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ABSTRAKT 

Verapamil byl stanovován metodou sekvenční injekční analýzy (SIA) 

s chemiluminiscenční detekcí (CL). Chemiluminiscence byla emitována během oxidace 

vzorku manganistanem draselným v roztoku kyseliny sírové za přítomnosti zesilovače 

CL polyfosfátu sodného (PFS). Optimalizovány byly koncentrace, pořadí, objem činidel 

a průtoková rychlost. Rovněž byl vyzkoušen vliv rozpouštědel 60% methanolu a 60% 

ethanolu. Optimální pořadí, objemy a koncentrace činidel pro vodný roztok verapamilu 

byly: 30 μl 10 mM KMnO4, 50 μl 2% PFS, 50 μl 1 mM verapamilu, 30 μl 1 M H2SO4 a 

pro 60% ethanolický roztok: 20 μl 10 mM KMnO4, 30 μl 2% PFS, 50 μl 1 mM 

verapamilu, 30 μl 2 M H2SO4, 30 μl 2% PFS a průtoková rychlost 30 μl/s. Přechodný 

CL signál byl zaznamenáván při vlnové délce  390 nm. Kalibrační křivky závislosti 

intenzity CL (výška píku) na koncentraci vzorku byly nelineární, lineární části se 

pohybovaly v rozmezí 510
-5

 - 510
-3

 M pro vodný roztok verapamilu a 110
-5

 - 110
-3

 M 

pro 60% ethanolický roztok. Detekční limity byly 210
-5

 M pro vodný roztok a 110
-5

 M 

pro 60% ethanolický roztok verapamilu. Opakovatelnost (RSD, n = 10) se pohybovala 

mezi 4,43 % (110
-4

 M) a 1,83 % (110
-3

 M) pro vodný roztok a 2,11 % (110
-4

 M) a 

4,90 % (110
-3

 M) pro 60% ethanolický roztok. Verapamil byl stanovován v HVLP 

(tablety s obsahem verapamilu 40, 80 a 120 mg) navrženou metodou, výsledky získané 

metodou SIA nevykázaly žádný statisticky významný rozdíl od výsledků získaných 

metodou HPLC, s vyjímkou přípravku s obsahem 120 mg verapamilu, kde docházelo u 

metody SIA k interferenci pomocných látek.  
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ABSTRACT 

The verapamil was determined by the technique of sequential injection analysis 

(SIA) with chemiluminescence (CL) detection. The CL was emitted during the 

oxidation of the analyte by permanganate in aqueous sulphuric acid in the presence of 

CL enhancer polyphosphate (PFS). Concentration, order, volume of reagents and flow 

rate were optimised. Also influence of solvents 60% methanol and 60% ethanol was 

proved. The optimum order, volumes and concentrations of reagents for aqueous 

solution of verapamil were: 30 μl of 10 mM KMnO4, 50 μl of 2% PFS, 50 μl of 1 mM 

verapamil, 30 μl of 1 M H2SO4 and for 60% ethanolic solution of verapamil were: 20 μl 

of 10 mM KMnO4, 30 μl of 2% PFS, 50 μl of 1 mM verapamil, 30 μl of 2 M H2SO4, 30 

μl of 2% PFS and 30 μl/s flow rate. The transient CL signal was recorded at the 

wavelength  390 nm. Calibration curves relating the intensity of CL (peak heights) to 

the concentration of the analyte were curvilinear with rectilinear sections in the range 

510
-5

 - 510
-3

 M for aqueous solution and 110
-5

 - 110
-3

 M for 60% ethanolic solution 

of verapamil. The limits of detection were 210
-5

 M for aqueous solution and 110
-5

 M 

for 60% ethanolic solution. Repeatability of peak heights (RSD, n = 10) ranged between 

4.43 % (110
-4

 M) and 1.83 % (110
-3

 M) for aqueous solution, and between 2.11 % 

(110
-4

 M) and 4.90 % (110
-3

 M) for 60% ethanolic solution. The verapamil was 

assayed in pharmaceutical dosage forms (tablets with nominal content 40, 80 or 120 mg 

of verapamil) by the proposed method and the SIA results did not show any statistically 

significant difference from those obtained by HPLC method, except the preparation 

with nominal content 120 mg of verapamil, where the interference of adjuvants occurs 

at the SIA method. 
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1 ÚVOD A CÍL PRÁCE 

 

Průtokové metody analýzy, ke kterým se řadí i sekvenční injekční analýza (SIA), 

patří mezi rychlé, jednoduché, flexibilní a často plně automatizované techniky. SIA 

umožňuje provádět analýzy velkých sérií vzorků s vysokou produktivitou, malou 

spotřebou roztoků a dostatečnou spolehlivostí.  

Chemiluminiscence (CL) je velmi atraktivní detekční technika, hlavně díky 

přístrojové jednoduchosti, nízkým detekčním limitům a širokému kalibračnímu rozsahu. 

Spojení SIA s CL se vyznačuje i značnou selektivitou analýzy. Toto spojení 

v poslední době podněcuje rozsáhlejší užití CL v analýze léčiv. 

Cílem této práce bylo stanovení verapamilu metodou SIA s CL detekcí v substanci 

a tabletách. Princip stanovení byl založen na oxidaci verapamilu, jehož produkty 

poskytují CL záření, jež může být detekováno. Měření probíhalo v kapalné fázi a jako 

oxidační činidlo byl použit manganistan draselný v kyselém prostředí kyseliny sírové a 

jako enhancer byl uplatněn polyfosfát sodný. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1 Verapamil 

ČL 2005 – Verapamili hydrochloridum Mr = 491,07 

          (2RS)-2-(3,4-dimethoxyfenyl)-5-{[2-(3,4-dimethoxyfenyl)ethyl](methyl)amino}-

2-isopropylpentannitril-hydrochlorid 

 

 

 

 

 

a enantiomer 

 

 

 

Verapamil – hydrochlorid je bílý krystalický prášek. Je dobře rozpustný ve vodě, 

mírně rozpustný v lihu 96%, snadno rozpustný v methanolu. Taje při asi 144°C. [1]  

 Verapamil patří mezi blokátory kalciových kanálů arylalkylaminového typu. 

Jeho syntéza vychází z nitrilu. 

 Oba stereoisomery verapamilu se liší ve svém farmakologickém působení. (S)-

()-verapamil je specifickým antagonistou Ca
2+

 kanálů, který se osvědčuje spíše při 

léčení srdečních arytmií a hypertenze, zatímco jeho antipod (R)-(+)-verapamil vykazuje 

širší spektrum účinků (ovlivňuje i mj. sodíkové kanály) a je zřejmě vhodnější pro léčení 

anginy pectoris. [2] 

Příklady stanovení verapamilu: 

 Kapalinová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií použitá pro 

souběžnou analýzu enantiomerů verapamilu a norverapamilu v krysí plazmě. 

Verapamil, norverapamil a vnitřní standard fluoxetin byly extrahovány z plasmy 

n-hexanem a enantiomery byly rozděleny na Chiralpak AD koloně užitím 

mobilní fáze n-hexan : isopropanol : ethanol : diethylamin (88 : 6 : 6 : 0,1). 
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Lineární část kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 1,0 – 250,0 ng/ml pro 

každý z enantiomerů. Detekční limit enantiomerů byl 1,0 ng/ml. [3] 

 Metoda resonančního Rayleighova rozptylu spojená s průtokovým injekčním 

systémem použitá pro stanovení verapamil hydrochloridu v séru a tabletách. 

Stanovení probíhalo v prostředí HCl (pH 1,0), kdy verapamil reagoval s 

kyselinou 12-wolframofosforečnou za vzniku iontového komplexu, který 

výrazně zvyšoval intenzitu resonančního Rayleighova rozptylu. Lineární část 

kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 0,017 – 13,0 g/ml. Detekční limit 

byl 5,1 ng/ml. [4] 

 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reversní fázi s UV detekcí při 251 

nm ve studii intestinální permeability verapamilu in situ u krys. Ke stanovení 

byla použita C-4 kolona a mobilní fáze 0,02 M amoniumacetátový pufr (pH 3,5) 

: acetonitril (30 : 70). Lineární část kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 

10 – 100 g/ml. Detekční limit byl 10 g/ml. [5] 

 Micelární kapalinová chromatografie s fluorescenční detekcí při 230 a 312 nm 

použitá pro stanovení verapamilu v micelárním roztoku, moči a séru. Ke 

stanovení byla použita C-18 kolona a micelární mobilní fáze 0,15 M 

dodecylsulfát sodný a 5% pentanol při pH 7. Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 100 – 2000 ng/ml pro micelární roztok, moč i sérum. 

Detekční limity byly 11, 19 a 21 ng/ml v micelárním roztoku, séru a moči. [6] 

 Chirální kapilární elektroforéza použitá pro stanovení metabolismu R,S 

verapamilu a jeho metabolitů R,S norverapamilu cytochromem P450 3A4 

v roztoku R,S verapamilu, R,S norverapamilu a NADP. Lineární část kalibrační 

křivky se pohybovala v rozmezí 2,5 – 400 M pro R,S verapamil a 4,5 – 200 

M pro R,S norverapamil. Detekční limit byl v obou případech 1,0 M. [7] 

 Kapalinová chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií použitá pro 

stanovení verapamilu v lidské plasmě. Jako vnitřní standard byl použit 

metoprolol. Extrakce proběhla na C8 koloně, užitím mobilní fáze methanol : 

voda a 12 mM kyselina mravenčí (70 : 30). Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 1,00 – 500 ng/ml. [8] 
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 Průtoková injekční analýza s pulzní amperometrickou detekcí verapamilu 

založená na iontovém přesunu přes vodou plastifikovanou polyvinylchloridovou 

membránu. Použito pro stanovení verapamilu v léčivech a lidské moči. Lineární 

část kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 510
-6

 - 110
-4

 M. [9] 

 HPLC s fluorescenční detekcí za použití tří navazujících mikrokolon pro 

stanovení verapamilu v krysí plasmě. Byly použity dvě mobilní fáze, mobilní 

fáze A (50 mM fosforečnan amonný, pH 4,5) a B (50 mM fosforečnan amonný : 

acetonitril 70 : 30), jako vnitřní standard byl použit propranolol. Lineární část 

kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 0,01 – 2,50 g/ml. Detekční limit byl 

0,01 g/ml. [10] 

 Spektrofotometrické stanovení verapamil hydrochloridu v čisté formě a 

v léčivech užitím N-bromsukcinimidu jako oxidantu v prostředí kyseliny 

chloristé za vzniku žlutě zbarveného produktu s maximem absorpce při 415 nm. 

Lineární část kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 10,0 – 200,0 g/ml. 

Detekční limit byl 0,634 g/ml. [11] 

 Adsorpční pulzní voltametrie použitá pro stanovení verapamilu v moči a 

léčivech v prostředí 0,01 M fosfátového pufru (pH 7,4). Lineární část kalibrační 

křivky se pohybovala v rozmezí 110
-8

 - 110
-6

 M ve vodném roztoku a 110
-7

 - 

610
-7

 M v léčivu a v moči. Detekční limit byl 110
-9

 M. [12] 

 Atomová emisní spektrometrie použitá pro stanovení verapamil hydrochloridu 

ve vodném roztoku a v tabletách. Metoda je založena na precipitaci iontových 

asociátů tvořených reakcí verapamil hydrochloridu s [Cd(SCN)4]
2-

, 

[Co(SCN)4]
2-

, [Mn(SCN)4]
2-

, [Zn(SCN)4]
2-

, [Cr(NH3)2(SCN)4]
-
, [Fe(CN)6]

3-
. 

Optimální rozmezí koncentrací verapamilu je 1,96 – 62,86 g/ml pro stanovení 

ve vodném roztoku i v tabletách. [13] 

 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reversní fázi s UV a 

fluorimetrickou detekcí použitá pro stanovení obsahu verapamilu v tabletách a 

pro disoluční testy. Jako vnitřní standard byl použit fluoxetin. Ke stanovení byla 

použita kolona Sulpecosil LC-18 a mobilní fáze 0,05 M dihydrogenfosforečnan 

draselný : acetonitril : kyselina o-fosforečná (69,5 : 30 : 0,5), pH 3,60. Pro UV 

detekci byly roztoky připraveny v 0,1 M HCl. Lineární část kalibrační křivky se 
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pohybovala v rozmezí 0,025 – 50 g/l pro UV detekci a 0,0008 – 20 g/l pro 

fluorimetrickou detekci. Detekční limit byl 10 ng/ml pro UV a 750 pg/ml pro 

fluorimetrickou detekci. [14] 

 

2.2 Sekvenční injekční analýza (SIA) 

 Sekvenční injekční analýza (SIA) patří do skupiny průtokových analytických 

technik, které umožňují racionalizovat a automatizovat složité postupy při analýze 

velkých sérií vzorků instrumentálními metodami a tak podstatným způsobem zvyšovat 

produktivitu stanovení. [15] SIA byla vyvinuta jako další generace průtokových 

neseparačních metod týmem, který se těmito technikami dlouhodobě zabývá (kolektiv 

analytiků University of Washington vedených J. Růžičkou). Jedná se o relativně novou 

metodu, první článek, definující koncepci SIA, byl uveřejněn v roce 1990 [16]. 

 

2.2.1 Princip metody 

 Základním principem detekce stanovované látky v SIA systému je chemická 

reakce převádějící tuto látku na detekovatelný produkt, jehož množství je změřeno 

v závěrečné fázi detektorem. [17] Nejprve jsou zóny nosného média, vzorku a činidla 

postupně (jednorázově) aspirovány do jednokanálového systému s využitím selekčního 

vícecestného ventilu a pístového čerpadla (obr. č. 1) a poté je pohyb pístu čerpadla 

obrácen, čímž dojde k promísení zóny vzorku a činidla a vzniklý produkt (obr. č. 2) je 

dopraven do detektoru; tím je jeden cyklus ukončen. Výsledný analytický signál je 

získán ve formě píků podobně jako u FIA; jedná se o záznam změny koncentračního 

gradientu reakčního produktu při průchodu jeho zóny detektorem. [15] 

 

Obr. č. 1: Zóny vzorku, činidla a produktu 

reakce v SIA systému před obrácením 

směru toku nosného proudu 

 

Obr. č. 2: Zóny vzorku, činidla a produktu 

reakce v SIA systému po obrácení směru 

toku nosného proudu 

NP – nosný proud, V – vzorek, P – produkt reakce, Č – činidlo 
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Základem SIA jsou změny přímého a zpětného toku nosného proudu na rozdíl 

od přímého konstantního toku u FIA. [15] Po jednom měření se SIA analyzátor dostává 

do stejného stavu jako na začátku (co se týče polohy ventilu a pístu) a může ihned 

provést další měření. Jeden takový cyklus a zároveň tedy vysvětlení funkce SIA je 

uveden na následujícím obrázku (obr. č. 3). [17] 

 

Obr. č. 3: Průběh měřícího cyklu v SIA 

V prvním kroku (obr. č. 3a) je nasáta kapalina tvořící nosný proud (NP), poté se 

přetočí selekční ventil (SV) do polohy, která umožní aspiraci vzorku (V) (obr. č. 3b). 

Následuje opět změna polohy ventilu a aspirace činidla (R) (obr. č. 3c). Je možné použít 

i více různých činidel, která mohou být připojena k dalším výstupům selekčního ventilu. 

Na obr. č. 3d vidíme obrácení směru toku (píst pumpy tlačí obráceně), následně 

vznikající produkt (VP) v mísící cívce (MC) a přetočení selekčního ventilu na výstup 

k detektoru. Obr. č. 3e ukazuje příchod produktu k detektoru (D) a nárůst sledované 

veličiny, na níž je založena detekce. Po odtoku reakční směsi ze systému a změně 

polohy selekčního ventilu na nosný proud se může celý cyklus opakovat.[17] 
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2.2.2 Charakteristické rysy SIA 

 použití vícecestného selekčního ventilu, způsob vstupu reagujících látek do 

systému aspirací do mísící cívky; můžeme říci, že látky jsou do systému 

postupně neboli sekvenčně injikovány (odtud název metody) 

 obrácení toku po aspiraci, tok je tedy dvousměrný a též přerušovaný (když se 

mění poloha ventilu, pumpa musí stát) na rozdíl od FIA 

 práce analyzátoru v určitých měřících cyklech, každý cyklus je vlastně sekvencí 

pohybů ventilu a pumpy, která musí být precizně načasována a 

synchronizována, aby byla zajištěna opakovatelnost reakce proběhlé 

v analyzátoru (a tím i následné měření) 

 vysoká flexibilita systému, použití výpočetní techniky je sice vynuceno 

z důvodů uvedených v předchozím bodě, ale zároveň přináší možnost velice 

snadných změn, je-li software vytvořen tak, že lze programovat jednotlivé kroky 

měřícího cyklu pomocí jednoduchých příkazů pro ventil a pumpu; vzhledem 

k tomu, že řídící jednotka ovládá prakticky všechny podstatné parametry 

systému, je velmi rychlé a jednoduché jej překonfigurovat na zcela odlišný typ 

měření; např. možnost nastavit objem aspirovaných roztoků je principiálním 

rozdílem (a výhodou) proti FIA 

 relativně malé objemy použitých látek (řádově desítky mikrolitrů), typický 

průměr spojovacího materiálu SIA systému je 0,50 – 0,75 mm. [15,18] 

 

2.2.3 Využití metody SIA 

 Se vzrůstajícími potřebami kontroly kvality životního prostředí, potravin a léčiv, 

s požadavky na rychlost a spolehlivost diagnostických metod v medicíně a biologickém 

výzkumu, a na racionalizaci řízení technologických procesů, se jeví SIA jako jedna 

z nadějných alternativ, umožňujících provádět analýzy velkých sérií vzorků s vysokou 

produktivitou a dostatečnou spolehlivostí. 

 SIA může najít využití při analýze složek životního prostředí, např. kontrola 

kvality vod různého původu (stanovení iontů, herbicidů, těžkých kovů). 
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 Dále je možné SIA využít v bioanalytice (analýza krve, moči, monitorování 

hladiny léčiv a jejich metabolitů v tělních tekutinách pacientů). Často se uplatňují 

imunoanalytické reakce. Byly vyvinuty detekční cely umožňující imobilizaci protilátek 

nebo antigenů přímo v SIA systému. Tento způsob byl využit např. při stanovení 

imunoglobulinu G, glukózy, lidského sérového albuminu, theofylinu, inzulinů nebo k 

analýze buněk ledvinové tkáně. Rovněž lze využít imobilizace enzymů (např. glukosa-

oxidasy při stanovení glukózy). 

 Možnost uplatnění SIA ve farmacii se vztahuje nejen na kontrolu kvality a 

účinnosti léčiv, ale také na hodnocení déle trvajících stabilitních studií. SIA technikou 

byla provedena např. stanovení penicilinu, morfinu, ciprofloxacinu a norfloxacinu a 

mnoha dalších léčiv. Z anorganických iontů vyskytujících se v potravinových doplňcích 

a léčivých přípravcích byly stanoveny např. Fe
3+

. V kinetické studii byl sledován proces 

oxidace vitamínu C. Ve výrobní technologii může  tato metoda pomoci zjistit 

stejnoměrnost obsahu účinných látek v různých farmaceutických přípravcích a rychlost 

jejich uvolňování z dané lékové formy (disoluční testy), např. disoluční stanovení 

ibuprofenu v tabletách, obalovaných tabletách a kapslích. Významná je také možnost 

využití SIA při studiu vazby léčiv či toxických látek na krevní bílkoviny. [15] 

 V běžné praxi se zatím SIA nevyužívá. Pro praktické aplikace v klinických nebo 

průmyslových a kontrolních laboratořích je ji třeba jako metodu teprve dovést 

k rutinnímu užití. Na druhou stranu se stále častěji objevuje ve výzkumu, kde je plně 

využita flexibilita systému a snadné užití pro velmi různé aplikace. 

 

2.2.4 SIA analyzátor 

 

Obr. č. 4: SIA analyzátor 
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Carrier – nosný proud, pump – pumpa, holding coil – mísící cívka, R1, R2 – reagencia, 

sample – vzorek, RC – reakční cívka, detector – detektor, waste - odpad 

 Obrázek č. 4 ukazuje běžné provedení analyzátoru založeného na sekvenční 

injekční analýze. Funkce pístové pumpy, mísící cívky, selekčního ventilu a detektoru již 

byla objasněna, zde je znázorněna ještě reakční cívka a samostatný přívod nosného 

proudu. Reakční cívka, umístěná mezi výstup ze selekčního ventilu a detektor, 

umožňuje dokonalejší průběh reakce (větší disperzi jednotlivých aspirovaných zón), u 

rychle probíhajících reakcí jí však většinou není zapotřebí. Tvoří také ochranný prvek 

pístové pumpy, do jejíhož pístu se tak nedostanou aspirované roztoky. Samostatný 

přívod nosné kapaliny je praktické a obvyklé řešení, které na podstatě přístroje nic 

nemění (pouze je zapotřebí navíc jeden dvoucestný ventil). Nosná kapalina je totiž 

většinou stále stejná a spotřebuje se jí největší množství. 

 Je zde však ještě jedna nezbytná součást systému, která není znázorněna na 

obrázku a zatím nebyla zmíněna: řídící jednotka. Přesnost i opakovatelnost analýzy je 

podmíněna přesným a stále stejným načasováním jednotlivých akcí. Proto jsou selekční 

ventil i pumpa ovládány pomocí řídící jednotky, jež je schopna zajistit správné 

načasování i synchronizaci. Dnes je to zpravidla běžné PC vybavené příslušným 

softwarem, jenž nejen ovládá pohyby pumpy a ventilu, ale též zajišťuje sběr dat 

z detektoru a pomáhá s jejich vyhodnocením. [15,18]  

 

2.2.5 Charakteristika programu FaFSIA 1.0 

 Program FaFSIA 1.0 byl vytvořen ve vývojovém prostředí LabVIEW 5.0.1 

firmy National Instruments. Skládá se z několika vzájemně komunikujících modulů, 

které zajišťují různé dílčí úkoly. Každý modul je reprezentován vlastním panelem, 

v němž se odehrává většina komunikace modulu s uživatelem. Následuje seznam a 

stručný popis jednotlivých modulů obsažených v programu FaFSIA 1.0: 

 Main – hlavní modul, provádí některé inicializační kroky pro celý program, pro 

uživatele je především prostředkem ke spouštění ostatních modulů. 

 Program – modul programu, umožňuje tvořit sekvence příkazů ovládajících 

především pumpu a selekční ventil analyzátoru; tyto sekvence jsou nazývány 

jako programy. 
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 Message list – modul zpráv, slouží k zobrazení údajů o probíhajícím měření, 

především je zaznamenáno vykonání každého příkazu programu vytvořeného 

v modulu Program. 

 Measure – modul měření, provádí vlastní vykonání sekvence příkazů definované 

v modulu Program, dále zaznamenává data z detektoru a umožňuje také jejich 

ukládání. 

 Peak detection – modul detekce píku, umožňuje automaticky (pomocí zadaných 

parametrů) vyhodnotit zadaná data a určit polohu a výšku píku; je zde i možnost 

provést toto vyhodnocení manuálně v případě, že se automatická detekce nedaří; 

umožňuje export výsledků. [17] 

 

2.2.6 Nové trendy v SIA 

SIA Lab-On-Valve 
®

 (SIA in Lab-On-Valve 
®
 LOV) 

 LOV je průlomová technologie, která získala nadšené přijetí u vědecké 

veřejnosti pro její mnohostrannost a spolehlivost v běžné laboratorní praxi. LOV 

zahrnuje různorodé komponenty, včetně průtokové cely umístěné přímo na 

 vícecestném ventilu; přívod primárního záření a detekce je v této cele prováděna 

pomocí optických vláken. SIA – LOV je používána jako základ pro mikroSIA stejně 

jako Bead Injection a sekvenční injekční afinitní chromatografii. Je navržená k použití 

se spektrofotometrickou a fluorescenční detekcí. 

 Výhodou proti konvenčnímu SIA systému je integrace dávkovacích kanálů a 

průtokové cely v miniaturizované kompaktní struktuře umístěné na povrchu 

konvenčního vícecestného ventilu. LOV systém pracuje v mikrolitrové oblasti a je 

kompatibilní s UV – VIS a fluorescenční spektroskopií. Navíc může LOV sloužit jako 

dávkovací část ve fluorescenční mikroskopii, elektrosprejové hmotnostní spektrometrii 

a kapilární elektroforéze. Objem vzorku je minimalizován zkrácením délky kanálu, 

přičemž průměr je ponechán na 0,8 mm  jako prevence proti zablokování systému 

biologickými vzorky. Poněvadž konvenční dávkovací dráha je eliminována a vzorky 

jsou přiváděny do proudu 5. kanálem pomocnou pumpou, zatímco injekční pumpa a 

vícecestný ventil zpracovávají předchozí vzorek, frekvence dávkování SIA v LOV 

formátu je vyšší než v konvenčním SIA systému. [19] 



 19 

 

Obr. č. 5: SIA Lab-On-Valve systém 

 

MikroSIA systém (The MicroSIA System) 

 Je nejmenší komerčně vyráběný SIA systém (12 × 15 × 15 cm, 3,5 kg). 

Přenosnost MikroSIA systému umožňuje užití stejného přístroje v laboratoři pro 

výzkum a kalibraci a jeho následné použití na místě monitorování procesu. Typická 

spotřeba vzorku je 25 l na analýzu a přibližně stejný objem činidla.  

 Pro multikomponentální analýzu mohou být paralelně zapojeny až tři přístroje, 

což umožňuje simultální analýzu tří látek z jednoho vzorku. [19] 

 

 

 

Carrier buffer – nosný pufr 

Holding coil – mísící cívka 

UV-VIS detector – UV-VIS detektor 

Waste – odpad 

Sample – vzorek 

Reagent 1,2 – 1., 2. činidlo 

Obr. č. 6: MikroSIA systém konfigurovaný pro analýzu založenou na činidle 
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Sekvenční injekční chromatografie (Sequential Injection Chromatography SIC) 

 Tato metoda využívá programovatelný tok, sekvenční injikování vzorku a 

elučních roztoků. Přístroj obsahuje kromě běžných součástí navíc kolonu. 

Hlavní výhody systému jsou:  

 derivatizace před separací 

 schopnost urychlit pomocné funkce (formace gradientu, úprava a promytí 

kolony) 

SIC může být uskutečněna jak s externí kolonou, tak s kolonou integrovanou do 

LOV modulu. 

SIC může být použita k dvěma typům separací: 

 afinitní chromatografie (ACH) – účinný prostředek k selektivní separaci 

cílových biomolekul z vysoce komplexní biologické matrice použitím afinitního 

ligandu imobilizovaného na stacionární fázi shluknuté v krátké koloně 

 kapalinová chromatografie na monolitické koloně – vhodná k separaci na 

reversní fázi a iontově výměnné separaci. [19] 

 

 

Carrier – nosný proud 

Syringe pump – injekční pumpa 

Holding coil – mísící cívka 

Waste – odpad 

Eluent 1,2 – 1., 2. eluent 

Aux. pump – pomocná pumpa 

Sample – vzorek 

Separation column – separační 

kolona 

UV-VIS detector – UV-VIS 

detektor 

Obr. č. 7: Sekvenční injekční chromatografie 
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SIC v Lab-On-Valve formátu (SI Chromatography in Lab-On-Valve format) 

Je v provedení jak s externí kolonou, tak s integrovanou kolonou v LOV 

modulu. Vnitřní kolona je automaticky obnovitelná užitím stacionární fáze Sepharose. 

Mikrokolona (objem 10 l) je umístěna v těsné blízkosti průtokové cely. Tento unikátní 

design umožňuje koloně být vystavena průměrné průtokové rychlosti v době aplikace 

vzorku a jeho analýzy, a poté je automaticky stacionární fáze vypláchnuta velmi 

vysokou rychlostí. [19] 

 

 

 

Carrier buffer – nosný pufr 

Holding coil – mísící cívka 

Waste – odpad 

Separation column – separační kolona 

UV detector – UV detektor 

Eluant – eluent 

Sample - vzorek 

Obr. č. 8: SIC v Lab-On-Valve formátu 

 

Sekvenční injekční mikroafinitní chromatografie (SI MicroAffinity 

Chromatography SImikroACH) 

 Je to miniaturizovaná verze konvenční ACH. Používá rovněž Sephadex a 

Sepharose, komerčně dostupné s širokým výběrem bioligandů, které mohou nebo 

nemusí být specifické. 

Výhody: 

 vnitřní kolona situovaná na LOV modulu může být automaticky plněna 

stacionární fází, která je po použití odstraněna. 

 průtoková cela může být automaticky zpětně naplněna na konci každé analýzy 

k zajištění odstranění vzduchových bublin 

 ekonomičnost operace: objem kolony 10 l, eluenty 10 l 

 vysoká výkonnost: jedna analýza za méně než jednu minutu 
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 přizpůsobivost vybrané stacionární fáze, protože sephadex kolony mohou být 

automaticky vyměněny 

Typické kroky analýzy/separace jsou: 

1. Sepharose kuličky jsou nasáty ze zásobníku a natlačeny do mikrokolony 

2. Určený objem vzorku je aspirován do mísící cívky a zadržen na 

mikrokoloně. Obrácením toku nosného proudu kolonou dochází 

k vymytí nečistot z kolony. 

3. Určený objem eluentu je aspirován do mísící cívky a protlačen kolonou 

obráceným tokem. Cílové molekuly jsou eluovány a detekovány. 

4. Obsah obnovitelné kolony je vypláchnut rychlým průtokem. [19] 

 

 

Carrier buffer – nosný pufr 

Holding coil – mísící cívka 

Waste – odpad 

UV-VIS detector – UV-VIS detektor 

Beads – kuličky 

Eluant – eluent 

Sample - vzorek 

Obr. č. 9: Sekvenční injekční mikroafinitní chromatografie 

 

Sekvenční injekční kapalinová chromatografie v LOV formátu (SI Liquid 

Chromatography in LOV format SILCH in LOV) 

 Používá externí kolonu, která je buď připevněná na LOV modulu přiléhající 

k průtokové cele, nebo mezi LOV modulem a externím detektorem. 

Výhodou SILCH je jednoduchost operací, průhlednost systému, přesnost a 

mnohostrannost vycházející z kombinace dvou rysů, které činí tento přístup unikátní: 

a) programování toku – SILCH poskytuje přizpůsobivost ve volbě objemu 

injikovaného eluentu a vzorku a pořadí jejich plnění do kolony. Změnou 

průtokové rychlosti může být hlavní operace jako plnění vzorku a separace 
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analytu uskutečněna optimální rychlostí, zatímco pomocné operace jako 

vymývání a úprava kolony mohou být urychleny. 

b) užití monolitu ve formě „sol gel“ – monolitní kolony pracují při průtokových 

rychlostech a tlacích v rozsahu sekvenčních injekčních přístrojů. Monolitické 

kolony užívající reversní fázi se uplatňují při separaci léčiv, proteinů, 

oligonukleotidů, organických kyselin, enantiomerů. Monolitické kolony 

s iontoměniči se uplatňují v iontové chromatografii. [19] 

 

 

Waste – odpad 

UV-VIS detector – UV-VIS detektor 

Sample – vzorek 

Mobile phase – mobilní fáze 

Light – světlo 

Holding coil – mísící cívka 

Obr. č. 10: Sekvenční injekční kapalinová chromatografie v LOV formátu 

 

SIChrom 
TM

 systém (The SIChrom 
TM

 System) 

První komerční kapalinový chromatografický přístroj založený na konceptu 

sekvenční injekční techniky. Vyznačuje se jednoduchostí, pevnou konstrukcí složenou 

z injekční pumpy a ventilu, vybavený potřebným FIAlab softwarem. Vykazuje vysokou 

přesnost, krokový motor řídící pumpy umožňuje přesné měření v přímém a zpětném 

toku s tlakem nad 3,5 MPa. Všechny smáčené části jsou z teflonu, nerez oceli nebo 

polyetherimidu. [19] 
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2.3 Chemiluminiscenční analýza 

 Chemiluminiscence (CL) je definována jako produkce elektromagnetického 

záření (UV, VIS, IČ) při chemické reakci (obvykle oxidaci), kdy se jeden z reakčních 

produktů nachází v excitovaném stavu a emituje záření při svém návratu do stavu 

základního. Normálně se množství energie uvolněné během reakce mění v teplo, proto 

CL není běžným jevem. 

 CL je velmi atraktivní detekční technika hlavně díky přístrojové jednoduchosti, 

nízkým detekčním limitům a širokém rozsahu kalibrační křivky. V současnosti je CL 

detekce používána v mnoha analytických oblastech, jako je životní prostředí, lékařství, 

farmacie, potravinářství, atd. [20] 

 

2.3.1 Reakční systémy v CL 

 Metody měření chemiluminiscence můžeme rozdělit dle druhu CL procesu na 

přímé a nepřímé metody. U přímých metod je CL záření emitováno díky přímé interakci 

mezi analytem a CL činidlem (obvykle redoxní reakce), zatímco u nepřímých metod 

analyt pouze ovlivňuje indikátor CL reakce, a to tak, že hraje roli inhibitoru nebo 

zesilovače. [20] 

 Typické indikátorové reakce užívané v nepřímých metodách jsou založeny na 

oxidaci luminolu, lucigeninu, lofinu, siřičitanu nebo peroxyoxalátů. 

a) Systém s luminolem: 

 Luminol (5-aminoftalylhydrazid) je nejčastěji užívaným CL činidlem. CL záření 

luminolu je založeno na jeho oxidaci H2O2, [Fe(CN)6]
3-

, KMnO4, N-bromsukcinimidem 

(nebo N-chlorsukcinimidem), jodistanem, dichromanem, peroxysulfátem, 

dichlorkyanurátem nebo kyselinou trichlorkyanuronovou, chlorátem a 

elektrogenerovaným bromnanem v zásaditém prostředí. Podle známého mechanismu je 

předpokládaným zářičem excitovaný 3-aminoftalátový anion, jehož maximum záření 

nastane při 425 nm. 

 Důležitost luminolu jako CL činidla nespočívá ve schopnosti emise záření, ale 

v možnostech, že mnoho různých látek může ovlivnit mechanismus a kinetiku 

indikátorové reakce. Analyt se může chovat jako enhancer, inhibitor nebo katalyzátor, 

jehož koncentrace může ovlivnit intenzitu nebo množství emitovaného záření. 
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b) Systém se siřičitanem: 

 Reakce siřičitanu se silnými oxidanty jako je KMnO4, Ce
4+

 v kyselém prostředí 

a elektrogenerovanými Mn
3+

 je doprovázena slabou CL, která může být zvýšena 

některými organickými sloučeninami. Excitovaná forma vytvořena oxidací siřičitanu je 

pravděpodobně SO2 podle následujícího mechanismu: 

  HSO3ˉ + oxidant → HSO3
 

  2 HSO3

 → S2O6 

2- 
+ 2 H

+ 

  
S2O6 

2- 
→ SO4

2- 
+ SO2

 

  SO2
  

→ SO2 + h 

 Energie excitované molekuly SO2
 

může být lehce převedena na fluoreskující 

molekulu (fluorofor). [20] 

 U přímých CL metod je obecně CL činidlem silný nebo středně silný oxidant 

jako KMnO4, tris(2,2‘-bipyridin)ruthenium(III) komplex (Ru (bipy)3
3+

), [Fe(CN)6]
3-

, 

jodistan v zásaditém prostředí,Ce
4+

, MnO2 a rozpustné Mn
4+

 v kyselém prostředí, H2O2, 

O2 nebo N-bromsukcinimid a další. CL může být obvykle zvýšena užitím katalyzátoru, 

senzitizéru nebo úpravou prostředí. 

a) Oxidace Ru(bipy)3
3+

 komplexem: 

 Při použití Ru(bipy)3
3+

 jako CL činidla je zapotřebí jeho příprava těsně před 

použitím nebo in situ. Pro jeho získání bylo použito několik metod založených na 

oxidaci relativně stabilního komplexu Ru(bipy)3
2+

 včetně chemických, fotochemických 

a elektrochemických oxidací. Analyt je oxidován Ru(bipy)3
3+

 za vzniku excitované 

molekuly [Ru(bipy)3
2+

]

 emitující CL kolem 600 nm. 

 CL vzniká reakcí s redukčním činidlem (Xred) dle následujícího schématu: 

  oxidace Ru(bipy)3
2+

 → Ru(bipy)3
3+

 + eˉ 

  Ru(bipy)3
3+

 + Xred → [Ru(bipy)3
2+

]

 + Xox  
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  [Ru(bipy)3
2+

]

 → Ru(bipy)3

2+
 + h 

 K chemické oxidaci Ru(bipy)3
2+

 na Ru(bipy)3
3+

 se používá Ce
4+

 v kyselém 

prostředí, KMnO4 v kyselém prostředí nebo O2.  

b) Oxidace manganistanem draselným:  

- viz. kapitola 2.3.2 

c) Elektrogenerované oxidanty: 

 CL reakce probíhají na povrchu elektrod, kdy je CL činidlo produkováno 

z pasivního prekurzoru v průtokovém systému. Tato elektro-CL analýza je 

charakterizována dobrou citlivostí, ale může doplatit na některé nevýhody jako 

znečištění elektrod, úzký lineární rozsah způsobený malou plochou elektrody, špatná 

opakovatelnost a složitá konstrukce elektrochemické/CL průtokové cely. 

 V poslední době byly použity elektrogenerované oxidanty (H2O2, Mn
3+

, Ag
2+

, 

Co
3+

 a [Cu(HIO6)2]
5-

) v CL analýze léčiv. [20] 

 

2.3.2 KMnO4 jako oxidační činidlo v CL 

2.3.2.1 ZÁŘIČE V REAKCI S KMnO4 

Udává se, že spektrální distribuce CL KMnO4 v kyselém prostředí se jeví jako 

samostatný široký pás se zjevným maximem intenzity mezi 610 – 750 nm a emise je 

vizuálně pozorována jako červená. Je zde výrazný předpoklad, že k emisi dochází 

prostřednictvím excitovaných Mn
2+

 iontů, což může být shrnuto takto: 

1. téměř ve všech případech je spektrální distribuce nezávislá na analytu 

2. Mn
2+

 je známý produkt reakce 

3. CL je podobná fosforescenci (
4
T1  

6
A1 přechod) Mn

2+
 v roztoku při nízké 

teplotě 

4. korigované CL spektrum reakce s KMnO4 [Mn
7+

] v roztoku při pokojové teplotě 

odpovídá CL spektru reakcí s Mn
4+

 a Mn
3+

. Ve všech případech byla 

zaznamenána vlnová délka maxima emise 734  5 nm (nebo 689  5 nm) za 

přítomnosti hexametafosfátu sodného. 

 Bylo zpozorováno, že fluorid sodný inhibuje CL záření tvorbou stabilního 

komplexu s Mn
3+ 

ionty, které jsou meziproduktem při vzniku emise. Někdy bývají za 
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zdroj záření považovány samotné Mn
3+ 

ionty, ale není k tomu žádný spektroskopický 

důkaz, který by to podpořil a jeví se to nepravděpodobné, protože reakce Mn
3+ 

s boritanem sodným vydává stejné záření jako redukce KMnO4.  

 Často bývá červené záření vznikající při reakci s KMnO4 přisuzováno produkci 

O2. Tento elektronicky generovaný druh zářiče je generován při CL reakci H2O2 

s chloristanem sodným, ale spektrální distribuce produkovaného červeného záření ve 

viditelné oblasti se liší. Navíc O2 vyzařuje rovněž v blízké infračervené oblasti, což u 

KMnO4 detekováno nebylo. CL KMnO4 není výrazně ovlivněna koncentrací 

rozpuštěného kyslíku ani azidem sodným nebo histidinem, které zhášejí O2 emisi. 

Z toho jasně vyplývá, že O2 nemůže být považován za zářič v reakci s KMnO4 

v kyselém prostředí. 

 Za zářiče v reakci s KMnO4 v kyselém prostředí jsou rovněž považovány 

oxidační produkty analytů nebo fluorescentní sloučeniny, které emitují energii přijatou 

od vysoce energetických intermediátů. Toto obecně nebylo potvrzeno 

spektroskopickými důkazy, ale na druhou stranu některé studie ukazují, že mnoho 

reakcí mezi KMnO4 a fluorescentními sloučeninami poskytuje charakteristické jasné 

červené záření. Proto je v naprosté většině reakcí s KMnO4 nejpravděpodobnější, že CL 

vzniká z elektronicky excitovaných Mn
2+ 

iontů. 

 Nicméně jsou zde vyjímky, kdy byla zaznamenána odlišná CL spektra. Např. 

reakcí KMnO4 se siloxanem vzniká žluté záření. Po redukci manganistanem 

oxidovaného Ru(bipy)3
3+

 komplexu reakcí s analytem vzniká oranžové záření typické 

pro Ru(bipy)3
2+

. 

 CL vznikající reakcí KMnO4 s SO3
2-

 může mít odlišnou spektrální distribuci 

(přisuzovanou SO2

) než tu, která je přisuzována Mn

2+
, zdá se být nezávislá na 

oxidačním činidle. Pro zvýšení CL byly použity různé organické sloučeniny, v případě 

fluorescentních sloučenin, emise ne vždy odpovídá charakteristické fluorescenci 

přidaných senzitizérů. Rovněž byly vyzkoušeny nefluorescentní sloučeniny. Pro plné 

pochopení mechanismu CL zahrnujícího SO3
2-

 je třeba další výzkum. [21] 
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2.3.2.2 REAKČNÍ PODMÍNKY 

 Ve většině případů byla použita koncentrace KMnO4 0,1 – 1,0 mM. Od určité 

koncentrace KMnO4 závislé na přístrojovém vybavení i chemických podmínkách již 

nedochází ke vzrůstu intenzity CL s koncentrací KMnO4 a je pozorován pokles 

intenzity CL. Mnoho studií přisuzuje tento efekt absorpci emitovaného záření silně 

zbarveným oxidantem. Nicméně je zde malé spektrální překrytí mezi absorpcí KMnO4 a 

CL emisí. Dále bylo zjištěno, že pokles intenzity CL vyplývající pouze z absorpce 

emitovaného záření KMnO4 se může objevit pouze při mnohem vyšších koncentracích, 

než které jsou zkoumány. Vrůst koncentrace činidla rovněž zvyšuje rychlost reakce do 

té míry, že významný signál je emitován dříve, než reakční směs dosáhne místa detekce. 

Rovněž bylo navrženo, že nižší emise CL při vysokých koncentracích KMnO4 je 

způsobena neradiační deexcitací. 

 Rovněž byl zkoumán vliv prostředí na emisi záření Mn
2+

, bylo zjištěno, že 

v alkalickém prostředí k této charakteristické červené CL nedochází. Kromě toho záleží 

také na koncentraci a druhu kyseliny. Nejčastěji je používána H2SO4 v koncentracích 

0,1 – 2,0 M. Rovněž byly vyzkoušeny kyseliny chlorovodíková, o-fosforečná, chloristá 

a dusičná, poskytující i silnější záření ve stejných koncentracích, závisí ovšem i na 

konfiguraci zařízení a struktuře analytu. Relativně málo využívaná kyselina 

polyfosforečná výrazně zvyšuje intenzitu záření, ale je nestabilní ve vodě a snižuje 

opakovatelnost a zvyšuje šum v CL odezvě. Podobně je zvýšena CL mnoha reakcí s 

KMnO4 přídavkem polyfosfátu sodného (0,05 – 1%) a přizpůsobením pH na 2 – 4 

kyselinou sírovou nebo kyselinou o-fosforečnou. To je ekvivalentní koncentraci H2SO4 

0,5 – 6,5 mM, což je mnohem nižší než optimální rozsah koncentrace H2SO4 bez tohoto 

enhanceru.  

 Byl zaznamenán také vliv teploty nad 90°C. Byl pozorován vzrůst intenzity CL, 

který je obecně přisuzován vzrůstu reakčních rychlostí při zvýšených teplotách, což je 

podporováno silnou závislostí mezi intenzitou CL, teplotou a průtokovou rychlostí. 

Nevýhodou však může být snížení reprodukovatelnosti a vzrůst šumu. 

 Jestliže je KMnO4 v kyselém prostředí užíván k detekci v HPLC, volba mobilní 

fáze může mít dramatický dopad na CL odpověď. Acetonitril sám vydávající záření 

výrazně snižuje CL analytu, jeho kombinace s KMnO4 může rovněž vést k tvorbě 

kyanovodíku. V případě methanolu bylo zaznamenáno jak zvýšení tak snížení CL, které 
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závisí jak na analytu, tak na koncentraci methanolu. Podobné efekty byly zaznamenány 

u ethanolu, propanolu a isopropanolu. Stupeň zhášení klesá od methanolu k propanolu. 

[21] 

 

2.3.2.3 ENHANCERY 

Výzkum potenciálních enhancerů se zaměřil na polyfosfáty, nízkomolekulární 

aldehydy, kovové ionty, fluorescentní sloučeniny a surfaktanty. 

 Přítomnost polyfosfátů (polyfosfát sodný, hexametafosfát sodný, kyselina 

pyrofosforečná, kyselina tetrafosforečná, kyselina polyfosforečná) zvyšuje intenzitu CL 

při reakcích s KMnO4. Kyselina polyfosforečná poskytuje 4 – 10 násobné zvýšení 

v intenzitě signálu analytu než při použití H2SO4 a hexametafosfát sodný nastavený na 

pH 2 použitím H2SO4 poskytuje 50 násobné zvýšení ve srovnání s dihydrogen o-

fosforečnanem sodným při stejném pH. Předpokládá se, že mechanismus zvýšení 

intenzity záření spočívá ve stabilizaci meziproduktů. Stabilita komplexů KMnO4 

s polyfosfáty roste s prodlužujícím se řetězcem polyfosfátu. Posun ve vlnové délce 

maxima z 734  5 na 689  5 nm, když reakce probíhá za přítomnosti polyfosfátu 

naznačuje, že použitím tohoto specifického enhanceru bylo změněno buď chemické 

prostředí nebo charakter Mn
2+

 zářiče. 

 Nízkomolekulární aldehydy zvyšují CL mnoha látek, ale rovněž reagují s činidly 

za vzniku přídavného záření. Nejvíce užívaný je formaldehyd v koncentracích 0,4 – 2,0 

M, ale rovněž jsou využívány kyselina mravenčí, glyoxal a glutaraldehyd. Bylo 

zaznamenáno zvýšení CL o více než dva řády, ale v některých případech bylo toto 

zvýšení znegováno doprovodným vzestupem přídavného záření nebo zářením slepého 

roztoku. Odpovídajícím a méně toxickým enhancerem je glutaraldehyd, vhodný ke 

stanovení sulfonamidů. Ostatní zástupci jsou podřadní ve srovnání s formaldehydem 

nebo kyselinou mravenčí. Mechanismus zvyšování intenzity záření není plně objasněn. 

Někteří vědci předpokládali, že tyto sloučeniny jsou oxidovány za vzniku CO2
*
, 

O2 nebo neznámých intermediátů, které buď emitují záření, nebo přenášejí energii na 

jiné zářiče. Nicméně experimentální důkazy pro Mn
2+

 jako zářiče a identická spektrální 

distribuce v přítomnosti i nepřítomnosti formaldehydu tento předpoklad nepotvrzují. 

Další předpoklad je, že tyto enhancery zvyšují rychlost oxidace analytu. Reakce KMnO4 

s kyselinou mravenčí je autokatalyzována jak koloidním MnO2, tak Mn
2+

 ionty. Rovněž 
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byl obdržen důkaz naznačující, že záření produkující cesta oxidace formiátu KMnO4 je 

také autokatalyzována, ale bylo shledáno, že intenzita záření je nižší, když jsou Mn
2+

 

přidány do roztoku vzorku.  

 Bylo rovněž testováno mnoho kovových iontů, ale jako enhancer byly využity 

pouze ionty Fe
2+

. Výzkum mechanismu ukázal, že Fe
2+

 soli zvyšují rychlost CL oxidace 

kyseliny mravenčí a ethanolu s KMnO4 v kyselém prostředí.  

 Jako potenciální enhancery byly také testovány mnohé vysocefluorescentní 

sloučeniny (rhodamin B, rhodamin 6G, chinin, fluorescein) a surfaktanty (dodecylsulfát 

sodný, TritonX-100, cetyltrimetylamonium bromid), ale jen zřídka přinesly nějaký 

prospěch. Nadto oxidace SO3
2-

 KMnO4 (a jinými oxidanty) je zvyšována mnoha 

fluorescentními a nefluorescentními sloučeninami, včetně některých surfaktantů.  

 Mezi ostatní sloučeniny zvyšující CL v reakcích s KMnO4 v kyselém prostředí 

patří H2O2 a -cyklodextrin. [21] 

 

2.3.2.4 ANALYTY 

Byly pozorovány některé obecné závislosti mezi strukturou analytu a intenzitou 

CL . Srovnáním CL  morfinu s dalšími opiovými alkaloidy bylo zjištěno, že sloučeniny, 

které obsahují jak fenol, tak furanový můstek vyvolávají nejvyšší záření při reakci s 

KMnO4 v kyselém prostředí. 

Fenolům se v této oblasti dostalo nejvyšší pozornosti. Polyfenoly a 

dihydroxybenzeny (kvercetin, katechin, diethylstilbestrol) vyvolávají mnohem vyšší 

odpověď než jednoduché fenoly. Nicméně vliv počtu a pozice substituentů nebyl dosud 

jasně definován, v mnoha případech byly získány rozporuplné výsledky, zřejmě 

vzhledem k odlišným přístrojovým a chemickým podmínkám. 

V případě indolů, včetně řady alkaloidů a biogenních aminů (serotonin, 

melatonin, psilocin, brucin, strychnin, reserpin) je nejvyšší odpovědi dosaženo u těch 

s přítomností elektron-donorových skupin (hydroxy-, methoxy-). Limity detekce jsou 

obvykle lepší u hydroxy analogů. Efekt může mít také funkční skupina na C3 pozici. 

Rovněž mnoho heterocyklů, které neobsahují fenol nebo indol (některé 

penicilíny, cefalosporiny, akridiny, fenothiaziny, pyrazolony) bylo stanoveno s tímto 
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CL činidlem. Také několik organických kyselin (askorbová, jablečná) vykazuje silnou 

odpověď s tímto činidlem. 

Objevilo se několik strategií k rozšíření KMnO4 CL detekce na širší rozsah 

organických sloučenin. Vysoký dopad na zvýšení odpovědi mnoha sloučenin může mít 

degradace analytu alkalickým roztokem nebo UV zářením. Detekce založená na zvýšení 

CL reakcí KMnO4 a SO3
2-

 má vysoce odlišnou selektivitu od reakce se samotným 

KMnO4. 

Sn
2+

 a As
3+

 jsou jedinou hlavní skupinou kovů, které byly stanoveny s KMnO4 

CL detekcí. Byly u nich zaznamenány mnohem lepší limity detekce než u většiny 

organických sloučenin s tímto činidlem. [21] 

 

2.3.2.5 ANALYTICKÉ APLIKACE 

Farmaceutické a klinické aplikace 

KMnO4 CL byla použita ke stanovení opiových alkaloidů v průmyslových 

procesech; léčiv v komerčních preparátech; biomolekul, léčiv a metabolitů 

v biologických tekutinách; zakázaných drog v soudních vzorcích. Nejčastěji bývá tato 

detekce spojena s HPLC, kapilární elektroforézou, SIA a FIA.   

K CL stanovení opiových alkaloidů bývá nejčastěji použita HPLC nebo 

kapilární elektroforéza, při kterých probíhá také separace cílových analytů, ale také SIA 

a FIA, u kterých tato separace není nutná díky selektivitě činidla a zanedbatelné 

koncentraci interferujících látek. 

Nejběžněji navrhovanou aplikací KMnO4 CL je stanovení léčiv v komerčních 

preparátech (peniciliny, sulfonamidy, cefalosporiny, aminobenzoáty, fenothiaziny, 

pyrazolony, atd). V mnoha případech je vzorek matrice relativně jednoduchý a činidlo 

dostatečně selektivní pro spolehlivé stanovení těchto látek metodou SIA a FIA. 

Nicméně bez separačních kroků (HPLC, kapilární elektroforéza) nemůže být stanovena 

přítomnost nečistot a z tohoto důvodu pravděpodobně nebude průtoková analýza 

metodou volby ve farmaceutickém průmyslu. Ovšem vzhledem k vysoké výkonnosti 

může hrát roli v procesu monitorování a zjišťování doby použitelnosti přípravků. FIA 

byla rovněž použita ke stanovení mnoha léčiv v moči a krvi, což může být potenciálně 

dobře využito k post-column detekci těchto látek. 
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Bylo navrženo několik HPLC postupů s post-column KMnO4 CL detekcí pro 

biomolekuly a léčiva v biologických tekutinách (např. morfin, heroin, kodein; 

metabolity určitých neurotransmiterů v moči; antithyroidální léčiva – methyl-, 

propylthiouracil; trimetoprim, fenacetin, brucin). 

 KMnO4 CL byla rovněž použita při studiu interakcí léčiv s proteiny ke zjištění 

farmakokinetických a farmakodynamických vlastností, nevázané léčivo bylo opakovaně 

extrahováno ze směsi ultrafiltrací nebo mikrodialýzou. 

Zemědělství a životní prostředí 

 KMnO4 CL byla užita v několika studiích k měření atmosférického SO2 během 

vzletu letadla ke zjištění jeho vertikální distribuce a na vzdáleném měřícím místě 

k určení jeho pozemní koncentrace v průběhu času. Další studie zabývající se 

stanovením vzdušného SO2 zahrnují: CL reakci KMnO4 zesílenou riboflavin fosfátem 

za použití FIA; CL reakci KMnO4 s tris(2,2‘-bipyridin)ruthenium(II) nebo tris(1,10-

fenantrolin)ruthenium(II)  komplexem a triethanolaminem k absorpci analytu; přímá CL 

reakce indukovaná nebulizací činidla vysokorychlostním proudem vzduchu se vzorkem, 

slabá emise byla zvýšena flavin mononukleotidem a Tweenem 85 bez absorpce analytu, 

což umožnilo kontinuální monitorování. 

 Četné pesticidy a herbicidy a anorganické látky byly stanoveny v neupravených 

vodách, půdách, obilí a komerčních přípravcích KMnO4 CL užitím průtokových metod, 

tyto metody však pro tato stanovení vzorků s neznámým složením nejsou vhodné bez 

předchozí separace cílových analytů z důvodu potenciální interference, avšak můžou 

být vhodně použity pro stanovení pesticidů a herbicidů v komerčních přípravcích 

s dostatečně známým složením. 

Potravinářské a spotřebitelské produkty   

Bylo vyzkoušeno stanovení obsahu ethanolu v ginu, vínu a pivu, což vedlo 

k úspěchu pouze u ginu. Ve vínu bylo provedeno stanovení celkového obsahu 

fenolů/antioxidační aktivity metodou FIA, což bylo úspěšné pouze pro červené víno, 

nikoliv bílé. Ve vínu a pivu bylo rovněž provedeno stanovení SO3
2-

 metodou FIA za 

přítomnosti riboflavinu jako enhanceru. 

Kyselina askorbová v ovocném džusu, ovoci a zelenině a tabletách byla úspěšně 

stanovena metodou FIA, rovněž tak kyselina jablečná. Nicméně tyto kyseliny se 
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v ovocných džusech vyskytují často společně v koncentracích, které mohou bránit 

selektivnímu stanovení jednotlivé sloučeniny. 

Byla provedena série výzkumů stanovení jodidu v potravinách, např. analýza 

jodidové soli metodou FIA, kdy byly vzorky impregnovány chelatační pryskyřicí 

k odstranění kovových iontů především Fe
2+

, které silně interferují. 

Metodou HPLC s CL detekcí byla stanovena tři tetracyklinová antibiotika 

v medu, nebo arbutin a kyselina L-askorbová v bělící kosmetice po extrakci 

methanolem. [21] 

 

2.3.3 Stanovení léčiv metodou SIA s CL detekcí 

 Spojení CL detekce a automatizovaných průtokových technik jako FIA a SIA 

v současnosti stimuluje rozsáhlejší užití CL v analýze léčiv. [20]  

Příklady stanovení léčiv pomocí metody SIA a CL: 

 Indometacin – jako rozpouštědlo byl použit 50% ethanol. CL záření bylo 

emitováno reakcí indometacinu s Ru(bipy)3
3+

 za přítomnosti acetátu. Ru(bipy)3
3+

 

byl generován in situ v SIA systému  oxidací 0,5 mM Ru(bipy)3
2+

 Ce(IV) 

amonium sulfátem v roztoku kyseliny sírové. Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 0,1 – 10 M. Detekční limit byl 0,05 M. Metoda byla 

aplikována na stanovení indometacinu v gelech a mastech. [22] 

 Kyselina askorbová – za použití Mn
4+

 a KMnO4 v kyselém prostředí jako 

oxidačního činidla s použitím metody SIA a FIA. Detekční limit s použitím 

KMnO4 byl 510
-8

 M pro obě metody, zatímco Mn
4+

 poskytly detekční limity 

110
-8

 M metodou FIA a 510
-9

 M metodou SIA. Metoda byla aplikována na 

stanovení kys. askorbové v tabletách.[23] 

 Trimetoprim – za použití KMnO4 v kyselém prostředí jako oxidačního činidla a 

hexametafosfátu jako zesilovače intenzity CL. Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 20 – 100 g/ml. Detekční limit byl 0,1 g/ml. Metoda 

byla aplikována na stanovení trimetoprimu v tabletách. [24] 

 Sulfonamidy (sulfanilamid, sulfacetamid, sulfathiazol, sulfadimidin, 

sulfafurazol, sulfamethoxypyridazin, sulfaguanidin) - za použití KMnO4 
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v kyselém prostředí (H2SO4) jako oxidačního činidla a 0,1 M glutaraldehydu 

jako zesilovače intenzity CL. Lineární část kalibrační křivky se pohybovala 

v rozmezí 0,01 – 0,5 mM. Metoda byla aplikována na stanovení sulfacetamidu a 

sulfafurazolu v léčivech. [25] 

 Prokain, benzokain, tetrakain - za použití KMnO4 v kyselém prostředí (H2SO4) 

jako oxidačního činidla a 4-hydroxybifenylu, Rhodaminu-B, glykolaldehydu, 

glutaraldehydu a kyseliny mravenčí jako zesilovačů intenzity CL. Jako 

optimální zesilovač CL byla zvolena kys. mravenčí. Lineární části kalibračních 

křivek se pohybovaly v rozmezí 0,5 – 50, 0,5 – 25, a 0,2 – 25 g/ml. Detekční 

limity byly 0,3 g/ml pro prokain a benzokain a 0,1 g/ml pro tetrakain. Metoda 

byla aplikována na stanovení těchto účinných látek v léčivých přípravcích. [26] 

 Morfin – v nevodném (s vodou nemísitelném) prostředí za použití KMnO4 

v kyselém prostředí jako oxidačního činidla a polyfosfátu sodného jako 

zesilovače. Lineární část kalibrační křivky se pohybovala v rozmezí 0,01 – 0,1 

% (m/v). Jako náhrada KMnO4 byl vyzkoušen manganistan 

methyltrifenylfosfonia, výsledky byly srovnatelné s použitím KMnO4. [27] 

 Morfin – za použití KMnO4 v kyselém prostředí jako oxidačního činidla a 

hexametafosfátu sodného jako zesilovače. Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 2,510
-6

 – 3,010
-5

 mol/l. Detekční limit byl odhadnut na 

10
-8

 mol/l. [28]  

 Salbutamol - za použití KMnO4 v kyselém prostředí (H2SO4) jako oxidačního 

činidla a polyfosfátu sodného jako zesilovače intenzity CL. Salbutamol byl 

adsorbován v mikrokoloně na pevné fázi.Lineární část kalibrační křivky se 

pohybovala v rozmezí 0,05 – 10 g/ml. Detekční limit byl 0,03 g/ml. Metoda 

byla aplikována na stanovení salbutamolu v lidském séru a moči. Stanovení 

v séru metodou SIA neposkytlo uspokojivé výsledky. [29] 

 

2.3.4 Úprava fluorimetru 

Fluorimetrický detektor byl pro chemiluminiscenční stanovení upraven 

následujícím způsobem – nebylo použito primární záření (lampa fluorimetru zůstala 

vypnutá) a v místě sekundárního filtru byl vložen spirální chemiluminiscenční modul 
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z plexiskla kopírující tvar sekundárního filtru. Jeho součástí je spirála z průhledné 

teflonové hadičky o vnitřním průměru 0,50 mm, stočené pětkrát. Zóna měřeného 

produktu CL reakce je přiváděna do středu spirály a odvedena z periferní části spirály 

do odpadu. 

 

Obr. č. 11: Chemiluminiscenční modul 

 Při vlastním měření bylo třeba měnit rozsah stupnice, resp. citlivosti měření a 

podle výšky píku a nastaveného rozsahu stupnice vypočítat intenzitu CL (ta je přímo 

úměrná výšce píku). Např. je-li rozsah stupnice 0,1 µA a hodnota výšky píku 0,82, pak 

je výpočet následující: (0,1  1000  0,82) / 2,5 = 32,80 nA.  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

Seznam zkratek: 

SIA – sekvenční injekční analýza 

UV – ultrafialová oblast 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

A – plocha u metody HPLC 

EtOH – ethanol 

MeOH – methanol 

PFS – polyfosfát sodný 

CL – chemiluminiscence (intenzita) 

CL* - hodnoty intenzity CL po odečtení signálu sl. roztoku 

RSD – relativní směrodatná odchylka 

SD – směrodatná odchylka 

HVLP – hromadně vyráběné léčivé přípravky 

IS 40 - ISOPTIN 
® 

40 mg por tbl flm 5040 mg 

IS 80 - ISOPTIN 
® 

80 mg por tbl flm 5080 mg 

LEK 40 - LEKOPTIN 
® 

40 mg drg 5040 mg 

LEK 80 - LEKOPTIN 
® 

80 mg por tbl flm 5080 mg 

LEK 120 - LEKOPTIN 
® 

120 mg por tbl flm 20120 mg 

 

3.1 Použitá zařízení 

3.1.1 SIA 

 analytické váhy SARTORIUS A200S 

 filtr Valupret (nylon, 0,45 m) 

 centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen 

 spojovací materiál – teflonové hadičky o vnitřním průměru 0,50 mm, Upchurch, 

Scientific, Inc. 

 fluorimetr se spirální průtokovou celou vyrobenou ze stejného materiálu jako 

spojovací teflonové hadičky, Schoeffel Instrument – corp. 

 SIA systém – 2,5 ml pístové čerpadlo CAVRO XL 
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o 10-cestný selekční ventil VICI VALCO 

o řídící jednotka – počítač PC ATX (procesor Intel Pentium II 333 Mhz, 64 

MB operační paměti) vybavený vývojovým prostředím LabVIEW 5.1, 

operační systém Windows 98; přídavné karty AT-MIO-16E10 a AT-

232/4 pro sběr dat a ovládání analyzátoru 

 

3.1.2 Titrace 

 pH metr (PH03 – Labio) 

 pH elektroda kombinovaná typ HC 113 

 elektromagnetická míchačka IKA 

 

3.1.3 Absorpční spektrofotometrie v UV oblasti 

 8453 UV – VIS spektrofotometr, diode array, program UV – VIS Chemstation 

Software 

 

3.1.4 HPLC 

 Shimadzu Prominence 20 A s DAD detektorem (Shimadzu corp., Japonsko) 

 

3.2 Použité chemikálie a roztoky 

3.2.1 Chemikálie 

 verapamil hydrochlorid – Aldrich Chem. Co., Německo 

 kyselina sírová 96% - Lachema, Neratovice 

 manganistan draselný – Balex, Pardubice 

 polyfosfát sodný – Sigma Aldrich s. r. o., Německo 

 ethanol denaturovaný methanolem – Lihovar Chrudim 

 methanol – Penta, Chrudim 

 fenolftalein – Sigma-Aldrich, Německo 
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 kyselina chlorovodíková – Penta, Chrudim 

 hydroxid sodný Penta, Chrudim 

3.2.2 Roztoky 

1) zásobní roztok verapamilu, Mr = 491,06 

a) c = 1 mM – navážka 0,0098 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 20,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

b) c = 1 10
-2

 M - navážka 0,1228 g byla rozpuštěna v destilované vodě a 

doplněna v 25,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

c) další naředěné koncentrace: 510
-3

 M, 210
-3

 M, 110
-3

 M, 510
-4

 M, 110
-4

 M, 

510
-5

 M, 210
-5

 M, 110
-5

 M 

2) zásobní roztok verapamilu v 60% methanolu, Mr = 491,06 

a) c = 1 mM – navážka 0,0098 g byla rozpuštěna ve 12 ml methanolu a 

doplněna v 20,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

3) zásobní roztok verapamilu v 60% ethanolu, Mr = 491,06 

a) c = 1 mM – navážka 0,0098 g byla rozpuštěna ve 12 ml ethanolu a doplněna 

v 20,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

b) c = 110
-2

 M - navážka 0,0492 g byla rozpuštěna v 6 ml ethanolu a doplněna 

v 10,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

c) další naředěné koncentrace: 510
-3

 M, 210
-3

 M, 110
-3

 M, 510
-4

 M, 110
-4

 M, 

510
-5

 M, 110
-5

 M 

4) zásobní roztok verapamilu v 0,01 M HCl, Mr = 491,06 

a) c = 400 mg/l – navážka 20,00 mg verapamilu byla rozpuštěna v 0,01 M HCl 

a doplněna v 50,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po rysku. 

b) další naředěné koncentrace: 80,00 mg/l, 60,00 mg/l, 40,00 mg/l, 20,00 mg/l, 

10,00 mg/l 

5) zásobní roztok kyseliny sírové, Mr = 98,08 

a) c = 2 M – do 50,00 ml odměrné baňky s asi 20 ml destilované vody bylo 

odpipetováno 4,85 ml 96% H2SO4 a doplněno destilovanou vodou po rysku 

b) c = 1 M – do 50,00 ml odměrné baňky bylo odpipetováno 25,00 ml 2 M 

roztoku a doplněno destilovanou vodou po rysku 

6) zásobní roztok manganistanu draselného, Mr = 158,04 



 39 

a) c = 0,1 M – navážka 0,7902 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

b) c = 1 mM – do 100,00 ml odměrné baňky byl odpipetován 1,00 ml 0,1 M 

roztoku a doplněn destilovanou vodou po rysku 

c) c = 10 mM – do 100,00 ml odměrné baňky bylo odpipetováno 10,00 ml 0,1 

M roztoku a doplněno destilovanou vodou po rysku 

7) zásobní roztok polyfosfátu sodného 

a) c = 0,5 % - navážka 0,25 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

b) c = 1 % - navážka 0, 5 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

c) c = 2 % - navážka 1,0 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

d) c = 2,5 % - navážka 1,25 g byla rozpuštěna v destilované vodě a doplněna 

v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou vodou po rysku 

8) slepý roztok EtOH - 12 ml ethanolu bylo doplněno v 20,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku. 

9) slepý roztok MeOH – 12 ml methanolu bylo doplněno v 20,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

10) 0,01 M HCl – 5,00 ml 1M HCl bylo doplněno v 500,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku. 

11) 0,01 M HCl VS – přesná koncentrace 0,010182 M 

12) 0,01 M NaOH VS – 25,0 ml 0,1 M NaOH bylo doplněno v 250,00 ml odměrné 

baňce destilovanou vodou po rysku. Byla stanovena přesná koncentrace 0,009341 M 

standardizací na roztok kyseliny chlorovodíkové 0,01 M. 

Příprava roztoků stanovovaných léčiv: 

A) metoda SIA: 

Bylo zváženo 10 tablet každého přípravku a určena hmotnost 1 tbl, poté byly tyto 

tablety rozdrceny a připraveny roztoky z navážky odpovídající 1 tbl každého přípravku. 

Část z každého roztoku byla zcentrifugována při 3000 otáčkách po dobu 5 min., 

poté byly zfiltrovány přes filtr Valupret (nylon, 0,45 m). 

Pro měření byly použity jak filtrované, tak pouze sedimentované roztoky. 



 40 

Příprava vodných roztoků: 

a) IS 40: (0,1454 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu) 

 c = 1,629110
-3

 M – navážka 0,1454 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou 

vodou po rysku 

b) IS 80: (0,2851 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu) 

 c = 1,629110
-3

 M – navážka 0,2851 g tabletoviny (80,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce destilovanou 

vodou po rysku 

c) LEK 40: (0,1186 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu)  

 c = 1,629110
-3

 M – navážka 0,1186 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna v 50,00 ml odměrné baňce destilovanou 

vodou po rysku 

d) LEK 80: (0,3152 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu)  

 c = 1,629110
-3

 M – navážka 0,3151 g tabletoviny (79,97 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce destilovanou 

vodou po rysku 

e) LEK 120: (0,5295 g tabletoviny ~ 120,00 mg verapamilu) 

 c = 9,774810
-4

 M – navážka 0,5296 g tabletoviny (120,02 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna ve 250,00 ml odměrné baňce destilovanou 

vodou po rysku 

Příprava ethanolických roztoků: 

a) IS 40: (0,1454 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu) 

 c = 8,145610
-4

 M – navážka 0,1455 g tabletoviny (40,03 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 60,0 ml ethanolu 96% a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

b) IS 80: (0,2851 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu) 

 c = 6,516510
-4

 M – navážka 0,2852 g tabletoviny (80,03 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 150,0 ml ethanolu 96% a doplněna ve 250,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

c) LEK 40: (0,1186 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu) 
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 c = 8,145610
-4

 M – navážka 0,1188 g tabletoviny (40,07 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 60,0 ml ethanolu 96% a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

d) LEK 80: (0,3152 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu) 

 c = 6,516510
-4

 M – navážka 0,3152 g tabletoviny (80,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 150,0 ml ethanolu 96% a doplněna ve 250,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

e) LEK 120: (0,5295 g tabletoviny ~ 120,00 mg verapamilu) 

 c = 9,774810
-4

 M – navážka 0,5293 g tabletoviny (119,95 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 150,0 ml ethanolu 96% a doplněna ve 250,00 ml odměrné baňce 

destilovanou vodou po rysku 

B) potenciometrická titrace 

IS 40: (0,1454 g tabletoviny ~ 40 mg verapamilu) 

- navážka 0,1459 g; 0,1457 g a 0,1457 g tabletoviny (40,14 mg; 40,08 mg a 

40,08 mg verapamilu) byla rozpuštěna v 50,00 ml ethanolu R 

C) absorpční spektrofotometrie v UV oblasti a HPLC 

a) IS 40: ( 0,0727 g tabletoviny ~ 20,00 mg verapamilu) 

c =  20,00 mg/l – navážka 0,0727 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 0,01 M HCl a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po 

rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebráno a doplněno v 50,00 ml odměrné 

baňce 0,01 M HCl po rysku. 

b) IS 80: (0,1426 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu) 

 c =  40,00 mg/l – navážka 0,1426 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 0,01 M HCl a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po 

rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebráno a doplněno v 50,00 ml odměrné 

baňce 0,01 M HCl po rysku. 

c) LEK 40: (0,0593 g tabletoviny ~ 20,00 mg verapamilu) 

c =  20,00 mg/l – navážka 0,0593 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 0,01 M HCl a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po 

rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebráno a doplněno v 50,00 ml odměrné 

baňce 0,01 M HCl po rysku 

d) LEK 80: (0,0788 g tabletoviny ~ 20,00 mg verapamilu) 
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 c =  20,00 mg/l – navážka 0,0788 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 0,01 M HCl a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po 

rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebráno a doplněno v 50,00 ml odměrné 

baňce 0,01 M HCl po rysku. 

e) LEK 120: (0,1324 g tabletoviny ~ 30,00 mg verapamilu) 

 c =  30,00 mg/l – navážka 0,1325 g tabletoviny (30,02 mg verapamilu) byla 

rozpuštěna v 0,01 M HCl a doplněna ve 100,00 ml odměrné baňce 0,01 M HCl po 

rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebráno a doplněno v 50,00 ml odměrné 

baňce 0,01 M HCl po rysku. 

 

3.3 Optimalizace podmínek 

Optimalizovány byly: 

 rychlost přívodu reakčního produktu do detektoru 

 pořadí nasávání roztoků do systému 

 objemy jednotlivých roztoků 

 koncentrace roztoků 

 látka zvyšující intenzitu chemiluminiscence (polyfosfát sodný) 

 vliv dalších rozpouštědel použitých pro přípravu roztoku vzorku 

 

3.3.1 Použité roztoky 

 1 mM verapamil  

 1 mM a 10 mM KMnO4  

 1 M a 2 M H2SO4 

 0,5%, 1%, 2% a 2,5% PFS 

 

3.3.2 Použité programy 

Program pro optimalizaci rychlosti přívodu reakčního produktu do detektoru - 

optimrychlosti.prg  

Syringe pump         valve position IN            

Syringe pump         set flow rate [l/s]       100 
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Syringe pump         aspirate [l]             1000 

Syringe pump         valve position OUT           

multi-port valve     set valve position           2   {10mM KMnO4} 

Syringe pump         aspirate [l]               20 

multi-port valve     set valve position            3   {1mM verapamil} 

Syringe pump         aspirate [l]               50 
multi-port valve     set valve position           4   {1M H2SO4} 

Syringe pump         aspirate [l]               50 

multi-port valve     set valve position           8  

Syringe pump         set flow rate [l/s]        30 {měněná rychlost} 

Syringe pump         empty syringe                

 

Program pro optimalizaci rychlosti přívodu reakčního produktu do detektoru se 

zařazením procesu mísení v reakční cívce - mísení.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2 {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

multi-port valve    set valve position         3 {1mM verapamil} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         4 {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         6 {voda} 

Syringe pump        aspirate [l]            100 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        dispense [l]             20 {mísení zón} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 {měněná rychlost} 

Syringe pump        empty syringe                

 

Program pro optimalizaci pořadí aspirovaných roztoků, rychlosti přívodu 

reakčního produktu do detektoru při použití PFS, koncentrace PFS a KMnO4 a 

volbu objemů jednotlivých roztoků - pfs-1.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2   {10mM, 1mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

multi-port valve    set valve position         3   {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 
multi-port valve    set valve position         4   {1mM verapamil} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         5   {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         8 
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Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 

Syringe pump        empty syringe                

 

Program pro optimalizaci pořadí aspirovaných roztoků a rychlosti přívodu 

reakčního produktu do detektoru při použití PFS se zařazením procesu mísení 

v reakční cívce - mísenípfs.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2 {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

multi-port valve    set valve position         3     {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         4 {1mM verapamil} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         5 {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 
multi-port valve    set valve position         6 {voda} 

Syringe pump        aspirate [l]            100 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        dispense [l]             20 {mísení zón} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 {měněná rychlost} 

Syringe pump        empty syringe                

 

Program pro optimalizaci rychlosti přívodu reakčního produktu do detektoru pro 

ethanolický a methanolický roztok verapamilu - optimrychlostiEtOH.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2   {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

multi-port valve    set valve position         3   {1mM ver. v EtOH} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 
multi-port valve    set valve position         4   {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30   {měněná rychlost} 

Syringe pump        empty syringe                

  

Program pro optimalizaci rychlosti přívodu reakčního produktu do detektoru při 

použití PFS pro ethanolický a methanolický roztok verapamilu a volbu objemů 

jednotlivých roztoků při použití ethanolického roztoku verapamilu -  pfsEtOH.prg      
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Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2   {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 
multi-port valve    set valve position         3   {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         4   {1mM ver. v EtOH} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         5   {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 

Syringe pump        empty syringe                

 

Program pro kalibraci vodných roztoků verapamilu a stanovení obsahu 

verapamilu v léčivech - pfs-2.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 
Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2   {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             30 

multi-port valve    set valve position         3   {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         4   {1mM verapamil} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 
multi-port valve    set valve position         5   {1M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             30 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 

Syringe pump        empty syringe  

 

Program pro úpravu koncentrace H2SO4, rozdělení objemu PFS, kalibraci 

ethanolických roztoků verapamilu a stanovení obsahu verapamilu v léčivech - 

2pfsEtOH.prg      

Syringe pump        valve position IN            

Syringe pump        set flow rate [l/s]     100 

Syringe pump        aspirate [l]           1000 

Syringe pump        valve position OUT           

multi-port valve    set valve position         2   {10mM KMnO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             20 

multi-port valve    set valve position         3   {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             30 
multi-port valve    set valve position         4   {1mM ver. v EtOH} 

Syringe pump        aspirate [l]             50 

multi-port valve    set valve position         5   {2M H2SO4} 

Syringe pump        aspirate [l]             30 
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multi-port valve    set valve position         3   {2% PFS} 

Syringe pump        aspirate [l]             30 

multi-port valve    set valve position         8 

Syringe pump        set flow rate [l/s]      30 

Syringe pump        empty syringe                              

 

3.3.3 Vstupní data 

Optimalizace měření byla započata s tímto nastavením programu systému: 

Program pro optimalizaci pořadí roztoků na počátku optimalizace podmínek 

měření - počáteční nastavení.prg      

Syringe pump         valve position IN            

Syringe pump         set flow rate [l/s]       100 

Syringe pump         aspirate [l]             1000 

Syringe pump         valve position OUT           

multi-port valve     set valve position           2   {1mM verapamil} 

Syringe pump         aspirate [l]               50 

multi-port valve     set valve position            3   {1M H2SO4} 

Syringe pump         aspirate [l]               50 
multi-port valve     set valve position           4   {10mM KMnO4} 

Syringe pump         aspirate [l]               20 

multi-port valve     set valve position           8 

Syringe pump         set flow rate [l/s]        50 

Syringe pump         empty syringe                

Nastavení fluorimetru: 

 Napětí na fotonásobiči: 420V 

 rozsah stupnice: 0,02 – 0,2 A 

 

3.3.4 Úprava podmínek měření bez přídavku látky zesilující intenzitu 

CL 

3.3.4.1 VOLBA POŘADÍ ROZTOKŮ 

 Cílem tohoto experimentu bylo určit, v jakém pořadí musí být do systému 

aspirovány jednotlivé složky pro zajištění potřebného reakčního prostředí a optimální 

průběh chemické reakce. Objemy aspirovaných roztoků činidel a vzorku byly 50 l 

verapamilu, 50 l H2SO4 a 20 l KMnO4, rychlost průtoku detektorem byla 50 l/s. 

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4 

 Program: počáteční nastavení.prg 
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3.3.4.2 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU 

Cílem bylo najít vhodnou rychlost pro reakci výchozích látek a zachycení 

chemiluminiscenčního signálu produktu v detektoru. Roztoky aspirovaných činidel a 

vzorku byly použity v objemu 50 l verapamilu, 50 l H2SO4 a 20 l KMnO4. 

Testované hodnoty rychlosti byly – 30, 40, 50, 60, 70 l/s pro oba programy a dále 80, 

90 a 100 l/s pro program bez mísení. Mísení roztoků bylo dosaženo zařazením 

aspirace roztoků do mísící cívky, dvojnásobným obrácením toku aspirovaných zón (což 

zajistí jejich vyšší disperzi) a následným transportem reakčního produktu do detektoru. 

Roztoky byly aspirovány v pořadí: 1. KMnO4, 2. verapamil, 3. H2SO4. 

 Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4 

 Programy: optimrychlosti.prg, mísení.prg  

 

3.3.5 Vliv polyfosfátu sodného (PFS) na intenzitu CL 

3.3.5.1 VOLBA POŘADÍ ROZTOKŮ 

Objemy aspirovaných roztoků činidel a vzorku byly 50 l verapamilu, 50 l 

H2SO4, 50 l PFS a 20 l KMnO4, rychlost průtoku detektorem byla 30 l/s. 

 Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 0,5 % a 1 % PFS 

 Programy: pfs-1.prg, mísenípfs.prg 

 

3.3.5.2 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU A VLIV 

KONCENTRACE PFS 

 Roztoky aspirovaných činidel a vzorku byly použity v objemu 50 l verapamilu, 

50 l H2SO4, 50 l PFS a 20 l KMnO4. Testované hodnoty rychlosti pro program pfs-

1.prg byly – 30, 50, 70, 100 l/s pro 0,5% PFS, 30, 50, 70, l/s pro 1% PFS, 30, 40, 50, 

60 l/s pro 2% PFS a 30 l/s pro 2,5% PFS, testované hodnoty rychlosti pro program 

mísenípfs.prg byly – 30, 50, 100 l/s pro 0,5% PFS a 30, 50, 70, l/s pro 1% PFS. 

Roztoky byly aspirovány v pořadí: 1. KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4.  
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 Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 0,5 %, 1 %, 2% a 2,5% 

PFS 

 Programy: pfs-1.prg, mísenípfs.prg 

 Pro volbu rychlosti u 0,5% PFS bez mísení bylo zvoleno pořadí se zařazením 

PFS na začátek. 

 

3.3.5.3 VOLBA KONCENTRACE KMNO4 

 Cílem bylo zjistit optimální koncentraci KMnO4, ta musí být dostatečná pro 

oxidaci vzorku a zároveň by měla minimálně pohlcovat chemiluminiscenční záření. 

Roztoky aspirovaných činidel a vzorku byly použity v objemu 50 l verapamilu, 50 l 

H2SO4, 50 l PFS. Testované roztoky KMnO4 byly použity v těchto kombinacích 

objemů a koncentrací:  20 l 10 mM KMnO4 a 50 l 1 mM KMnO4. Rychlost průtoku 

detektorem byla 30 l/s. Roztoky byly aspirovány v pořadí: 1. KMnO4, 2. PFS, 3. 

verapamil, 4. H2SO4. 

 Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 1 mM a 10 mM KMnO4, 2% PFS 

 Program: pfs-1.prg 

 

3.3.5.4 VOLBA OBJEMU ROZTOKŮ 

Cílem bylo zajistit optimální objemy pro promísení roztoků v cívce a průběh 

chemické reakce. 

 Rychlost průtoku detektorem byla 30 l/s. Roztoky byly aspirovány v pořadí: 1. 

KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4. 

 Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS 

 Program: pfs-1.prg 

Nejprve byl volen objem 10 mM KMnO4, kdy objemy ostatních roztoků byly 

ponechány po 50 l. 

Následně byl volen objem 1M H2SO4, kdy bylo použito 30 l 10 mM KMnO4 a 

ostatní roztoky po 50 l. 
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 Poté byly vyzkoušeny další kombinace objemů KMnO4 a H2SO4, objemy 

verapamilu a PFS byly ponechány po 50 l. 

 Nakonec byl volen objem PFS s optimalizovaným objemem KMnO4 a H2SO4. 

 

3.3.6 Vliv rozpouštědel na intenzitu CL 

Cílem bylo zjistit vliv 60% MeOH a 60% EtOH jako rozpouštědla vzorku na 

intenzitu CL. 

 

3.3.6.1 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU 

 Roztoky aspirovaných činidel a vzorku byly použity v objemu 50 l verapamilu 

v 60% EtOH nebo 60% MeOH, 50 l H2SO4, 50 l PFS a 20 l KMnO4. Testované 

hodnoty rychlosti byly – 30, 50, 70 a 100 l/s pro ethanolické roztoky verapamilu a 30, 

50 a 100 l/s pro methanolické roztoky verapamilu. Roztoky byly aspirovány v pořadí: 

1. KMnO4, 2. verapamil, 3. H2SO4 při použití programu optimrychlostiEtOH.prg a 1. 

KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4 při použití programu pfsEtOH.prg. 

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% MeOH, 1 mM verapamil v 60% EtOH, 1 M 

H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS, slepý roztok EtOH, slepý roztok 

MeOH 

Programy: optimrychlostiEtOH.prg, pfsEtOH.prg 

 

3.3.6.2 VOLBA OBJEMŮ ROZTOKŮ 

Cílem bylo zajistit optimální objemy pro promísení roztoků v mísící cívce a 

průběh chemické reakce. 

 Rychlost průtoku detektorem byla 30 l/s. Roztoky byly aspirovány v pořadí: 1. 

KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4. 

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% EtOH, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS, 

slepý roztok EtOH 

Program: pfsEtOH.prg 
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Souběžně s ethanolickým vzorkem verapamilu byl vždy proměřen i slepý roztok 

a hodnoty CL signálu byly hodnoceny jako rozdíl CL vzorku a slepého roztoku. 

Nejprve byl volen objem 10 mM KMnO4, kdy objemy ostatních roztoků byly 

ponechány po 50 l. 

Následně byl volen objem 1M H2SO4, kdy bylo použito 20 l 10 mM KMnO4 a 

ostatní roztoky po 50 l. 

 Nakonec byl volen objem PFS s optimalizovaným objemem KMnO4 a H2SO4. 

 

3.3.6.3 ÚPRAVA KONCENTRACE H2SO4 A ROZDĚLENÍ OBJEMU PFS 

Vzhledem k výsledkům optimalizace objemů, byl nahrazen objem 60 l 1M 

H2SO4 za 30 l 2M H2SO4. Objem 60 l PFS byl rozdělen do dvou částí po 30 l a 

vyzkoušeno různé pořadí zařazení druhé části. 

 Roztoky aspirovaných činidel a vzorku byly použity v objemu 50 l verapamilu, 

30 l H2SO4, 30 + 30 l PFS. Rychlost průtoku detektorem byla 30 l/s. Roztoky byly 

aspirovány v pořadí: 1. KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4, druhá část objemu PFS 

byla zařazována postupně do všech třech možných pozic. 

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% EtOH, 2 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS, 

slepý roztok EtOH 

Program: 2pfsEtOH.prg 

Souběžně s ethanolickým vzorkem verapamilu byl vždy proměřen i slepý roztok 

a hodnocen rozdíl CL signálu. 

 

3.4 Ověření metody 

Při proměřování jednotlivých koncentrací roztoků byly rovněž určeny: 

kvantifikační limit (LOQ) – nejnižší koncentrace v lineární části kalibrační závislosti, 

detekční limit (LOD) – hodnocen jako trojnásobek šumu základní linie. 
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3.4.1 Kalibrace verapamilu ve vodném roztoku 

Roztoky: 110
-2

 M verapamil, 1 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS 

 Ze zásobního roztoku 110
-2

 M verapamilu byla připravena kalibrační řada 

roztoků o koncentracích 110
-2

 M, 510
-3

 M, 210
-3

 M, 110
-3

 M, 510
-4

 M, 110
-4

 M, 

510
-5

 M, 210
-5

 M, 110
-5

 M. 

Program: pfs-2.prg 

Z deseti měření vzorku verapamilu ve vodě o koncentraci 110
-3

 M a 110
-4

 M 

byla vypočítána relativní směrodatná odchylka (RSD) – opakovatelnost stanovení. 

 

3.4.2 Kalibrace verapamilu v ethanolickém roztoku 

Roztoky: 110
-2

 M verapamil v 60% EtOH, 2 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% 

PFS, slepý roztok 60% EtOH  

Ze zásobního roztoku 110
-2

 M verapamilu v 60% EtOH a z roztoků vodné řady 

byla připravena kalibrační řada roztoků verapamilu v 60% EtOH o koncentracích 110
-2

 

M, 510
-3

 M, 210
-3

 M, 110
-3

 M, 510
-4

 M, 110
-4

 M, 510
-5

 M, 110
-5

 M.  

Současně s jednotlivými roztoky vzorků byl proměřen i slepý roztok 60% EtOH. 

Intenzita CL slepého roztoku byla odečtena od intenzity CL jednotlivých vzorků a byla 

zaznamenána výsledná intenzita CL jako rozdíl těchto dvou hodnot.  

Program: 2pfsEtOH.prg 

Z deseti měření vzorku verapamilu v 60% ethanolu o koncentraci 110
-3

 M a 

110
-4

 M byla vypočítána relativní směrodatná odchylka (RSD) – opakovatelnost 

stanovení.   

 

3.5 Porovnávací metody 

3.5.1 Potenciometrická titrace 

 V ČL 2005 je uveden článek VERAPAMILI HYDROCHLORIDUM. 

Lékopisnou metodou pro jeho stanovení je alkalimetrická titrace s potenciometrickou 

indikací bodu ekvivalence. 
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Postup stanovení: 

0,400 g se rozpustí v 50 ml ethanolu R, přidá se 5,0 ml kyseliny chlorovodíkové 

0,01 mol/l VS a titruje se hydroxidem sodným 0,1 mol/l VS za potenciometrické 

indikace bodu ekvivalence. Odečte se spotřeba mezi dvěma inflexními body. 

1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l VS odpovídá 49,11 mg C27H39ClN2O4. [1] 

Upravený postup stanovení verapamilu v 1 tbl. IS 40: 

0,1454 g tabletoviny (~ 40,00 mg verapamilu) se rozpustí v 50 ml ethanolu R, 

přidá se 0,5 ml kyseliny chlorovodíkové 0,01 mol/l VS a titruje se hydroxidem 

sodným 0,01 mol/l VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence. Odečte se 

spotřeba mezi dvěma inflexními body. 

1 ml hydroxidu sodného 0,01 mol/l VS odpovídá 4,911 mg C27H39ClN2O4. 

Roztoky: 0,01 M HCl VS – přesná koncentrace 0,010182 M 

0,01 M NaOH VS - byla stanovena přesná koncentrace 0,009341 M 

standardizací na roztok kyseliny chlorovodíkové 0,01 M. 

 

3.5.2 Absorpční spektrofotometrie v ultrafialové oblasti 

 Uvedena v ČL 2005 jako zkouška totožnosti v článku VERAPAMILI 

HYDROCHLORIDUM. 

Postup: 

20,00 mg se rozpustí v kyselině chlorovodíkové 0,01 mol/l RS a zředí se jí na 

100,00 ml. 5,00 ml tohoto roztoku se zředí stejnou kyselinou na 50,00 ml. Měří se 

absorbance roztoku při 210 nm až 340 nm; roztok vykazuje dvě absorpční maxima, při 

229 nm a 278 nm a prodlevu při 282 nm. Poměr absorbance naměřené v maximu při 

278 nm k absorbanci naměřené v maximu při 229 nm je 0,35 až 0,39. [1] 

Roztoky: 0,01 M HCl, roztok verapamilu ( c = 400 mg/l) v 0,01 M HCl 

Ze zásobního roztoku verapamilu ( c = 400 mg/l) byla připravena kalibrační řada 

roztoků verapamilu v 0,01 M HCl o koncentracích: 80,00 mg/l; 60,00 mg/l; 40,00 mg/l; 

20,00 mg/l a 10,00 mg/l. 
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3.5.3 HPLC (vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 

Byla použita metoda  nalezená v odborné literatuře [14], podmínky byly 

upraveny následovně (s přihlédnutím ke stanovení pouze jedné účinné látky a její 

separace od látek pomocných): 

pevná fáze: kolona Chromolith RP – 18c 100  4,6 mm a předkolona Chromolith 10  

4,6 mm 

mobilní fáze: 35 : 65 acetonitril : 0,085% H3PO4 

průtok: 2 ml/min 

objem vzorku: 20l 

teplota: 25 °C 

detekce: UV 229 nm 

Roztoky: viz. kapitola 3.5.2. 

 

3.6 Aplikace na HVLP 

3.6.1 SIA 

Roztoky: 1 a 2 M H2SO4, 10 mM KMnO4, 2% PFS a roztoky léčiv uvedené 

v kapitole 3.2.2. 

 Pro měření byly použity roztoky léčiv jak filtrované, tak pouze sedimentované. 

Stanovení bylo provedeno se všemi přípravky ve vodném i ethanolickém roztoku 

z jedné navážky léčiva, která byla proměřena třikrát, s vyjímkou vodného roztoku IS 80, 

kde bylo stanovení provedeno z pěti navážek, přičemž každá byla proměřena třikrát.  

Programy: pfs-2.prg, 2pfsEtOH.prg 

 

3.6.2 Titrace 

Titrace byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1, v tomto případě 

šlo pouze o test použití dané metody jako metody porovnávací. 

Roztoky: 0,01 M HCl VS, 0,01 M NaOH VS; IS 40 (úprava viz.kapitola 3.2.2)  
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3.6.3 Absorpční spektrofotometrie v ultrafialové oblasti 

Stanovení bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.2. 

Roztoky: 0,01 M HCl a roztoky léčiv uvedené v kapitole 3.2.2 

Stanovení bylo provedeno se všemi přípravky z jedné navážky léčiva, která byla 

proměřena jedenkrát při obou vlnových délkách maxima (229 a 278 nm). Opět šlo o test 

použití této metody jako metody porovnávací. 

 

3.6.4 HPLC 

Stanovení bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.3. 

Roztoky: 0,01 M HCl a roztoky léčiv uvedené v kapitole 3.2.2 

Stanovení bylo provedeno se všemi přípravky z jedné navážky léčiva, která byla 

proměřena dvakrát, s vyjímkou roztoku IS 80, kde bylo stanovení provedeno z pěti 

navážek, přičemž každá byla proměřena dvakrát.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

U všech experimentů provedených metodou SIA byla hodnocena výška píku 

stanovované látky, která byla přepočtena na intenzitu CL, jejíž hodnoty byly 

zaznamenány v tabulkách. V tabulkách č. 1 – 17, 20 a 29 - 31 jsou uvedeny průměrné 

hodnoty ze tří měření. 

 

4.1 Optimalizace podmínek 

4.1.1 Úprava podmínek měření bez přídavku látky zesilující intenzitu 

CL 

4.1.1.1 VOLBA POŘADÍ ROZTOKŮ 

Tabulka č. 1: Volba pořadí roztoků 

pořadí CL [nA] 

ABC 5,60 

ACB 4,24 

BAC 4,72 

BCA 3,44 

CAB 7,36 

CBA 5,60 
 

 

A – verapamil 

B – H2SO4 

C – KMnO4 

 

 Z tabulky č. 1 vyplývá, že nejvyšší intenzity CL je dosaženo při tomto pořadí 

nasátí roztoků do systému: 1. KMnO4, 2. verapamil, 3. H2SO4. Pro další měření bylo 

tedy zvoleno toto pořadí. 
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4.1.1.2 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU 

Tabulka č. 2: Volba rychlosti 

rychlost 

[l/s] 

bez mísení s mísením 

CL [nA] CL [nA] 

30 8,80 7,28 

40 8,32 6,96 

50 7,20 5,68 

60 6,40 5,04 

70 5,68 4,88 

80 5,44 - 

90 5,12 - 

100 5,12 - 

 

Graf č. 1: Vliv rychlosti na intenzitu CL 
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 Z tabulky č. 2 a z příslušejícího grafu č. 1 vyplývá, že nejvyšší intenzity CL je 

dosaženo při rychlosti 30 l/s bez mísení roztoků v mísící cívce. Pro další měření byla 

tedy zvolena tato rychlost. 
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4.1.2 Vliv polyfosfátu sodného (PFS) na intenzitu CL 

4.1.2.1 VOLBA POŘADÍ ROZTOKŮ 

Tabulka č. 3: Volba pořadí s PFS 

koncentrace 
PFS pořadí 

bez mísení s mísením 

verapamil sl. roztok verapamil sl. roztok 

CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] 

0,5 % PFS 

PABC 9,20 0,00 4,40 0,00 

APBC 8,32 0,00 5,20 0,00 

ABPC 6,16 0,00 4,56 0,00 

ABCP 6,96 0,00 4,72 0,00 

1 % PFS 

PABC 12,88 0,00 - - 

APBC 13,68 0,00 - - 

ABPC 10,72 0,00 - - 

ABCP 8,88 0,00 - - 

 

A – KMnO4 

B – verapamil 

C – H2SO4 

P - PFS 

 V tabulce č. 3 vidíme vliv zařazení PFS 0,5 % a 1% na intenzitu CL. 0,5% PFS 

intenzitu CL v žádném způsobu zařazení nezvýšil. U 1% PFS bylo pozorováno jen 

mírné zvýšení intenzity CL, nejlepší výsledky z hlediska intenzity CL a rovněž 

symetričnosti píků poskytovalo pořadí: 1. KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4. Pro 

další měření bylo tedy zvoleno toto pořadí. 
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4.1.2.2 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU A VLIV 

KONCENTRACE PFS 

Tabulka č. 4: Volba rychlosti s PFS  

 

0,5% PFS 1% PFS 2% PFS 2,5% PFS 

verapamil sl.roztok verapamil sl.roztok verapamil sl.roztok verapamil sl.roztok 

rychlost 

[l/s] CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] CL [nA] 

b
e
z
 m

ís
e
n

í 

30 9,20 0,00 13,68 0,00 20,40 0,00 22,00 0,00 

40 - - - - 19,00 0,00 - - 

50 8,48 0,00 11,44 0,00 17,80 0,00 - - 

60 - - - - 16,20 0,00 - - 

70 7,20 0,00 10,24 0,00 - - - - 

100 6,64 0,00 - - - - - - 

s
 m

ís
e
n
ím

 30 6,32 0,00 9,04 0,00 - - - - 

50 5,20 0,00 8,16 0,00 - - - - 

70 - - 8,32 0,00 - - - - 

100 5,28 0,00 - - - - - - 

 

Graf č. 2: Vliv rychlosti a koncentrace PFS na intenzitu CL 
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 Z tabulky č. 4 a odpovídajícího grafu č. 2 vyplývá, že nejvyšší intenzity CL je 

dosaženo při rychlosti 30 l/s bez mísení roztoků v cívce. Pro další měření byla tedy 

ponechána tato rychlost. 
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4.1.2.3 VOLBA KONCENTRACE PFS 

 Při předchozím měření byla zároveň zjišťována optimální koncentrace PFS pro 

zvýšení intenzity CL. 

Tabulka č. 5: Volba koncentrace PFS 

koncentrace 
PFS [%] CL [nA] 

0 8,80 

0,5 8,32 

1 13,68 

2 20,40 

2,5 22,00 

 

Graf č. 3: Závislost intenzity CL na koncentraci PFS 
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 Z tabulky č. 5 a příslušejícího grafu č. 3 vyplývá, že nejvyšší intenzity CL bylo 

dosaženo při koncentraci PFS 2,5 %, vzhledem k již malému nárůstu intenzity CL a 

obtížnější rozpustnosti PFS však byla zvolena koncentrace PFS 2 %. 
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4.1.2.4 VOLBA KONCENTRACE KMnO4 

Tabulka č. 6: Volba koncentrace KMnO4 

konc.KMnO4 

[mM] 

objem 

KMnO4 [l] 
konc.PFS 

[%] CL [nA] 

1,0 50,0 
0,5 6,16 

1 8,72 

10,0 20,0 
0,5 8,32 

1 13,68 

 

Z tabulky č. 6 vyplývá, že snížení koncentrace KMnO4 nevede ke zvýšení 

intenzity CL, byla tedy ponechána původní koncentrace 10,0 mM. 

 

4.1.2.5 VOLBA OBJEMU ROZTOKŮ 

a)Volba objemu 10 mM KMnO4 

Tabulka č. 7: Volba objemu 10 mM KMnO4 

objem 

KMnO4 [l] CL [nA] 

10,0 19,80 

20,0 21,00 

30,0 21,40 

40,0 21,60 

50,0 21,80 

60,0 22,00 

 

Graf č. 4: Závislost intenzity CL na objemu 10 mM KMnO4 
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 Jak vyplývá z tabulky č. 7 a odpovídajícího grafu č. 4, vzhledem k téměř se 

neměnící intenzitě CL byl zvolen objem 30 l, který není příliš velký pro dobré 

promísení roztoků v mísící cívce. U všech rychlostí se ovšem za hlavním píkem 

objevoval malý vedlejší pík. 

 

b) Volba objemu 1M H2SO4 

Tabulka č. 8: Volba objemu 1 M H2SO4 

objem 

H2SO4 [l] CL [nA] 

20,0 14,80 

30,0 17,60 

40,0 20,20 

50,0 21,40 

60,0 23,60 

 

Graf č. 5: Závislost intenzity CL na objemu 1 M H2SO4 
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 Z tabulky č. 8 a odpovídajícího grafu č. 5 vyplývá, že s objemem H2SO4 dochází 

k nárůstu intenzity CL, avšak počínaje objemem 40 l docházelo k vytváření malých 

vedlejších píků za píkem hlavním, které se postupně s objemem zvyšovaly. Byl tedy 

zvolen objem 30 l. 
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c) Další kombinace objemů 10 mM KMnO4 a 1 M H2SO4 

Tabulka č. 9: Volba objemů 10 mM KMnO4 a 1 M H2SO4 

                H2SO4 [l] 
 

KMnO4 [l] 

30 40 

 CL [nA] 

10 16,60 19,00 

20 17,60 20,40 

  

Z dalších kombinací objemů H2SO4 a KMnO4 dle tabulky č. 9 nebyla vyhovující 

žádná z nich, protože při vyšším objemu H2SO4 docházelo opět ke vzniku vedlejších 

píků. Pro další měření byly tedy ponechány objemy H2SO4 a KMnO4 po 30 l. 

 

d)Volba objemu 2% PFS 

Tabulka č. 10: Volba objemu 2% PFS 

objem 

PFS [l] CL [nA] 

20,0 15,20 

30,0 17,20 

40,0 17,80 

50,0 18,40 

60,0 17,60 

 

Graf č. 6: Závislost intenzity CL na objemu 2% PFS 
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 Z tabulky č. 10 a odpovídajícího grafu č. 6 vyplývá, že nejvyšší intenzity CL je 

dosaženo při objemu PFS 50 l, rovněž až od této hodnoty nedochází k tvorbě 

nesymetrických nebo malých vedlejších píků. Pro další měření byl tedy použit objem 

PFS 50 l. 

 

 

Obr. č. 12: Ukázka záznamu měření: podmínky - pořadí, koncentrace a objemy 

aspirovaných roztoků: 1. 10 mM KMnO4 (30 l), 2. 2% PFS (50 l), 3. 1 mM 

verapamil ve vodném roztoku (50 l), 4. 1 M H2SO4 (30 l). Rychlost průtoku 

detektorem: 30 l/s. Použitý program: pfs-1.prg. Napětí na detektoru: 420 V. Rozsah na 

stupnici detektoru: 0,05 A.    

 

4.1.3 Vliv rozpouštědel na intenzitu CL 

4.1.3.1 VOLBA RYCHLOSTI PŘÍVODU PRODUKTU DO DETEKTORU 

Tabulka č. 11: Volba rozpouštědla 

 

bez PFS 2% PFS 

verapamil 
v MeOH 

sl.roztok 
MeOH 

verapamil 
v EtOH 

sl.roztok 
EtOH 

verapamil 
v MeOH 

sl.roztok 
MeOH 

verapamil 
v EtOH 

sl.roztok 
EtOH 

rychlost 

[l/s] CL [nA] CL [nA] CL [nA] * CL [nA] CL [nA] * CL [nA] CL [nA] * CL [nA] 

30 6,32 0,00 18,68 1,92 11,04 0,64 80,00 18,40 

50 6,00 0,00 24,28 1,92 15,96 0,64 84,80 18,40 

70 - - 22,68 1,92 - - 82,40 18,40 

100 4,08 0,00 20,68 1,92 11,96 0,64 68,00 18,40 

* uvedeny hodnoty intenzity CL po odečtení signálu sl. roztoku 
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Tabulka č. 12: Srovnání vlivu rozpouštědel s přídavkem PFS na intenzitu CL 

 

verapamil slepé roztoky 

H2O 
roztok 

MeOH 
roztok 

EtOH 
roztok 

H2O 
roztok 

MeOH 
roztok 

EtOH 
roztok 

rychlost 

[l/s] CL [nA] CL [nA] * CL [nA] * CL [nA] CL [nA] CL [nA] 

30 20,40 11,04 80,00 0,00 0,64 18,40 

50 19,00 15,96 84,80 0,00 0,64 18,40 

70 - - 82,40 - - 18,40 

100 - 11,96 68,00 - 0,64 18,40 

* uvedeny hodnoty intenzity CL po odečtení signálu sl. roztoku 

Graf č. 7: Závislost intenzity CL na rychlosti  
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 Z tabulek č. 11 a 12 a odpovídajícího grafu č. 7 vyplývá, že použití 60% 

methanolu jako rozpouštědla mírně snižuje intenzitu CL, dále již proto nebyl používán. 

Naopak u 60% ethanolického roztoku docházelo k několikanásobnému zvýšení 

intenzity CL, zvláště v případě přítomnosti 2% PFS. Z hlediska závislosti intenzity CL 

na rychlosti bylo dosaženo nejvyšší hodnoty intenzity CL při rychlosti 50 l/s, ale 

vzhledem k horší opakovatelnosti byla pro další měření zvolena rychlost 30 l/s 

(možnost lepšího průběhu reakce, ustálení hodnot a tím lepší opakovatelnost). 
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4.1.3.2 VOLBA OBJEMŮ ROZTOKŮ 

a)Volba objemu 10 mM KMnO4  

Tabulka č. 13: Volba objemu 10 mM KMnO4 

objem 

KMnO4 [l] 

verapamil sl.roztok 

CL [nA] * CL [nA] 

10,0 90,00 18,80 

20,0 102,20 17,80 

30,0 100,80 16,80 

40,0 103,80 17,00 

50,0 103,20 16,80 

60,0 102,80 17,20 

* hodnoty intenzity CL po odečtení signálu sl.roztoku 

Graf č. 8: Závislost intenzity CL na objemu 10 mM KMnO4 
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Z tabulky č. 13 a odpovídajícího grafu č. 8 vyplývá, že k nejvyššímu nárůstu 

intenzity CL dochází při objemu KMnO4 20 l. Pro další měření byl tedy použit tento 

objem. 
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b)Volba objemu 1 M H2SO4 

Tabulka č. 14: Volba objemu 1 M H2SO4 

objem 

H2SO4 [l] 

verapamil sl.roztok 

CL [nA] * CL [nA] 

20,0 77,80 31,80 

30,0 94,20 25,80 

40,0 100,40 21,20 

50,0 110,80 18,80 

60,0 115,20 16,00 

70,0 118,20 14,60 

* hodnoty intenzity CL po odečtení sl.roztoku 

Graf č. 9: Závislost intenzity CL na objemu 1 M H2SO4 
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Z tabulky č. 14 a odpovídajícího grafu č. 9 vyplývá, že intenzita CL narůstá 

s rostoucím objemem H2SO4. S rostoucím objemem H2SO4 rovněž dochází k poklesu 

intenzity CL slepého roztoku. Byl tedy zvolen objem H2SO4 60 l. 

 

c)Volba objemu 2% PFS 

Tabulka č. 15: Volba objemu 2% PFS 

objem 

PFS [l] 

verapamil sl.roztok 

CL [nA] * CL [nA] 

20,0 90,80 9,20 

30,0 98,80 12,40 

40,0 107,20 15,20 

50,0 120,20 17,40 

60,0 126,00 18,80 

* hodnoty intenzity CL po odečtení sl.roztoku 
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Graf č. 10: Závislost intenzity CL na objemu 2% PFS 
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Z tabulky č. 15 a odpovídajícího grafu č. 10 vyplývá, že intenzita CL narůstá 

s rostoucím objemem PFS. S tím však dochází i k nárůstu intenzity CL slepého roztoku. 

Byl tedy zvolen objem 60 l s tím, že v dalším experimentu bylo vyzkoušeno jeho 

rozdělení do dvou částí pro lepší promísení s ostatními roztoky. 

 

4.1.3.3 ÚPRAVA KONCENTRACE H2SO4 A ROZDĚLENÍ OBJEMU PFS 

Tabulka č. 16: Volba zařazení PFS ve dvou částech 

pořadí 

verapamil sl. roztok 

CL [nA]* CL [nA] 

APBC** 125,00 19,00 

APBCP 153,40 12,20 

APBPC 121,40 28,20 

PAPBC 118,00 22,00 

*  hodnoty intenzity CL po odečtení signálu sl. roztoku 

** 60,0 l PFS 

A – KMnO4 

B – verapamil, sl.roztok 

C – 2M H2SO4 (30 l) 

P – PFS (30 l) 

 

 

Z tabulky č. 16 vyplývá, že zvýšení koncentrace a odpovídající snížení objemu 

H2SO4 nesníží intenzitu CL, byla tedy zvolena koncentrace H2SO4 2M při objemu 30 

l. Rozdělení 60 l PFS do dvou částí po 30 l výrazněji zvýšilo intenzitu při tomto 

zařazení, které bylo dále využito: 1. KMnO4, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H2SO4, 5. PFS. 
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4.1.4 Souhrn optimalizace podmínek 

Byly vybrány dvě optimální verze programu: jedna pro vodný roztok léčiva 

s přídavkem PFS a druhá pro ethanolický roztok léčiva s přídavkem PFS. 

Nastavení napětí na fotonásobiči fluorimetru: 

 napětí: 420V 

 rozsah stupnice: 0,02 – 0,2 A 

a) Vodný roztok léčiva s PFS 

Výsledné optimální koncentrace a objemy roztoků: 

 1,0 mM verapamil (50 l) 

 10 mM KMnO4 (30 l) 

 1 M H2SO4 (30 l) 

 2% PFS (50 l) 

Zvolený optimální program: pfs-2.prg 

Rychlost analýzy: 21 vzorků/hod 

b) Ethanolický roztok léčiva s PFS 

Výsledné optimální koncentrace a objemy roztoků: 

 1,0 mM verapamil v 60% EtOH (50 l) 

 10 mM KMnO4 (20 l) 

 2 M H2SO4 (30 l) 

 2% PFS (2 30 l) 

Zvolený optimální program: 2 pfsEtOH.prg 

Rychlost analýzy: 20 vzorků/hod 
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4.2 Ověření metody 

4.2.1 Kalibrace verapamilu ve vodném roztoku 

Tabulka č. 17: Kalibrace 

verapamilu ve vodném roztoku 

c(VP) [M] CL [nA] 

1×10
-5

 0,32 

2×10
-5

 0,48 

5×10
-5

 0,88 

1×10
-4

 1,48 

5×10
-4

 7,36 

1×10
-3

 15,80 

2×10
-3

 31,20 

5×10
-3

 74,80 

1×10
-2

 131,20 
 

Tabulka č. 18: Statistické hodnocení kalibrační 

křivky stanovení verapamilu ve vodném roztoku 

v rozsahu 510
-5

 - 510
-3

 M 

Statistické parametry pro regresi  :  y = k x + q  

Počet bodů n = 6   Odhad chyby 

Směrnice k = 14976,55  151,1049 

Abs. člen q = 0,328809  0,339356 

Korelační koef. r = 0,999796     

Reziduální odch. s = 0,637371     
 

 

Lineární část kalibrační křivky verapamilu při použití vodných roztoků se 

pohybovala v rozmezí 510
-5

 - 510
-3

 M. Kvantifikační limit byl 510
-5

 M. Detekční limit 

byl 210
-5

 M (hodnota šumu byla 0,12 nA  3  0,12 nA = 0,48 nA  210
-5

 M). 

 

Graf č. 11: Kalibrační křivka stanovení verapamilu ve vodném roztoku 
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Z linearizace byly vyloučeny hodnoty: 110
-5

 M, 210
-5

 M a 110
-2

 M, protože již 

neležely v lineární oblasti kalibrace a při jejich použití by bylo nutné hodnotit kalibraci 

nelineárním průběhem. 

 

Tabulka č. 19: Opakovatelnost stanovení verapamilu ve vodném roztoku 

c(VP) [M] 110
-4

 110
-3

 

měření č. 
výška 
píku 

výška 
píku 

1 0,37 0,79 

2 0,39 0,79 

3 0,39 0,78 

4 0,40 0,79 

5 0,35 0,77 

6 0,36 0,79 

7 0,40 0,79 

8 0,39 0,79 

9 0,40 0,79 

10 0,39 0,83 

průměr 0,38 0,79 

SD 1,69×10
-2

 1,45×10
-2

 

RSD [%] 4,43 1,83 

 

 

Obr. č. 13:Ukázka záznamu opakovatelnosti měření: podmínky - pořadí, koncentrace a 

objemy aspirovaných roztoků: 1. 10 mM KMnO4 (30 l) , 2. 2% PFS (50 l), 3. 1 mM 

verapamil ve vodném roztoku (50 l), 4. 1 M H2SO4 (30 l). Rychlost průtoku 
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detektorem: 30 l/s. Použitý program: pfs-1.prg. Napětí na detektoru: 420 V. Rozsah na 

stupnici detektoru: 0,05 A.    

 

4.2.2 Kalibrace verapamilu v ethanolickém roztoku 

Tabulka č. 20: Kalibrace 

verapamilu v 60% EtOH 

c(VP) [M] CL [nA] * 

1×10
-5

 4,40 

5×10
-5

 9,00 

1×10
-4

 15,80 

5×10
-4

 76,60 

1×10
-3

 134,20 

2×10
-3

 219,80 

5×10
-3

 457,80 

1×10
-2

 671,80 

* po odečtení intenzity CL sl. roztoku 

(12,20 nA) 

Tabulka č. 21: Statistické hodnocení kalibrační 

křivky stanovení verapamilu v 60% EtOH 

v rozsahu 110
-5

 - 110
-3

 M 

Statistické parametry pro regresi  :  y = k x + q  

Počet bodů n = 5   Odhad chyby 

Směrnice k = 133375,5  4872,073 

Abs. člen q = 3,719334  2,448283 

Korelační koef. r = 0,998004     

Reziduální odch. s = 4,109558     
 

 

Lineární část kalibrační křivky verapamilu v ethanolu se pohybovala v rozmezí 

110
-5

 - 110
-3

 M. Detekční a zároveň kvantifikační limit byl 110
-5

 M (hodnota šumu 

byla 0,4 nA  3  0,4 nA = 1,20 nA  110
-5

 M). V tomto případě byl detekční limit 

stanoven záměrně vyšší, protože bylo experimentálně ověřeno, že opakovatelnost 

stanovení nízkých koncentrací verapamilu je poměrně nízká a např. při proměřování 

kalibrační křivky v souvislosti se stanovením obsahu verapamilu v léčivech koncentraci 

110
-5

 M odpovídala intenzita CL pouze 1,20 nA. 

Použití ethanolu sice výrazně zvýšilo intenzitu CL, ale vzhledem k poměrně 

vysoké intenzitě CL samotného 60 % ethanolu nepřispělo k výraznému rozšíření 

lineární části kalibrační křivky a ani ke snížení detekčního limitu. Použití ethanolu jako 

rozpouštědla rovněž vedlo ke snížení opakovatelnosti měření. 
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Graf č. 12: Kalibrační křivka stanovení verapamilu v 60% EtOH  
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Z linearizace byly vyloučeny hodnoty: 210
-3

 M, 510
-3

 M a 110
-2

 M, protože již 

neležely v lineární části kalibrace. 

 

Tabulka č. 22: Opakovatelnost stanovení verapamilu v 60% EtOH 

c(VP) [M] 110
-4

 110
-3

 

měření č. 
výška 
píku 

výška 
píku 

1 0,36 1,35 

2 0,37 1,56 

3 0,35 1,55 

4 0,37 1,57 

5 0,37 1,62 

6 0,37 1,63 

7 0,36 1,60 

8 0,37 1,57 

9 0,38 1,62 

10 0,37 1,60 

průměr 0,37 1,57 

SD 7,81×10
-3

 7,69×10
-2

 

RSD [%] 2,11 4,90 
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4.3 Porovnávací metody 

4.3.1 Absorpční spektrofotometrie v ultrafialové oblasti 

 

Byly testovány kalibrační závislosti při dvou vlnových délkách 229 a 278 nm, 

odpovídajících maximům verapamilu v roztoku 0,01 M HCl – viz kapitola 3.5.2. 

Wavelength (nm)220 240 260 280 300 320
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# Name Peaks(nm) Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU) 

 1        229.0       0.66511       252.0      6.0878E-2 

1       278.0      0.26307      216.0      0.51481 

Obr. č. 14: Ukázka záznamu měření absorpčního maxima standardu verapamilu 20 

[mg/l] (nejprve byl proměřen slepý roztok 0,01 M HCl) 

 

Tabulka č. 23: Kalibrace verapamilu 

při 229 nm - UV spektrofotometrie  

c [mg/l] absorbance 

10 0,352 

20 0,665 

40 1,261 

60 1,824 

80 2,315 
 

Tabulka č. 24: Statistické hodnocení kalibrační 

závislosti spektrofotometrického stanovení 

verapamilu při 229 nm v rozsahu 10 – 40 mg/l 

Statistické parametry pro regresi  :  y = k x + q  

Počet bodů n = 3   Odhad chyby 

Směrnice k = 0,030229  0,000371 

Abs. člen q = 0,054  0,00982 

Korelační koef. r = 0,999925   

Reziduální odch. s = 0,008018   
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 Absorbance roztoků o koncentaci 60 a 80 mg/l byla příliš velká a proto nebyly 

použity pro výpočet kalibrační závislosti. Připravené vzorky z tablet byly naředěny tak, 

aby nepřekročily hranici absorbance, při které je ještě deklarována linearita závislosti. 

 

Tabulka č. 25: Kalibrace 

verapamilu při 278 nm - UV 

spektrofotometrie 

c [mg/l] absorbance 

10 0,145 

20 0,263 

40 0,486 

60 0,714 

80 0,954 
 

Tabulka č. 26: Statistické hodnocení kalibrační 

závislosti spektrofotometrického stanovení 

verapamilu při 278 nm 

Statistické parametry pro regresi  :  y = k x + q  

Počet bodů n = 5   Odhad chyby 

Směrnice k = 0,011493  8,63E-05 

Abs. člen q = 0,029791  0,004247 

Korelační koef. r = 0,999915     

Reziduální odch. s = 0,004944     
 

 

Graf č. 13: Kalibrační křivky verapamilu při 229 a 278 nm – UV spektrofotometrie 
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4.3.2 HPLC (vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 

Byla testována kalibrační závislost při vlnové délce 229 nm, odpovídající 

maximu absorbance verapamilu v roztoku 0,01 M HCl – viz kapitola 3.5.3. Tato vlnová 

délka byla zvolena, protože poskytovala vyšší odezvu detektoru (absorbanci) při UV 

spektrofotometrii než vlnová délka 278 nm. 
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Obr. č. 15: Ukázka záznamu měření standardu verapamilu 60 mg/l: (vlnová délka 229 

nm, objem vzorku 20 l, průtok 2 ml/min, mobilní fáze: acetonitril : 0,085% H3PO4 (35 

: 65)) 

 

Tabulka č. 27: Kalibrace 

verapamilu – HPLC 

c[mg/l] A [mAU/s] 

10 178545,5 

20 358272,5 

40 704593,0 

60 1052307,0 

80 1425502,0 
 

Tabulka č. 28: Statistické hodnocení kalibrační 

závislosti stanovení verapamilu metodou HPLC 

Statistické parametry pro regresi  :  y = k x + q  

Počet bodů n = 5   Odhad chyby 

Směrnice k = 17715,23  147,7287 

Abs. člen q = -195,7957  7267,292 

Korelační koef. r = 0,999896     

Reziduální odch. s = 8460,613     
 

 

Graf č. 14: Kalibrační křivka verapamilu – HPLC stanovení 
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4.4 Aplikace na HVLP 

4.4.1 SIA 

Tabulka č. 29: Stanovení obsahu verapamilu v HVLP ve vodném roztoku metodou SIA 

 vzorek navážka [g] 

předpokládané 
množství 

verpamilu [mg] 
nalezené množství 

verapamilu [mg] 
obsah [%]  

RSD [%] 

fi
lt
rá

ty
 

IS 40 0,1454 40,00 36,32 90,80   0,31 

IS 80 0,2851 80,00 74,11 92,64  0,32 

LEK 40 0,1186 40,00 30,68 76,69  0,28 

LEK 80 0,3151 79,97 60,35 75,46  1,67 

LEK 120 0,5296 120,02 99,16 82,62  0,82 

s
e
d
im

. 
v
z
o
rk

y
 IS 40 0,1454 40,00 38,28 95,71  1,37 

IS 80 0,2851 80,00 76,57 95,71  1,31 

LEK 40 0,1186 40,00 36,81 92,02  1,03 

LEK 80 0,3151 79,97 77,51 96,93  1,08 

LEK 120 0,5296 120,02 121,86 101,53  1,29 

 

Z tabulky č. 29 vyplývá, že lepších výsledků stanovení obsahu léčiva bylo 

dosaženo v sedimentovaném roztoku. Pravděpodobně docházelo k částečné adsorpci 

léčiva na nerozpuštěné součásti tabletoviny, které poté byly filtrací odstraněny. 

 

Tabulka č. 30: Stanovení obsahu verapamilu v HVLP v 60 % ethanolickém roztoku 

metodou SIA 

 vzorek navážka [g] 

předpokládané 
množství 

verapamilu [mg] 
nalezené množství 

verapamilu [mg] 
obsah [%]  

RSD [%] 

fi
lt
rá

ty
 

IS 40 0,1455 40,03 43,56 108,83  2,50 

IS 80 0,2852 80,03 99,30 124,08  0,47 

LEK 40 0,1188 40,07 47,43 118,38  1,23 

LEK 80 0,3152 80,00 100,12 125,15  4,33 

LEK 120 0,5293 119,95 145,86 121,60  2,10 

s
e
d
im

. 
v
z
o
rk

y
 IS 40 0,1455 40,03 48,53 121,23  3,59 

IS 80 0,2852 80,03 105,44 131,75  1,60 

LEK 40 0,1188 40,07 49,20 122,79  2,54 

LEK 80 0,3152 80,00 105,40 131,75  2,08 

LEK 120 0,5293 119,95 146,71 122,31  1,05 

 



 77 

Při porovnání hodnot v tabulkách č. 29 a č. 30 vidíme, že při rozpuštění 

tabletoviny v 60% EtOH byl zjištěn vyšší obsah léčiva. Toto bylo způsobeno 

rozpuštěním dalších pomocných látek v ethanolu, které poté interferovaly s měřením 

intenzity CL verapamilu. Stanovení v ethanolickém roztoku tedy nebylo použito 

k dalšímu vyhodnocení. 

Jako nejvhodnější se tedy pro stanovení obsahu verapamilu v HVLP ukázalo 

použití vodného sedimentovaného roztoku přípravku. Tento způsob stanovení byl 

použit ke srovnání s dalšími metodami stanovení. 

Výsledky uvedené v tabulkách č. 29 a 30 jsou pouze orientační, protože byly měřeny 

pouze z jedné navážky. 

 

Tabulka č. 31: Stanovení obsahu verapamilu ve vodném roztoku přípravku IS 80 

metodou SIA (bez předcházející úpravy vzorku, pouze sedimentace pevných 

nerozpuštěných částic) 

č.měření navážka [g] 

předpokládané 
množství 

verapamilu [mg] 
nalezené množství 

verapamilu [mg] 
obsah 

[%] 

1 0,1427 40,03 37,08 92,64 

2 0,1425 39,97 37,27 93,25 

3 0,1427 40,03 38,06 95,09 

4 0,1426 40,00 38,04 95,09 

5 0,1426 40,00 38,28 95,71 

průměr 37,75 94,36 

SD 4,78×10
-1

 1,19 

RSD [%] 1,27 1,26 

 

U přípravku IS 80 bylo provedeno stanovení obsahu verapamilu z pěti navážek 

dle výše vybraného postupu (sedimentovaný vodný roztok). Hodnocení obsahu bylo 

provedeno podle kalibrace. Toto stanovení bylo použito ke statistickému vyhodnocení 

výsledků. 
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4.4.2 Titrace 

Tabulka č. 32: Stanovení verapamilu v přípravku IS 40 potenciometrickou titrací 

č.měření 
navážka 

[g] 
množství 

verap. [mg] 
spotřeba odm. 

roztoku [ml] obsah [mg] obsah [%] 

1 0,1459 40,14 9,56 43,86 109,26 

2 0,1457 40,08 9,59 43,99 109,76 

3 0,1457 40,08 9,54 43,76 109,19 

průměrný obsah 43,87 109,40 

SD 9,42×10
-2

 2,54×10
-1

 

RSD [%] 0,21 0,23 

 

Jako srovnávací metoda byla nejprve testována metoda stanovení verapamilu dle 

ČL 2005 - alkalimetrická titrace s potenciometrickou indikací bodu ekvivalence. Jak 

vidíme v tabulce č. 32, tato metoda se ukázala ke stanovení verapamilu v tabletách jako 

nevhodná, protože došlo k rozpuštění pomocných látek kyselého charakteru, které 

interferovaly se stanovováním obsahu verapamilu v tabletě. Toto bylo vidět i v záznamu 

s několika méně výraznými inflexními body naznačujícími přítomnost těchto látek, 

které rovněž znemožňovaly spolehlivé určení dvou inflexních bodů příslušejících 

nečistotám a samotnému verapamilu. 

 

4.4.3 Absorpční spektrofotometrie v ultrafialové oblasti 

Tabulka č. 33: Stanovení obsahu verapamilu v HVLP metodou absorpční 

spektrofotometrie v UV oblasti 

 vzorek 
navážka 

[g] 
předpokl. obsah 

verap. [mg] 
nalez. obsah 
verap. [mg] 

obsah verap. 
v 1 tbl. [mg] 

obsah verap. 
v 1 tbl. [%] 

2
2
9
 n

m
 

IS 40 0,0727 20,00 18,74 37,48 93,70 

IS 80 0,1426 40,00 40,28 80,56 100,70 

LEK 40 0,0593 20,00 19,01 38,02 95,05 

LEK 80 0,0788 20,00 19,33 77,32 96,65 

LEK 120 0,1324 30,02 31,33 125,32 104,36 

2
7
8
 n

m
 

IS 40 0,0727 20,00 19,80 39,60 99,00 

IS 80 0,1426 40,00 39,73 79,46 99,33 

LEK 40 0,0593 20,00 19,29 38,58 96,45 

LEK 80 0,0788 20,00 19,99 79,96 99,95 

LEK 120 0,1324 30,02 31,39 125,56 104,56 
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Jako další srovnávací metoda byla testována absorpční spektrofotometrie v UV 

oblasti, která se dle ČL 2005 užívá jako zkouška totožnosti verapamilu. Bylo provedeno 

stanovení obsahu verapamilu v HVLP při vlnových délkách dvou absorpčních maxim 

verapamilu. Ani tato metoda se neukázala jako ideální pro stanovení obsahu verapamilu 

v tabletách, protože rovněž docházelo k interferenci pomocných látek u tablet s vyšším 

obsahem léčiva a tedy i pomocných látek. 

 

4.4.4 HPLC 

Jako porovnávací metoda tedy byla zvolena HPLC, která zaručila oddělení 

pomocných látek a možnost stanovení obsahu samotného verapamilu. 

V tabulkách č. 34 a 35 jsou uvedeny průměrné hodnoty ze dvou měření. 

 

Tabulka č. 34: Stanovení obsahu verapamilu v HVLP metodou HPLC 

vzorek 
navážka 

[g] 
předpokl.obsah 

verap. [mg] 
nalez.obsah 
verap. [mg] 

obsah verap. 
v 1 tbl. [mg] 

obsah verap. v 
1 tbl. [%] ± 
RSD [%] 

IS 40 0,0727 20,00 19,33 38,66 96,66 ± 0,14 

IS 80 0,1426 40,00 38,47 76,94 96,18 ± 0,03 

LEK 40 0,0593 20,00 18,38 36,76 91,91 ± 0,04 

LEK 80 0,0788 20,00 19,29 77,14 96,43 ± 0,11 

LEK 120 0,1324 30,02 29,98 119,83 99,86 ± 0,02 

 

Výsledky uvedené v tabulce č. 34 jsou pouze orientační, protože měření bylo 

provedeno z jedné navážky. Hodnocení obsahu bylo provedeno srovnáním se 

standardem IS 40. 

 

Tabulka č. 35: Stanovení obsahu verapamilu v přípravku IS 80 metodou HPLC 

č. měření 
navážka 

[g] 
předpokl.obsah 

verap. [mg] 
nalez.obsah 
verap. [mg] 

obsah verap. 
v 1 tbl. [mg] 

obsah verap. 
v 1 tbl. [%] 

1 0,1425 39,97 37,37 74,74 93,49 

2 0,1427 40,03 38,22 76,44 95,48 

3 0,1427 40,03 39,19 78,38 97,90 

4 0,1426 40,00 38,68 77,36 96,70 

5 0,1426 40,00 38,70 77,40 96,75 

průměr 76,86 96,06 

SD 1,23 1,50 

RSD [%] 1,60 1,59 
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U přípravku IS 80 bylo provedeno stanovení obsahu verapamilu z pěti navážek. 

Hodnocení obsahu bylo provedeno podle kalibrace. Toto stanovení bylo použito ke 

statistickému vyhodnocení výsledků. 

 

4.4.5 Srovnání výsledků stanovení metodami SIA a HPLC a jejich 

statistické vyhodnocení 

4.4.5.1 SROVNÁNÍ VÝSLEDKŮ STANOVENÍ 

Tabulka č. 36: Srovnání stanovení obsahu 

verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC 

vzorek 
SIA obsah [%] ± 

RSD [%] 
HPLC obsah [%] 

± RSD [%] 

IS 40 95,71  1,37 96,66 ± 0,14 

IS 80 95,71  1,31 96,18 ± 0,03 

LEK 40 92,02  1,03 91,91 ± 0,04 

LEK 80 96,93  1,08 96,43 ± 0,11 

LEK 120 101,53  1,29 99,86 ± 0,02 
 

Tabulka č. 37: Srovnání stanovení 

obsahu verapamilu v přípravku IS 80 

metodou SIA a HPLC 

č. měření 
SIA obsah 

[%] 
HPLC 

obsah [%] 

1 92,64 93,49 

2 93,25 95,48 

3 95,09 97,90 

4 95,09 96,70 

5 95,71 96,75 

průměr 94,36 96,06 

SD 1,19 1,50 

RSD [%] 1,26 1,59 
 

 

V tabulce č. 36 vidíme orientační srovnání výsledků stanovení obsahu 

verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC, které ukazuje, že měření těmito metodami 

jsou srovnatelná jak pro různé koncentrace verapamilu v tabletách, tak i pro přípravky 

různých výrobců. Výjimku tvoří přípravek LEK 120, kde byl i metodou SIA naměřen 

vyšší obsah, takže zde rovněž dochází k interferenci pomocných látek, podobně jako u 

potenciometrické titrace a UV spektrofotometrie. 

V tabulce č. 37 vidíme srovnání stanovení obsahu u přípravku IS 80 metodou 

SIA a HPLC. 
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4.4.5.2 STATISTICKÉ VYHODNOCENÍ VÝSLEDKŮ 

 Na závěr bylo provedeno statistické porovnání obou metod u přípravku IS 80. 

a) program QC.Expert 2.7 

 Metody byly statisticky vyhodnoceny pomocí počítačového programu 

QC.Expert 2.7, pro nezávislé výběry, se zvolenou hladinou významnosti  = 0,05, počet 

měření n = 5, stupeň volnosti  = 4. 

Průměry, rozptyly a rozdělení byly shodné.  

b) Studentův test t 

Pomocí Studentova testu t se zjišťuje statistická významnost rozdílu průměrů 

výsledků měření ( Ax - Bx ) získaných dvěma různými analytickými metodami. Testuje 

se za použití směrodatných odchylek obou průměrů – sA a sB.  

Nejdříve se vypočítají rozptyly obou měření sA
2
 a sB

2
. Je-li sA

2
 ≥ sB

2
,určí se 

poměr rozptylů FA, je-li sA
2
 < sB

2
, vypočítá se hodnota FB. 

Výpočet směrodatné odchylky:  

 

1

1

2










n

xx

s

n

i

i

    (1) 

Výpočet poměrů rozptylů obou měření: 

2

2

B

A
A

s

s
F                                     (2) 

2

2

A

B
B

s

s
F                                             (3) 

 

 Poměr FA, resp. FB se porovná s kritickou hodnotou rozdělení Fα. Toto porovnání 

určuje přesnost metody. 

 FB (1,584)  Fα (4,11), pro zvolenou hladinu významnosti α = 0,10 a stupeň 

volnosti ν = 4 tedy platí, že rozdíl přesnosti obou metod (SIA a HPLC) není 

statisticky významný. 

 Následně se provede srovnání rozdílů průměrů obou metod, pomocí Studentova 

kritéria t, které se porovná s kritickou hodnotou tα, zjištěnou z tabulek pro daný stupeň 

volnosti ν a hladinu významnosti α. 
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Výpočet Studentova kritéria t: 
   11 22 




BBAA

BA

nsns

xx
t   (4) 

 t (1,778)  tα (1,860), pro zvolenou hladinu významnosti α = 0,10 a stupeň 

volnosti ν = 4 tedy platí, že rozdíl průměrů obsahu verapamilu v přípravku IS 80 

získaných oběma metodami (SIA a HPLC) je statisticky nevýznamný. 

 Pro určení hodnot Fα a tα platilo: nA = 5, nB = 5, α = 0,10 a ν = 4 

 

Tabulka č. 38: Studentův test t – shrnutí 

hodnot 

 IS 80 

 
 94,36 

 
 96,06 

sA 1,1899 

sB 1,4975 

sA
2
 1,4157 

sB
2
 2,2425 

FA - 

FB 1,584 

Fα 4,11 

t 1,778 

tα 1,860 
 

A – SIA 

B – HPLC 

nA=nB 

nA  - počet paralelních stanovení u SIA 

nB  - počet paralelních stanovení u HPLC 

α – hladina významnosti 

Ax  - průměr obsahů u SIA [%] 

Bx  - průměr obsahů u HPLC [%] 

 

 

 

Ax

Bx
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5 SOUHRN 

 v literatuře byly vyhledány články týkající se různých způsobů stanovení 

verapamilu a články týkající se možného využití metody SIA 

s chemiluminiscenční detekcí 

 byly optimalizovány podmínky měření (rychlost přívodu reakčního produktu do 

detektoru, pořadí aspirace roztoků do systému, objemy jednotlivých roztoků, 

koncentrace roztoků, látka zvyšující intenzitu chemiluminiscence (PFS), vliv 

dalších rozpouštědel použitých pro přípravu roztoku vzorku (methanol, 

ethanol)). 

Optimální pořadí, objemy a koncentrace činidel pro vodný roztok verapamilu 

byly: 30 μl 10 mM KMnO4 , 50 μl 2% PFS, 50 μl 1 mM verapamil, 30 μl 1 M 

H2SO4 a pro 60% ethanolický roztok: 20 μl 10 mM KMnO4, 30 μl 2% PFS, 50 

μl 1 mM verapamil, 30 μl 2 M H2SO4, 30 μl  2% PFS a průtoková rychlost 30 

μl/s. 

 za optimalizovaných podmínek byla proměřena kalibrační řada verapamilu 

s přídavkem PFS ve vodném prostředí a v ethanolickém roztoku 

Lineární části kalibračních křivek se pohybovaly v rozmezí 510
-5

 - 510
-3

 M pro 

vodný roztok verapamilu a 110
-5

 - 110
-3

 M pro 60% ethanolický roztok. 

Detekční limity byly 210
-5

 M pro vodný roztok a 110
-5

 M pro 60% ethanolický 

roztok verapamilu. 

 byl stanoven obsah verapamilu ve vybraných HVLP (IS 40, IS 80, LEK 40, 

LEK 80, LEK 120) metodou SIA 

 byly vyzkoušeny porovnávací metody pro stanovení verapamilu v HVLP 

(potenciometrická titrace, absorpční spektrofotometrie v UV oblasti, HPLC) 

 jako porovnávací metoda byla vybrána HPLC 

 výsledky stanovení verapamilu v HVLP získané metodou SIA a HPLC byly 

orientačně porovnány  

 bylo provedeno statistické vyhodnocení porovnání výsledků obou metod pomocí 

programu QC.Expert 2.7 a Studentova testu t u přípravku IS 80. 

Dle programu QC.Expert 2.7 - průměry, rozptyly a rozdělení jsou shodné.  

Dle Studentova testu t je rozdíl přesností i průměrů mezi oběma metodami 

statisticky nevýznamný. 
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6 ZÁVĚR 

V rámci této práce bylo ověřováno použití sekvenční injekční analýzy 

s chemiluminiscenční detekcí pro stanovení verapamilu.  

Pro zvýšení intenzity CL byl použit přídavek 2% PFS, který zvýšil hodnotu 

intenzity CL proti původní hodnotě intenzity CL bez přídavku PFS 2,1, při tomto 

pořadí roztoků: 1. 10 mM KMnO4 (30 μl), 2. 2% PFS (50 μl), 3. 1 mM verapamil (50 

μl), 4. 1 M H2SO4 (30 μl). 

Rovněž vyzkoušená změna použitého rozpouštědla ovlivnila intenzitu CL. 

Použití EtOH jako rozpouštědla, samo o sobě bez přítomnosti PFS, zvýšilo intenzitu CL 

2,8 v porovnání s vodným roztokem léčiva, v přítomnosti PFS zvýšilo použití EtOH 

intenzitu CL 4,2 v porovnání s vodným roztokem. Přítomnost PFS zvýšila intenzitu 

CL v EtOH roztoku léčiva 3,5. 

Použití 60% EtOH jako rozpouštědla a přítomnost 2% PFS jako zesilovače 

intenzity CL zvýšilo intenzitu CL 17,4 v porovnání s vodným roztokem léčiva bez 

přídavku PFS, při tomto pořadí roztoků: 1. 10 mM KMnO4 (20 μl), 2. 2% PFS (30 μl), 

3. 1 mM verapamil (50 μl), 4. 2 M H2SO4 (30 μl), 5. 2% PFS (30 μl). 

Rychlost analýzy byla 21 vzorků/hod pro vodný roztok verapamilu a 20 

vzorků/hod pro ethanolický roztok. 

Lineární část kalibrační křivky verapamilu při použití vodných roztoků s PFS se 

pohybovala v rozmezí 510
-5

 - 510
-3

 M. Kvantifikační limit byl 510
-5

 M. Detekční limit 

byl 210
-5

 M. 

Lineární část kalibrační křivky verapamilu v ethanolu s PFS se pohybovala 

v rozmezí 110
-5

 - 110
-3

 M. Detekční a zároveň kvantifikační limit byl 110
-5

 M. Použití 

ethanolu nepřispělo k výraznému rozšíření lineární části kalibrační křivky, ani ke 

snížení detekčního limitu a zároveň vedlo ke snížení opakovatelnosti měření. 

Výsledky stanovení verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC jsou srovnatelné, 

stanovení lze použít i pro různé koncentrace verapamilu v různých přípravcích, 

s vyjímkou přípravku LEK 120, kde vzhledem k vyššímu obsahu jak léčiva, tak 

pomocných látek, docházelo u metody SIA k interferenci pomocných látek.  
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Dle statistického vyhodnocení obou metod pomocí Studentova testu t u 

přípravku ISOPTIN 
® 

80 mg por tbl flm 5080 mg je rozdíl přesností i průměrů mezi 

oběma metodami na hladině významnosti 0,10 statisticky nevýznamný. Obě metody 

jsou tedy srovnatelné a chemiluminiscenční stanovení verapamilu metodou SIA je 

možné aplikovat v praxi. 
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