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ABSTRAKT

Verapamil byl stanovovan metodou sekvenéni injekéni analyzy (SIA)
S chemiluminiscen¢ni detekci (CL). Chemiluminiscence byla emitovana béhem oxidace
vzorku manganistanem draselnym V roztoku kyseliny sirové za pfitomnosti zesilovace
CL polyfosfatu sodného (PFS). Optimalizovany byly koncentrace, poradi, objem ¢inidel
a prutokova rychlost. Rovnéz byl vyzkousen vliv rozpoustédel 60% methanolu a 60%
ethanolu. Optimalni potadi, objemy a koncentrace ¢inidel pro vodny roztok verapamilu
byly: 30 ul 10 mM KMnOy, 50 pl 2% PFS, 50 pl 1 mM verapamilu, 30 ul 1 M H,SO4 a
pro 60% ethanolicky roztok: 20 pul 10 mM KMnOy4, 30 pl 2% PFS, 50 ul 1 mM
verapamilu, 30 pul 2 M H,SO4, 30 ul 2% PFS a pritokova rychlost 30 pl/s. Prechodny
CL signal byl zaznamenavan pii vlnové délce > 390 nm. Kalibraéni kiivky zavislosti
intenzity CL (vySka piku) na koncentraci vzorku byly nelinedrni, linearni Césti se
pohybovaly v rozmezi 5-10° - 5.10° M pro vodny roztok verapamilu a 1-10° - 1.10° M
pro 60% ethanolicky roztok. Detekéni limity byly 2-10° M pro vodny roztok a 1-10° M
pro 60% ethanolicky roztok verapamilu. Opakovatelnost (RSD, n = 10) se pohybovala
mezi 4,43 % (1-10* M) a 1,83 % (1-10° M) pro vodny roztok a 2,11 % (1-10* M) a
4,90 % (1-10'3 M) pro 60% ethanolicky roztok. Verapamil byl stanovovan v HVLP
(tablety s obsahem verapamilu 40, 80 a 120 mg) navrZzenou metodou, vysledky ziskané
metodou SIA nevykazaly zadny statisticky vyznamny rozdil od vysledkt ziskanych
metodou HPLC, s vyjimkou pfipravku s obsahem 120 mg verapamilu, kde dochazelo u

metody SIA K interferenci pomocnych latek.



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 pl of 10 mM KMnOy, 50 pl of 2% PFS, 50 pl of 1 mM
verapamil, 30 pl of 1 M HSO4 and for 60% ethanolic solution of verapamil were: 20 pl
of 10 MM KMnOy, 30 ul of 2% PFS, 50 ul of 1 mM verapamil, 30 ul of 2 M H,SQO,, 30
pl of 2% PFS and 30 pl/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” - 5-10° M for aqueous solution and 1.10 - 1.10™ M for 60% ethanolic solution
of verapamil. The limits of detection were 2-10° M for aqueous solution and 1-10” M
for 60% ethanolic solution. Repeatability of peak heights (RSD, n = 10) ranged between
4.43 % (1-10* M) and 1.83 % (1-10° M) for aqueous solution, and between 2.11 %
(1-10* M) and 4.90 % (1-10° 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 UVOD A CiL PRACE

Pritokové metody analyzy, ke kterym se fadi 1 sekven¢ni injek¢ni analyza (SIA),
patii mezi rychlé, jednoduché, flexibilni a Casto plné automatizované techniky. SIA
umoznuje provadét analyzy velkych sérii vzorkt s vysokou produktivitou, malou

spotiebou roztokii a dostatecnou spolehlivosti.

Chemiluminiscence (CL) je velmi atraktivni detek¢ni technika, hlavné diky

pristrojové jednoduchosti, nizkym detek¢énim limittim a Sirokému kalibracnimu rozsahu.

Spojeni SIA s CL se vyznacuje i znaCnou selektivitou analyzy. Toto spojeni

Vv posledni dob¢ podnécuje rozsahlejsi uziti CL v analyze 1éCiv.

Cilem této prace bylo stanoveni verapamilu metodou SIA s CL detekci v substanci
a tabletadch. Princip stanoveni byl zaloZzen na oxidaci verapamilu, jehoz produkty
poskytuji CL zéfeni, jez miize byt detekovano. Méfeni probihalo v kapalné fazi a jako
oxidac¢ni ¢inidlo byl pouzit manganistan draselny v kyselém prosttedi kyseliny sirové a

jako enhancer byl uplatnén polyfosfat sodny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Verapamil

CL 2005 — Verapamili hydrochloridum M, = 491,07
(2RS)-2-(3,4-dimethoxyfenyl)-5-{[2-(3,4-dimethoxyfenyl)ethyl](methyl)amino}-
2-isopropylpentannitril-hydrochlorid

HaCO

HCl a enantiomer

HaCO

Verapamil — hydrochlorid je bily krystalicky prasek. Je dobie rozpustny ve vodg,

mirné rozpustny v lihu 96%, snadno rozpustny v methanolu. Taje pti asi 144°C. [1]

Verapamil patii mezi blokatory kalciovych kanali arylalkylaminového typu.

Jeho syntéza vychazi z nitrilu.

Oba stereoisomery verapamilu se 1i8i ve svém farmakologickém pusobeni. (S)-
(-)-verapamil je specifickym antagonistou Ca®* kandli, ktery se osv&d&uje spise pfi
1é¢eni srdecnich arytmii a hypertenze, zatimco jeho antipod (R)-(+)-verapamil vykazuje
Sir§i spektrum ucinkil (ovliviiuje 1 mj. sodikové kanaly) a je zfejmée vhodnéjsi pro 1éceni
anginy pectoris. [2]

Piiklady stanoveni verapamilu:

e Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii pouzitd pro
soub&znou analyzu enantiomerll verapamilu a norverapamilu v krysi plazmé.
Verapamil, norverapamil a vnitini standard fluoxetin byly extrahovany z plasmy
n-hexanem a enantiomery byly rozdéleny na Chiralpak AD koloné uZitim

mobilni faze n-hexan : isopropanol : ethanol : diethylamin (88 : 6 : 6 : 0,1).
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Linearni ¢ast kalibra¢ni kfivky se pohybovala v rozmezi 1,0 — 250,0 ng/ml pro

kazdy z enantiomert. Detekcni limit enantiomert byl 1,0 ng/ml. [3]

Metoda resonan¢niho Rayleighova rozptylu spojena s pritokovym injekénim
systémem pouzitd pro stanoveni verapamil hydrochloridu v séru a tabletach.
Stanoveni probihalo v prosttedi HC1 (pH 1,0), kdy verapamil reagoval s
kyselinou 12-wolframofosforetnou za vzniku iontového komplexu, ktery
vyrazn¢ zvysSoval intenzitu resonancniho Rayleighova rozptylu. Linearni cast
kalibra¢ni kiivky se pohybovala v rozmezi 0,017 — 13,0 pug/ml. Detekcni limit
byl 5,1 ng/ml. [4]

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reversni fazi s UV detekei pti 251
nm ve studii intestinalni permeability verapamilu in situ u krys. Ke stanoveni
byla pouzita C-4 kolona a mobilni faze 0,02 M amoniumacetatovy pufr (pH 3.5)
: acetonitril (30 : 70). Linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky se pohybovala v rozmezi

10 — 100 pg/ml. Detekéni limit byl 10 pug/ml. [5]

Micelarni kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci pti 230 a 312 nm
pouzita pro stanoveni verapamilu v micelarnim roztoku, moci a séru. Ke
stanoveni byla pouzita C-18 kolona a micelarni mobilni faze 0,15 M
dodecylsulfat sodny a 5% pentanol pii pH 7. Linearni ¢ast kalibracni kiivky se
pohybovala v rozmezi 100 — 2000 ng/ml pro micelarni roztok, mo¢ i sérum.

Detekéni limity byly 11, 19 a 21 ng/ml v micelarnim roztoku, séru a moci. [6]

Chiralni kapilarni elektroforéza pouzitd pro stanoveni metabolismu R,S
verapamilu a jeho metabolith R,S norverapamilu cytochromem P450 3A4
v roztoku R,S verapamilu, R,S norverapamilu a NADP. Linearni ¢ast kalibra¢ni
ktivky se pohybovala v rozmezi 2,5 — 400 uM pro R,S verapamil a 4,5 — 200
uM pro R,S norverapamil. Detekéni limit byl v obou ptipadech 1,0 uM. [7]

Kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii pouzitd pro
stanoveni verapamilu v lidské plasmé&. Jako wvnitini standard byl pouzit
metoprolol. Extrakce prob&hla na C8 koloné€, uZitim mobilni faze methanol :
voda a 12 mM kyselina mravenc¢i (70 : 30). Linedrni Cast kalibracni kiivky se

pohybovala v rozmezi 1,00 — 500 ng/ml. [8]
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Pritokova injekéni analyza s pulzni amperometrickou detekci verapamilu
zalozena na iontovém piesunu pies vodou plastifikovanou polyvinylchloridovou
membranu. Pouzito pro stanoveni verapamilu v 1é¢ivech a lidské moci. Lineéarni

Gast kalibradni kiivky se pohybovala v rozmezi 5-10°° - 110 M. [9]

HPLC s fluorescen¢ni detekci za pouziti tfi navazujicich mikrokolon pro
stanoveni verapamilu v krysi plasmé. Byly pouzity dv€é mobilni faze, mobilni
faze A (50 mM fosfore¢nan amonny, pH 4,5) a B (50 mM fosforecnan amonny :
acetonitril 70 : 30), jako vnitini standard byl pouzit propranolol. Linearni ¢ast
kalibra¢ni kiivky se pohybovala v rozmezi 0,01 — 2,50 pg/ml. Detekéni limit byl
0,01 pg/ml. [10]

Spektrofotometrické¢ stanoveni verapamil hydrochloridu v ¢ist¢ formé a
Vv Ié¢ivech uzitim N-bromsukcinimidu jako oxidantu v prostiedi kyseliny
chloristé za vzniku zluté zbarveného produktu s maximem absorpce pii 415 nm.
Linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky se pohybovala v rozmezi 10,0 — 200,0 pg/ml.
Detekeni limit byl 0,634 ug/ml. [11]

Adsorpéni pulzni voltametrie pouzitd pro stanoveni verapamilu v moci a
1é¢ivech v prostiedi 0,01 M fosfatového pufru (pH 7,4). Linearni Cast kalibracni
kiivky se pohybovala v rozmezi 1-10® - 1.10° M ve vodném roztoku a 1107 -

6-10" M v 1é&ivu a v moéi. Detekéni limit byl 1-10° M. [12]

Atomova emisni spektrometrie pouzita pro stanoveni verapamil hydrochloridu
ve vodném roztoku a v tabletach. Metoda je zalozena na precipitaci iontovych
asociati  tvofenych reakci verapamil hydrochloridu s [Cd(SCN)4]2',
[CO(SCN)4]%, [Mn(SCN).J*, [ZN(SCN)4]*, [Cr(NH3)2(SCN).], [Fe(CN)e]®.
Optimalni rozmezi koncentraci verapamilu je 1,96 — 62,86 pg/ml pro stanoveni

ve vodném roztoku i v tabletach. [13]

Vysokouc¢innd kapalinovda chromatografie na reversni fazi sUV a
fluorimetrickou detekci pouzita pro stanoveni obsahu verapamilu v tabletach a
pro disolucni testy. Jako vnitini standard byl pouzit fluoxetin. Ke stanoveni byla
pouzita kolona Sulpecosil LC-18 a mobilni faze 0,05 M dihydrogenfosfore¢nan
draselny : acetonitril : kyselina o-fosfore¢na (69,5 : 30 : 0,5), pH 3,60. Pro UV
detekci byly roztoky piipraveny v 0,1 M HCI. Linedrni ¢ast kalibraéni kiivky se
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pohybovala v rozmezi 0,025 — 50 ug/l pro UV detekci a 0,0008 — 20 ug/l pro
fluorimetrickou detekci. Detekéni limit byl 10 ng/ml pro UV a 750 pg/ml pro
fluorimetrickou detekci. [14]

2.2 Sekvenéni injekéni analyza (SIA)

Sekvenc¢ni injekéni analyza (SIA) patii do skupiny pritokovych analytickych
technik, které umoznuji racionalizovat a automatizovat slozité postupy pii analyze
velkych sérii vzorkl instrumentalnimi metodami a tak podstatnym zplisobem zvySovat
produktivitu stanoveni. [15] SIA byla vyvinuta jako dal$i generace pratokovych
neseparacnich metod tymem, ktery se témito technikami dlouhodobé zabyva (kolektiv
analytikli University of Washington vedenych J. RZi¢kou). Jedna se o relativné novou

metodu, prvni ¢lanek, definujici koncepci SIA, byl uvetejnén v roce 1990 [16].

2.2.1 Princip metody

Zakladnim principem detekce stanovované latky v SIA systému je chemicka
reakce prevadéjici tuto latku na detekovatelny produkt, jehoZz mnozstvi je zméfeno
v zavéreéné fazi detektorem. [17] Nejprve jsou zony nosného média, vzorku a ¢inidla
postupné (jednorazove€) aspirovany do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho
vicecestného ventilu a pistového cerpadla (obr. €. 1) a poté je pohyb pistu cerpadla
obracen, ¢imz dojde k promiseni zony vzorku a €inidla a vznikly produkt (obr. €. 2) je
dopraven do detektoru; tim je jeden cyklus ukoncen. Vysledny analyticky signél je
ziskan ve formé pikti podobné€ jako u FIA; jedna se o zdznam zmény koncentra¢niho

gradientu reakéniho produktu pfi prichodu jeho zony detektorem. [15]

Obr. €. 1: Zény vzorku, ¢inidla a produktu Obr. €. 2: Zény vzorku, ¢inidla a produktu
reakce Vv SIA systému pfed obracenim reakce v SIA systému po obraceni sméru

sméru toku nosného proudu toku nosného proudu

NP — nosny proud, V — vzorek, P — produkt reakce, C — ¢inidlo
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Zakladem SIA jsou zmény pfimého a zpétného toku nosného proudu na rozdil
od ptfimého konstantniho toku u FIA. [15] Po jednom méteni se SIA analyzator dostava
do stejné¢ho stavu jako na zacatku (co se tyce polohy ventilu a pistu) a mize ihned
provést dalSi méteni. Jeden takovy cyklus a zaroven tedy vysvétleni funkce SIA je

uveden na nasledujicim obrazku (obr. €. 3). [17]

VP

Obr. ¢. 3: Pribéh méticiho cyklu v STA

V prvnim kroku (obr. €. 3a) je nasata kapalina tvotici nosny proud (NP), poté se
pretoci selekéni ventil (SV) do polohy, kterd umozni aspiraci vzorku (V) (obr. ¢. 3b).
Nasleduje opét zména polohy ventilu a aspirace ¢inidla (R) (obr. €. 3¢). Je mozné pouzit
1 vice rliznych ¢inidel, ktera mohou byt pfipojena k dalSim vystuptim selek¢niho ventilu.
Na obr. ¢ 3d vidime obraceni sméru toku (pist pumpy tlaci obraceng), nasledné
vznikajici produkt (VP) v misici civce (MC) a pietoCeni selekéniho ventilu na vystup
k detektoru. Obr. ¢. 3e ukazuje ptichod produktu k detektoru (D) a narust sledované
veli¢iny, na niZ je zaloZena detekce. Po odtoku reakéni smési ze systému a zméné

polohy selek¢éniho ventilu na nosny proud se muze cely cyklus opakovat.[17]
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2.2.2

2.2.3

Charakteristické rysy SIA

pouziti vicecestného selekéniho ventilu, zplsob vstupu reagujicich latek do
systému aspiraci do misici civky; miizeme fici, Ze latky jsou do systému

postupné neboli sekvenéné injikovany (odtud nézev metody)

obraceni toku po aspiraci, tok je tedy dvousmérny a téz prerusSovany (kdyz se

méni poloha ventilu, pumpa musi stat) na rozdil od FIA

prace analyzatoru v ur¢itych méficich cyklech, kazdy cyklus je vlastné sekvenci
pohybii ventilu a pumpy, kterda musi byt precizné nacasovéana a
synchronizovana, aby byla =zajiSténa opakovatelnost reakce probé&hlé
Vv analyzétoru (a tim 1 nasledné méfeni)

vysoka flexibilita systému, pouziti vypocetni techniky je sice vynuceno
snadnych zmén, je-li software vytvofen tak, ze lze programovat jednotlivé kroky
meéficitho cyklu pomoci jednoduchych piikazi pro ventil a pumpu; vzhledem
k tomu, ze fidici jednotka ovlada prakticky vSechny podstatné parametry
systému, je velmi rychlé a jednoduché jej piekonfigurovat na zcela odlisny typ
méfeni; napf. moznost nastavit objem aspirovanych roztoki je principidlnim

rozdilem (a vyhodou) proti FIA

relativné malé objemy pouzitych latek (fddové desitky mikrolitrli), typicky

prumér spojovaciho materialu SIA systému je 0,50 — 0,75 mm. [15,18]

Vyuziti metody SIA

Se vzristajicimi potfebami kontroly kvality Zivotniho prostiedi, potravin a 1éciv,

s pozadavky na rychlost a spolehlivost diagnostickych metod v medicing a biologickém

vyzkumu, a na racionalizaci fizeni technologickych procest, se jevi SIA jako jedna

z nadgjnych alternativ, umoznujicich provadét analyzy velkych sérii vzorku s vysokou

produktivitou a dostatecnou spolehlivosti.

SIA mulzZe najit vyuZiti pfi analyze slozek Zivotniho prostfedi, napt. kontrola

kvality vod rizného ptivodu (stanoveni iontl, herbicidi, tézkych kovi).
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Dale je mozné SIA vyuzit v bioanalytice (analyza krve, moc¢i, monitorovani
hladiny 1é¢iv a jejich metabolitli v t&lnich tekutinach pacientil). Casto se uplatiuji
imunoanalytické reakce. Byly vyvinuty detek¢ni cely umoziujici imobilizaci protilatek
nebo antigenid pifimo v SIA systému. Tento zplisob byl vyuzit napf. pii stanoveni
imunoglobulinu G, glukoézy, lidského sérového albuminu, theofylinu, inzulini nebo k
analyze bunék ledvinové tkdn€. Rovnéz lze vyuzit imobilizace enzymu (napt. glukosa-

oxidasy pfi stanoveni glukézy).

Moznost uplatnéni SIA ve farmacii se vztahuje nejen na kontrolu kvality a
ucinnosti 1é¢iv, ale také na hodnoceni déle trvajicich stabilitnich studii. SIA technikou
byla provedena napft. stanoveni penicilinu, morfinu, ciprofloxacinu a norfloxacinu a
mnoha dalSich 1é¢iv. Z anorganickych iontd vyskytujicich se v potravinovych doplicich
a lécivych ptipravcich byly stanoveny napt. F ¢**. V kinetické studii byl sledovén proces
oxidace vitaminu C. Ve vyrobni technologii muze tato metoda pomoci zjistit
stejnoméernost obsahu u¢innych latek v riznych farmaceutickych ptipravcich a rychlost
jejich uvoliovani z dané 1€kové formy (disolu¢ni testy), napf. disolucni stanoveni
ibuprofenu v tabletach, obalovanych tabletach a kapslich. Vyznamna je také moznost

vyuziti SIA pii studiu vazby 1éciv ¢i toxickych latek na krevni bilkoviny. [15]

V bézné praxi se zatim SIA nevyuziva. Pro praktické aplikace v klinickych nebo
primyslovych a kontrolnich laboratofich je ji tfeba jako metodu teprve dovést
K rutinnimu uziti. Na druhou stranu se stale ¢astéji objevuje ve vyzkumu, kde je plné

vyuzita flexibilita systému a snadné uziti pro velmi rizné aplikace.

2.2.4 SIA analyzator

HOLDING COIL

CARRIER

WASTE
DETECTOR

SAMPLE

Obr. €. 4: SIA analyzator
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Carrier — nosny proud, pump — pumpa, holding coil — misici civka, R;, R, — reagencia,

sample — vzorek, RC — reak¢ni civka, detector — detektor, waste - odpad

Obrazek ¢. 4 ukazuje bézné provedeni analyzatoru zalozeného na sekvencéni
injek¢ni analyze. Funkce pistové pumpy, misici civky, selekéniho ventilu a detektoru jiz
byla objasnéna, zde je znazornéna jesté reakéni civka a samostatny piivod nosného
proudu. Reakéni civka, umisténa mezi vystup ze selekéniho ventilu a detektor,
umoziuje dokonalejsi priabéh reakce (vétsi disperzi jednotlivych aspirovanych zén), u
rychle probihajicich reakci ji vSak vétSinou neni zapotiebi. Tvoii také ochranny prvek
pistové pumpy, do jejihoz pistu se tak nedostanou aspirované roztoky. Samostatny
pfivod nosné kapaliny je praktické a obvyklé feSeni, které na podstaté pfistroje nic
neméni (pouze je zapotiebi navic jeden dvoucestny ventil). Nosna kapalina je totiz

vétSinou stale stejna a spotiebuje se ji nejvetsi mnozstvi.

Je zde vSak jesté jedna nezbytna soucast systému, kterd neni zndzornéna na
obrazku a zatim nebyla zminéna: fidici jednotka. Presnost i opakovatelnost analyzy je
podminéna pfesnym a stale stejnym nacasovanim jednotlivych akci. Proto jsou selekéni
ventil i pumpa ovladany pomoci fidici jednotky, jez je schopna zajistit spravné
nacasovani i synchronizaci. Dnes je to zpravidla bézné PC vybavené piisluSnym
softwarem, jenz nejen ovlada pohyby pumpy a ventilu, ale téz zajiStuje sbér dat

Z detektoru a pomaha s jejich vyhodnocenim. [15,18]

2.2.5 Charakteristika programu FaFSIA 1.0

Program FaFSIA 1.0 byl vytvofen ve vyvojovém prostiedi LabVIEW 5.0.1
firmy National Instruments. Sklada se z né€kolika vzdjemné komunikujicich moduld,
které zajistuji rtzné dil¢i ukoly. Kazdy modul je reprezentovan vlastnim panelem,
vnémz se odehrava vétSina komunikace modulu s uzivatelem. Nasleduje seznam a

struény popis jednotlivych modult obsazenych v programu FaFSIA 1.0:

» Main — hlavni modul, provadi nékteré inicializa¢ni kroky pro cely program, pro
uzivatele je predevsim prostfedkem ke spousténi ostatnich moduli.

» Program — modul programu, umoziuje tvofit sekvence piikazi ovladajicich
predevSim pumpu a selek¢ni ventil analyzatoru; tyto sekvence jsou nazyvany

jako programy.
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» Message list — modul zprav, slouzi k zobrazeni udajii o probihajicim méfeni,
pfedev§im je zaznamenano vykonani kazdého ptikazu programu vytvoieného

v modulu Program.

» Measure — modul méteni, provadi vlastni vykonani sekvence piikazii definované
v modulu Program, dale zaznamenéava data z detektoru a umoznuje také jejich
ukladani.

» Peak detection — modul detekce piku, umoziuje automaticky (pomoci zadanych
parametril) vyhodnotit zadana data a urcit polohu a vysku piku; je zde 1 moznost
provést toto vyhodnoceni manudlné v ptipad¢, ze se automaticka detekce nedafi;

umoznuje export vysledkd. [17]

2.2.6 Nové trendy v SIA
SIA Lab-On-Valve ® (SIA in Lab-On-Valve ® LOV)

LOV je pralomova technologie, ktera ziskala nadSené pfijeti u védecké
vetejnosti pro jeji mnohostrannost a spolehlivost v bézné laboratorni praxi. LOV
zahrnuje rtznorodé komponenty, vcetné priatokové cely umisténé piimo na
vicecestném ventilu; pfivod primdrniho zareni a detekce je v této cele provadéna
pomoci optickych vlaken. SIA — LOV je pouzivana jako zaklad pro mikroSIA stejné
jako Bead Injection a sekvenc¢ni injek¢ni afinitni chromatografii. Je navrzena k pouZiti

se spektrofotometrickou a fluorescenéni detekei.

Vyhodou proti konvencnimu SIA systému je integrace davkovacich kanald a
prutokové cely v miniaturizované kompaktni struktufe umisténé na povrchu
konvenéniho vicecestného ventilu. LOV systém pracuje v mikrolitrové oblasti a je
kompatibilni s UV — VIS a fluorescen¢ni spektroskopii. Navic mize LOV slouZit jako
davkovaci ¢ast ve fluorescencni mikroskopii, elektrosprejové hmotnostni spektrometrii
a kapilarni elektroforéze. Objem vzorku je minimalizovan zkracenim délky kandlu,
pficemz pramér je ponechan na 0,8 mm jako prevence proti zablokovani systému
biologickymi vzorky. Ponévadz konvencni davkovaci draha je eliminovdna a vzorky
jsou pifivadény do proudu 5. kanadlem pomocnou pumpou, zatimco injekéni pumpa a
vicecestny ventil zpracovavaji predchozi vzorek, frekvence davkovani SIA v LOV

formatu je vyssi nez v konvencénim SIA systému. [19]
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Obr. &. 5: SIA Lab-On-Valve systém

MikroSIA systém (The MicroSIA System)

Je nejmensi komeréné vyrabény SIA systém (12 % 15 x 15 cm, 3,5 kg).
Ptenosnost MikroSIA systému umoziiuje uziti stejného piistroje v laboratofi pro
vyzkum a kalibraci a jeho nasledné pouZiti na mist¢ monitorovani procesu. Typicka

spotieba vzorku je 25 pl na analyzu a piibliZzné stejny objem ¢inidla.

Pro multikomponentalni analyzu mohou byt paralelné¢ zapojeny az tii pfistroje,

coz umoziuje simultalni analyzu tfi latek z jednoho vzorku. [19]

HOLDING COIL

Carrier buffer — nosny pufr
Holding coil — misici civka
UV-VIS detector — UV-VIS detektor

CARRIER | S 4 Waste — od pad

BUFFER

Sample — vzorek

Reagent #1,2 — 1., 2. ¢inidlo

Obr. €. 6: MikroSIA systém konfigurovany pro analyzu zaloZenou na ¢inidle
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Sekven¢ni injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatography SIC)

Tato metoda vyuzivd programovatelny tok, sekvencni injikovani vzorku a

elucnich roztokt. Ptistroj obsahuje kromé béznych soucasti navic kolonu.

Hlavni vyhody systému jsou:
e derivatizace pred separaci
e schopnost urychlit pomocné funkce (formace gradientu, Uprava a promyti

kolony)

SIC muze byt uskutecnéna jak s externi kolonou, tak s kolonou integrovanou do
LOV modulu.

SIC muze byt pouZita k dvéma typlim separaci:

o afinitni chromatografie (ACH) — ucinny prostiedek k selektivni separaci
cilovych biomolekul z vysoce komplexni biologické matrice pouzitim afinitniho
ligandu imobilizovaného na stacionarni fazi shluknuté v kratké koloné

e kapalinova chromatografie na monolitické koloné — vhodna k separaci na

reversni fazi a iontové vyménné separaci. [19]

SYRINGE  HOLDING COIL Carrier — nosny proud

PUMP

Syringe pump — injekéni pumpa
SEPARATION . . S
coLumn Holding coil — misici civka

Waste — odpad
Eluent #1,2 — 1., 2. eluent

uv vis
d DETECTOR

CARRIER Aux. pump — pomocna pumpa

WASTE Sample —vzorek
WASTE . v
ELUENT #1 ELUENT #2 Separation column — separacni
kolona
UV-VIS detector — UV-VIS
detektor

Obr. €. 7: Sekven¢ni injekéni chromatografie
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SIC v Lab-On-Valve formatu (SI Chromatography in Lab-On-Valve format)

Je v provedeni jak sexterni kolonou, tak s integrovanou kolonou v LOV
modulu. Vnitini kolona je automaticky obnovitelna uzitim stacionarni faze Sepharose.
Mikrokolona (objem 10 ul) je umisténa v tésné blizkosti prutokové cely. Tento unikatni
design umoznuje koloné byt vystavena pramérné pratokové rychlosti v dobé aplikace
vzorku a jeho analyzy, a poté je automaticky stacionarni faze vyplachnuta velmi

vysokou rychlosti. [19]

HOLDING COIL

Carrier buffer — nosny pufr
Holding coil — misici civka

Waste — odpad

Separation column — separa¢ni kolona
UV detector — UV detektor

Eluant — eluent

CARRIEZR
WUFFER

Sample - vzorek

Obr. ¢. 8: SIC v Lab-On-Valve formatu

Sekvenéni  injekéni  mikroafinitni  chromatografie (SI  MicroAffinity

Chromatography SImikroACH)

Je to miniaturizovana verze konvenéni ACH. Pouziva rovnéZ Sephadex a
Sepharose, komer¢né dostupné S Sirokym vybérem bioligandl, které mohou nebo

nemusi byt specifické.

Vyhody:
e vnitini kolona situovand na LOV modulu miZe byt automaticky plnéna
stacionarni fazi, ktera je po pouziti odstranéna.
e pritokova cela mize byt automaticky zpétné naplné€na na konci kazdé analyzy
k zajisténi odstranéni vzduchovych bublin
e ckonomicnost operace: objem kolony 10 pl, eluenty 10 pl

e vysoka vykonnost: jedna analyza za mén¢ nez jednu minutu
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e pfizplsobivost vybrané stacionarni faze, protoze sephadex kolony mohou byt

automaticky vyménény

Typické kroky analyzy/separace jsou:
1. Sepharose kulicky jsou nasaty ze zasobniku a natlaceny do mikrokolony
2. UrCeny objem vzorku je aspirovan do misici civky a zadrzen na
mikrokoloné. Obracenim toku nosného proudu kolonou dochazi
k vymyti necistot z kolony.
3. Urceny objem eluentu je aspirovan do misici civky a protlacen kolonou
obracenym tokem. Cilové molekuly jsou eluovany a detekovany.

4. Obsah obnovitelné kolony je vyplachnut rychlym pritokem. [19]

Carrier buffer — nosny pufr

Holding coil — misici civka

Waste — odpad

UV-VIS detector — UV-VIS detektor
Beads — kulicky

Eluant — eluent

Sample - vzorek

Obr. €. 9: Sekven¢ni injekéni mikroafinitni chromatografie

Sekvencni injek¢éni kapalinova chromatografie v LOV formatu (SI Liquid

Chromatography in LOV format SILCH in LOV)

Pouziva externi kolonu, kterd je bud’ pfipevnénd na LOV modulu pftiléhajici

k pritokové cele, nebo mezi LOV modulem a externim detektorem.

Vyhodou SILCH je jednoduchost operaci, prihlednost systému, pfesnost a
mnohostrannost vychéazejici z kombinace dvou rysi, které ¢ini tento ptistup unikatni:

a) programovani toku — SILCH poskytuje pfizplsobivost ve volbé objemu

injikovaného eluentu a vzorku a potadi jejich plnéni do kolony. Zménou

prutokové rychlosti mize byt hlavni operace jako plnéni vzorku a separace
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analytu uskutecnéna optimalni rychlosti, zatimco pomocné operace jako

vymyvani a Gprava kolony mohou byt urychleny.

b) wuziti monolitu ve formé ,,sol gel“ — monolitni kolony pracuji pti pritokovych
rychlostech a tlacich v rozsahu sekvencnich injek¢énich pfistroji. Monolitické
kolony wuzivajici reversni fazi se uplatiuji pfi separaci 1éCiv, proteint,
oligonukleotidli, organickych kyselin, enantiomerti. Monolitické kolony

s iontom¢enici se uplatiiuji v iontové chromatografii. [19]

HOLDING COIL

Waste — odpad
UV-VIS detector — UV-VIS detektor

Sample — vzorek

Mobile phase — mobilni faze
DETECTOR

Light — svétlo

Holding coil — misici civka

WasTE MOBILE

PHASE
SAMPLE

Obr. €. 10: Sekvencni injekéni kapalinova chromatografie v LOV formatu

SIChrom ™ systém (The SIChrom "™ System)

Prvni komerc¢ni kapalinovy chromatograficky pfistroj zalozeny na konceptu
sekvencni injekéni techniky. Vyznacuje se jednoduchosti, pevnou konstrukei sloZzenou
z injek¢ni pumpy a ventilu, vybaveny potitebnym FIAlab softwarem. Vykazuje vysokou
piesnost, krokovy motor fidici pumpy umoziiuje pfesné méteni v pifimém a zpétném
toku s tlakem nad 3,5 MPa. VSechny smacené Casti jsou z teflonu, nerez oceli nebo
polyetherimidu. [19]
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2.3 Chemiluminiscenéni analyza

Chemiluminiscence (CL) je definovana jako produkce elektromagnetického
zéteni (UV, VIS, IC) pii chemické reakci (obvykle oxidaci), kdy se jeden z reaké&nich
produkti nachazi v excitovaném stavu a emituje zafeni pii svém ndvratu do stavu
zakladniho. Normaln¢ se mnozstvi energie uvolnéné béhem reakce méni v teplo, proto

CL neni béznym jevem.

CL je velmi atraktivni detek¢ni technika hlavné diky piistrojové jednoduchosti,
nizkym detekénim limitim a Sirokém rozsahu kalibra¢ni kiivky. V soucasnosti je CL
detekce pouzivana v mnoha analytickych oblastech, jako je zivotni prostfedi, 1¢katstvi,

farmacie, potravinaistvi, atd. [20]

2.3.1 Reakéni systémy v CL

Metody méteni chemiluminiscence mizeme rozdélit dle druhu CL procesu na
pfimé a nepfimé metody. U pifimych metod je CL zafeni emitovano diky pfimé interakci
mezi analytem a CL ¢inidlem (obvykle redoxni reakce), zatimco u nepfimych metod
analyt pouze ovlivituje indikator CL reakce, a to tak, ze hraje roli inhibitoru nebo

zesilovace. [20]

Typické indikatorové reakce uZivané v nepfimych metodach jsou zaloZeny na

oxidaci luminolu, lucigeninu, lofinu, sific¢itanu nebo peroxyoxalatt.

a) Systém s luminolem:

Luminol (5-aminoftalylhydrazid) je nej¢astéji uzivanym CL ¢inidlem. CL zafeni
luminolu je zalozeno na jeho oxidaci H,Op, [Fe(CN)6]3', KMnO,, N-bromsukcinimidem
(nebo  N-chlorsukcinimidem),  jodistanem,  dichromanem,  peroxysulfatem,
dichlorkyanurditem  nebo  kyselinou  trichlorkyanuronovou,  chloratem a
elektrogenerovanym bromnanem v zasaditém prostfedi. Podle zndmého mechanismu je
pfedpokladanym zaficem excitovany 3-aminoftalatovy anion, jehoZz maximum zafeni
nastane pti 425 nm.

Diilezitost luminolu jako CL ¢inidla nespoc¢iva ve schopnosti emise zateni, ale
Vv moznostech, ze mnoho riiznych latek miize ovlivnit mechanismus a kinetiku

indikatorové reakce. Analyt se mize chovat jako enhancer, inhibitor nebo katalyzator,

jehoz koncentrace mize ovlivnit intenzitu nebo mnoZstvi emitovaného zateni.
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NH Oxidation, OH o o light

| _ _ + N2 —_— _ +

NH  Catalyst, inhibitor, 0 (0] (425 nm)
enhancer, cofactor

(@] (o) (0]
Luminol 3-aminophthalate 3-aminophthalate
excited state ground state

.....

Reakce sifi¢itanu se silnymi oxidanty jako je KMnOg, Ce** v kyselém prostiedi

a elektrogenerovanymi Mn*" je doprovazena slabou CL, ktera miZe byt zvysena
nékterymi organickymi slouceninami. Excitovana forma vytvofena oxidaci sifi¢itanu je
pravdépodobné SO, podle nésledujiciho mechanismu:

HSO;™ + oxidant — HSO3’

2 HSO3" — ;06 + 2 H'

$206° — S04~ + SO,

SO," — SO, + hv

Energie excitované molekuly SO," milize byt lehce pievedena na fluoreskujici

molekulu (fluorofor). [20]

U primych CL metod je obecné CL ¢inidlem silny nebo stfedné silny oxidant
jako KMnO,, tris(2,2¢-bipyridin)ruthenium(l1l) komplex (Ru (bipy)s®), [Fe(CN)e]®,
jodistan v zasaditém prostiedi,Ce*", MnO; a rozpustné Mn** v kyselém prostiedi, H,0,,
O, nebo N-bromsukcinimid a dalsi. CL mize byt obvykle zvySena uzitim katalyzatoru,

senzitizéru nebo Upravou prostiedi.
a) Oxidace Ru(bipy)s** komplexem:

Pfi pouziti Ru(bipy)s®* jako CL ¢&inidla je zapotiebi jeho piiprava t&snd pied
pouzitim nebo in situ. Pro jeho ziskani bylo pouzito nc¢kolik metod zalozenych na
oxidaci relativné stabilniho komplexu Ru(bipy)32+ véetné chemickych, fotochemickych
a elektrochemickych oxidaci. Analyt je oxidovéan Ru(bipy)g3+ za vzniku excitované

molekuly [Ru(bipy)s**]* emitujici CL kolem 600 nm.

CL vzniké reakci s redukénim ¢inidlem (Xyeq) dle nésledujiciho schématu:
oxidace Ru(bipy)s** — Ru(bipy)s®" + ¢
Ru(bipy)s® + Xres — [Ru(bipy)s”]" + Xox
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[Ru(bipy)s*]" — Ru(bipy)s** + hv

K chemické oxidaci Ru(bipy)s®* na Ru(bipy)s®" se pouziva Ce** v kyselém

prosttedi, KMnOy Vv kyselém prostfedi nebo O,.
b) Oxidace manganistanem draselnym:

- viz. kapitola 2.3.2
c) Elektrogenerované oxidanty:

CL reakce probihaji na povrchu elektrod, kdy je CL ¢inidlo produkovéano
Z pasivniho prekurzoru v pritokovém systému. Tato elektro-CL analyza je
charakterizovana dobrou citlivosti, ale muze doplatit na nékteré nevyhody jako
znecisténi elektrod, Gzky linearni rozsah zpiisobeny malou plochou elektrody, Spatna

opakovatelnost a slozita konstrukce elektrochemické/CL prutokové cely.

V posledni dob& byly pouZity elektrogenerované oxidanty (H,O,, Mn®*", Ag®",
Co*" a [Cu(HI0s)2]") v CL analyze 1&&iv. [20]

2.3.2 KMnO, jako oxidaé¢ni €inidlo v CL

2.3.2.1 ZARICE V REAKCI S KMnO4

Udava se, ze spektralni distribuce CL KMnO4 V kyselém prostiedi se jevi jako
samostatny Siroky pas se zjevnym maximem intenzity mezi 610 — 750 nm a emise je
vizualné pozorovana jako cervena. Je zde vyrazny piedpoklad, ze k emisi dochazi
prostfednictvim excitovanych Mn?" ionti, coz miize byt shrnuto takto:

1. témé&f ve vSech piipadech je spektralni distribuce nezavisla na analytu

2. Mn?* je znamy produkt reakce

3. CL je podobna fosforescenci (‘T — A ptechod) Mn?* v roztoku pii nizké

teplote

4. korigované CL spektrum reakce s KMnO4 [Mn"*] v roztoku pii pokojové teploté

odpovidd CL spektru reakei s Mn** a Mn*

. Ve vSech pfipadech byla
zaznamenana vlinova délka maxima emise 734 + 5 nm (nebo 689 + 5 nm) za

pfitomnosti hexametafosfatu sodného.

Bylo zpozorovéano, Ze fluorid sodny inhibuje CL zafeni tvorbou stabilniho

komplexu s Mn** ionty, které jsou meziproduktem pii vzniku emise. N&kdy byvaji za
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zdroj zéfeni povazovany samotné Mn>" ionty, ale neni k tomu Zadny spektroskopicky
diikaz, ktery by to podpofil a jevi se to nepravd&podobné, protoze reakce Mn>*

S boritanem sodnym vydava stejné zareni jako redukce KMnOQy,.

Casto byva &ervené zateni vznikajici pti reakci s KMnO, piisuzovano produkci
O,. Tento elektronicky generovany druh zéfice je generovan pii CL reakci H0O,
s chloristanem sodnym, ale spektralni distribuce produkovaného ¢erveného zafeni ve
viditelné oblasti se 1isi. Navic O, vyzaiuje rovnéz v blizké infracervené oblasti, coz u
KMnO; detekovano nebylo. CL KMnO4 neni vyrazné ovlivnéna koncentraci
rozpu$téného kysliku ani azidem sodnym nebo histidinem, které zhaseji O, emisi.
Z toho jasn¢ vyplyva, ze O, nemlze byt povazovan za zafi¢ vreakci s KMnO,

Vv kyselém prosttedi.

Za zafice vreakci s KMnO4 Vv kyselém prostiedi jsou rovnéz povazovany
oxidacni produkty analytii nebo fluorescentni slouceniny, které¢ emituji energii ptijatou
od vysoce energetickych intermediati. Toto obecné nebylo potvrzeno
spektroskopickymi ditkazy, ale na druhou stranu nékteré studie ukazuji, Ze mnoho
reakci mezi KMnO,4 a fluorescentnimi slou€eninami poskytuje charakteristické jasné

cervené zareni. Proto je v naprosté vétsing reakci s KMnO4 nejpravdépodobnéjsi, ze CL

vznika z elektronicky excitovanych Mn?* iontd.

Nicméné jsou zde vyjimky, kdy byla zaznamenéana odliSna CL spektra. Napf.
reakci KMnO, se siloxanem vznika zIuté zafeni. Po redukci manganistanem
oxidovaného Ru(bipy)33+ komplexu reakci s analytem vznikd oranzové zateni typické

pro Ru(bipy)s**.

CL vznikajici reakci KMnOg4 S SOs* miize mit odlinou spektralni distribuci
(pfisuzovanou SO,") nez tu, ktera je piisuzovana Mn?*, zd4 se byt nezavisla na
oxida¢nim ¢inidle. Pro zvySeni CL byly pouZity rizné organické slouceniny, v ptipadé
fluorescentnich sloucenin, emise ne vzdy odpovidad charakteristické fluorescenci
pfidanych senzitizérli. Rovnéz byly vyzkouSeny nefluorescentni slouc¢eniny. Pro plné

pochopeni mechanismu CL zahrnujiciho SO5* je tteba dalsi vyzkum. [21]
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2.3.2.2 REAKCNI PODMINKY

Ve vétsin€ pripadu byla pouzita koncentrace KMnO4 0,1 — 1,0 mM. Od urcité
koncentrace KMnO, zavislé na pfistrojovém vybaveni i chemickych podminkach jiz
nedochazi ke vzrastu intenzity CL s koncentraci KMnO, a je pozorovan pokles
intenzity CL. Mnoho studii pfisuzuje tento efekt absorpci emitovaného zateni silné
zbarvenym oxidantem. Nicmén¢ je zde malé spektralni piekryti mezi absorpci KMnO,4 a
CL emisi. Dale bylo zjisténo, ze pokles intenzity CL vyplyvajici pouze z absorpce
emitovaného zafeni KMnQO,4 se mlze objevit pouze pii mnohem vysSich koncentracich,
nez které jsou zkoumany. Vrust koncentrace ¢inidla rovnéz zvySuje rychlost reakce do
té miry, Ze vyznamny signal je emitovéan dfive, nez reakéni smés dosahne mista detekce.
Rovnéz bylo navrzeno, ze niz§i emise CL pfi vysokych koncentracich KMnO, je

zpusobena neradiacni deexcitaci.

Rovnéz byl zkoumén vliv prostfedi na emisi zateni Mn®*, bylo zjisténo, Ze
v alkalickém prostredi k této charakteristické cervené CL nedochazi. Kromé toho zalezi
také na koncentraci a druhu kyseliny. Nejcastéji je pouzivana H,SO, Vv koncentracich
0,1 — 2,0 M. Rovnéz byly vyzkouseny kyseliny chlorovodikova, o-fosforecnd, chlorista
a dusi¢nd, poskytujici i1 silngjsi zafeni ve stejnych koncentracich, zavisi ovSem i na
konfiguraci zafizeni a struktufe analytu. Relativné malo vyuzivana kyselina
polyfosfore¢na vyrazn€ zvySuje intenzitu zéfeni, ale je nestabilni ve vodé a snizuje
opakovatelnost a zvySuje Sum v CL odezve. Podobné je zvySena CL mnoha reakei s
KMnO, pridavkem polyfosfatu sodného (0,05 — 1%) a prizptisobenim pH na 2 — 4
kyselinou sirovou nebo kyselinou o-fosfore¢nou. To je ekvivalentni koncentraci H,SO4
0,5 — 6,5 mM, coz je mnohem niz§i nez optimalni rozsah koncentrace H,SO, bez tohoto

enhanceru.

Byl zaznamenan také vliv teploty nad 90°C. Byl pozorovan vzriist intenzity CL,
ktery je obecné piisuzovan vzrustu reakénich rychlosti pii zvySenych teplotach, coz je
podporovano silnou zavislosti mezi intenzitou CL, teplotou a pritokovou rychlosti.

Nevyhodou vSak miize byt sniZzeni reprodukovatelnosti a vzrist Sumu.

Jestlize je KMnOy V kyselém prostiedi uzivan k detekci v HPLC, volba mobilni
faze mize mit dramaticky dopad na CL odpovéd’. Acetonitril sam vydavajici zafeni
vyrazn¢ snizuje CL analytu, jeho kombinace s KMnO, miize rovnéz vést k tvorbé

kyanovodiku. V ptipad€ methanolu bylo zaznamenano jak zvySeni tak sniZzeni CL, které
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zavisi jak na analytu, tak na koncentraci methanolu. Podobné efekty byly zaznamenany
u ethanolu, propanolu a isopropanolu. Stupen zhaSeni klesa od methanolu k propanolu.

[21]

2.3.2.3 ENHANCERY

Vyzkum potencidlnich enhancert se zaméfil na polyfosfaty, nizkomolekuldrni

aldehydy, kovové ionty, fluorescentni slouceniny a surfaktanty.

Ptitomnost polyfosfati (polyfosfat sodny, hexametafosfat sodny, kyselina
pyrofosforecnd, kyselina tetrafosforecnd, kyselina polyfosforecnd) zvysuje intenzitu CL
pii reakcich s KMnO,. Kyselina polyfosfore¢na poskytuje 4 — 10 nasobné zvySeni
V intenzité signalu analytu nez pii pouziti HySO, a hexametafosfat sodny nastaveny na
pH 2 pouzitim H,SO, poskytuje 50 nasobné zvySeni ve srovnani s dihydrogen o-
fosfore¢nanem sodnym pii stejném pH. Predpokldda se, ze mechanismus zvyseni
intenzity zafeni spoéiva ve stabilizaci meziproduktd. Stabilita komplexi KMnO4
s polyfosfaty roste s prodluzujicim se fetézcem polyfosfatu. Posun ve vlnové délce
maxima z 734 + 5 na 689 = 5 nm, kdyz reakce probiha za ptitomnosti polyfosfatu
naznacuje, ze pouzitim tohoto specifického enhanceru bylo zménéno bud’ chemické

v 1r 2+ svew
prostiedi nebo charakter Mn“" zarice.

Nizkomolekularni aldehydy zvySuji CL mnoha latek, ale rovnéZz reaguji s Cinidly
za vzniku ptidavného zareni. Nejvice uzivany je formaldehyd v koncentracich 0,4 — 2,0
M, ale rovnéz jsou vyuzivany kyselina mravenci, glyoxal a glutaraldehyd. Bylo
zaznamenano zvySeni CL o vice nez dva tady, ale v nékterych ptipadech bylo toto
zvyseni znegovano doprovodnym vzestupem piidavného zafeni nebo zarenim slepého
roztoku. Odpovidajicim a méné toxickym enhancerem je glutaraldehyd, vhodny ke
stanoveni sulfonamidt. Ostatni zastupci jsou podiadni ve srovnani s formaldehydem

nebo kyselinou mravenci. Mechanismus zvySovani intenzity zafeni neni plné€ objasnén.

Nekteti védci predpokladali, ze tyto slouCeniny jsou oxidovany za vzniku CcO,’,
O, nebo neznamych intermediatt, které bud’ emituji zafeni, nebo pfendseji energii na
jiné zéfice. Nicmén¢ experimentalni dikazy pro Mn?* jako zafice a identicka spektralni
distribuce v ptitomnosti i nepfitomnosti formaldehydu tento pfedpoklad nepotvrzuji.
Dalsi ptedpoklad je, ze tyto enhancery zvysuji rychlost oxidace analytu. Reakce KMnO4

s kyselinou mravenci je autokatalyzovana jak koloidnim MnO,, tak Mn?* ionty. Rovnéz

29



byl obdrzen dikaz naznacujici, ze zareni produkujici cesta oxidace formiatu KMnO, je
r r r v o . Iy, ros v v o 2+
také autokatalyzovana, ale bylo shledano, Ze intenzita zéfeni je niz$i, kdyz jsou Mn

pridany do roztoku vzorku.

Bylo rovnéz testovano mnoho kovovych iontd, ale jako enhancer byly vyuzity
pouze ionty Fe?*. Vyzkum mechanismu ukazal, 7e Fe?* soli zvy3uji rychlost CL oxidace

kyseliny mravenci a ethanolu s KMnO, v kyselém prostiedi.

Jako potencidlni enhancery byly také testovany mnohé vysocefluorescentni
slouceniny (rhodamin B, rhodamin 6G, chinin, fluorescein) a surfaktanty (dodecylsulfat
sodny, TritonX-100, cetyltrimetylamonium bromid), ale jen zfidka pfinesly né&jaky
prospéch. Nadto oxidace SOz KMnO, (a jinymi oxidanty) je zvySovana mnoha

fluorescentnimi a nefluorescentnimi slou¢eninami, véetné nékterych surfaktanta.

Mezi ostatni slouceniny zvySujici CL v reakcich s KMnOy V kyselém prostiedi

patii H,O, a B-cyklodextrin. [21]

2.3.2.4 ANALYTY

Byly pozorovany nekteré obecné zavislosti mezi strukturou analytu a intenzitou
CL . Srovnanim CL morfinu s dalSimi opiovymi alkaloidy bylo zji§téno, Ze slouceniny,
které obsahuji jak fenol, tak furanovy miustek vyvolavaji nejvyssi zafeni pfi reakci s

KMnQO, v kyselém prostiedi.

Fenolim se v této oblasti dostalo nejvys$si pozornosti. Polyfenoly a
dihydroxybenzeny (kvercetin, katechin, diethylstilbestrol) vyvolavaji mnohem vyssi
odpovéd’ nez jednoduché fenoly. Nicméné vliv poctu a pozice substituenti nebyl dosud
jasné definovan, v mnoha pfipadech byly ziskdny rozporuplné vysledky, ziejmé

vzhledem Kk odlisnym pfistrojovym a chemickym podminkam.

V piipad¢ indoll, vcetné¢ fady alkaloidd a biogennich aminll (serotonin,
melatonin, psilocin, brucin, strychnin, reserpin) je nejvyssi odpoveédi dosazeno u téch
s ptitomnosti elektron-donorovych skupin (hydroxy-, methoxy-). Limity detekce jsou

obvykle lepsi u hydroxy analogt. Efekt mize mit také funkcni skupina na C3 pozici.

RovnéZ mnoho heterocykll, které neobsahuji fenol nebo indol (nékteré

peniciliny, cefalosporiny, akridiny, fenothiaziny, pyrazolony) bylo stanoveno s timto
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CL cinidlem. Také né€kolik organickych kyselin (askorbova, jable¢nd) vykazuje silnou

odpovéd’ s timto Cinidlem.

Objevilo se nekolik strategii k rozSiteni KMnO4 CL detekce na SirSi rozsah
organickych sloucenin. Vysoky dopad na zvysSeni odpovédi mnoha slouc¢enin mize mit
degradace analytu alkalickym roztokem nebo UV zatenim. Detekce zalozena na zvySeni
CL reakci KMnO, a 8032' ma vysoce odlisnou selektivitu od reakce se samotnym

KMnQOg.

Sn** a As** jsou jedinou hlavni skupinou kovi, které byly stanoveny s KMnOg4
CL detekci. Byly u nich zaznamenany mnohem lep$i limity detekce nez u vétSiny

organickych sloucenin s timto ¢inidlem. [21]

2.3.2.5 ANALYTICKE APLIKACE
Farmaceutické a klinické aplikace

KMnO, CL byla pouzita ke stanoveni opiovych alkaloidii v primyslovych
procesech; 1éCiv v komer¢nich preparatech; biomolekul, [é¢iv a metabolit
Vv biologickych tekutinach; zakdzanych drog v soudnich vzorcich. Nejcastéji byva tato

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

K CL stanoveni opiovych alkaloidi byva nejastéji pouzita HPLC nebo
kapilarni elektroforéza, pfi kterych probihd také separace cilovych analytd, ale také SIA
a FIA, u kterych tato separace neni nutnd diky selektivité ¢inidla a zanedbatelné

koncentraci interferujicich latek.

Nejbéznéji navrhovanou aplikaci KMnO,4 CL je stanoveni 1é¢iv v komer¢nich
preparatech (peniciliny, sulfonamidy, cefalosporiny, aminobenzoaty, fenothiaziny,
pyrazolony, atd). V mnoha ptipadech je vzorek matrice relativné jednoduchy a ¢inidlo
dostate¢né selektivni pro spolehlivé stanoveni téchto latek metodou SIA a FIA.
Nicmén¢ bez separacnich kroki (HPLC, kapilarni elektroforéza) nemtize byt stanovena
pfitomnost necistot a ztohoto divodu pravdépodobné nebude prutokova analyza
metodou volby ve farmaceutickém primyslu. OvSem vzhledem k vysoké vykonnosti
muze hrat roli v procesu monitorovani a zjiStovani doby pouzitelnosti ptipravka. FIA
byla rovnéz pouzita ke stanoveni mnoha 1é¢iv v moci a krvi, coz miiZze byt potencialné

dobie vyuzito k post-column detekci téchto latek.

31



Bylo navrzeno nékolik HPLC postuptt s post-column KMnO, CL detekei pro
biomolekuly a 1é¢iva v biologickych tekutinach (napf. morfin, heroin, kodein;
metabolity urCitych neurotransmiterd v moci; antithyroidalni 1é¢iva — methyl-,

propylthiouracil; trimetoprim, fenacetin, brucin).

KMnO, CL byla rovnéz pouzita pfi studiu interakci 1é¢iv s proteiny ke zjisténi
farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti, nevazané 1é¢ivo bylo opakované

extrahovano ze smési ultrafiltraci nebo mikrodialyzou.
Zemédélstvi a Zivotni prostiredi

KMnO,4 CL byla uzita v nékolika studiich k méfeni atmosférického SO, béhem
vzletu letadla ke zjisténi jeho vertikalni distribuce a na vzdaleném méficim misté
K uréeni jeho pozemni koncentrace v prubéhu casu. Dalsi studie zabyvajici se
stanovenim vzdu$ného SO, zahrnuji: CL reakci KMnO, zesilenou riboflavin fosfatem
za pouziti FIA; CL reakci KMnO4 s tris(2,2°-bipyridin)ruthenium(Il) nebo tris(1,10-
fenantrolin)ruthenium(1l) komplexem a triethanolaminem k absorpci analytu; ptima CL
reakce indukovana nebulizaci ¢inidla vysokorychlostnim proudem vzduchu se vzorkem,
slaba emise byla zvysena flavin mononukleotidem a Tweenem 85 bez absorpce analytu,

coz umoznilo kontinudlni monitorovani.

Cetné pesticidy a herbicidy a anorganické latky byly stanoveny v neupravenych
vodach, padach, obili a komerénich ptipraveich KMnO,4 CL uZitim pritokovych metod,
tyto metody vSak pro tato stanoveni vzorkl s neznamym sloZenim nejsou vhodné bez
ptedchozi separace cilovych analytii z divodu potencialni interference, avSak muizou
byt vhodné pouzity pro stanoveni pesticidii a herbicidi v komercnich ptipravcich

s dostatecné znamym sloZenim.
Potravinarské a spotiebitelské produkty

Bylo vyzkouSeno stanoveni obsahu ethanolu v ginu, vinu a pivu, coZz vedlo
k aspéchu pouze u ginu. Ve vinu bylo provedeno stanoveni celkového obsahu
fenolti/antioxidacni aktivity metodou FIA, coz bylo uspé$né pouze pro Cervené vino,
nikoliv bilé. Ve vinu a pivu bylo rovn&Z provedeno stanoveni SOs* metodou FIA za

pfitomnosti riboflavinu jako enhanceru.

Kyselina askorbova v ovocném dzusu, ovoci a zelening a tabletach byla Gspésné

stanovena metodou FIA, rovnéz tak kyselina jablecnd. Nicméné tyto kyseliny se
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v ovocnych dzusech vyskytuji Casto spoleéné v koncentracich, které mohou branit

selektivnimu stanoveni jednotlivé slouceniny.

Byla provedena série vyzkumu stanoveni jodidu v potravinach, napf. analyza
jodidové soli metodou FIA, kdy byly vzorky impregnovany chelatacni pryskyftici

v ’ . o v vr 2+ S P .y
k odstranéni kovovych iontd pfedev§im Fe”, které siln¢ interferuji.

Metodou HPLC s CL detekci byla stanovena tii tetracyklinova antibiotika
v medu, nebo arbutin a kyselina L-askorbova v bélici kosmetice po extrakci

methanolem. [21]

2.3.3 Stanoveni lé¢iv metodou SIA s CL detekci

Spojeni CL detekce a automatizovanych pritokovych technik jako FIA a SIA

V soucasnosti stimuluje rozséhlejsi uziti CL v analyze 1é€iv. [20]

Ptiklady stanoveni 1é¢iv pomoci metody SIA a CL:

e Indometacin — jako rozpoustédlo byl pouzit 50% ethanol. CL zafeni bylo
emitovano reakci indometacinu s Ru(bipy)s®" za piitomnosti acetatu. Ru(bipy)s®*
byl generovan in situ v SIA systému oxidaci 0,5 mM Ru(bipy)s>" Ce(IV)
amonium sulfatem v roztoku kyseliny sirové. Linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky se
pohybovala v rozmezi 0,1 — 10 uM. Detekéni limit byl 0,05 M. Metoda byla

aplikovana na stanoveni indometacinu v gelech a mastech. [22]

o Kyselina askorbova — za pouziti Mn** a KMnO, v kyselém prostiedi jako
oxida¢niho ¢inidla s pouzitim metody SIA a FIA. Detekéni limit s pouzitim
KMnOy byl 5:10® M pro ob& metody, zatimco Mn*" poskytly detekéni limity
1.10® M metodou FIA a 5-10° M metodou SIA. Metoda byla aplikovana na

stanoveni kys. askorbové v tabletach.[23]

e Trimetoprim — za pouziti KMnOy V kyselém prostiedi jako oxida¢niho ¢inidla a
hexametafosfatu jako zesilovace intenzity CL. Linedrni Cast kalibracni kiivky se
pohybovala v rozmezi 20 — 100 pg/ml. Detekéni limit byl 0,1 pg/ml. Metoda

byla aplikovana na stanoveni trimetoprimu v tabletach. [24]

e Sulfonamidy  (sulfanilamid, sulfacetamid, sulfathiazol, sulfadimidin,

sulfafurazol, sulfamethoxypyridazin, sulfaguanidin) - za pouziti KMnO,
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v kyselém prostiedi (H2SO,4) jako oxidac¢niho ¢inidla a 0,1 M glutaraldehydu
jako zesilovace intenzity CL. Linearni cast kalibra¢ni kiivky se pohybovala
v rozmezi 0,01 — 0,5 mM. Metoda byla aplikovana na stanoveni sulfacetamidu a

sulfafurazolu v 1é¢ivech. [25]

e Prokain, benzokain, tetrakain - za pouziti KMnQOy V kyselém prostiedi (H,SO,)
jako oxida¢niho ¢inidla a 4-hydroxybifenylu, Rhodaminu-B, glykolaldehydu,
glutaraldehydu a kyseliny mraven¢i jako =zesilovaci intenzity CL. Jako
optimalni zesilova¢ CL byla zvolena kys. mravenéi. Linedrni ¢asti kalibra¢nich
ktivek se pohybovaly v rozmezi 0,5 — 50, 0,5 — 25, a 0,2 — 25 pug/ml. Detekéni
limity byly 0,3 pug/ml pro prokain a benzokain a 0,1 ug/ml pro tetrakain. Metoda

byla aplikovana na stanoveni téchto uc¢innych latek v 1é¢ivych ptipravcich. [26]

e Morfin — vnevodném (s vodou nemisitelném) prostiedi za pouziti KMnOy
v kyselém prostfedi jako oxida¢niho ¢inidla a polyfosfaitu sodného jako
zesilovace. Linedrni ¢ast kalibracni kiivky se pohybovala v rozmezi 0,01 — 0,1
% (m/v). Jako ndhrada KMnO,; byl vyzkouSen manganistan

methyltrifenylfosfonia, vysledky byly srovnatelné s pouzitim KMnOQOyq. [27]

e Morfin — za pouziti KMnO, V kyselém prostiedi jako oxida¢niho ¢inidla a
hexametafosfatu sodného jako zesilovace. Linedrni ¢ast kalibrac¢ni kiivky se
pohybovala v rozmezi 2,5-10°® — 3,0-10™ mol/I. Detekéni limit byl odhadnut na
10°® mol/l. [28]

e Salbutamol - za pouziti KMnO, Vv kyselém prostiedi (H2SO4) jako oxida¢niho
¢inidla a polyfosfatu sodného jako zesilovaée intenzity CL. Salbutamol byl
adsorbovan v mikrokoloné na pevné fazi.Linedrni ¢ast kalibracni kiivky se
pohybovala v rozmezi 0,05 — 10 pg/ml. Detekéni limit byl 0,03 pg/ml. Metoda
byla aplikovdna na stanoveni salbutamolu v lidském séru a moci. Stanoveni

Vv séru metodou SIA neposkytlo uspokojivé vysledky. [29]

2.3.4 Uprava fluorimetru

Fluorimetricky detektor byl pro chemiluminiscenéni stanoveni upraven
nasledujicim zpisobem — nebylo pouZito primdrni zéateni (lampa fluorimetru zlstala

vypnutd) a v misté¢ sekundarniho filtru byl vlozen spirdlni chemiluminiscenéni modul
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z plexiskla kopirujici tvar sekundarniho filtru. Jeho soucésti je spiradla z prihledné
teflonové hadi¢ky o vnitinim priméru 0,50 mm, stocené pétkrat. Zéna meéteného
produktu CL reakce je pfivadéna do stiedu spiraly a odvedena z periferni ¢asti spiraly

do odpadu.

- *

Obr. ¢. 11: Chemiluminiscen¢ni modul

Pti vlastnim méfeni bylo tieba ménit rozsah stupnice, resp. citlivosti méfeni a
podle vysky piku a nastaveného rozsahu stupnice vypocitat intenzitu CL (ta je pfimo
umérna vysce piku). Napf. je-li rozsah stupnice 0,1 pA a hodnota vysky piku 0,82, pak
je vypocet nasledujici: (0,1 - 1000 - 0,82) / 2,5 = 32,80 nA.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Seznam zkratek:

SIA — sekvencni injek¢ni analyza

UV — ultrafialova oblast

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

A — plocha u metody HPLC

EtOH — ethanol

MeOH — methanol

PFS — polyfostat sodny

CL — chemiluminiscence (intenzita)

CL* - hodnoty intenzity CL po odecteni signalu sl. roztoku
RSD — relativni smérodatné odchylka

SD — smérodatna odchylka

HVLP — hromadn¢ vyrabéné 1é¢ivé piipravky

IS 40 - ISOPTIN ® 40 mg por tbl flm 50x40 mg

IS 80 - ISOPTIN ®80 mg por thl flm 50x80 mg

LEK 40 - LEKOPTIN ® 40 mg drg 50x40 mg

LEK 80 - LEKOPTIN ®80 mg por tbl flm 50x80 mg
LEK 120 - LEKOPTIN ® 120 mg por tbl flm 20x120 mg

3.1 Pouzita zarizeni

3.1.1 SIA

e analytické vahy SARTORIUS A200S

o filtr Valupret (nylon, 0,45 pum)

e centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen

e spojovaci materidl — teflonové hadicky o vnitinim priiméru 0,50 mm, Upchurch,
Scientific, Inc.

e fluorimetr se spiralni pritokovou celou vyrobenou ze stejného materialu jako
spojovaci teflonové hadicky, Schoeffel Instrument — corp.

e SIA systém — 2,5 ml pistové ¢erpadlo CAVRO XL
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3.1.2

3.1.3

3.1.4

o 10-cestny selek¢ni ventil VICI VALCO

o fidici jednotka — pocita¢ PC ATX (procesor Intel Pentium 11 333 Mhz, 64
MB operacni paméti) vybaveny vyvojovym prostiedim LabVIEW 5.1,
operacni systém Windows 98; piidavné karty AT-MIO-16E10 a AT-

232/4 pro sbér dat a ovladani analyzatoru

Titrace

pH metr (PHO3 — Labio)
pH elektroda kombinovana typ HC 113

elektromagneticka michacka IKA

Absorpéni spektrofotometrie v UV oblasti

8453 UV — VIS spektrofotometr, diode array, program UV — VIS Chemstation

Software

HPLC

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

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

3.2.1

Chemikalie

verapamil hydrochlorid — Aldrich Chem. Co., Némecko
kyselina sirova 96% - Lachema, Neratovice
manganistan draselny — Balex, Pardubice

polyfosfat sodny — Sigma Aldrich s. r. 0., Némecko
ethanol denaturovany methanolem — Lihovar Chrudim
methanol — Penta, Chrudim

fenolftalein — Sigma-Aldrich, Némecko
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e kyselina chlorovodikova — Penta, Chrudim

¢ hydroxid sodny Penta, Chrudim

3.2.2 Roztoky

1) zasobni roztok verapamilu, M; = 491,06
a) ¢=1mM —navazka 0,0098 g byla rozpusténa v destilované vodé a doplnéna
v 20,00 ml odmérné barice destilovanou vodou po rysku
b) ¢ = 1- 102 M - navazka 0,1228 g byla rozpusténa v destilované vodg a
doplnéna v 25,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
c) dalsi nafedéné koncentrace: 5-10° M, 2:10° M, 1.10° M, 5:10* M, 1-10* M,
510° M, 2:10° M, 1.10° M
2) zasobni roztok verapamilu v 60% methanolu, M, = 491,06
a) ¢ =1 mM — navazka 0,0098 g byla rozpusténa ve 12 ml methanolu a
doplnéna v 20,00 ml odmérné baiice destilovanou vodou po rysku
3) zasobni roztok verapamilu v 60% ethanolu, M, = 491,06
a) ¢ =1mM —navazka 0,0098 g byla rozpusténa ve 12 ml ethanolu a doplnéna
v 20,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
b) c= 1.102 M - navazka 0,0492 g byla rozpusténa v 6 ml ethanolu a doplnéna
v 10,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
c) dalsi nafeddné koncentrace: 5-10° M, 2.10° M, 1.10° M, 5:10* M, 1-10* M,
510° M, 1-10° M
4) zasobni roztok verapamilu v 0,01 M HCI, M, = 491,06
a) ¢ =400 mg/l — navazka 20,00 mg verapamilu byla rozpusténa v 0,01 M HCI
a doplnéna v 50,00 ml odmérné bance 0,01 M HCI po rysku.
b) dalsi nafedéné koncentrace: 80,00 mg/1, 60,00 mg/1, 40,00 mg/l, 20,00 mg/I,
10,00 mg/I
5) zasobni roztok kyseliny sirové, M, = 98,08
a) ¢ =2 M —do 50,00 ml odmérné barnky s asi 20 ml destilované vody bylo
odpipetovano 4,85 ml 96% H,SO, a doplnéno destilovanou vodou po rysku
b) ¢ =1 M — do 50,00 ml odmérné banky bylo odpipetovano 25,00 ml 2 M
roztoku a doplnéno destilovanou vodou po rysku

6) zasobni roztok manganistanu draselného, M, = 158,04
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a) ¢=0,1 M —navazka 0,7902 g byla rozpusténa v destilované vod¢ a doplnéna
v 50,00 ml odmérmné bance destilovanou vodou po rysku
b) ¢ =1 mM — do 100,00 ml odmérné banky byl odpipetovan 1,00 ml 0,1 M
roztoku a doplnén destilovanou vodou po rysku
c) ¢ =10 mM — do 100,00 ml odmérné banky bylo odpipetovano 10,00 ml 0,1
M roztoku a doplnéno destilovanou vodou po rysku
7) zasobni roztok polyfosfatu sodného
a) ¢=0,5% - navazka 0,25 g byla rozpusténa v destilované vod¢ a doplnéna
v 50,00 ml odmérmné bance destilovanou vodou po rysku
b) ¢ =1 % - navazka 0, 5 g byla rozpusténa v destilované vodé a doplnéna
v 50,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
C) ¢ =2 % - navazka 1,0 g byla rozpusténa v destilované vodé a doplnéna
v 50,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
d) ¢ =25 % - navazka 1,25 g byla rozpusténa v destilované vodé a doplnéna
v 50,00 ml odmérné bance destilovanou vodou po rysku
8) slepy roztok EtOH - 12 ml ethanolu bylo doplnéno v 20,00 ml odmérné baiice
destilovanou vodou po rysku.
9) slepy roztok MeOH — 12 ml methanolu bylo doplnéno v 20,00 ml odmérné bance
destilovanou vodou po rysku
10)0,01 M HCI - 5,00 ml IM HCI bylo doplnéno v 500,00 ml odmérné barce
destilovanou vodou po rysku.
11) 0,01 M HCI VS — pfesna koncentrace 0,010182 M
12)0,01 M NaOH VS — 25,0 ml 0,1 M NaOH bylo doplnéno v 250,00 ml odmérné
baiice destilovanou vodou po rysku. Byla stanovena ptfesna koncentrace 0,009341 M

standardizaci na roztok kyseliny chlorovodikové 0,01 M.

Priprava roztoku stanovovanvch léCiv:

A) metoda SIA:

Bylo zvaZzeno 10 tablet kazdého ptipravku a uréena hmotnost 1 tbl, poté byly tyto

tablety rozdrceny a ptipraveny roztoky z navazky odpovidajici 1 tbl kazdého ptipravku.

Cast z kazdého roztoku byla zcentrifugovana pii 3000 otatkach po dobu 5 min.,

poté byly zfiltrovany pfes filtr Valupret (nylon, 0,45 um).

Pro méfeni byly pouZity jak filtrované, tak pouze sedimentované roztoky.
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Pfiprava vodnvch roztoki:

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

¢ = 1,6291-10° M — navéazka 0,1454 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v destilované vodé a doplnéna v 50,00 ml odmérné bance destilovanou
vodou po rysku
b) 1S 80: (0,2851 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu)

¢ =1,6291.10° M — navéazka 0,2851 g tabletoviny (80,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v destilované vodé a doplnéna ve 100,00 ml odmérné baiice destilovanou
vodou po rysku
c) LEK 40: (0,1186 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu)

¢ = 1,6291-10° M — navéazka 0,1186 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v destilované vodé a doplnéna v 50,00 ml odmérné bance destilovanou
vodou po rysku
d) LEK 80: (0,3152 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu)

¢ = 1,6291-10° M — navazka 0,3151 g tabletoviny (79,97 mg verapamilu) byla
rozpusténa v destilované vodé a doplnéna ve 100,00 ml odmérné baiice destilovanou
vodou po rysku
e) LEK 120: (0,5295 g tabletoviny ~ 120,00 mg verapamilu)

¢ =9,7748-10" M — navéazka 0,5296 g tabletoviny (120,02 mg verapamilu) byla
rozpus$téna v destilované vodé a doplnéna ve 250,00 ml odmérné baiice destilovanou

vodou po rysku

Priprava ethanolickvch roztoku:

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

c = 8,1456.10* M — navézka 0,1455 g tabletoviny (40,03 mg verapamilu) byla
rozpuSténa v 60,0 ml ethanolu 96% a doplnéna ve 100,00 ml odmérné banice
destilovanou vodou po rysku
b) 1S 80: (0,2851 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu)

C = 6,5165-10* M — navéazka 0,2852 g tabletoviny (80,03 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 150,0 ml ethanolu 96% a doplnéna ve 250,00 ml odmérmné bance
destilovanou vodou po rysku
¢) LEK 40: (0,1186 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu)
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B)

C)

c = 8,1456.10* M — navézka 0,1188 g tabletoviny (40,07 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 60,0 ml ethanolu 96% a doplnéna ve 100,00 ml odmérné bance
destilovanou vodou po rysku
d) LEK 80: (0,3152 g tabletoviny ~ 80,00 mg verapamilu)

C = 6,5165-10* M — navéazka 0,3152 g tabletoviny (80,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 150,0 ml ethanolu 96% a doplnéna ve 250,00 ml odmémné barice
destilovanou vodou po rysku
e) LEK 120: (0,5295 g tabletoviny ~ 120,00 mg verapamilu)

¢ =9,7748-10* M — navazka 0,5293 g tabletoviny (119,95 mg verapamilu) byla
rozpu$téna v 150,0 ml ethanolu 96% a doplnéna ve 250,00 ml odmérné barce

destilovanou vodou po rysku
potenciometricka titrace

IS 40: (0,1454 g tabletoviny ~ 40 mg verapamilu)
- navazka 0,1459 g; 0,1457 g a 0,1457 g tabletoviny (40,14 mg; 40,08 mg a
40,08 mg verapamilu) byla rozpusténa v 50,00 ml ethanolu R

absorp¢ni spektrofotometrie v UV oblasti a HPLC

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

¢ = 20,00 mg/l — navazka 0,0727 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 0,01 M HCI a doplnéna ve 100,00 ml odmérné bance 0,01 M HCI po
rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebrdno a doplnéno v 50,00 ml odmérné
barce 0,01 M HCIl po rysku.

b) 1S 80: (0,1426 g tabletoviny ~ 40,00 mg verapamilu)

c = 40,00 mg/l — navazka 0,1426 g tabletoviny (40,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 0,01 M HCI a doplnéna ve 100,00 ml odmérné banice 0,01 M HCI po
rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebrdno a doplnéno v 50,00 ml odmérné
bance 0,01 M HCl po rysku.

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

¢ = 20,00 mg/l — navazka 0,0593 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 0,01 M HCI a doplnéna ve 100,00 ml odmérné baiice 0,01 M HCI po
rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebrano a doplnéno v 50,00 ml odmérné
bance 0,01 M HCI po rysku
d) LEK 80: (0,0788 g tabletoviny ~ 20,00 mg verapamilu)
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c = 20,00 mg/l — navazka 0,0788 g tabletoviny (20,00 mg verapamilu) byla
rozpusténa v 0,01 M HCI a doplnéna ve 100,00 ml odmérné baiice 0,01 M HCI po
rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebrano a doplnéno v 50,00 ml odmérné
bance 0,01 M HCI po rysku.

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

¢ = 30,00 mg/l — navazka 0,1325 g tabletoviny (30,02 mg verapamilu) byla
rozpu$téna v 0,01 M HCI a doplnéna ve 100,00 ml odmérné bance 0,01 M HCI po
rysku, 5,00 ml z tohoto roztoku bylo odebrano a doplnéno v 50,00 ml odmérné

barice 0,01 M HCI po rysku.

3.3 Optimalizace podminek

Optimalizovany byly:

e rychlost pfivodu reakéniho produktu do detektoru

e potadi nasavani roztokl do systému

e objemy jednotlivych roztokil

e koncentrace roztokt

o latka zvysSujici intenzitu chemiluminiscence (polyfosfat sodny)

e vliv dalSich rozpoustédel pouzitych pro piipravu roztoku vzorku

3.3.1 Pouzité roztoky

e 1 mM verapamil

e 1mMal0 mM KMnO,

e 1Ma2MH,S0,

o 0,5%, 1%, 2% a 2,5% PFS

3.3.2 Pouzité programy

Program pro optimalizaci rychlosti pfivodu reakéniho produktu do detektoru -

optimrychlosti.prg

Syringe pump valve position IN
Syringe pump set flow rate [ul/s] 100
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Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

aspirate [ul]
valve position OUT
set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [pl]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
set flow rate [pl/s]
empty syringe

1000

20

50

50

30

{10mM KMnO,}
{lmM verapamil}

{1IM H,SO,}

{ménénd rychlost}

Program pro optimalizaci rychlosti pifivodu reakéniho produktu do detektoru se

zafazenim procesu miseni v reakéni civce - miseni.prg

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump

valve position IN

set flow rate [ul/s]
aspirate [ul]
valve position OUT

set valve position

aspirate [ul]
set valve position
aspirate [ul]
set valve position
aspirate [ul]
set valve position
aspirate [ul]
set valve position
dispense [ul]
aspirate [ul]

set flow rate
empty syringe

[nl/s]

100

1000

20

50

50

100

20

20
30

{10mM KMnO,}
{ImM verapamil}
{1M H,S0,}

{voda}

{miseni zdén}

{ménénd rychlost}

Program pro optimalizaci poradi aspirovanych roztoki, rychlosti privodu

reakéniho produktu do detektoru pri pouziti PFS, koncentrace PFS a KMnO, a

volbu objemii jednotlivych roztoku - pfs-1.prg

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve

valve position IN

set flow rate [ul/s]
aspirate [pl]
valve position OUT

set valve position

aspirate [pl]
set valve position
aspirate [pl]
set valve position
aspirate [pl]
set valve position
aspirate [pl]

set valve position

100

1000

20

50

50

50

{10mM, 1mM KMnO,}
{2% PFS}

{lmM verapamil}

{1M H,S0,}
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Syringe pump
Syringe pump

set flow rate [ul/s]

empty syringe

30

Program pro optimalizaci poradi aspirovanych roztoki a rychlosti privodu

reakéniho produktu do detektoru pri pouziti PFS se zarazenim procesu miseni

V reakéni civee - misenipfs.prg

Syringe pump

valve position IN

Syringe pump set flow rate [pl/s] 100

Syringe pump aspirate [ul] 1000

Syringe pump valve position OUT

multi-port valve set valve position 2 {10mM KMnO,}
Syringe pump aspirate [ul] 20

multi-port valve set valve position 3 {2% PFS}
Syringe pump aspirate [ul] 50

multi-port valve set valve position 4 {1lmM verapamil}
Syringe pump aspirate [ul] 50

multi-port valve set valve position 5 {1M H,SO04}
Syringe pump aspirate [ul] 50

multi-port valve set valve position 9 {voda}

Syringe pump aspirate [ul] 100

multi-port valve set valve position 8

Syringe pump dispense [pl] 20 {miseni zén}
Syringe pump aspirate [ul] 20

Syringe pump set flow rate [ul/s] 30 {ménénd rychlost}

Syringe pump empty syringe

Program pro optimalizaci rychlosti pifivodu reakéniho produktu do detektoru pro

ethanolicky a methanolicky roztok verapamilu - optimrychlostiEtOH.prg
Syringe pump valve position IN
set flow rate [pl/s] 100
aspirate [ul] 1000
valve position OUT

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump

multi-port valve set valve position 2 {10mM KMnO,}
Syringe pump aspirate [ul] 20

multi-port wvalve set valve position 3 {ImM ver. v EtOH}
Syringe pump aspirate [ul] 50

multi-port valve set valve position 4 {1M H,S504}
Syringe pump aspirate [ul] 50

multi-port valve set valve position 8

Syringe pump
Syringe pump

set flow rate [ul/s] 30
empty syringe

{ménénéd rychlost}

Program pro optimalizaci rychlosti privodu reakéniho produktu do detektoru pri
pouziti PFS pro ethanolicky a methanolicky roztok verapamilu a volbu objemi

jednotlivych roztoki pri pouZiti ethanolického roztoku verapamilu - pfsEtOH.prg
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Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

Program pro Kkalibraci vodnych roztokii verapamilu

7 we

verapamilu v lé¢ivec

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
Syringe pump

valve position IN

set flow rate [upl/s] 100
aspirate [ul] 1000
valve position OUT

set valve position 2
aspirate [ul] 20
set valve position 3
aspirate [ul] 50
set valve position 4
aspirate [ul] 50
set valve position 5
aspirate [ul] 50
set valve position 8
set flow rate [pl/s] 30

empty syringe

h - pfs-2.prg

valve position IN

set flow rate [ul/s] 100
aspirate [ul] 1000
valve position OUT

set valve position 2
aspirate [pl] 30
set valve position 3
aspirate [ul] 50
set valve position 4
aspirate [ul] 50
set valve position 5
aspirate [pl] 30
set valve position 8
set flow rate [ul/s] 30

empty syringe

{10mM KMnOy}
{2% PFS}
{ImM ver. v EtOH}

{1M H,S0,}

a stanoveni obsahu

{10mM KMnO,}
{2% PFS}
{1lmM verapamil}

{1M H,S0,}

Program pro upravu koncentrace H,SO,, rozdéleni objemu PFS, Kkalibraci

ethanolickych roztokii verapamilu a stanoveni obsahu verapamilu v lé¢ivech -

2pfsEtOH.prg

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump

valve position IN

set flow rate [ul/s] 100
aspirate [pl] 1000
valve position OUT

set valve position 2
aspirate [pl] 20
set valve position 3
aspirate [pl] 30
set valve position 4
aspirate [ul] 50
set valve position 5
aspirate [pl] 30

{10mM KMnOy}
{2% PFS}
{1lmM ver. v EtOH}

{2M H,50,}
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multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

3.3.3 Vstupni data

set flow rate
empty syringe

set valve position
aspirate [pl]
set valve position

[ul/s]

3

30

30

PES}

Optimalizace méieni byla zapocata s timto nastavenim programu systému:

Program pro optimalizaci poradi roztokii na pocatku optimalizace podminek

méfeni - pocateéni nastaveni.prg

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port wvalve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

Nastaveni fluorimetru:

valve position IN

set flow rate [ul/s]
aspirate [ul]

valve position OUT
set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
set flow rate [ul/s]
empty syringe

Napéti na fotonasobici: 420V

rozsah stupnice: 0,02 — 0,2 pA

100

1000

50

50

20

50

{1lmM verapamil}
{1M H,50,}

{10mM KMnO,}

3.3.4 Uprava podminek méreni bez pridavku latky zesilujici intenzitu

CL

3.3.4.1 VOLBA PORADI ROZTOKU

Cilem tohoto experimentu bylo urcit, v jakém pofadi musi byt do systému

aspirovany jednotlivé slozky pro zajisténi potfebného reakéniho prostiedi a optimalni

prubéh chemické reakce. Objemy aspirovanych roztokt cinidel a vzorku byly 50 pl

verapamilu, 50 ul H2SO4 a 20 pl KMnOg, rychlost prutoku detektorem byla 50 pl/s.

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H,SO4, 10 MM KMnQO4

Program: pocate¢ni nastaveni.prg
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3.3.4.2 VOLBA RYCHLOSTI PRiVODU PRODUKTU DO DETEKTORU

Cilem bylo najit vhodnou rychlost pro reakci vychozich latek a zachyceni
chemiluminiscen¢niho signalu produktu v detektoru. Roztoky aspirovanych ¢inidel a
vzorku byly pouzity v objemu 50 ul verapamilu, 50 ul H,SO; a 20 pul KMnOs,.
Testované hodnoty rychlosti byly — 30, 40, 50, 60, 70 ul/s pro oba programy a dale 80,
90 a 100 pl/s pro program bez miseni. Miseni roztoki bylo dosazeno zatfazenim
aspirace roztokti do misici civky, dvojndsobnym obracenim toku aspirovanych zon (coz
zajisti jejich vyssi disperzi) a naslednym transportem reakéniho produktu do detektoru.

Roztoky byly aspirovany v poradi: 1. KMnOy, 2. verapamil, 3. H,SO4.

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H,SO4, 10 mM KMnO,
Programy: optimrychlosti.prg, miseni.prg

3.3.5 Viliv polyfosfatu sodného (PFS) na intenzitu CL

3.3.5.1 VOLBA PORADI ROZTOKU

Objemy aspirovanych roztoku c¢inidel a vzorku byly 50 ul verapamilu, 50 pl
H2SO4, 50 ul PFS a 20 ul KMnOQy, rychlost pritoku detektorem byla 30 pl/s.

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H,SO4, 10 mM KMnQO,, 0,5 % a 1 % PFS
Programy: pfs-1.prg, misenipfs.prg

3.3.5.2 VOLBA RYCHLOSTI PRIVODU PRODUKTU DO DETEKTORU A VLIV
KONCENTRACE PFS

Roztoky aspirovanych ¢inidel a vzorku byly pouzity v objemu 50 ul verapamilu,
50 pl HySOy, 50 ul PFS a 20 ul KMnO,. Testované hodnoty rychlosti pro program pfs-
1.prg byly — 30, 50, 70, 100 ul/s pro 0,5% PFS, 30, 50, 70, ul/s pro 1% PFS, 30, 40, 50,
60 wl/s pro 2% PFS a 30 ul/s pro 2,5% PFS, testované hodnoty rychlosti pro program
misenipfs.prg byly — 30, 50, 100 pl/s pro 0,5% PFS a 30, 50, 70, ul/s pro 1% PFS.
Roztoky byly aspirovany v potadi: 1. KMnQy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO,.
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Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H,SO4, 10 MM KMnOQOy, 0,5 %, 1 %, 2% a 2,5%
PFS

Programy: pfs-1.prg, misenipfs.prg
Pro volbu rychlosti u 0,5% PFS bez miseni bylo zvoleno potfadi se zafazenim

PFS na zacatek.

3.3.5.3 VOLBA KONCENTRACE KMNOQO4

Cilem bylo zjistit optimalni koncentraci KMnQO,4 ta musi byt dostatecnd pro

oxidaci vzorku a zaroven by méla minimalné pohlcovat chemiluminiscen¢ni zareni.

Roztoky aspirovanych ¢inidel a vzorku byly pouzity v objemu 50 pl verapamilu, 50 pl
H2SO4, 50 pl PES. Testované roztoky KMnO4 byly pouzity v téchto kombinacich
objemu a koncentraci: 20 ul 10 mM KMnQO,4 a 50 pul 1 mM KMnO4. Rychlost prutoku
detektorem byla 30 pl/s. Roztoky byly aspirovany v potadi: 1. KMnOy, 2. PFS, 3.
verapamil, 4. H,SO,.

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H;SO4, 1 mM a 10 mM KMnOy, 2% PFS
Program: pfs-1.prg

3.3.5.4 VOLBA OBJEMU ROZTOKU

Cilem bylo zajistit optimalni objemy pro promiseni roztokti v civce a prubch

chemické reakce.

Rychlost prutoku detektorem byla 30 ul/s. Roztoky byly aspirovany v pofadi: 1.
KMnQy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO,.

Roztoky: 1 mM verapamil, 1 M H,SO4, 10 mM KMnQOy,, 2% PFS

Program: pfs-1.prg

Nejprve byl volen objem 10 mM KMnO,, kdy objemy ostatnich roztokt byly
ponechany po 50 pl.

Nasledné byl volen objem 1M H,SO,, kdy bylo pouzito 30 pl 10 mM KMnO, a

ostatni roztoky po 50 pl.
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Poté byly vyzkouseny dalsi kombinace objemtit KMnO, a H,SO,4 objemy
verapamilu a PFS byly ponechany po 50 ul.

Nakonec byl volen objem PFS s optimalizovanym objemem KMnO,4 a H,SOy,

3.3.6 Vliv rozpoustédel na intenzitu CL

Cilem bylo zjistit vliv 60% MeOH a 60% EtOH jako rozpoustédla vzorku na
intenzitu CL.

3.3.6.1 VOLBA RYCHLOSTI PRIVODU PRODUKTU DO DETEKTORU

Roztoky aspirovanych ¢inidel a vzorku byly pouzity v objemu 50 ul verapamilu
v 60% EtOH nebo 60% MeOH, 50 ul H,SO4, 50 ul PFS a 20 pul KMnOj,. Testované
hodnoty rychlosti byly — 30, 50, 70 a 100 ul/s pro ethanolické roztoky verapamilu a 30,
50 a 100 pl/s pro methanolické roztoky verapamilu. Roztoky byly aspirovany v poradi:
1. KMnQy, 2. verapamil, 3. H,SO, pii pouziti programu optimrychlostiEtOH.prg a 1.
KMnOy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO, pii pouziti programu pfsEtOH.prg.

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% MeOH, 1 mM verapamil v 60% EtOH, 1 M
H,SO4, 10 MM KMnO,, 2% PFS, slepy roztok EtOH, slepy roztok
MeOH

Programy: optimrychlostiEtOH.prg, pfsEtOH.prg

3.3.6.2 VOLBA OBJEMU ROZTOKU

Cilem bylo zajistit optimalni objemy pro promiseni roztoki v misici civce a

pribéh chemické reakce.

Rychlost pritoku detektorem byla 30 ul/s. Roztoky byly aspirovany v potadi: 1.
KMnQy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO,.

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% EtOH, 1 M H,SO4, 10 mM KMnOQOy, 2% PFS,
slepy roztok EtOH

Program: pfsEtOH.prg
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Soubézné s ethanolickym vzorkem verapamilu byl vzdy proméfen i slepy roztok

a hodnoty CL signélu byly hodnoceny jako rozdil CL vzorku a slepého roztoku.

Nejprve byl volen objem 10 mM KMnQO,, kdy objemy ostatnich roztok byly
ponechany po 50 pl.

Nasledné byl volen objem 1M H,SO,, kdy bylo pouzito 20 ul 10 mM KMnOQO, a
ostatni roztoky po 50 pl.

Nakonec byl volen objem PFS s optimalizovanym objemem KMnO,4 a H,SOy,

3.3.6.3 UPRAVA KONCENTRACE H,SO, A ROZDELENI OBJEMU PFS

Vzhledem k vysledkim optimalizace objemu, byl nahrazen objem 60 pul 1M
H,SO,4 za 30 pl 2M H,SO4. Objem 60 ul PES byl rozdélen do dvou ¢asti po 30 ul a

vyzkouseno rizné potadi zafazeni druhé casti.

Roztoky aspirovanych ¢inidel a vzorku byly pouzity v objemu 50 pl verapamilu,
30 pl HzSOy4, 30 + 30 ul PFS. Rychlost prutoku detektorem byla 30 ul/s. Roztoky byly
aspirovany v potfadi: 1. KMnOQOy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO,, druha ¢ast objemu PFS

byla zatazovana postupné do vSech tfech moznych pozic.

Roztoky: 1 mM verapamil v 60% EtOH, 2 M H,SO4, 10 mM KMnOQy, 2% PFS,
slepy roztok EtOH
Program: 2pfsEtOH.prg

SoubéZné s ethanolickym vzorkem verapamilu byl vZdy proméfen i slepy roztok

a hodnocen rozdil CL signalu.

3.4 Ovéreni metody

Pfi proméfovani jednotlivych koncentraci roztokdt byly rovnéz urCeny:
kvantifikacni limit (LOQ) — nejnizsi koncentrace v linearni ¢ésti kalibracni zéavislosti,

detek¢ni limit (LOD) — hodnocen jako trojnasobek Sumu zakladni linie.
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3.4.1 Kalibrace verapamilu ve vodném roztoku

Roztoky: 1-10 M verapamil, 1 M H,SO4, 10 mM KMnQOy, 2% PFS

Ze zasobniho roztoku 1-10% M verapamilu byla pfipravena kalibracni fada
roztokii o koncentracich 1-10% M, 5-10° M, 2.10° M, 1.10° M, 5.10* M, 1.10* M,
5.10° M, 2:10° M, 1.10”° M.

Program: pfs-2.prg

Z deseti méefeni vzorku verapamilu ve vodé o koncentraci 1110° M a 1.10* M

byla vypocitana relativni smérodatna odchylka (RSD) — opakovatelnost stanoveni.

3.4.2 Kalibrace verapamilu v ethanolickém roztoku

Roztoky: 1-10% M verapamil v 60% EtOH, 2 M H,SO,, 10 mM KMnO., 2%
PFS, slepy roztok 60% EtOH
Ze zasobniho roztoku 1-10% M verapamilu v 60% EtOH a z roztoki vodné fady
byla pfipravena kalibracni fada roztokti verapamilu v 60% EtOH o koncentracich 1-10°

M, 5.10° M, 2.10° M, 1.10° M, 5.10* M, 1-10* M, 5-10° M, 1.10° M.

Soucasné s jednotlivymi roztoky vzorkil byl prométen i slepy roztok 60% EtOH.
Intenzita CL slepého roztoku byla odectena od intenzity CL jednotlivych vzorki a byla

zaznamenana vyslednd intenzita CL jako rozdil téchto dvou hodnot.
Program: 2pfsEtOH.prg

Z deseti m&feni vzorku verapamilu v 60% ethanolu o koncentraci 1-10° M a
1.10* M byla vypoditana relativni smérodatnd odchylka (RSD) — opakovatelnost

Stanoveni.

3.5 Porovnavaci metody

3.5.1 Potenciometricka titrace

VCL 2005 je uveden clanek VERAPAMILI HYDROCHLORIDUM.
Lékopisnou metodou pro jeho stanoveni je alkalimetricka titrace s potenciometrickou

indikaci bodu ekvivalence.
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Postup stanoveni:

0,400 g se rozpusti v 50 ml ethanolu R, pfida se 5,0 ml kyseliny chlorovodikové
0,01 mol/l VS atitruje se hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS za potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. Odecte se spotieba mezi dvéma inflexnimi body.

1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/l VS odpovida 49,11 mg C,7H39CIN2O4. [1]

Upraveny postup stanoveni verapamilu v 1 tbl. IS 40:

0,1454 g tabletoviny (~ 40,00 mg verapamilu) se rozpusti v 50 ml ethanolu R,
pfida se 0,5ml kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l VS atitruje se hydroxidem
sodnym 0,01 mol/l VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence. Odeéte se
spotfeba mezi dvéma inflexnimi body.

1 ml hydroxidu sodného 0,01 mol/l VS odpovida 4,911 mg C,7H39CIN,Os.

Roztoky: 0,01 M HCI VS — piesna koncentrace 0,010182 M
0,01 M NaOH VS - byla stanovena pfesnd koncentrace 0,009341 M

standardizaci na roztok kyseliny chlorovodikové 0,01 M.

3.5.2 Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti

Uvedena vCL 2005 jako zkouska totoznosti v &lanku VERAPAMILI
HYDROCHLORIDUM.

Postup:
20,00 mg se rozpusti v kyselin¢ chlorovodikové 0,01 mol/I RS a zfedi se ji na

100,00 ml. 5,00 ml tohoto roztoku se ziedi stejnou kyselinou na 50,00 ml. M¢&fi se
absorbance roztoku pii 210 nm az 340 nm; roztok vykazuje dvé absorpéni maxima, pfi
229 nm a 278 nm a prodlevu pfi 282 nm. Pomér absorbance naméfené v maximu pfi

278 nm k absorbanci naméfené v maximu pii 229 nm je 0,35 az 0,39. [1]
Roztoky: 0,01 M HCI, roztok verapamilu ( ¢ =400 mg/l) v 0,01 M HCI

Ze zasobniho roztoku verapamilu ( ¢ =400 mg/l) byla pfipravena kalibra¢ni fada
roztoki verapamilu v 0,01 M HCI o koncentracich: 80,00 mg/1; 60,00 mg/I; 40,00 mg/I;
20,00 mg/l a 10,00 mg/I.
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3.5.3 HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

Byla pouzita metoda nalezend v odborné literatufe [14], podminky byly
upraveny nasledovné (s pfihlédnutim ke stanoveni pouze jedné ucinné latky a jeji
separace od latek pomocnych):
pevna faze: kolona Chromolith RP — 18c 100 x 4,6 mm a pfedkolona Chromolith 10 x
4,6 mm
mobilni faze: 35 : 65 acetonitril : 0,085% H3PO4
pratok: 2 ml/min
objem vzorku: 20pl
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 H,SO4, 10 mM KMnOg4, 2% PFS a roztoky 1é¢iv uvedené
v kapitole 3.2.2.

Pro méfeni byly pouzity roztoky 1é€iv jak filtrované, tak pouze sedimentované.

Stanoveni bylo provedeno se vSemi pfipravky ve vodném i ethanolickém roztoku
z jedné navazky léciva, kterd byla prométena tiikrat, s vyjimkou vodného roztoku IS 80,

kde bylo stanoveni provedeno z péti navazek, ptficemz kazda byla promé&fena tiikrat.

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

3.6.2 Titrace

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

Slo pouze o test pouziti dané metody jako metody porovnavaci.

Roztoky: 0,01 M HCI VS, 0,01 M NaOH VS; IS 40 (aprava viz.kapitola 3.2.2)
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3.6.3 Absorpcni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti
Stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.2.
Roztoky: 0,01 M HCI a roztoky 1é¢iv uvedené v kapitole 3.2.2

Stanoveni bylo provedeno se vSemi ptipravky z jedné navazky 1éciva, ktera byla
proméiena jedenkrat pii obou vinovych délkach maxima (229 a 278 nm). Op¢t Slo o test

pouziti této metody jako metody porovnavaci.

3.6.4 HPLC
Stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.3.
Roztoky: 0,01 M HCl a roztoky 1é¢iv uvedené v kapitole 3.2.2

Stanoveni bylo provedeno se vSemi piipravky z jedné navazky léciva, ktera byla
proméfena dvakrat, s vyjimkou roztoku IS 80, kde bylo stanoveni provedeno z péti

navazek, pti¢emz kazda byla prométena dvakrat.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

U vSech experimenti provedenych metodou SIA byla hodnocena vySka piku
stanovované latky, kterd byla pfepoCtena na intenzitu CL, jejiz hodnoty byly
zaznamenany v tabulkach. V tabulkach ¢. 1 — 17, 20 a 29 - 31 jsou uvedeny prumeérné

hodnoty ze tii méfeni.

4.1 Optimalizace podminek

4.1.1 Uprava podminek méfeni bez pridavku latky zesilujici intenzitu
CL

4.1.1.1 VOLBA PORAD| ROZTOKU

Tabulka €. 1: Volba poradi roztoka

pofadi | CL [nA] A — verapamil
ABC 5,60 B - H,SO4
ACB 4,24 C — KMnO,
BAC 4,72

BCA 3,44

CAB 7,36

CBA 5,60

Z tabulky €. 1 vyplyva, Ze nejvyssi intenzity CL je dosaZeno pii tomto potradi
nasati roztokd do systému: 1. KMnOy4 2. verapamil, 3. H,SO,4. Pro dal$i méfeni bylo

tedy zvoleno toto potadi.
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4.1.1.2 VOLBA RYCHLOSTI PRiIVODU PRODUKTU DO DETEKTORU

Tabulka €. 2: Volba rychlosti

rychlost] bez miseni [[s misenim

[ul/s] 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 -

90 512

100 5,12

Graf ¢. 1: Vliv rychlosti na intenzitu CL
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Rychlost [ pl/s]

Z tabulky €. 2 a z pfislusejiciho grafu €. 1 vyplyva, Ze nejvyssi intenzity CL je
dosazeno pfi rychlosti 30 ul/s bez miseni roztokll v misici civce. Pro dal§i méfeni byla

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

4.1.2.1 VOLBA PORAD| ROZTOKU

Tabulka ¢. 3: Volba poradi s PFS

bez miseni S misenim
koncentrace verapamil | sl. roztok |[verapamil| sl. roztok
PES pofadi | CL[nA] | CL[nA] | CL[nA] | CL[nA]
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
0,5% PFS | ABCP 6,96 0,00 4,72 0,00

PABC 12,88 0,00 - -
APBC 13,68 0,00 - -
ABPC 10,72 0,00 - -

1%PFS | ABCP 8,88 0,00 - -
A — KMnO,4 C - H,S0,
B — verapamil P-PFS

V tabulce ¢. 3 vidime vliv zafazeni PFS 0,5 % a 1% na intenzitu CL. 0,5% PFS
intenzitu CL v Zadném zpusobu zafazeni nezvysil. U 1% PFS bylo pozorovano jen
mirné zvySeni intenzity CL, nejlepsi vysledky z hlediska intenzity CL a rovnéz
symetri¢nosti pikti poskytovalo pofadi: 1. KMnQOy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SO,. Pro

dal$i méfeni bylo tedy zvoleno toto potadi.
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4.1.2.2 VOLBA RYCHLOSTI PRIVODU PRODUKTU DO DETEKTORU A VLIV
KONCENTRACE PFS

Tabulka €. 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
[w/s] | CL[nA] | CL[nA] |l CL[nA] | CL[nA] || CL[nA] | CL[nA] | CL [nA] | CL [nA]
30 9,20 0,00 13,68 0,00 20,40 0,00 22,00 0,00
‘g 40 - - - - 19,00 0,00 - -
2| 50 8,48 0,00 11,44 0,00 17,80 0,00 - -
El 60 ] i ] i 16,20 | 0,00 i ]
3 70 7,20 0,00 10,24 0,00 - - - -
100 6,64 0,00 - - - - - -
e 30 | 632 0,00 9,04 0,00 - - - -
S| 50 | 5,20 0,00 8,16 0,00 - - - -
€| 70 ] ] 832 | 0,00 ] ] ] ]
”1 100 | 5,28 0,00 - - - - - -

Graf €. 2: Vliv rychlosti a koncentrace PFS na intenzitu CL
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Rychlost [pl/s]
Z tabulky €. 4 a odpovidajiciho grafu ¢. 2 vyplyva, ze nejvyssi intenzity CL je

dosaZeno pii rychlosti 30 pl/s bez miseni roztokii v civce. Pro dal§i méfeni byla tedy

ponechdna tato rychlost.
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4.1.2.3 VOLBA KONCENTRACE PFS

Pti pfedchozim méfeni byla zaroven zjiStovana optimalni koncentrace PFS pro

zvyseni intenzity CL.

Tabulka €. 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 €. 3: Zavislost intenzity CL na koncentraci PFS
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Z tabulky €. 5 a pfiislusejiciho grafu €. 3 vyplyva, Ze nejvyssi intenzity CL bylo

dosaZeno pii koncentraci PFS 2,5 %, vzhledem k jiz malému narastu intenzity CL a

vvvvvv
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4.1.2.4 VOLBA KONCENTRACE KMnQO4

Tabulka ¢. 6: Volba koncentrace KMnOy4

konc.KMnO,| objem |konc.PFS
[mM] KMnO, [ul]| [%] | 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 ¢. 6 vyplyva, ze snizeni koncentrace KMnO, nevede ke zvyseni

intenzity CL, byla tedy ponechana ptivodni koncentrace 10,0 mM.

4.1.2.5 VOLBA OBJEMU ROZTOKU

a)Volba objemu 10 mM KMnQO4

Tabulka €. 7: Volba objemu 10 mM KMnOg4

objem

KMnO, [ul] | 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 ¢. 4: Zavislost intenzity CL na objemu 10 mM KMnO4
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Jak vyplyva z tabulky ¢. 7 a odpovidajiciho grafu ¢. 4, vzhledem k téméf se

nemeénici intenzit¢ CL byl zvolen objem 30 pl, ktery neni pfilis velky pro dobré

promiseni roztoki v misici civce. U vSech rychlosti se ovSem za hlavnim pikem

objevoval maly vedlejsi pik.

b) Volba objemu 1M H,SO4

Tabulka €. 8: Volba objemu 1 M HSO4

objem

H,SO, [ul] | CL [nA]
20,0 14,80
30,0 17,60
40,0 20,20
50,0 21,40
60,0 23,60

Graf €. 5: Zavislost intenzity CL na objemu 1 M H,SO4
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Z tabulky ¢. 8 a odpovidajiciho grafu ¢. 5 vyplyva, Ze s objemem H,SO,4 dochazi

K nartstu intenzity CL, avSak pocinaje objemem 40 pl dochazelo k vytvafeni malych

vedlejSich pikli za pikem hlavnim, které se postupné s objemem zvySovaly. Byl tedy

zvolen objem 30 pl.
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¢) Dalsi kombinace objemi 10 mM KMnQO, a 1 M H,SO4

Tabulka €. 9: Volba objemtt 10 mM KMnO4 a1 M H,SO,4

2SO, [W]l 30 40
KMnO, [ul]
CL [nA]
10 16,60 19,00
20 17,60 20,40

Z dalSich kombinaci objemt H,SO4, a KMnQ;4 dle tabulky €. 9 nebyla vyhovujici

zadna z nich, protoze pii vysSim objemu H,SO, dochédzelo opét ke vzniku vedlejSich

pikd. Pro dals$i méfeni byly tedy ponechany objemy H,SO4a KMnO,4 po 30 pl.

d)Volba objemu 2% PFS

Tabulka ¢. 10: Volba objemu 2% PFS

objem

PES [u] | CL [nA]
20,0 15,20
30,0 17,20
40,0 17,80
50,0 18,40
60,0 17,60

Graf ¢. 6: Zavislost intenzity CL na objemu 2% PFS
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Z tabulky €. 10 a odpovidajiciho grafu ¢. 6 vyplyva, Ze nejvyssi intenzity CL je
dosazeno pii objemu PFS 50 pul, rovnéz az od této hodnoty nedochazi k tvorbé
nesymetrickych nebo malych vedlejsich pikd. Pro dal$i méfeni byl tedy pouzit objem

PFS 50 pl.

13 Measure E]@

Setting  Raw result
BElon

0,9

-, - —————————
00:00:00,0 00:03:00,

Comment: | ‘w |400V__1uﬁ_\_1E- |Pn:|gram Frugram ‘ bD:DD:DD,D

Obr. ¢. 12: Ukdzka zdznamu meéfeni: podminky - pofadi, koncentrace a objemy
aspirovanych roztok: 1. 10 mM KMnOy4 (30 ul), 2. 2% PFS (50 pl), 3. 1 mM
verapamil ve vodném roztoku (50 ul), 4. 1 M H3SO4 (30 ul). Rychlost pritoku
detektorem: 30 pl/s. Pouzity program: pfs-1.prg. Napéti na detektoru: 420 V. Rozsah na
stupnici detektoru: 0,05 pA.

4.1.3 Vliv rozpoustédel na intenzitu CL

4.1.3.1 VOLBA RYCHLOSTI PRiIVODU PRODUKTU DO DETEKTORU

Tabulka ¢. 11: Volba rozpoustédla

bez PFS 2% PES

verapamil| sl.roztok verapamil| sl.roztok verapamil sl.roztok [[verapamil| sl.roztok
vMeOH | MeOH || vEtOH | EtOH ||vMeOH| MeOH || vEtOH | EtOH

rychlost
[ul/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 odecteni signalu sl. roztoku
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Tabulka €. 12: Srovnani vlivu rozpoustédel s ptidavkem PFS na intenzitu CL

verapamil slepé roztoky
H,O MeOH EtOH H,O MeOH EtOH
roztok roztok roztok roztok roztok roztok
rychlost
[ul/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 ode¢teni signalu sl. roztoku

Graf ¢. 7: Zavislost intenzity CL na rychlosti
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Ztabulek ¢. 11 a 12 a odpovidajiciho grafu ¢. 7 vyplyva, Ze pouziti 60%
methanolu jako rozpoustédla mirné snizuje intenzitu CL, dale jiz proto nebyl pouZzivan.

Naopak u 60% ethanolického roztoku dochazelo k n€kolikanasobnému zvyseni
intenzity CL, zvlasté v ptipad¢ ptitomnosti 2% PFS. Z hlediska zavislosti intenzity CL
na rychlosti bylo dosazeno nejvyssi hodnoty intenzity CL pfi rychlosti 50 ul/s, ale
vzhledem Kk horsi opakovatelnosti byla pro dal§i méfeni zvolena rychlost 30 pl/s

(mozZnost lepsiho pribéhu reakce, ustaleni hodnot a tim lepsi opakovatelnost).
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4.1.3.2 VOLBA OBJEMU ROZTOKU
a)Volba objemu 10 mM KMnQO4

Tabulka ¢. 13: Volba objemu 10 mM KMnO,

verapamil| sl.roztok

objem
KMnO, [ul]] 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 odeéteni signalu sl.roztoku

Graf ¢. 8: Zavislost intenzity CL na objemu 10 mM KMnO4
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Z tabulky ¢. 13 a odpovidajiciho grafu ¢. 8 vyplyva, Ze k nejvysSimu narlstu

intenzity CL dochazi pti objemu KMnO,4 20 ul. Pro dalsi méfeni byl tedy pouzit tento

objem.
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b)Volba objemu 1 M H,SO,

Tabulka ¢. 14: Volba objemu 1 M H,SO4

verapamil| sl.roztok

objem
H,SO, [u]] 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 odeéteni sl.roztoku

Graf €. 9: Zavislost intenzity CL na objemu 1 M H,SO4
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Z tabulky ¢. 14 a odpovidajiciho grafu ¢. 9 vyplyva, Ze intenzita CL nardsta
s rostoucim objemem H,SO, S rostoucim objemem H,SO,4 rovnéZz dochazi k poklesu

intenzity CL slepého roztoku. Byl tedy zvolen objem H,SO4 60 pl.

c)Volba objemu 2% PFS

Tabulka ¢. 15: Volba objemu 2% PFS

objem [|verapamil| sl.roztok
PES [ul] |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 odecteni sl.roztoku
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Graf ¢. 10: Zavislost intenzity CL na objemu 2% PFS
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Z tabulky ¢. 15 a odpovidajiciho grafu ¢. 10 vyplyva, ze intenzita CL nartsta
s rostoucim objemem PFS. S tim vSak dochézi i k nartstu intenzity CL slepého roztoku.
Byl tedy zvolen objem 60 pl stim, ze v dalsim experimentu bylo vyzkouseno jeho

rozdeleni do dvou Casti pro lepsi promiseni s ostatnimi roztoky.

4.1.3.3 UPRAVA KONCENTRACE H,SO, A ROZDELENI OBJEMU PFS

Tabulka €. 16: Volba zarazeni PFS ve dvou ¢astech

verapamil | sl. roztok A — KMnO4
pofadi | CL [nA]* | CL [nA]
APBC** | 125,00 19,00
APBCP | 15340 | 12,20 C —2M H2S0y4 (30 ul)
APBPC | 121,40 28,20 P _ PES (30 p|)

PAPBC | 118,00 22,00
* hodnoty intenzity CL po odecteni signalu sl. roztoku

** 60,0 ul PFS

B — verapamil, sl.roztok

Z tabulky ¢. 16 vyplyva, ze zvySeni koncentrace a odpovidajici snizeni objemu
H2SO4 nesnizi intenzitu CL, byla tedy zvolena koncentrace H,SO4 2M pii objemu 30
ul. Rozdéleni 60 ul PFS do dvou c¢asti po 30 ul vyraznéji zvysilo intenzitu pii tomto
zatazeni, které bylo dale vyuzito: 1. KMnQy, 2. PFS, 3. verapamil, 4. H,SOy, 5. PFS.
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4.1.4 Souhrn optimalizace podminek

Byly vybrany dvé optimalni verze programu: jedna pro vodny roztok 1éc¢iva

s pifidavkem PFS a druha pro ethanolicky roztok 1é¢iva s ptidavkem PFS.

Nastaveni napéti na fotondsobiéi fluorimetru:

napéti: 420V

rozsah stupnice: 0,02 — 0,2 pA

a) Vodny roztok lé¢iva s PFS

Vysledné optimalni koncentrace a objemy roztoka:

e 1,0 mM verapamil (50 ul)
e 10 mM KMnOg (30 ul)

e 1MH;SO, (30 ul)

e 2% PFS (50 pl)

Zvoleny optimalni program: pfs-2.prg

Rychlost analyzy: 21 vzorkd/hod

b) Ethanolicky roztok léciva s PFS

Vysledné optimalni koncentrace a objemy roztoku:

e 1,0 mM verapamil v 60% EtOH (50 ul)
e 10 MM KMnOy (20 pl)

e 2 MH,S0, (30 ul)

e 2% PFS (2 x30 ul)

Zvoleny optimalni program: 2 pfsSEtOH.prg

Rychlost analvzy: 20 vzorkt/hod
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4.2 Ovéreni metody

4.2.1 Kalibrace verapamilu ve vodném roztoku

Tabulka ¢. 17: Kalibrace Tabulka ¢. 18: Statistické hodnoceni kalibracéni
verapamilu ve vodném roztoku ktivky stanoveni verapamilu ve vodném roztoku
c(VP) [M] | CL[nA] v rozsahu 5-10° - 5:10° M
5
1x10_5 0,32 Statistické parametry proregresi : y=kx+q
2x10_ 0.48 Poget bodd n= |6 Odhad chyby
5"10_4 0,88 Smérnice k= |14976,55 |+ |151,1049
1x10 1,48 Abs. &len q= |0,328809 |+ |0,339356
5x10" 7,36 Korelaéni koef. r= |0,999796
1x10° 15,80 Rezidualni odch. |s= |0,637371
2x107° 31,20
5x107° 74,80
1x10? 131,20

Linearni ¢ast kalibra¢ni kfivky verapamilu pii pouziti vodnych roztokd se
pohybovala v rozmezi 5-10° - 5.10° M. Kvantifika¢ni limit byl 5-10° M. Detekéni limit
byl 210 M (hodnota $umu byla 0,12 nA = 3 x 0,12 nA = 0,48 nA ~ 2:10™ M).

Graf ¢. 11: Kalibra¢ni kiivka stanoveni verapamilu ve vodném roztoku
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Z linearizace byly vylougeny hodnoty: 1-10° M, 2:10° M a 1.10 M, protoze jiz
nelezely v linedrni oblasti kalibrace a pfi jejich pouziti by bylo nutné hodnotit kalibraci

nelinedrnim prubéhem.

Tabulka ¢. 19: Opakovatelnost stanoveni verapamilu ve vodném roztoku

c(VP) [M] 110" 1.10°
vySka vySka
méfeni ¢ piku piku
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
primér 0,38 0,79
SD 1,69x107|1,45x10”
RSD [%] 4,43 1,83
{3 Measure E]@
Setting  Raw result
M
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Obr. ¢. 13:Ukazka zdznamu opakovatelnosti méfeni: podminky - potadi, koncentrace a
objemy aspirovanych roztokd: 1. 10 mM KMnOy (30 pl) , 2. 2% PFS (50 pl), 3. 1 mM
verapamil ve vodném roztoku (50 pl), 4. 1 M H,;SO, (30 ul). Rychlost pritoku
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detektorem: 30 ul/s. Pouzity program: pfs-1.prg. Napéti na detektoru: 420 V. Rozsah na

stupnici detektoru: 0,05 pA.

4.2.2 Kalibrace verapamilu v ethanolickém roztoku

Tabulka ¢. 20: Kalibrace
verapamilu v 60% EtOH

Tabulka ¢. 21: Statistické hodnoceni kalibra¢ni

kiivky stanoveni verapamilu v 60% EtOH

v rozsahu 1-10° - 1.10° M

* po odecteni intenzity CL sl.

(12,20 nA)

roztoku

c(VP) [M] | CL [nA]*
1x10° 4,40 Statistické parametry proregresi : y=kx+q
5x10° 9,00 Poget bodU n= |5 Odhad chyby
1x10™ 15,80 Smérnice k= ]133375,5 |+ |4872,073
5x10* 76,60 Abs. ¢len g= |3,719334 |+ |2,448283
1x10°3 134,20 Korelacni koef. r=_10,998004
2x1073 219,80 Rezidualni odch. s= |4,109558
5x10° | 457,80
1x107 671,80

Linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky verapamilu v ethanolu se pohybovala v rozmezi

1-10® - 1.10° M. Detekéni a zaroven kvantifikaéni limit byl 1-10° M (hodnota $umu
byla 0,4 nA = 3 x 0,4 nA =120 nA ~ 1-10° M). V tomto piipadé byl detek¢ni limit

stanoven zamérné vysSi, protoZze bylo experimentdlné ovéfeno, ze opakovatelnost

stanoveni nizkych koncentraci verapamilu je pomérné nizkd a napt. pii proméfovani

kalibra¢ni kiivky v souvislosti se stanovenim obsahu verapamilu v 1é¢ivech koncentraci

1-10° M odpovidala intenzita CL pouze 1,20 nA.

Pouziti ethanolu sice vyrazné zvysilo intenzitu CL, ale vzhledem k pomérné

vysoké intenzit¢ CL samotného 60 % ethanolu nepfispélo k vyraznému rozsifeni

linearni ¢asti kalibracni kfivky a ani ke sniZeni detekéniho limitu. Pouziti ethanolu jako

rozpoustédla rovnéZ vedlo ke sniZzeni opakovatelnosti méteni.
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Graf ¢. 12: Kalibra¢ni kiivka stanoveni verapamilu v 60% EtOH
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Z linearizace byly vylougeny hodnoty: 2-10° M, 5:10° M a 1.102 M, protoze jiz

nelezely v linearni ¢asti kalibrace.

Tabulka ¢. 22: Opakovatelnost stanoveni verapamilu v 60% EtOH

c(VP) [M] 110" 1.10°

vySka vySka

méfeni ¢ piku piku

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

primér 0,37 1,57
SD 7,81x10°|7,69x10”

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

4.3.1 Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti

Byly testovany kalibra¢ni zavislosti pti dvou vlnovych délkach 229 a 278 nm,

odpovidajicich maximtm verapamilu v roztoku 0,01 M HCI - viz kapitola 3.5.2.

#
1
1

09+

08+

074

06+

? 05

oA

03+

024

Name Peaks(nm)
229.0
278.0

/F\

Abs(AU)
0.66511
0.26307

Valleys(nm)  Abs(AU)
252.0 6.0878E-2
216.0 0.51481

Obr. ¢. 14: Ukadzka zdznamu méfeni absorpéniho maxima standardu verapamilu 20

[mg/1] (nejprve byl proméfen slepy roztok 0,01 M HCI)

Tabulka €. 23: Kalibrace verapamilu Tabulka €. 24: Statistické hodnoceni kalibracni

pti 229 nm - UV spektrofotometrie

c [mg/l] jabsorbance
10 0,352
20 0,665
40 1,261
60 1,824
80 2,315

zavislosti spektrofotometrického stanoveni

verapamilu pii 229 nm v rozsahu 10 — 40 mg/I

Statistické parametry proregresi : y=kx+q

Pocet bodu n=13 Odhad chyby
Smeérnice k =10,030229 |+ 0,000371
Abs. ¢len g= 10,054 + 0,00982
Korelaéni koef. r=10,999925

Rezidualni odch. |[s = ]0,008018
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Absorbance roztokl o koncentaci 60 a 80 mg/l byla pfili§ velkd a proto nebyly
pouzity pro vypocet kalibracni zavislosti. Pfipravené vzorky z tablet byly nafedény tak,

aby nepfekrocily hranici absorbance, pfi které je jest¢ deklarovana linearita zavislosti.

Tabulka ¢. 25: Kalibrace Tabulka ¢. 26: Statistické hodnoceni kalibra¢ni
verapamilu pfi 278 nm - UV zavislosti spektrofotometrického stanoveni
spektrofotometrie verapamilu pfi 278 nm
c [mg/l] |absorbance Statistické parametry proregresi : y=kx+q
10 0,145 Pocet bodu n= 1|5 Odhad chyby
20 0,263 Smérnice k = 0,011493 + 8,63E-05
40 0,486 Abs. ¢len q-= 0,029791 + 0,004247
60 0,714 Korelaéni koef. r= 0,999915
80 0.954 Rezidualni odch. S = 0,004944

Graf ¢. 13: Kalibra¢ni kiivky verapamilu pti 229 a 278 nm — UV spektrofotometrie
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4.3.2 HPLC (vysokouéinna kapalinova chromatografie)

Byla testovdna kalibracni zavislost pfi vinové délce 229 nm, odpovidajici
maximu absorbance verapamilu v roztoku 0,01 M HCI — viz kapitola 3.5.3. Tato vinova
délka byla zvolena, protoze poskytovala vyssi odezvu detektoru (absorbanci) pii UV

spektrofotometrii nez vinova délka 278 nm.
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Obr. ¢. 15: Ukazka zdznamu méteni standardu verapamilu 60 mg/l: (vinové délka 229

nm, objem vzorku 20 pl, pritok 2 ml/min, mobilni faze: acetonitril : 0,085% H3PO4 (35

1 65))

Tabulka ¢. 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 ¢. 28: Statistické hodnoceni kalibra¢ni

zévislosti stanoveni verapamilu metodou HPLC

Statistické parametry proregresi : y=kx+q

Pocet bodu n= |5 Odhad chyby
Smeérnice k= |17715,23 |+ |147,7287
Abs. ¢len q= [-195,7957 |+ |7267,292

Korelaéni koef. r= 10,999896

Rezidualni odch. s= |8460,613

Graf ¢. 14: Kalibra¢ni kiivka verapamilu — HPLC stanoveni
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4.4 Aplikace na HVLP

4.4.1 SIA

Tabulka ¢. 29: Stanoveni obsahu verapamilu v HVLP ve vodném roztoku metodou SIA

predpokladané

mnozstvi nalezené mnozstvi | obsah [%] +

vzorek |navazka [g]| verpamilu [mg]| verapamilu [mg] RSD [%)]
IS 40 0,1454 40,00 36,32 90,80 £0,31
> IS 80 0,2851 80,00 74,11 92,64 £ 0,32
g 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
> 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
g 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 ¢. 29 vyplyva, ze lepSich vysledkli stanoveni obsahu 1é¢iva bylo

dosazeno v sedimentovaném roztoku. Pravdépodobné dochazelo k caste¢né adsorpci

1é¢iva na nerozpusténé soucasti tabletoviny, které poté byly filtraci odstranény.

Tabulka €. 30: Stanoveni obsahu verapamilu v HVLP v 60 % ethanolickém roztoku

metodou SIA
predpokladané
mnozstvi nalezené mnozZstvi| obsah [%] +
vzorek |navazka [g]| verapamilu [mg] | verapamilu [mg] RSD [%]

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

> 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
g LEK 80 0,3152 80,00 105,40 131,75+ 2,08
“ | LEK 120 0,5293 119,95 146,71 122,31 + 1,05
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Pii porovnani hodnot v tabulkdch ¢. 29 a ¢. 30 vidime, Ze pfi rozpusSténi
tabletoviny v 60% EtOH byl zjistén vys$i obsah 1éCiva. Toto bylo zpusobeno
rozpusténim dalSich pomocnych latek v ethanolu, které poté interferovaly s méfenim
intenzity CL verapamilu. Stanoveni v ethanolickém roztoku tedy nebylo pouzito

k dalsimu vyhodnoceni.

Jako nejvhodnéjsi se tedy pro stanoveni obsahu verapamilu v HVLP ukazalo
pouziti vodného sedimentovaného roztoku piipravku. Tento zpusob stanoveni byl

pouzit ke srovnani s dalSimi metodami stanoveni.

Vysledky uvedené v tabulkach ¢. 29 a 30 jsou pouze orientacni, protoze byly méfeny

pouze z jedné navazky.

Tabulka €. 31: Stanoveni obsahu verapamilu ve vodném roztoku piipravku IS 80
metodou SIA (bez ptredchéazejici upravy vzorku, pouze sedimentace pevnych

nerozpusténych ¢astic)

predpokladané

mnozstvi nalezené mnozstvi| obsah

¢.mérfeni | navazka [g] | verapamilu [mg] | verapamilu [mg] [%6]
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
primér 37,75 94,36
SD 4,78x10™ 1,19
RSD [%)] 1,27 1,26

U pftipravku IS 80 bylo provedeno stanoveni obsahu verapamilu z péti navazek
dle vySe vybraného postupu (sedimentovany vodny roztok). Hodnoceni obsahu bylo
provedeno podle kalibrace. Toto stanoveni bylo pouzito ke statistickému vyhodnoceni

vysledkd.

77



4.4.2 Titrace

Tabulka ¢. 32: Stanoveni verapamilu v pifipravku IS 40 potenciometrickou titraci

navazka | mnozstvi | spotfeba odm.
¢.méfeni [a] verap. [mg] | 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
priimérny obsah 43,87 109,40
SD 9,42x10” | 2,54x10"
RSD [%] 0,21 0,23

Jako srovnavaci metoda byla nejprve testovana metoda stanoveni verapamilu dle
CL 2005 - alkalimetricka titrace s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence. Jak
vidime v tabulce €. 32, tato metoda se ukazala ke stanoveni verapamilu v tabletach jako
nevhodnd, protoze doslo k rozpusténi pomocnych latek kyselého charakteru, které
interferovaly se stanovovanim obsahu verapamilu v tableté. Toto bylo vidét i v zdznamu
s n¢kolika méné vyraznymi inflexnimi body naznacujicimi pfitomnost téchto latek,
které rovnéz znemoznovaly spolehlivé ureni dvou inflexnich bodl pfisluSejicich

necistotdm a samotnému verapamilu.

4.4.3 Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti

Tabulka ¢. 33:
spektrofotometrie v UV oblasti

Stanoveni obsahu verapamilu v HVLP metodou absorpéni

navazka | pfedpokl. obsah| nalez. obsah |obsah verap.|obsah verap.

vzorek [0] verap. [mg] verap. [mg] | v1tbl. [mg] | v1tbl [%]
IS40 | 0,0727 20,00 18,74 37,48 93,70
£ 1S80 | 0,1426 40,00 40,28 80,56 100,70
§ LEK 40| 0,0593 20,00 19,01 38,02 95,05
N |LEK 80| 0,0788 20,00 19,33 77,32 96,65
LEK 120| 0,1324 30,02 31,33 125,32 104,36
IS40 | 0,0727 20,00 19,80 39,60 99,00
£ 1S80 | 0,1426 40,00 39,73 79,46 99,33
é LEK 40 | 0,0593 20,00 19,29 38,58 96,45
N | 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 dal$i srovnavaci metoda byla testovana absorpcni spektrofotometrie v UV

oblasti, ktera se dle CL 2005 uZiva jako zkouska totoZnosti verapamilu. Bylo provedeno

stanoveni obsahu verapamilu v HVLP pfi vinovych délkach dvou absorpénich maxim

verapamilu. Ani tato metoda se neukazala jako idealni pro stanoveni obsahu verapamilu

V tabletach, protoze rovnéz dochézelo k interferenci pomocnych latek u tablet s vy$Sim

obsahem léCiva a tedy i pomocnych latek.

4.4.4 HPLC

Jako porovnavaci metoda tedy byla zvolena HPLC, ktera zarucila oddéleni

pomocnych latek a moznost stanoveni obsahu samotného verapamilu.

V tabulkach €. 34 a 35 jsou uvedeny primérné hodnoty ze dvou méfeni.

Tabulka ¢. 34: Stanoveni obsahu verapamilu v HVLP metodou HPLC

obsah verap. v
navazka |pfedpokl.obsah|nalez.obsah | obsah verap.| 1 tbl. [%] %

vzorek [0] verap. [mg] | verap.[mg]| v 1tbl. [mg] 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

Vysledky uvedené v tabulce €. 34 jsou pouze orientacni, protoZe meéteni bylo

provedeno zjedné navazky. Hodnoceni obsahu bylo provedeno srovnanim se

standardem IS 40.

Tabulka €. 35: Stanoveni obsahu verapamilu v ptipravku IS 80 metodou HPLC

navazka |pfedpokl.obsah|nalez.obsah | obsah verap. |obsah verap.

€. méfen [e]] verap. [mg] | verap.[mg]| v 1tbl.[mg] | v1tbl. [%]

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
pramér 76,86 96,06
SD 1,23 1,50
RSD [%] 1,60 1,59
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U ptipravku IS 80 bylo provedeno stanoveni obsahu verapamilu z péti navazek.

Hodnoceni obsahu bylo provedeno podle kalibrace. Toto stanoveni bylo pouzito ke

statistickému vyhodnoceni vysledk.

4.4.5 Srovnani vysledkl stanoveni metodami SIA a HPLC a jejich

statistické vyhodnoceni

4.4.5.1 SROVNANI VYSLEDKU STANOVENI

Tabulka ¢. 36: Srovnani stanoveni obsahu

verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC

Tabulka ¢. 37;: Srovnani stanoveni
obsahu verapamilu v piipravku IS 80
metodou SIA a HPLC

SIA obsah [%] | HPLC obsah [%)]
vzorek RSD [%] + 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

V tabulce ¢. 36 vidime orientaéni srovnani vysledki

SIA obsah| HPLC

€. méfeni [%] 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
prdmér 94,36 96,06
SD 1,19 1,50
RSD [%] 1,26 1,59

stanoveni obsahu

verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC, které ukazuje, ze méfeni témito metodami

jsou srovnatelna jak pro rizné koncentrace verapamilu v tabletach, tak 1 pro ptipravky

riznych vyrobell. Vyjimku tvoii pfipravek LEK 120, kde byl i metodou SIA naméten

vy$§i obsah, takze zde rovnéZz dochézi k interferenci pomocnych latek, podobné jako u

potenciometrické titrace a UV spektrofotometrie.

V tabulce €. 37 vidime srovnani stanoveni obsahu u ptipravku IS 80 metodou

SIA a HPLC.
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4.45.2 STATISTICKE VYHODNOCENI VYSLEDKU
Na zéavér bylo provedeno statistické porovnani obou metod u ptipravku IS 80.
a) program QC.Expert 2.7

Metody byly statisticky vyhodnoceny pomoci pocitacového programu
QC.Expert 2.7, pro nezavislé vybéry, se zvolenou hladinou vyznamnosti o = 0,05, pocet
méieni n = 5, stupeil volnosti v = 4.

Primeéry, rozptyly a rozdéleni byly shodné.
b) Studentiv test t

Pomoci Studentova testu t se zjiStuje statistickd vyznamnost rozdilu prameéri
vysledki méfeni (Z-g) ziskanych dvéma riznymi analytickymi metodami. Testuje
se za pouziti smérodatnych odchylek obou priméri — Sa a Sg.

Nejdiive se vypocitaji rozptyly obou méfeni sa? a sg. Je-li sp? > sg®,urdi se
pomér rozptylti Fa, je-li sa? < sg?, vypo¢ita se hodnota Fg.

Vypodet smérodatné odchylky:

1)

s? s2
Fo=—5 (2) Fo =— (3)
sB SA

Pomér Fp, resp. Fg se porovna s kritickou hodnotou rozdéleni F,,. Toto porovnani

urcuje presnost metody.

Fs (1,584) < F, (4,11), pro zvolenou hladinu vyznamnosti oo = 0,10 a stupen
volnosti v = 4 tedy plati, Ze rozdil presnosti obou metod (SIA a HPLC) neni

statisticky vyznamny.

Nasledné se provede srovnani rozdilti primért obou metod, pomoci Studentova
kritéria t, které se porovna s Kritickou hodnotou t,, zjisténou z tabulek pro dany stupen

volnosti v a hladinu vyznamnosti a.
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(4)

Vypodet Studentova kritéria t:

\/S —1 +SB/(nB—1)

t (1,778) < t, (1,860), pro zvolenou hladinu vyznamnosti oo = 0,10 a stupen
volnosti v = 4 tedy plati, ze rozdil priméra obsahu verapamilu v ptipravku IS 80

ziskanych obéma metodami (SIA a HPLC) je statisticky nevyznamny.

Pro urceni hodnot Fya t, platilo: na=5,ng=5,a=0,10av=4

Tabulka ¢. 38: Studentiv test t — shrnuti A-SIA
hodnot B - HPLC
IS 80 Na=Ne
R Na - pocet paralelnich stanoveni u SIA
A 94,36
— Ng - pocet paralelnich stanoveni u HPLC
B
96,06 a — hladina vyznamnosti
Sa 1,1899 o
Ss 1.4975 X, - primér obsahti u SIA [%]
2 N
Sa 14157 Xg - prumér obsahti u HPLC [%]
Sg° 2,2425
Fa -
Fg 1,584
Fq 4,11
t 1,778
ty 1,860

82



5 SOUHRN

Vv literatufe byly vyhledany clanky tykajici se raznych zplisob stanoveni
verapamilu a Clanky tykajici se mozného vyuziti metody SIA
S chemiluminiscen¢ni detekci

byly optimalizovany podminky méteni (rychlost pfivodu reakcniho produktu do
detektoru, poradi aspirace roztoki do systému, objemy jednotlivych roztokd,
koncentrace roztoki, latka zvySujici intenzitu chemiluminiscence (PFS), vliv
dalSich rozpoustédel pouzitych pro piipravu roztoku vzorku (methanol,
ethanol)).

Optimalni potadi, objemy a koncentrace Cinidel pro vodny roztok verapamilu
byly: 30 pl 10 mM KMnOg , 50 pl 2% PFS, 50 ul 1 mM verapamil, 30 ul 1 M
H,SO4 a pro 60% ethanolicky roztok: 20 pl 10 mM KMnOy, 30 pl 2% PFS, 50
pl 1 mM verapamil, 30 pl 2 M HpSO4, 30 pl 2% PFS a pritokova rychlost 30
ul/s.

za optimalizovanych podminek byla prométfena kalibraéni fada verapamilu
s ptidavkem PFS ve vodném prostiedi a v ethanolickém roztoku
Linearni &sti kalibracnich kiivek se pohybovaly v rozmezi 5-10° - 5.10° M pro
vodny roztok verapamilu a 1-10° - 1.10% M pro 60% ethanolicky roztok.
Detekéni limity byly 2-10”° M pro vodny roztok a 1-10° M pro 60% ethanolicky
roztok verapamilu.

byl stanoven obsah verapamilu ve vybranych HVLP (IS 40, IS 80, LEK 40,
LEK 80, LEK 120) metodou SIA

byly vyzkouSeny porovnavaci metody pro stanoveni verapamilu v HVLP
(potenciometricka titrace, absorpéni spektrofotometrie v UV oblasti, HPLC)
jako porovnavaci metoda byla vybrana HPLC

vysledky stanoveni verapamilu v HVLP ziskané metodou SIA a HPLC byly
orientacné porovnany

bylo provedeno statistické vyhodnoceni porovnani vysledki obou metod pomoci
programu QC.Expert 2.7 a Studentova testu t u piipravku IS 80.
Dle programu QC.Expert 2.7 - praméry, rozptyly a rozdéleni jsou shodné.

Dle Studentova testu t je rozdil pfesnosti i priméri mezi obéma metodami

statisticky nevyznamny.
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6 ZAVER
Vramci této prace bylo oveéfovano pouziti sekvencni injekéni analyzy

s chemiluminiscenc¢ni detekci pro stanoveni verapamilu.

Pro zvyseni intenzity CL byl pouzit ptfidavek 2% PFS, ktery zvysil hodnotu
intenzity CL proti ptivodni hodnoté intenzity CL bez ptidavku PFS 2,1x, pfi tomto
potadi roztokd: 1. 10 mM KMnO4 (30 pl), 2. 2% PFS (50 pl), 3. 1 mM verapamil (50
ul), 4. 1 M H,SO4 (30 pl).

Rovnéz vyzkousend zména pouzit¢ho rozpoustédla ovlivnila intenzitu CL.
Pouziti EtOH jako rozpoustédla, samo o sobé& bez pfitomnosti PFS, zvysilo intenzitu CL
2,8x V porovnani s vodnym roztokem léCiva, v ptitomnosti PFS zvySilo pouziti EtOH
intenzitu CL 4,2x v porovnani s vodnym roztokem. Pfitomnost PFS zvysila intenzitu

CL v EtOH roztoku 1é¢iva 3,5x.

Pouziti 60% EtOH jako rozpoustédla a pfitomnost 2% PFS jako zesilovace
intenzity CL zvysilo intenzitu CL 17,4x V porovnani s vodnym roztokem léCiva bez
ptidavku PFS, pti tomto potadi roztokt: 1. 10 mM KMnO4 (20 pl), 2. 2% PFS (30 pul),
3. 1 mM verapamil (50 ul), 4. 2 M H,SOy4 (30 pl), 5. 2% PFS (30 pl).

Rychlost analyzy byla 21 vzorkii/hod pro vodny roztok verapamilu a 20

vzorkl/hod pro ethanolicky roztok.

Linearni ¢ast kalibra¢ni kiivky verapamilu pfi pouZiti vodnych roztokt s PFS se
pohybovala v rozmezi 5-10° - 510 M. Kvantifika¢ni limit byl 5-10° M. Detekéni limit
byl 2.10° M.

Linearni cast kalibra¢ni kiivky verapamilu v ethanolu s PFS se pohybovala
v rozmezi 1-10° - 1.10°° M. Detekéni a zaroveii kvantifika¢ni limit byl 1-10° M. Pouziti
ethanolu nepfispélo k vyraznému rozsifeni linearni ¢asti kalibra¢ni kiivky, ani ke
snizeni detek¢niho limitu a zaroven vedlo ke snizeni opakovatelnosti méteni.

Vysledky stanoveni verapamilu v HVLP metodou SIA a HPLC jsou srovnatelné,
stanoveni lze pouzit i pro rizné koncentrace verapamilu v riznych pitipravcich,

s vyjimkou pfipravku LEK 120, kde vzhledem Kk vys$s§imu obsahu jak 1éCiva, tak

pomocnych latek, dochazelo u metody SIA k interferenci pomocnych latek.
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Dle statistického vyhodnoceni obou metod pomoci Studentova testu t u
ptipravku ISOPTIN ® 80 mg por thl flm 50x80 mg je rozdil presnosti i praméri mezi
obéma metodami na hladin€¢ vyznamnosti 0,10 statisticky nevyznamny. Obé metody
jsou tedy srovnatelné a chemiluminiscencni stanoveni verapamilu metodou SIA je

mozné aplikovat v praxi.
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