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(54) Zp&eob stanoveni chlorothepinu a derivatd

Vynilez se tyka zplizobu stanoveni
chlorothepiru a derivatd, tj. neuroleptik
dibenzo/b,f/thiepinové Fady. VyuZ?ivd se
fluorescendni reakce v ultrafialovém svét-
le, kterou poskytuje vzorek zkoumané latky
po reakci se ziredénou kyselirou sirovou
pfi teplot& okolo 100 °c. Zpisob je pouii-
telny pro stanoveni v substarci, v léko-
v§ch formich a v biologickém materialu,
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Vynélez se tyka zplisobu stamoveni chlerothepinm a derivdtid, v subhstanci, v meziproduk-
tech vyroby, v lékovfch formidch a v biologickém materialu.

Pod otnalenim"chlorothepin - a derivaty” se v rémci vyndlezu foiuméji psychoterapeutika
/neuroleptika/ s dibenzo(b,f) thiepinovym skeletem, zejména é-chlor-lo-(l-methyl—piperazind
-10,11-dihydrodibenzo(b,f) thiepin /chlotethepin/, 2-chlor-10-/4~(2-hydroxyethyl) piperazi-
nb/io,ll-dihydrodibenzo (b,f) thiepin/dochioxythepin/,’3-rluor-S-isoprOpyl-lo-/—4-(2-hydroxy~
ethyl) piperazinoe/-10,11-dihydrodibenzo(b,f)-thiepin /isofloxythepin/ a jejich metabolity,
ze jména S-oxidy.

Jednoduché, citliva a specifickd metoda stanovenf chlorothepinu a derivatd rebyla dosud
znédma., Pritom je napfiklad pro iuspisnen a dtelnou terapii uvedenymi psychofarmaky velice Za-
douc{, aby byl znéam éasbvﬁ pribéh jejich vyludovanf do krve., aby tak mo'1lo bft stanoveno
6ptim61ni d4avkovani. RovndZ je potiebny rychly a-citlivy kvnlitafivnf test pro chlorothiepin
a derivaty v biologickém materialu, napfiklad pfi podezfeni z primyslové etravy a jinych
otrav u lidf pfichdzejicich do styku pfi vy;obé i jinde s témito hiolesicky velmi Géinnymi
latkami, Tato potFfebni stanoveni nemohla byt dosud provddéna, neboiwnohyla k dispozici vihod-
né metoda.

- Tyto nedostatky v analytice v§znamné skupiny lé&iv se podafilo edstranit zplsohem sta—v
noveni chlorothepinu a derivatd podle vyndlezu. Tento zphsob vychdzi ze zjistdni, Ze chloro-
thepin a derivaty poskytuji pe zahfat{ s kyselinou sirovou, popiipad® i ‘chloristoun, pfi oza-
fenf ultrafialovym sv&tlem interzivni Zlutoeran’ovou fluerescenci, kterd ‘je fasové stidld a
jeji? maximum emise leZi pfi vinové délce 555 5 m pfi maximu excitace u 383 Iy nm; In-
tenzita fluorescence chlorothepinu a derivatd gje pri stanoveni zpisehem podle vyndlezu zdvis-
14 na koncentraci kyseliny, na doh& a na teploté zahffvani,

Podstata zpisobu podle vynélezu spotfva tedy v tom, Ze se nejprve roztok zkoumzné latky
v kyselind sirové o hmotnostnf koncentraci 60 a% 75 %, ve smdsi s vodou v objemovém poméru
49:1, zahfiva na teplotu 90 aZ 110 °C, 9 vyhodou na teplotu vrouci vedni lazné, po dobu 15
az 30 min,‘naéei se oz&Penim ultrafialovym svétlem vyvola‘ilutooraniové fluorescence o maxi-
mu excitace pfi 383.2 5 nm a o maximu emise pfi 555 s nm, jejiZ intenzita <se m*#{ a hedpno-
ti, napfiklad srovnanim s kalibraénf kfivkou.

Jsou-1i ve vzorku zkoumané latky prftomné S-oxidy, je vhodné odstranit je pfed vyvela-
nim fluorescence redukc{, s vfirodou zinkovym prachem. v

Je zFejmé, %e principu zpfisohu stanoveni podle vynalezu lze vyuZit také pro kvalitativ-
ni prikaz /test totoZnosti/ chlorethepinu a devivatii. Mez postiehu je v tomto pfipadd u chlo-
rothepinu 50 ng v 1 ml /pfi excitaci se rtutovou vybo jkou s filtrem o 360 nm/. ‘

: ﬁodifikoyaného zpisobu stanoven{ pqqle vynalezu 1lze pou?fit pro detekci dhlornthepinu

a derivatd pe jejich chrematograficikém oddéleni na tenké vrstvé silikagelu tak, Ze <e des-
" ka po ukondenf vyvijeni a vysu$eni postFikd rozprafovatem s kyselinon sirovou o korcentraci

s vyhedou 5 a 10 % obj. a poneché =e v su3érné 5'aZ 15 min pii zv§Sené teslotd, s vyhodou
/pfi 100 °c. Chlorothepin a derivaty se pod ultrafialovym svétlem o 366 nm projevi intenzivni

%luteoranieveu fluerescencf ostfe kontrastujici na modrém podklad® desky. Tato modi?ikake
< je citlivéjii neZ fluerimetrické stanoveni uvedenych latek v reztoku a pouhym okem lez po-

-stfenneut Ji# 2 ng chlerothepinu.
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Popeaného zpﬁéobu detekce lze pokiit také pri kvantitativnim denzintometrickém <tanoven{
chlorothepinu a derivitd po jejich rozd&leni na tenké vrstvé silikagelu.

S-oxidy chlorothepinu a derivatd fluorescenénf reakcd nejevi, Tato nevyhoda se d4 snad-
no odstranit jejich redukci narpivo''nf latky. Jako redukinf 8inidlo se oavid&il zinkovy
_prach, ptidany v mnoZatvi 25 a% 50 mg na 5 ml roztoku vzorku v kyseliné <frové pted provede.
nim fluorescenén{ reakc?. i'ted mdFfenim fluorescence je viak nutno rozt-k vy&ifit odnt?éd%nim;

Pro vyvolanf fluorescerinf reakce u S-oxidil chlorothepina a derivatd po rozd®lerf na
tenké vrstvé, se pF?dé k deteké&nimu éinidlu, tj. 5 a% 10 % kyselin® sirové, pfed postiikem
redukéni &inidlo, s vyhodeu jodid draseln§, v koncentraci 300 mg na 100 ml kyeeliny. V dal-
3fm se detekce provede wtejné jako u chlorothepinu a derivati,

rrovedenfm fluorescenéni reakce bez pridinf a s pfidanim redukénfho &inddla je mo’no
snadno vedle <ebe stanovit cthrothepin a deriviaty a jejich S-oxidy /v roztoku a: do pomiru
asi 10:1/. Jak jc znémo, jsou S-oxidy “1lavnimi mectahbolity neurnleptik « dibenzo (b,f) thie-
pinovim skeletem. S pou’itim fluorescendnf reakce < pfidavkem redukinfho &inidla lze tedy v
hiologickém materidlu starovit souhrn viech zniamych metabolitd zmindného typu, 3imZ se zvy-
$1 citlivost pii analyze hiologi(kého materialu.

Vyjimku p¥i fluorescendnf{ reakcf vyuZité pfi z)"sobu stanoveni podle vynéleiu tvorf
neurolcptikum oxyprothepin, tj. S-rethylthio-ln-/-4-(3-hydroxypropyl)piperazino/=10,11-4i-
hydrotihenzo (b,f)thiepin, obeahujfei{ v poloze ﬁ-methylthioQkupinu. ktera fluorescerdni re-

8, Ss-dioxid a oxyprothe-

akeci rusi. Potencidlni metaholity oxyprothepinu, tj. oxyprothepin-S
pin-s.ss. Ss-trioxid viak lluerescerinf reakci poekytuif., Stanoven{f podle vynilezu rudf ta-
ké pTitomrost lenolické <kupiny ma kterémkoliv z jader dibenzo/h,f/t"1iepinového <keletu.
Podrobhroati zpﬁa;hu stanoveni cialorothepinu a derivatd podle vyrdlezu jsou patrné z
nicletujfefch pfikladd provedeni, které tento zpiisoh poure iluetrujf, Jle ni jak neomezujf.
Pfiklad 1 .
Prikaz totoZnosti c:lorothepinu v suhstanci /v tahletové hmotd/
Suspenze 5 mg vzorku substance chlorothepinu, popiipad® mnoistvi tahletové hmoty odpovida-
jicti 5 mg chlorothepinu ve 25 ml 0,1 N kyseliry efrové se m'chéd 10 min a zfiltruje se, 0,1
ml filtréitu <e zahffvd ve zkumavce na vronci vodn{ lizni se 1,9 ml kyseliny sfrové o 32°=
=1,60. PFitomnost dihenzo/b,f/thiepinového skeletu chlornthejyinu prokazuje intenzivni Zluto-
orantovd fluorescence pii ozifenf zkumavky ultrafinlovym avétlem o vinové “élce 366 nm,
P*{klad 2
Stanoven{ chlorothepinu v tabletach o obsahu 5 mg
Do 100 ml odmdrky se pfevede navd’ika rozetfené !moty odpovidajici dvéma tadbletdm, odmirka se
dopln{ 0,1 N kyselinou sfrovou po rysku, suspenze se mfchd 15 min a poté se filtruje. 10,0
ml filtratu se dopln{ na 100 ml 0,1 N kyselinou sirovou. 0,5 ml tohoto roztoku e doplnf na
25 ml kyselinou sirovou o 32°= 1,60 a 5§ ml této smési we za"f{va ve zkumavce na vrouci{ vodni
l4zpr{ po dobu 3C mian. Po ochlazenf na teplotu ﬁiqthosti se v 1 cm kyvetd registruje fluores-
cenéni kfivka na spektrofluorimetru v rozmezi excitace od 300 do 400 nm pfi vinové délce emi~
se 555 nm /citlivost 100, S$ffe obou $térbin 20 nm/. Ohsah chlorothepinu ve vzorku <e hodrotf

metodou zdkladni linie na zdklad® fluorescence standardnfho roztoku, ktory se pripravi do-
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plndnim emdsi 0,5 m1 0,1 N kyeeliny <frové s 5 /U8 calorothepinu na 25 ml kyselinou siro-

vou o 120 = 1,60 a za1Fivénim 5 ml této smdsi 30 min na vroued lazni vodni. Obsah chloro-
thepinu /x/ se vypotitd ze vzorce :
I . P .10
vz
x = , /mg chlorothepinu v 1 tabletd/
Ist . N ) '

wde lvz a Ie_t jsou nandfené irterzity fluorescerce vzorku a standardu, P je primérnad hmot-
nost jedné tablety v mg a N je navdika tabletové hmoty v mg. Chyba metody je = 3 % Qisledku.
Pfiklad 3
Stanoven{ souhrnu chlorothepinu a jeho metabolitd s diberzo(b,f) thiepinovym skeletem v krvi
nebo séru
K 1 ml krve /séra/ v ticpacf hance se pitidajf 4 ml vody, 0,1 ml konc.&pavkové vody a 10 ml
heptanu a <mds se tfepe 5 min. Po vydifenf <e 7,5 ml oddZlené heptanové vrstvy tfepe 5 min
se 3,75 ml smési 0,5 ml vody doplniné na 25 ml kysdinou sirovou o nao = 1,60 a po vy&ifeni
se odd&lena faze kyseliny sirové zahfiva ve zkumavce 30 min na vrouci vodni lazni s pfidav-
kem 25 ai 50 mg zinkového prachu. Obsah zkumavky se oblas promichd. Po skonieni reakce se
zkumavka ochiladi na teplotu mistnosti, roztok se vydiff odstfedénim (5 min pfi 1045/ a na
spektrofluorimetru se revistruje excita&ni fluorescenini kifivka od 300 do 450 nm pii‘kons-
tantni vinové délce emise u 535 nm, pifi maximalni citlivosti pFistroje a pfi rychlostech
registrace 20 mm/min na zapisovali a 240 nm/min na monochromitoru. Vysledek se hodnoti me-
todou zakladnf{ linie podle kalibradni kfivky sestrojené s roztoky obsahujficimi 50, 100, 250
a 500 ng chlorothepiru v 0,1 ml 0,1 N kyseliny sfrové s piffdavky po 1,9 ml kyseliny sirové.
o g?o = 1,60 » 25 a 50 mg zinkového prachu a po 30 min zahfivan{ na vrouci vodni lazni.
Souhrn obsahu chlorothepinu a jeho metabolit® s dibenzo /b,£/ thiepinovym skeletem se
vy jddfi v hodnoté koncentrace‘chlnrothepinu v 1 ml krve /séra/.

Vynechd-1li se v tomto postupu redukce zinkevym prachem, stanovi se pouze obsah chloro-

thepinu vietnd jeho metabolitd ﬁeobsahujfc{ch S~oxitovou skupinu.
PREDMET VYNILEZU

1.Zpseh stanoven{i chlorothepinu a derivAtld v substanci v meziproéuktech vyroby, v lékovych

" forméach a biolozickém materidlu, vyznalujfci se tim, Ze <e nejprve roztok vzorku zkoumané
1atky v kyselind sirové o hmotnostri Koncentraci 60 a% 75 %, ve emésf ¢ vodou v objemovém
poméru 19:1, zah#iva na teplotu 90 a 110 %C, s vyhodou na teplotu vrouci vodni lazn3, po
dobu 15 a’? 30 min, nade% <e oz .Fenim ultrafialovym svitlem vyvoli ZlutooranZiovd fluores-
cence o maximu excitace pfi 383 - 5 nm a o maximu emise pFi 555-5 nm, jecjiZ intenzita se
méf{f a hodnot{, napfiklad srovnanim s kalibradni kfivkou,

2,Zptisob podle bodu I, vyznadujici se tim, Ze se ve vzorku zkoumané latky pfitomné S-oxidy

pfed vyvolanim fluorescence redukuji, s vyhodou zinkovym prachem,
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