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Abstrakt

Byly vypracovany voltametrické metody pro stanoveni diazepamu (DZ). Ke stanoveni této latky
na meniskem modifikované stiibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE) byly pouzity techniky
diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a DC voltametrie (DCV). Byl sledovan vliv pH prostiedi smési
Brittonova-Robinsonova (BR) pufru a methanolu (9:1) a dale v 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1) na
intenzitu signalu DZ. Jako optimalni prostfedi pro stanoveni DZ byla zvolena smés 0,1 mol.I* NaOH a
methanolu (9:1). Vyvinuté metody byly pouzity ke stanoveni DZ ve vzorku lé¢iva Diazepam
Slovakofarma 2 mg.
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Uvod

Diazepam (DZ) se primyslové vyrabi jako 1é¢ivo. Prodava se pod rtiznymi obchodnimi
nazvy jako Apaurin, Seduxen, Stesolid, Diazepam Desitin [1]. V Iékaistvi se DZ vyuziva pro
své antikonvulzivni a anxiolytické ucinky [2]. Léciva s antikonvulzivnim uc¢inkem se podavaji
pacientiim k zabranéni vzniku kie¢i. U pacientil s depresemi se podavaji anxiolytika, které
snizuji tizkost a strach [3]. Benzodiazepiny (BDZ) se podavaji oralné nebo injekéné. Vazou se
na proteiny v plazmé a snadno se rozpoustéji Vv tucich. Thned po vstupu do téla se lehce
distribuuji do vSech tkani [4]. BDZ jsou eliminovany prostfednictvim metabolismu jater [5].
DZ je pomoci demethylace pifeménén na nordiazepam (NDZ), ktery se nasledné hydroxyluje
na oxazepam. Oxazepam je vylouCen ztéla ven v moci [5,6]. Snadna elektrochemicka
redukovatelnost dvojné vazby v BDZ nam umozZiuje pouzit elektroanalytické metody typu
DPV a DC voltametrie [6]. V soucasnosti se pro stanoveni elektrochemicky redukovatelnych
analytli pouZivaji pevné elektrody na bazi tuhych amalgami. To zejména proto, Ze vysoka
toxicita par rtuti vedla k omezeni vyuZivani u rtutovych elektrod. Mezi vyhody pouZiti
pevnych elektrod na bazi amalgamu patii jejich netoxicita, robustnost a snadna obsluha [7].

Material a metody

K voltametrickému méfeni byla pouzita sestava Eco-Tribo Polarograf se softwarem
PolarPro verze 5.1 Pro, firma Polaro-Sensors, Praha, CR. Tento software pracoval na
operacnim systému Windows XP. K voltametrickému méfeni byl pouzit ttielektrodovy
systém, tvofeny referentni argentchloridovou elektrodou (3 mol.I* KCI) typu RAE 113,
pomocnou platinovou elektrodou - plisek typu PPE (Monokrystal, Turnov) a jako pracovni
elektroda byla pouzita m-AgSAE (¢. 04-2010-05 o pruméru 0,5 mm, vyrobena firmou Polaro-
Sensors). Tento typ pracovni elektrody byl vyvinut v laboratoii UFCH JH AV. Pro ziskani
opakovatelnych signalt byly s elektrodou provadény tyto tii zékladni ptedupravné kroky:
amalgamace, elektrochemicka aktivace a regenerace.

Koncentrace zasobniho roztoku DZ (Sigma-Aldrich, D0899) byla 1.10° mol.I™.
Zasobni roztok DZ byl uskladnén v chladu a temnu. Kyselina fosfore¢na 85%, kyselina
borita, octovou kyselinu 98%, hydroxid sodny, methanol, chlorid draselny (vSe v Cistoté p.a.,



Lachema Brno). K pripravé deionizované vody byl pouzit systém (Milipore-Q plus systém,
Millipore, USA). Brittonovy-Robinsonovy pufry o daném pH byly pfipraveny smichanim
zésadité slozky 0,2 mol.I"" NaOH a kyselé slozky obsahujici kyselinu fosfore¢nou, kyselinu
boritou a octovou kyselinu, kazda o koncentraci 0,04 mol.I"%.

Vysledky a diskuze

Ke zjisténi zavislosti intenzity signalu DZ (¢ = 1.10™ mol.I"™") na velikosti pH smési BR
pufru a methanolu (9:1) v rozmezi pH hodnot 2 — 12 byly pouzity techniky DC a DP
voltametrie. Vysledky téchto méfeni jsou zobrazeny na Obr. 1 a Obr. 2. Jako optimalni
prostiedi z rozmezi hodnot pH 2 — 12 bylo nejprve vybrano prostfedi BR pufru o pH o
hodnoté 12. Nasledn¢ bylo porovnano prostfedi BR pufru a methanolu (9:1) o hodnoté pH 12
s roztoky NaOH (o koncentracich 0,1 mol.I™* a 0,01 mol.I") a methanolu (9:1), pro které jsou
voltamogramy zobrazeny na Obr. 3. Jako nové optimalni prostfedi pro analyzu DZ bylo
zvoleno prostredi v 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1), kde signal DZ poskytoval nejvyssi
intenzitu. Mez stanovitelnosti technikou DPV byla stanovena na 1.10°® mol.I". Vzorek lé&iva
Diazepam (Slovakofarma, Slovensko, obsah 2 mg DZ v tablet€) byl stanoven citlivéjsi
technikou (DPV). Koncentrace DZ v lé&ivu byla 6,26.10 mol.I, coz odpovidalo 89 %
vytéznosti. Na Obr. 4 jsou zobrazeny DP voltamogramy pro metodu standardniho ptidavku
pii analyze 1é¢iva. Niz$i vytéznost mohla byt zptisobena adsorbovanymi latkami na povrchu
elektrody.
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Obriazek 1. DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I™") m&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému
pH roztoku.
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Obrizek 2. DC voltamogramy DZ (¢ = 1.10™ mol.I™) méteny technikou DCV na m-AgSAE
Vv prostiedi smési BR pufru a methanolu (9:1). Cisla nad voltamogramy odpovidaji danému
pH roztoku.
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Obrazek 3. DP voltamogramy DZ (¢ = 1.10™* mol.I™") m&feny technikou DPV na m-AgSAE
v prostiedi BR pufru a methanolu (9:1) o pH 12 (1); 0,01 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1)
(2); 0,1 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1) (3).

-150

I, (nA)

-100

50+

-1000 -1200 -1400
E, mV

Obrazek 4. DP voltamogramy DZ méteny technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi
0,1 mol.I'* NaOH a methanolu (9:1). VVzorek (1.10 ) byl stanoven pomoci metody
standardniho pfidavku v 0,1 mol.I"* NaOH a methanolu (9:1), velikost ptidavku 0 pl (0);
vzorek (1); 100 ul (2); 200 pl (3) DZ (c = 1.10° mol.I""). Celkovy objem byl 10.10° 1.



Zavér

Byly vypracovany metody stanoveni DZ. Optimalnim prostfedim pro stanoveni DZ byla
smé&s 0,1 mol.I" NaOH a methanolu (9:1). Koncentrace DZ byla stanovena pomoci metody
standardniho piidavku a techniky DPV. DPV je vhodna metoda ke stanoveni DZ, protoze se
tato latka snadno redukuje na m-AgSAE, je rychla a levna oproti separa¢nim ¢i optickym
metodam.
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Abstract

Voltammetric methods for the determination of diazepam (DZ) were developed. Techniques
differential pulse voltammetry (DPV) and DC voltammetry was used for the determination of both
substances at meniscus modified silver solid amalgam electrode (m-AgSAE). The effect of pH on the
intensity of signal DZ in media of mixture of Britton-Robinson buffer and methanol (9:1) and 0.1
mol.I" NaOH and methanol (9:1) was studied. The optimal medium for determination of DZ was
mixture of 0.1 mol.I" NaOH and methanol (9:1). The developed methods were used for the
determination of DZ in the drug sample Diazepam Slovakofarma 2 mg.



