. Absorpcni krivka pro stanoveni nortriptylinu s oranzi I1

A [nm] A
460 0,340
470 0,405
480 0,445
490 0,420
500 0,400

Obr.9. Absorpcni kiivka pro stanoveni nortriptylinu s oranzi 1
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5.1.1.4.  Opakovatelnost stanoveni

Tab.8. Podminky pro opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s oranzi I

¢ (oranz ll) ¢ (nortriptylin) Doba trepani pH A [nm]

0,001 mol.I* 0,00015 mol.I"* 20 min 5,02 480

Tab.9. Opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s oranzi Il

Cislo A
1 0,710
2 0,700
3 0,700
4 0,680
5 0,700
Pramér 0,698
SD 0,010
RSD (%) 1,404

39



5.1.1.5. Kalibraéni kiivka

Tab.10. Podminky stanoveni kalibracni kiivky s oranzi Il

c (oranz i)

pH

Doba tiepani

A [nm]

0,001 mol.I*

5,02

20 min

480

Tab.11. Kalibracni krivka pro stanoveni nortriptylinu oranzi Il (A=480 nm)

¢ (nortriptylin) [umol.I"] A
10 0,215
50 0,305
75 0,370
100 0,445

Obr.10. Kalibracni kiivka pro stanoveni nortriptylinu oranzi Il (A=480 nm)
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5.1.2. Bromfenolova modr

Vysledky stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modii jsou uvedeny v kapitolach

5.1.2.1.az5.1.2.5.
5.1.2.1. Vliv pH na absorbanci (A-pH ki‘ivka)

Tab.12. Podminky stanoveni A-pH krivky s bromfenolovou modri

¢ (bromfenolova modr) ¢ (nortriptylin) Doba trepani

0,001 mol.I* 0,0005 mol.I* 20 min

Tab.13. A-pH kriivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri pri 420 nm

a 610 nm

pH A (A =420nm) | A (A =610nm)
4,10 1,760 0,025
5,02 1,890 0,045
6,09 0,810 0,005
7,00 0,315 0,020
7,96 0,050 0,005

Obr.11. A-pH kiivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri (A=420 nm)
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5.1.2.2. Zavislost absorbance na dobé tirepani

Tab.14. Podminky stanoveni doby tiepani s bromfenolovou modri

¢ (bromfenolova modf) ¢ (nortriptylin) A [nm] pH

0,001 mol.I* 0,0005 mol.I* 420 5,02

Tab.15. Zavislost absorbance na dobé trepani s bromfenolovou modri (A=420 nm)

t (min] A
10 1,220
20 1,400
30 1,890
40 1,890

Obr.12. Zavislost absorbance na dobé trepdni s bromfenolovou modri (A=420 nm)
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5.1.2.3. Absorpéni kifivka

Tab.16. Podminky stanoveni absorpcni kiivky s bromfenolovou modri

¢ (bromfenolova modv) c (nortriptylin) Doba tiepani pH

0,001 mol.I* 0,0005 mol.I* 30 min 5,02

Tab.17. Absorpcni krivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri

A [nm] A
420 1,900
430 1,880
440 1,720
450 1,670
460 1,530

Obr.13. Absorpcni kiivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri
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5.1.2.4. Opakovatelnost stanoveni

Tab.18. Podminky pro opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s bromfenolovou modri

¢ (bromfenolova mod¥) | c (nortriptylin)* | Doba tiepani pH A [nm]
0,001 mol.I" 0,00005 mol."* 30 min 5,02 420

*Naméfené hodnoty absorbance pii koncentraci 0,0005 mol.I" nortriptylinu
v predchozich méfenich presahovaly rozsah pristroje, proto bylo tfeba zvolit fadové

niz8i koncentrace.

Tab.19. Opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s bromfenolovou modri

Cislo A
1 0,280
2 0,275
3 0,290
4 0,275
5 0,265
Pramér 0,277
SD 0,008
RSD (%) 2,933

5.1.2.5. Kalibraéni kifivka

Tab.20. Podminky stanoveni kalibracni kiivky s bromfenolovou modrii

¢ (bromfenolova modr) A [nm] Doba trepani pH

0,001 mol.I'* 420 30 min 5,02

Tab.21. Kalibracni kifivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri (A=420 nm)

¢ (nortriptylin) [umol.l'l] A
50 0,285
100 0,470
188 0,630
250 0,700*
500 1,870
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*V pribéhu méfeni se tvorily zakaly chloroformové vrstvy, proto nemizeme

s naméfenou hodnotou pocitat.

Obr.14.Kalibracni krivka pro stanoveni nortriptylinu bromfenolovou modri (A=420 nm)
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5.1.3. Kyselina pikrova

Vysledky stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou jsou uvedeny v kapitolach

5.1.3.1.az 5.1.3.5.

5.1.3.1. Vliv pH na absorbanci (A- pH kiivka)

Tab.22 Podminky stanoveni A-pH krivky s kyselinou pikrovou (A=410 nm).

¢ (kyselina pikrova)

¢ (nortriptylin)

Doba trepani

0,001 mol.I*

0,0001 mol.I*

20 min

410 nm

Tab.23. A-pH krivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou (A=410 nm).

pH A

4,10 0,205
5,02 0,210
6,09 0,215
7,00 0,180
7,96 0,120

Obr.15. A-pH krivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou (2=410 nm).
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5.1.3.2. Zavislost absorbance na dobé tirepani

Tab.24. Podminky stanoveni doby tiepadni s kyselinou pikrovou (A=410 nm)

c (kyselina pikrova) c (nortriptylin) pH A [nm]

0,001 mol.I* 0,0001 mol.I* 6,09 410

Tab.25. Zavislost absorbance na dobé trepani s kyselinou pikrovou (A=410 nm)

t (min] A
10 0,120
20 0,200
30 0,205
40 0,205

Obr.16. Zavislost absorbance na dobé trepani s kyselinou pikrovou (A=410 nm)
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5.1.3.3. Absorpcni kiivka

Tab.26. Podminky stanoveni absorpcni krivky s kyselinou pikrovou

¢ (kyselina pikrova) ¢ (nortriptylin) Doba tiepani pH

0,001 mol.I"* 0,0001 mol.™ 30 min 6,09

Tab.27. Absorpcni kiivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou

A [nm] A
410 0,195
420 0,195
430 0,150
440 0,110
450 0,055

Obr.17. Absorpcni krfivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou

0,250

0,200 A

0,150 A

0,100 A

Absorbance

0,050 A

0,000 T T T T T
400 410 420 430 440 450 460

A [nm]

48




5.1.3.4. Opakovatelnost stanoveni

Tab.28. Podminky pro opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s kyselinou pikrovou
(A=420 nm)

¢ (kyselina pikrova) ¢ (nortriptylin)* Doba trepani pH A [nm]

0,001 mol.I* 0,0005 mol.I* 30 min 6,09 420

*Namé&fené hodnoty absorbance pfi piivodn& zvolené koncentraci 0,0001 mol.I*

byly nizké, proto jsem méfila pti vySsi koncentraci nortriptylinu.

Tab.29. Opakovatelnost stanoven: nortriptylinu s kyselinou pikrovou (=420 nm)

Cislo A
1 0,865
2 0,870
3 0,875
4 0,870
5 0,865
Pramér 0,869
SD 0,003
RSD (%) 0,393

5.1.3.5. Kalibraéni kiivka

Tab.30. Podminky stanoveni kalibracni krivky s kyselinou pikrovou (1= 420 nm)

c (kyselina pikrova) Doba tfepani pH A [nm]

0,001 mol.I"* 30 min 6,09 420

Tab.31. Kalibracni kiivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou (2= 420 nm)

¢ (nortriptylinu) [umol.I"] A
50 0,140
100 0,205
250 0,435
500 0,875
750 1,600*

*Tuto hodnotu absorbance nelze povazovat za spolehlivou vzhledem Kk tvorbé

zakalu v obou vrstvach. Neni proto zahrnuto do kalibra¢ni kiivky.
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Obr.18. Kalibracni krivka pro stanoveni nortriptylinu kyselinou pikrovou (A= 420 nm)
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5.2. DERIVATIZACE NORTRIPTYLINU

Vysledky derivatizace nortriptylinu NBD-CI jsou uvedeny v kapitolach 5.2.1. az
5.2.5.

5.2.1. Vliv pH na absorbanci (A-pH krivka)

Tab.32. Podminky stanoveni A-pH krivky

¢ (nortriptylin) ¢ (NBD-CI) VInova délka Doba tiepani

86 umol.I™ 0,3% 515 nm 30 min

Tab.33. A-pH kiivka pro reakci nortriptylinu s NBD-CI

pH A
7,30 0,053
8,05 0,044
9,04 0,147

10,08 0,126

Obr.19. A-pH krivka pro reakci nortriptylinu s NBD-CI
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5.2.2. Zavislost absorbance na dobé reakce

Tab.34. Podminky stanoveni doby reakce

¢ (nortriptylin) ¢ (NBD-CI) Vinova délka pH
86 umol.I™ 0,3% 515 nm 9,04
Tab.35. Zavislost absorbance na dobé reakce
t [min] A
10 0,018
20 0,071
30 0,143
40 0,136
Obr.20. Zavislost absorbance na dobé reakce
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5.2.3. Absorpéni krivka

Tab.34. Podminky stanoveni absorpcni kiivky

¢ (nortriptylin)

¢ (NBD-CI)

pH

Doba trepani

868 pmol.I™

0,3%

9,04

30 min

Obr.21. Absorpcni kiivka pro reakci nortriptylinu s NBD-CI
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5.2.4. Opakovatelnost stanoveni
Tab.35. Podminky pro opakovatelnost stanoveni
¢ (nortriptylin) c NBD-Cl) Vinova délka pH Doba tiepani
260 ug/ml 0,3% 515 nm 9,04 30 min

Tab.36. Opakovatelnost stanoveni nortriptylinu s NBD-CI

Cislo A
1 0,835
2 0,757
3 0,748
4 0,830
5 0,916
Pramér 0,817
SD 0,061
RSD (%) 7,474
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5.2.5. Kalibracni krivka

Tab.37. Podminky stanoveni kalibracni kiivky

c(NBD-CI) Vinova délka pH Doba tiepani

0,3% 515 nm 9,04 30 min

Tab.38. Kalibracni krivka (konc. rozmezi 8 — 108 umol/l) pro stanoveni nortriptylinu
s NBD-CI

¢ (nortriptylin)[umol.I”] A
8 0,0063
21 0,0308
43 0,0816
65 0,1192
108 0,1928

Obr.22. Kalibracni krivka (Koncentracni rozmezi 8 — 108 wumol/l) pro stanoveni
nortriptylinu s NBD-ClI
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Tab.39. Kalibracni kiivka (koncentracni rozmezi 162-434 umol/l) pro stanoveni
nortriptylinu s NBD-CI

¢ (nortriptylin) [umol.|™] A
162 0,3121
271 0,4405
325 0,4751
380 0,5267
434 0,6202

Obr.23. Kalibracni kiivka (konc. rozmezi 162 — 434 umol/l ) pro stanoveni nortriptylinu
s NBD-ClI
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6. DISKUSE
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6.1. EXTRAKCNI SPEKTROFOTOMETRIE

6.1.1. Vliv pH na absorbanci (A-pH krivka)

Podle kap. 5.1.1.1, 5.1.2.1 a 5.1.3.1., kde jsou uvedeny vysledky sledovani vlivu
pH na absorbanci, lze usoudit, Zze pfi pouziti pufri o rizném pH se méni disociacni
poméry a tim schopnost interakce mezi nortriptylin a ¢inidlem. Z A-pH ktivek (obr.7,
obr.11 a obr.15) vyplyva, ze optimalni pH pro reakci 1é¢iva s oranzi Il a bromfenolovou
modfi je 5,02, zato optimalni hodnota pH pro iontové asociaty s kyselinou pikrovou je
6,09.

Z porovnani vSech tfi A-pH kiivek plyne, ze nejvyraznéj$i maximum se nachézi
na obr. 7 pro stanoveni nortriptylinu s oranzi II. V dalSich dvou piipadech A-pH kiivka
nejprve se zvySujicim se pH jen nevyrazné stoupd a za svym maximem rychle klesa.
Nejvyraznéjsi pokles pii vySSich hodnotich pH byl zaznamendn u A-pH kiivky
bromfenolové modfi pti A = 420 nm. To lze vysvétlit spoluptisobenim dvou faktort:
piedev§im se stoupajicim pH klesa ionizace nortriptylinu. Druhym faktorem je, Ze

postupné dochazi k disociaci bromfenolové modfi na anion se dvéma zapornymi naboji,

vvvv

vvvvv

6.1.2. Stanoveni doby trepani

Pti sledovani vlivu doby tfepani na absorbanci iontového paru (viz kap.5.1.1.2,
5.1.2.2. a 5.1.3.2) jsem zjistila, ze dostate¢na doba tfepani pro reakci nortriptylinu
s bromfenolovou modii a kyselinu pikrovou je 30 min. Pak jiz hodnoty absorbance
Vv téchto piipadech nestoupaji. Pouze u iontového asociatu lé€ivo — oranz II se rlst

absorbance ustalil jiz po 20 min tfepéani.

Velmi zajimavou situaci Ize pozorovat na obr. 8. V tomto ptipadé je absorbance
po 20 minutach nejvyssi, pti delSim tiepani dochazi k jejimu poklesu. Pfitom nejde o
nahodny jev, nebot’ se objevuje 1 v ptipad¢ opakovani pokusu a byl zjistén jiz diive u
jinych dvojic analyt-barvivo (12). Autorovi prace (12), ani nam se vsak nepodafilo tento
jev uspokojivé vysvétlit. Snad by mohl souviset se zménami na fazovém rozhrani

bcéhem tfepani.
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6.1.3. Absorpéni kfivka pro stanoveni nortriptylinu

Absorpcni maxima jednotlivych iontovych asociatli byla zjisténa pti vinové délce
(viz kap. 5.1.1.3, 5.1.2.3. a 5.1.3.3): lé¢ivo — oranz II 480 nm, lé¢ivo — bromfenolova

modf 420 nm, Ié¢ivo — kyselina pikrova 420 nm.

Zde je tteba konstatovat, ze skutenym maximem je pouze 480 nm, vinova délka
absorpéniho maxima pro iontovy par lé€ivo — oranz II. V dalSich dvou ptipadech jde
sice o vlnové délky, pii nichz byly zjiStény nejvyssi hodnoty absorbanci, aniz by ovSem
byly ovéfovany absorbance pii vlnovych délkach nizSich. Tato skutecnost je dana
omezenymi moznostmi piistroje. Pfistroj Spekol, pouzity k méfeni, jehoZz staii je 33 let,

jiz neni schopen spolehlivého méteni absorbanci pod 410 nm.

V pfipad€ stanoveni nortriptylinu s kyselinou pikrovou byly uvodni pokusy
(stanoveni A-pH kiivky a stanoveni optimalni doby tfepani) provedeny pii 410 nm, coz
je vinovéa délka odhadnuta ptivodné jako absorpéni maximum. Odhad byl proveden na
zaklad¢é predchozich zkuSenosti s kyselinou pikrovou vV iontové parové extrakéni
spektrofotometrii (6). Po zmé&feni absorpéni kiivky iontového paru nortriptylin-kyselina
pikrova v chloroformu (viz obr.17) se ukazalo, Ze tento iontovy par absorbuje pii 420
nm stejné. V dalsich pokusech byla pak pouzita vinova délka 420 nm, pii niz byla

ocekavana vétsi spolehlivost piistroje Spekol.

6.1.4. Opakovatelnost stanoveni

6.1.4.1. OranZII

Pii péti méfenich absorbance byla ve zkumavkach pifi primérné hodnoté
absorbance 0,698 nalezena smérodatna odchylka 0,010 a relativni smérodatna odchylka
1, 404 % (viz kap.5.1.1.4.).

6.1.4.2. Bromfenolovd mody

Pfi péti méfenich absorbance byla ve zkumavkach pifi primérné hodnoté
absorbance 0,277 nalezena smérodatna odchylka 0,008 a relativni smérodatna odchylka
2,933 % (viz kap.5.1.2.4.)
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6.1.4.3. Kyselina pikrova

Pfi péti méfenich absorbance byla ve zkumavkach pifi primérmé hodnoté
absorbance 0,869 nalezena smérodatna odchylka 0,003 a relativni smérodatna odchylka
0,393 % (viz kap.5.1.3.4.)

Z téchto vysledkt vyplyva, ze opakovatelnost stanoveni je ve vSech ptipadech
velmi dobrd, opakovatelnost stanoveni s kyselinou pikrovou lze dokonce oznacit za

vybornou.

6.1.5. Kalibracni krivka

6.1.5.1. OranZ Il

Absorbanci jsem méfila pfi vinové délce 480 nm proti slepému pokusu.
Kalibraéni kiivka je linearni do koncentrace cca 1.10 mol.l-1 . Pfisluina regresni
rovnice je A = 0,0025c + 0,1846 a ctverec korela¢niho koeficientu (koeficient
determinace) je R2 = 0,9953 (obr.10).

6.1.5.2. Bromfenolovd modr

Absorbanci jsem méfila pfi vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu
absorpéni kifivky daného iontového asociatu. Kalibraéni kiivka je linearni do
koncentrace cca 5.10™ mol.I™" |, pfi¢emZ béhem méfeni se tvofily zékaly chloroformové
vrstvy, proto jsem s jednou hodnotou absorbance nemohla pocitat. Regresni rovnice ma
Vv tomto piipad¢ tvar A = 0,0035¢ + 0,0723 a ¢tverec korela¢niho koeficientu (koeficient
determinace) je R2 = 0,9899 (obr.14).

6.1.5.3. Kyselina pikrova

Absorbanci jsem méfila pfi vinové délce 420 nm proti slepému pokusu.
Kalibraéni kiivka je linearni do koncentrace cca 5.10” mol.l-1 . Jedna hodnota
absorbance nebyla zahrnuta do kalibrac¢ni kiivky, protoze se b&éhem meéfeni tvofily
zakaly v obou vrstvach. Regresni rovnice je A = 0,0016¢ + 0,0439 a ¢tverec korelacniho

koeficientu (koeficient determinace) nabyva hodnoty R2 = 0,9979 (obr.18).
Vsechny tfi kalibraéni kiivky jsou linedrni v pomérné Sirokém rozsahu
koncentraci. Zdanlivé molarni absorp¢ni koeficienty jsou dostatecné vysoké, zvlasté u

iontového paru nortriptylin-bromfenolova modf, kdy tento koeficient dosahuje ptiblizné

dvojnéasobku v porovnani s hodnotou pro iontovy par nortriptylin-kyselina pikrova. To
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neni nikterak pfekvapujici zdvér, nebot relativné nizké hodnoty molarnich absorpcnich
koeficienti iontovych part s pikratovym aniontem jsou znamou slabinou pii pouziti

kyseliny pikrové v roli iontove parového Cinidla v extrakéni spektrofotometrii (13).

U analytickych rovnic kalibrac¢nich kiivek (piesnéji piimek) si zaslouzi pozornost
pomérné vysoké hodnoty absolutnich ¢lenti. To je mozné interpretovat tak, ze kalibraéni
ktivky jsou linedrni v rozsazich koncentraci nortriptylinu, které byly experimentalné
ovéfeny, avSak pfi koncentracich nizSich jiz neni mozné linearni pribéh kalibracnich
piimek automaticky ptedpokladat. V pfipadé¢ potifeby bude nutné pii konkrétnich
stanovenich u nizkych koncentraci linearitu kalibra¢ni kiivky ovéfovat, poptipadé

stanovit mez, po kterou je kalibra¢ni piimka linearni.
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6.2. DERIVATIZACE NORTRIPTYLINU

Z A-pH kiivky pro stanoveni reakce nortriptylinu s NBD-CI (obr.19) je patrné, Ze
optimalni pH reakce je 9,06. Podle kap.5.2.2., kde jsou uvedeny vysledky sledovani
zavislosti absorbance na dobé¢ reakce, lze usoudit, ze pro reakci postaci 30 min.
Absorpéni maximum iontového asocidtu 1é¢ivo — NBD-CI bylo zjisténo pii 515 nm
(obr.21). Pfi primérné hodnoté absorbance 0,817 (5 méieni) byla nalezena smérodatna
odchylka 0,061 a relativni smérodatna odchylka 7,474 % (tab.36). Kalibra¢ni kiivka
byla méfena do cca 434 pumol.l-1. Ukazalo se, ze tento cely koncentracni rozsah je
vhodné rozdélit na dvé kalibracni kiivky s linearnim pribéhem. Na zakladé této
skutecnosti se lze domnivat, Ze prubéh reakce, vyjadieny jeji stechiometrii, zavisi na
molarnim poméru analyt-Cinidlo. Pfitom lepsi linearity dosahuje kalibra¢ni kiivka
v rozmezi 8 — 108 pumol.lI-1. Z toho lze soudit, Ze nad koncentraci nortriptylinu 108
pumol.l-1za¢ina dochazet ke zméné reakéniho mechanismu a tato oblast jiz neni vhodna

k ucelim kvantitativni analyzy.

Pouziti NBD-CI jako derivatiza¢niho ¢inidla pro primarni a sekundarni aminy je
Vv literatuie popisovano ke zvyseni citlivosti stanoveni v UV-VIS oblasti nebo k ziskani
fluoreskujiciho produktu. Derivatizaci nortriptylinu jako vnitiniho standardu timto
¢inidlem pii fluorimetrické detekci amlodipinu popisuje literatura (14). Derivatizaéni
reakci amlodipinu NBD-CI1 se snazil podle (14) reprodukovat Vraga (15), ktery zjistil
zéasadni nedostatky v popisovaném postupu, a musel tento postup modifikovat. Podobné
se Vv této diplomové praci nepodafilo postupem podle (14) nalézt fluoreskujici derivat.
To lze patrné vysvétlit sterickymi divody. Nortriptylin je sekundarni amin. Methylova
skupina na dusiku aminoskupiny je volné otaciva a s ohledem na svou velikost mliZze
zabrafiovat NBD-CI v pfistupu k reakénimu mistu zvlasté, je-li reakce provadéna za
vysSi teploty. Snizeni reak¢ni teploty by ovSem vedlo podle Arrheniovy rovnice
K netnosnému vzristu reakéni doby nebo vyraznému poklesu citlivosti. Z mych i

vvvvvv

obezfetné.

Pti zkoumani pficin selhani zkoumané reakce byla uvazovana také alternativa, Ze
derivat nortriptylinu S NBD-Cl vznikne, ale sdm zhasi fluorescenci diky znacnym

moznostem rotace vzniklé molekuly jako celku i rotaci fluoroforu. Tato alternativa se
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vsak jevi jako malo pravdépodobna, nebot’ v piipad¢ jeji platnosti by se musel obdobny

jev uplatnit u fluoreskujiciho derivatu lisinoprilu podle (3).

62



7. ZAVER
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V praci jsou testovany tfi latky v roli protiiontli pfi iontové parové extrakeni
spektrofotometrii nortriptylinu a jedno derivatiza¢ni ¢inidlo pro UV-VIS absorp¢ni

spektrofotometrii.

V zésad¢ je mozné konstatovat, Ze vSechny testované postupy piinesly poznatky
vyuzitelné ke stanoveni nortriptylinu v redlnych vzorcich. Pii volbé konkrétniho
barevného protiiontu pifi iontov€é parové extrakéni spektrofotometrii je vyhodou
bromfenolové modii vysoky zdanlivy molarni absorp¢ni koeficient, proto je mozné
bromfenolovou modf doporucit pro stanovovani nizsich koncentraci nortriptylinu. Pfi
vyvoji metodiky stanoveni s timto barvivem je ovSem mit neustadle na paméti moznost
tvorby aniontl se dvéma naboji v zavislosti na podminkach stanoveni a na vlastnostech
matrice vzorku. Extrakéné spektrofotometrické stanoveni nortriptylinu s oranzi II je
podle vysledkt této diplomové prace rovnéz mozné. Pouziti kyseliny pikrové k tomuto
ucelu lze také doporudit. Jedinou nevyhodou tohoto ¢inidla je relativné nizky zdanlivy
molarni absorpéni koeficient prislusného iontového paru. Tato nevyhoda by ovSem byla
pii konkrétnich stanovenich patrn¢ kompenzovana linedrnim pribéhem kalibracni
kiivky do velmi nizkych koncentraci. Tento fakt a vynikajici opakovatelnost stanoveni

kyselinu pikrovou mirné€ favorizuji oproti ptedchozim dvéma ¢inidlam.

Derivatizace nortriptylinu s NBD-CI je experimentalné naro¢néjsi a pracnéjsi
V porovnani s extrakéni spektrofotometrii. Nejvétsi vyhodou tohoto postupu oproti
extrakéni spektrofotometrii je dosaZeni vysoké citlivosti stanoveni. Na druhou stranu

byla u tohoto stanoveni zjisténa vyrazné horsi opakovatelnost.

Celkové lze fici, Ze iontové parova extrakéni spektrofotometrie poskytuje
spolehlivé vysledky stanoveni nortriptylinu na vy$Sich hladinach koncentraci a je ji
mozné pouzit napfiklad ke stanoveni obsahu nortriptylinu Vv 1écivych pfipravcich.
Metoda derivatizace nortriptylinu s NBD-C1 se uplatni tam, kde je nutné stanovovat
niz§i koncentrace. Oba zminéné postupy jsou pouzitelné i1 pii analyze slozit€jSich

vzorki, nebot’ jde o postupy do jist¢ miry selektivni. V ptipad¢ analyz konkrétnich

vzorkd bude ovSem tieba selektivitu stanoveni ovérit a stanovit meze detekce.
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9. SEZNAM ZKRATEK
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BR pufr
GABA
NBD-CI
RSD

SD

TCA

Brittoniiv-Robinsontv pufr

kyselina y-aminomaselna
7-chlor-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol
relativni smérodatna odchylka
smerodatna odchylka

tricyklicka antidepresiva
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