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Uvod

V fijnu roku 2002 cecensti separatisté obsadili diva-
dlo Dubrovka v Moskvé. Ruské jednotky zvlastniho urceni
pouzily pfi zachranné akci ke zneschopnéni uto¢nikid psy-
choaktivni plyn, jehoZ identitu tehdejsi vlada tajila'?.
Z divodu neinformovanosti o pouzité latce zemfelo na
nasledky jejiho pisobeni ptes sto rukojmich vcetné nekoli-
ka utoCnik predev§im proto, ze zdravotnicky personal
nebyl dostate¢né rychle schopen pouzit adekvatni anti-
dotum. Neautorizované zdroje kratce po incidentu uvadély
pravdépodobné pouziti latek 3-ethylfentanyl, carfentanil

fentanyl

Ny o OT

remifentanil
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nebo alfentanil®*. AZ po nékolika letech byly publikovany
analyzy vzorkd moci a obleceni provedené v laboratofich
v Porton Down dokazujici, ze v Moskvé byly pouzity deri-
vaty fentanylu — carfentanil a remifentanil’.

Fentanyl patii mezi velmi uc¢inné agonisticky ptisobici
opioidy anilidopiperidinového typu. Latka N-fenyl-N-
-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-yl]propanamid byla poprvé
syntetizovana belgickym chemikem Janssenem v roce
1960 jako nitrozilni anestetikum sniazvem Sublimaze.
O nékolik let pozdéji uz byl vyuzivan v celosvétovém me-
fitku®. Jako opioidni analgetikum vykazuje az 80x vyssi
ginky nez morfin’ a je pro sviij rychly nastup a relativng
rychlé odeznéni Gc¢inku pouZivan k neuroleptanalgezii pfi
kratsich vykonech®. Fentanyl jako latka agonisticky piso-
bici na nervové receptory CNS je obvykle aplikovan néko-
lika zplisoby, a to intravendzné ¢i sublingualné, ve formé
transdermalni naplasti (Durogesic) nebo nosniho spreje’'”.
Alfentanil znamy pod obchodnim nazvem Alfenta® a Ra-
pifen je silné efektni analgetikum; derivat fentanylu
s podobnymi ucinky, rychlym néastupem a krat§im trvanim
délky u¢inku®''. Je vyuzivan piedeviim k neuro-
leptanalgezii v ambulantni  chirurgii. 'V porovnani
s fentanylem vykazuje pfiznivéjSi farmakokinetické vlast-
nosti'?. Remifentanil je vyuZivan jako rychle a kratkodobg
pusobici analgetikum podavané jako doplnek k anestezii
ve form¢ hydrochloridu remifentanilu. V krvi je pomérné
rychle inaktivovdn esterasami na neaktivni metabolity.
Latka je uzivana ke kratkodobé analgezii pii ambulantnich
vykonech, naopak nulové vyuziti ma v Iécbé chronické
bolesti'*'*. Sufentanil je bily nebo téméf bily prasek neroz-
pustny ve vodé, snadno rozpustny v methanolu a ethanolu
(96%)". Je znamy pod znackou Sufenta® a Sufenta Forte,
& R 3073 (cit.'®). Je pouzivan pii epiduralni a kombino-
vané celkové anestezii. Ma az 10x vétsi analgeticky ucinek
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Obr. 1. Struktura analytii: fentanylu, remifentanilu, alfentanilu, sufentanilu
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Obr. 2. Strukturni vzorec ¢inidla kroceinova oranz

nez fentanyl a je mimofadné dobfe rozpustny v tucich,
coz umoziuje rychlou penetraci do CNS. Délka trvani jeho
éinku je pfiblizné 10-25 min (cit.'”). Nezadoucim dopro-
vodnym jevem jeho G¢inku je nauzea a tachykardie.

Studované analyty obsahujici ve své molekule amino-
skupinu vytvafeji s vhodnymi barevnymi Cinidly iontové
asociaty, které jsou extrahovany rozpoustédly nemisitelny-
mi s vodou. Jako reak¢ni €inidla byla k extrakéné spektro-
fotometrickému stanoveni analyti pouzita kysela dusikata
barviva'® kroceinova oranZ a amidoderii (obr.2 a 3) ze
skupiny azolatek, které maji v dusledku m-delokalizace
elektronti ve dvojnych vazbach intenzivni zabarveni, pfi-
¢emz jejich vlastnosti vyrazné ovliviiuje charakter a polo-
ha substituenti'”.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Fentanyl dihydrogen citrat, CAS 990-73-8, injekéni
forma fy Torrex Pharma Ltd, Praha, CZ, 1 ml roztoku ob-
sahuje 50 pg fentanylu.

Rapifen, Alfentanili hydrochloridum, CAS 70879-28-6,
Janssen-Cilag s.r.o., Praha, CR, pro i. v. podani, 0,544 mg
v 1 ml odpovida 50 pg alfentanilu.

Remifentanil hydrochloride, CAS 132539-07-2, 1éko-
va injek¢éni forma Ultiva TM, Glaxo Group Ltd. Green-
ford, Middlesex, UK, 2 mg remifentanilu v jedné ampuli.

Sufentanili dihydrogenocitras, CAS 60561-17-3,
Torrex Pharma s.r.o., Praha, CR, proi. v. podani; 75 ug
sufentanili dihydrogenocitras odpovida 50 pg sufenta-
nilum v 1 ml.

Z $iroké palety riznych barviv?’ byla pro stanoveni
vybranych opiatl vybrana ¢inidla:

Kroceinova oranz — CAS 1934-20-9, (C,¢H;1N;NaO,S),
Mw = 350,324

Amidocern — CAS 1064-48-8, (C22H|4N60982N32), MW =
616,49

Vsechny ostatni chemikalie byly pouzity v Cistoté p. a.,
vyrobce Sigma-Aldrich.
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Obr. 3. Strukturni vzorec ¢inidla amido¢eri

Ptistroje

K méfeni byl pouzit dvoupaprskovy UV/VIS spektro-
fotometr Unicam-Helios o. Unicam Instruments, Ca-
mbridge, UK.), sklenéna kyveta, typ 6030, opticka délka
10 mm (HELLMA GmbH & Co, Némecko).

Kontrola tlumivych roztok byla provadéna na pH
metru Hanna 213 s elektrodou typu HI 1131 B (Hanna
Instruments GmbH, Némecko).

Vzhledem k nizké koncentraci pouzitych injek¢énich
roztokl byly vzorky lyofilizovany za pouziti lyofilizatoru
Hetosicc Freeze Dryer FD 3, Heto-Holten A/S, Gydevang
17-19, DK — 3450 Allerdd, Dansko.

Pracovni postup

Do zkumavky bylo pipetovano 2,8 ml pufru o pH
v rozmezi 1,1-6, pfidano 0,1 ml vodného roztoku barviva
a 0,1 ml fentanylu o koncentraci 1-10~ mol I"". Po ptidani
3 ml chloroformu byl roztok extrahovan tfepanim zkuma-
vek po dobu 2 min. Nasledné byla odsata vodna vrstva
a méfena spektra iontovych asociatll v organické fazi proti
¢istému chloroformu. Z naméteného spektra byla nasledné
odectena nejvyssi hodnota absorbance oznacena jako Ay
(cit.21’22). Zméfené hodnoty maximalnich absorbanci
vzniklych iontovych asociati Cinily 485 nm pro krocei-
novou oranz a 626 nm pro amidocerm.

Pro zjisténi zavislosti absorbance na hodnotach pH
tlumivych roztokid bylo pipetovéano 2,8 ml tlumivého roz-
toku o pH 1,1-6 po 0,5 jednotkach pH. Pti dodrzeni vyse
uvedeného postupu pak byla zméfena absorbance chloro-
formového extraktu iontového asociatu pii vinové délce
Amax- Ze ziskanych vysledkd byl nasledné vybran tlumivy
roztok o optimalnim pH, tzn. takovém, pii jehoZ pouziti
byly naméfeny nejvySsi hodnoty absorbanci vzorku
proveden s roztoky analytti o koncentracich 1-10° mol I,

Ke zjisténi optimalni koncentrace barviva byl do zku-
mavky pipetovan vodny roztok barviva o koncentraci
v rozmezi 1-10%-1-107 mol 1" s krokem 0,1-10~> mol I"!
a doplnén vodou na objem 3 ml. Nasledn€¢ byla zméfena
chloroformova faze pii An.x pro jednotliva konkrétni barvi-
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Obr. 4. Zavislost absorbance <¢inidel na vilnové délce
v organickém rozpoustédle chloroformu — kroceinova oranz
(m) a amidoGerii (@) o koncentraci 1-10~* mol 1"

va. Po vyneseni hodnot do grafu byla vybrana koncentrace
barviva vykazujici nejvyssi hodnotu absorbance.

Kalibracni kiivka byla sestrojena ze zavislosti absor-
bance na koncentraci analyti. Do zkumavky bylo pipeto-
véano 2,8 ml tlumivého roztoku optimalni hodnoty pro kaz-
dé jednotlivé Cinidlo, dale 0,1 ml barviva a 0,01-0,1 ml
roztoku analyti o koncentraci v rozmezi 1-10*-1.107
mol 1™, poté bylo pfidano 3 ml chloroformu a provedena
extrakce po dobu 2 min. Po odsati vodné faze pak byla
zmgéfena absorbance iontového asociatu v chloroformu pfi
optimalnim pH.

Slozeni iontového asociatu v organické fazi bylo zjis-
tovano z funkéni zavislosti A = f (x/.), kde x/|_je molarni

Tabulka I
Parametry jednotlivych méteni
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zlomek barviva. Do zkumavek bylo pipetovano 2,8 ml
tlumivého roztoku o optimalnim pH, nésledn€ pipetovano
20-180 pl barviva s krokem 20 pl a doplnéno adekvatnim
mnozstvim vodného roztoku analyt do objemu 200 ul. Po
provedeni extrakce a odsati vodné vrstvy byla prométena
absorbance iontového asociatu v chloroformu a v misté
lokalniho extrému ode&ten slucovaci pomér™ 2,

Vysledky a diskuse

Jak vyplyva z nize uvedenych grafi a tabulky, mira
selektivity stanoveni latek odpovida rozdilné distribuci
iontovych asociatl mezi vodnou a organickou fazi.
Z absorpcniho spektra iontovych asociatli byla odectena
absorpéni maxima extrakti asociatli zkoumanych latek.
Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny v tab. 1.

Me¢éftenim zavislosti absorbance na pH prostiedi byly
nalezeny optimalni podminky. U jednotlivych zkouma-
nych opioidu i ¢inidel se tyto podminky odlisuji; pro tvor-
bu iontovych asociatl alfentanilu s pouzitymi ¢inidly se
jako nejvhodnéjsi jevilo nejkyselejsi prostfedi o pH 1,1.
Ostatni analyty reagovaly vrozmezi pH 1,5-2,5, coz je
patrné z grafli na obr. 5 a 6.

Pro dané podminky optimalniho pH prostfedi a kon-
centraci pouzitych Cinidel byly spocteny parametry kalib-
race a ovéfena piesnost spektrofotometrického stanoveni.
Pti odpovidajicich reakénich podminkach je mozné fenta-
nyl, alfentanil, remifentanil a sufentanil detegovat uz ve
velmi nizkych koncentracich (viz tab. I).

V ramci studovanych analyti byly mezi jednotlivymi
analyty zjistény selektivni vysledky pfi pouziti barviva
amidocerné, u néhoz se vyskytuji patrné vyssi rozdily
v naméfenych hodnotach absorbanci pii stejnych hodno-
tach koncentrace. Provedenou metodou kontinudlnich vari-
aci bylo zjisténo, ze dosazené vysledky u ¢inidel amido-
¢erné a kroceinové oranze se vyrazn¢ odliSuji. Diference
vysledkl je s nejvyssi pravdépodobnosti ovlivnéna struk-

Analyt/Cinidlo/Parametr Amax. pH Optb R%® q¢ LOD ¢ [mol ']  LOQ [mol I'']

I Kroceinova oranz 486 2,5 0,9978 —-0,0021 1,70-107 5,69-10°
Amidoceri 626 1,5 0,9964 —-0,0473 1,30-107° 4,33-10°7°

II Kroceinova oranz 485 1,1 0,9967 -0,0012 1,68-10°° 5,61-10°
Amidocerit 626 1,1 0,9919 -0,0197 2,67-107° 8,92:10°

Il Kroceinova oranz 485 2,5 0,9981 —-0,0055 1,73-107 5,77-10°
Amidoceri 626 1,5 0,9928 -0,0314 2,37-10°° 7,93-10°

IV Kroceinova oranz 486 2,5 0,998 —-0,0049 1,59-107 5,32-10°
Amidocerit 626 2,5 0,998 —-0,0254 2,07-107 6,91:10°

"Amax — Maximum vinové délky, °optimalni hodnota pH prostedi, “R* — korelaéni koeficient, “q — posunuti po&ateéniho
bodu kalibragni pfimky na ose x, °LOD — mez detekce, 'LOQ — mez stanovitelnosti
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Obr. 5. Zavislost absorbance iontového asociitu na pH pfi
pouziti ¢inidla kroceinova oranz; ¢ fentanyl, e alfentanil,
A remifentanil, m sufentanil. Koncentrace analytt i ¢inidel 1-10 3
mol I
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Obr. 6. Zavislost absorbance iontového asociditu na pH p¥i
pouziti ¢inidla amidoferni; ¢ fentanyl, e alfentanil,
A remifentanil, m sufentanil. Koncentrace analytii i &inidel 1-107
mol I”!

turou pouzitych azobarviv, z nichz amidocern ma ve své
molekule vazany dvé sulfonové skupiny (obr. 3). Stechio-
metricky pomér reakci analyt a amidocerné ¢ini 2 : 1,
zatimco u iontovych asociatil analytli s azobarvivem kro-
ceinova oranz byl potvrzen stechiometricky pomér 1 : 1.
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Obr. 7. Zavislost absorbance iontového asociatu na molarnim
zlomku prFi pouziti ¢inidla kroceinova oranz; ¢ fentanyl,
e alfentanil, Aremifentanil, m sufentanil. Koncentrace analyti
i &inidel 1-10~ mol I""
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Obr. 8. Zavislost absorbance iontového asociatu na molarnim
zlomku pfi pouziti ¢inidla amidocernn (¢ fentanyl, e alfentanil,
A remifentanil, m sufentanil). Koncentrace analytii i ¢inidel 1-107
mol I'*

Zavér

Byly nalezeny optimélni podminky tvorby iontovych
asociati fentanylu, alfentanilu, remifentanilu a sufentanilu
s vybranymi azobarvivy kroceinovou oranzi a amidocerni
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a vypracovan postup pro extrakén€ spektrofotometrické
stanoveni zvolenych analyt. Detek¢ni limity dokumentuji
moznost uréeni zkoumanych latek viadu 10° az 10°°
mol I"'. Metoda je vyuZitelna pro presné a ¢asové nenarod-
né stanoveni danych opioidu.
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