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1. UVOD



1.1. Uvod a cil prdce

Sekvencni injekéni analyza (SIA) je moderni, rychle se rozvijejici analyticka metoda.
Patii do skupiny prutokovych metod. Vznikla pfi zdokonalovani pritokové injekéni analyzy
(FTA) na pocatku devadesatych let a od té doby dochazi k jejimu rozvoji. Oproti FIA ma
nekolik vyhod, diky kterym se stala Siroce pouZzivanou analytickou metodu. Vzhledem
k vysoké efektivnosti, citlivosti a moznosti automatizace je vhodna k analyze velkych sérii
vzorkd.

SIA metodou se stanovuje vétSina béznych anorganicky iontlh a mnoho organickych
latek. Ve farmacii se vyuziva hlavné ke stanoveni 1éCiv (v 1é€Civych ptipraveich i télnich

tekutinach), kontrole kvality a u¢innosti 1€Civ a pii disolu¢nich testech.

Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu stanoveni pindololu
hydrochoridu sekven¢ni injek¢ni analyzou za pouziti chemiluminiscen¢ni detekce a vyuzit

tuto metodu ke stanoveni pindololu v hromadné vyrabéném lé¢ivém piipravku.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Sekvencni injekcni analyza

2.1.1. Obecné o SIA metodé

Sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) patfi do skupiny
pritokovych analytickych metod. Je modernim ptikladem analytické metody, kterd spliuje
pozadavky na automatizaci, ekonomizaci a rychlost. Vznikla pfi vyvoji a zdokonalovani
pratokové injekéni analyzy (Flow Injecton Analysis — FIA). SIA vSak ma nékteré vyhody,
které z ni ¢ini moderni a Siroce pouzitelnou metodu, vhodnou zejména pro stanoveni obsahu
riznych anorganickych a organickych latek v odlisSnych oblastech analyzy, vcetné
farmaceutické analyzy. Zakladnimi komponenty jsou pistovd pumpa, 6-10cestny selekcni
ventil, vhodny pratokovy detektor, misici civka. VSe spojuji teflonové trubicky a fidi pocitac.
SIA je nova metoda spomérné kratkou historii. Prvni poznatky o ni publikoval prof.

J.Ruzic¢ka na University of Washington v Seattle, USA v roce 1990. 2

2.1.2. Princip metody

Zakladni princip maji metody SIA a FIA stejny. V toku nosného proudu dochazi po
smichéni vzorku a ¢inidla k chemické reakci za vzniku reakéniho produktu, u kter¢ho je
meétfena vhodnd analyticka vlastnost po prichodu detektorem. Vysledkem jsou piky, jejichz
vyska je imérna koncentraci vzorku. Hlavni rozdil je v toku nosného proudu.

Pii prutokové injekéni analyze (FIA) se injikuje pfesny objem vzorku do kontinudlniho
nosného proudu (voda, pufr), ktery se pak misi s proudem c¢inidla, resp. Cinidel za vzniku
produktu pfi plynulém pritoku jednotlivych zén vicekanalkovym systémem. (obr. 1).

Technika SIA pouzivd odlisSny princip, jehoZz charakteristickym rysem jsou oddélené
meéfici cykly. Nejprve jsou zony nosného média, vzorku a ¢inidla postupné (jednorazove)
aspirovany do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a
pistového cerpadla a poté je pohyb pistu cerpadla obracen, ¢imz dojde k promiseni zony
vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru; tim je jeden cyklus ukoncen.
Vysledny analyticky signal je ziskan ve formé piku podobné jako je tomu u FIA; v podstaté se
jedna o zaznam zmény koncentracniho gradientu reakéniho produktu pii priichodu jeho zony
detektorem. FIA vyuZziva pfimy konstantni tok, zatimco zédkladem SIA jsou zmény piimého a
zpétného toku. Doba trvani jednoho méficiho cyklu v STA vétSinou neptesahuje 30s, coz je

vmnoha  pfipadech  srovnatelné s frekvenci  davkovani  vzorku  ve FIA.?



2.1.3. Srovnani s FIA technikou

SIA metoda byla vyvinuta zdokonalovanim FIA techniky a ma tedy oproti ni né¢kolik
vyhod. Zékladni rozdil je v toku nosného proudu.
Nevyhody SIA
= niz§i frekvenci davkovani vzorku (v diisledku zmény sméru toku proudu a jeho
zastaveni)
= slozitd pocitacova technika
Vyhody SIA
= jednodussi usporadani systému (uziti jednoho selekéniho ventilu a jednoho
cerpadla umozni v jednokanalkovém usporadani pracovat s vice roztoky)
= niz8i spotieba roztokli (ddvkovani velmi malych objemii vzorku a cinidel
pomoci selekéniho ventilu a vyuziti zmény sméru toku; u FIA je nosny proud
a ¢inidla ¢erpany kontinualné cely cyklus)
= flexibilita SIA metody — snadnd zména nastaveni parametri (prutokové
rychlosti, aspirované objemy roztoki) i béhem méticiho cyklu, u FIA je objem
vzorku konstantni béhem jedné série méfeni podle pouzité davkovaci smycky
= moznost aplikace koncentrovanych organickych latek (methanol, ethanol,

acetonitril) diky pouZiti chemicky odolnych matrialti v SIA systému

2.1.4. SloZeni SIA systému

Vstupni jednotkou SIA systému je dvousmérné pistové cCerpadlo. Pohyb pistu je fizen
pifesnym krokovym elektromotorem s nastavitelnou rychlosti pohybu. Objemy c¢inidel a
vzorku jsou dany délkou pohybu pistu Cerpadla.

Selekéni ventily byvaji nejéastéji 6, 8, a 10-cestné. Ridi sefazeni ¢inidel a vzorku k
systému, jejich aspiraci a po obraceni toku i transport zon do detektoru. Polohu selekéniho
ventilu a synchronizaci s pohybem pumpy fidi pocita¢ podle zadaného programu.

Reakcni ( misici ) civky slouzi k promichani zon ( vzorku, Cinidel a nosného proudu).
Zabranuje také nasati vzorku nebo Cinidel do vnitiniho prostoru pumpy. Civka je vétSinou
umisténa mezi Cerpadlem a selekénim ventilem. V systému muize byt zafazena také druha
civka (pted detektorem), a to hlavné u pomaleji probihajicich reakci.

Volba  detektoru zéalezi na druhu  pouzité analytické reakce. Pouzivaji se
spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemické detektory s ptislusSnymi priatokovymi

celami.



Mechanické soucasti SIA systému (Cerpadlo, selek¢ni ventil) a detektor jsou propojeny
prosttednictvim pfislusnych ptrevodnikli a digitdlnich vstupti a vystup téchto jednotek
S pocitacem, ktery tidi cely proces automatické analyzy vcéetné sbéru, zpracovani a ukladani
dat. Klicovy vyznam zde ma kvalitni obsluzny program SIA systému, bez né¢hoz nelze
automatickd SIA meéfeni provadét; prislusny software musi téZ zpracovavat a vhodnym
zptisobem prezentovat vysledky méfeni. Bézny je automaticky vypocet vysky, plochy a
dalSich parametri piku (Cas dosazeni maxima, Sitka piku v urcité vysSce), kalibracnich
parametrii a koncentrace vzorku. 2)

Na nasledujicim obrazku je znazornéno zakladni schéma SIA a FIA systému.”

Obr. 1: Zakladni schéma FIA a SIA systému
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2.1.5. Uplatnéni SIA v praxi

Vzhledem k vysoké efektivnosti, automatizaci (analyza velkych sérii vzorkl) a
dostatecné spolehlivosti dochazi u této metody krychlému rozvoji a stdle castéjSimu
pouzivani v praxi. Pomoci SIA metody se stanovuje vétSina béznych anorganickych iontd,
mnohé organické latky vcetné farmaceuticky vyznamnych latek (stanoveni penicilinu,
trimeprazinu, perfenazinu, bromazepamu, morfinu, ciprofloxacinu a norfloxacinu). Dalsi
uplatnéni SIA metody ve farmacii je pii kontrole kvality a ucinnosti 1éCiv, pfi vyhodnoceni
stabilitnich studii, pfi ur€ovani stejnomernosti obsahu ucinné latky v 1éCivych ptipravcich a
rychlost jejiho uvoltovani z dané Iékové formy. Dulezité je také stanoveni protilatek,

imunoglobulinu G, glukozy ¢i antigeni a monitorovani hladin 1é¢iv v télnich tekutinach. 2)



2.2. CHEMILUMINISCENCE

2.2.1. Mechanismus chemiluminiscence

Chemiluminiscence (CL) je definovana jako emise elektromagnetického zareni
(obvykle ve viditelné nebo infracervené oblasti) vznikajictho pfi chemické reakci (in
Vitro).4) Vznika-li toto zareni z zivych organismu (in vivo) prostiednictvim enzymd, je emise
nazyvana bioluminiscence (BL).

Chemiluminiscencni reakce muze probihat dvéma zakladnimi mechanismy — jako pfima
a nepiima reakce.

V piimé reakci reaguji dv¢ cinidla, obvykle substrat a oxidacni €inidlo V pfitomnosti
kofaktorti, za vzniku produktu nebo meziproduktu, nékdy za piitomnosti katalyzatoru. Cast
produktu nebo meziproduktu se nachazi v elektronové excitovaném stavu s naslednou emisi
fotonu (chemiluminiscence) za souc¢asného navratu do zékladni stavu (obr.2.).

Naopak nepiima CL je zalozena na procesu pienosu energie excitované latky na
fluoreskujici substanci. Tento proces je moznosti pro ty molekuly, které nejsou schopny se
pfimo zapojit do CL reakce. Nadbytek energie predavaji fluorescencni substanci, kterd je
excitovana a pfi navratu do zakladniho stavu dochazi k emisi fotonu (obr.2.).

Tyto moznosti vedou k velkému poctu obmén, které¢ jsou dulezité pro praktické uziti CL
Vv kapalnych, plynnych a pevnych skupenstvich.

Substrat je CL prekurzor, ktery je pfeveden na elektronové excitovanou molekulu
zodpovédnou za svételné zafeni nebo pusobici jako pifenase¢ energie v nepiimé CL.
Katalyzatory, enzymy nebo kovy snizuji aktivaéni energii a poskytuji nalezité prostfedi pro
vznik vysoké Uc¢innosti CL reakce. Kofaktory jsou nékdy nezbytné pro pteménu jedné nebo

vice latek na formu umoznujici reakci a interakci s katalyzatorem.
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Obr. 2: Typy CL reakce ¥

A + B + kofaktory
Substrat pro CL ¢inidlo

katalyzator

P* produkt nebo meziprodukt

prima neprimad
chemiluminiscence +F chemiluminiscence
P+ hv P+ F*
F + hv

P produkt, F fluoreskujici latka

Proces svételného zareni pii CL je stejny jako pii fotoluminiscenci az na excitacni
proces. Pti fluorescenci a fosforescenci je elektronové excitovany stav vytvoien absorpci UV

nebo viditelného zareni.

CL zéafeni neni konstantni, ale méni se s Casem - svételny zéblesk se sklada ze
vzristajiciho signalu po smichani ¢inidel, poté prochazi signal maximem a nasledné klesa na
zakladni Caru (viz obr. 3). Tato zavislost se miZe liSit v riznych CL systémech. Pfi
pritokovych metodach musi byt proto pfesné definovany periody pii detekci signélu.

Intenzita zareni je funkci koncentrace chemickych slou€enin. 4 M&feni intenzity emise
je proto vyuzivano k analytickym ucelim ( pro kvantitativni analyzu). Vyhodou CL techniky
je pouziti optického systému, ktery nevyzaduje vnéjsi svételné zdroje. Pristroje pro CL méfeni

jsou sestaveny od jednoduchych az po velmi slozité.
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Obr. 3: Zavislost intenzity CL na reakcnim case

4)

max

(t1)

reakéni Cas[S] koncentrace

2.2.2. Faktory ovliviiujici chemiluminiscencni reakci

Experimentalnimi faktory siln€ ovliviiuji CL reakci — hlavné mnoZstvi produkti a

rychlost reakce.

Mezi zakladni faktory ovliviujici prubéh CL reakce patfi:

vybrané katalyzatory

pfitomnost iontd kovll (hlavné pfechodné kovy )

teplota

pH aiontova sila

lipofilita rozpoustédla a slozek roztoku

pfitomnost piijemce pfenasené energie

chemickd struktura CL prekurzoru — nejen centralni cast obsahujici

excitovanou skupinu, ale také postrani fetézce, druh a koncentrace latky

Molekuly, které vstupuji do CL reakce jsou obecné redukované slouceniny, které mohou

byt snadno oxidovany (pfi reakci musi byt uvolnéno velké mnozstvi energie - pro

luminiscenci ve viditelném spektru 40-70kcal/mol). Molekuly obsahujici amino- a hydroxy

skupiny nélezi do této kategorie, stejné jako polycyklické aromatické ftetézce. V silné

alkalickém prostfedi, hydroxy skupiny a dokonce nékteré arylamino nebo arylamido skupiny

mohou byt deprotonovany, a tim se stdvaji jest€é vnimavéjsi k oxidaci. Na druhé strané
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elektron odtahujici skupiny maji sklon k stabilizaci elektronového naboje a oxidace je tedy
CL muze byt snizovana nebo zcela eliminovéana interakcemi s ostatnimi chemickymi
slouceninami v procesu znamém jako zhaseni chemiluminiscence (vznik neflureskujiciho

komplexu, nebo vznik tohoto komplexu pfi interakci s jiz vzniklou fluoreskujici molekulou).

2.2.3. VyuZiti chemiluminiscence

V poslednich né€kolika letech se zdjem o chemiluminiscenéni detekci Vv analytické
chemii mnohonasobné zvysil, hlavné v plynnych a kapalnych fazich. Bohuzel aplikace CL je
V pevné fazi limitovana. Dostatecné nizké detekcni limity, vybornd citlivost a selektivita CL
metod jsou hlavni diivody pro jejich Casté pouziti.

V tabulce jsou uvedeny nékteré aplikace Castéji uzivanych CL systému.

Tabulka 1: Priklady bézného vyuziti chemiluminiscence i
SKUPENSTV] CINIDLO ANALYT
Plynné ethylen O3
Plynné O3 uhlovodiky, NO
Plynné O3 po pfeméné analytu na | nitrosaminy, celkovy dusik
NO
Plynné H, slouceniny siry
Kapalné luminol jeho a derivaty  |ionty kovl a komplexid Co(Il), Cu(Il), Fe(III),

Zn(11), Cd(I1), Mn(lr), Cr(lny, Cr(1Vv), Pt(IV),
CIO", Fe(CN)g*

peroxidazy

oxidaéni ¢inidla(H20,, O, I, ect.)

inhibitiry Ag(l), Ce(IV), Ti(IV) ect.

sloueniny snadno oxidovatelné (askorbova
kyselina, karboxylové kyseliny, aminy, ect.)

slouceniny pievedené na H,O; (glukoza, ect.)

slouceniny oznacené luminolem a derivaty

13




Kapalné estery akridinu slouceniny oznacené estery akridinia
ionty Ag(l), Bi(ll1), Pb(I1), Co(ll), Cr(lI1l), Cu(ll),
Fe(l11), Mn(l1), ect.
oxidaéni ¢inidla (H,0,, O,, ect.)
slouceniny pievedené na H,O;
redukujici slouceniny - Cr(Il), Fe(ll), Mo(V),
askorbova kyselina, tetracykliny, cukry, digoxin

Kapalné Ru(bpy)s** alifatické aminy,organické kyseliny,

aminokyseliny, proteiny

Kapalné peroxyoxalaty oxidaéni ¢inidla (H,0,, ect.)

fluorofory (polycyklické aromatické uhlovodiky)
derivatizované slouceniny s fluoroforem (amino
kyseliny, steroidy, alifatické aminy, karboxylové
kyseliny, katecholaminy, ect.)

Kapalné piiméd oxidace pomoci|rizné molekuly (obvykle ve farmaceutické
MnQ,, CIO™, Ce(IV), 10" |aplikaci)  anestetika, morfin, paracetamol,
ect. aromatické aminy, buprenorfin

Pevné O, plus teplo polymery

Protoze slaba CL emise je Casto produkovéana oxidaci pevnych organickych sloucenin,

muize byt méfeni intenzity tohoto svételného zafeni pouzZito také jako indikator zmeén

ve sloZzeni materidlu ocekdavaném pii oxida¢nim procesu, a pro hodnoceni stabilizatort

urenych k zabranéni nebo zpomaleni téchto oxidacnich zmén. Piikladem materialt, které

mohou byt charakterizovany CL emisi, jsou polymery, které¢ jsou degradovany vlivem pocasi

nebo vysoké teploty. 4
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2.3. Pindolol hydrochlorid

Pindolol patfi mezi antihypertenziva. Je to neselektivni P - blokdtor s vnitini
sympatomimetickou aktivitou, VSA (schopnost do urcit¢ miry aktivovat - adrenergni
receptory). Vyhodou latek s VSA jsou mensi bradykardizujici ucinky, slabsi negativné
inotropni a metabolické ucinky, mensi vliv na prokrveni koncetin; na druhé stran¢ vsak latky
svyraznou VSA maji mensi pifiznivy vliv na mortalitu pacientli po infarktu myokardu,
protoze kardioprotektivni ucinek souvisi piimo s ovlivnénim srde¢ni frekvence. Spolu
s pindololem patii do této skupiny 3 - blokatori také bopindolol, oxprenolol, alprenolol,
cloranolol, penbutol. ¥

[ - blokatory tvofi zna¢né struktruné jednotnou skupinu latek odvozenou modifikaci
molekuly isoprenalinu. VSechna [-adrenolytika obsahuji jako zakladni strukturni element
skupinu Ar —CH(OH)CH,NH- , ktera je pro ucinek naprosto nezbytna. Vétsina pouzivanych
B-adrenolytik vznikla prodlouZenim spojovaciho fetézce vsunutim skupiny - OCH, - mezi
aromatickou &ast molekuly a uhlik s alkoholickou skupinou. ® Hydroxylova skupina na
alifatickém fetézci urcuje optickou aktivitu molekuly (levoto€ivé formy jsou az 100krat
ucinngj§i nez formy pravotoCivé); ostatni Casti molekuly urcuji farmakodynamické a
farmakokinetické odliSnosti jednotlivych B - blokatorti (vnitini sympatomimetickou aktivitu,
selektivitu k receptortim B1, resp.p2).

Indikace podavani 3 - blokatori jsou rozsahlé. Jsou vyuZivana piedev§im pro své
kardiovaskularni i€inky v nasledujicich situacich:

Hypertenze — patii mezi nej€astéji pouzivané latky k dlouhodobé terapii hypertenze

Arytmie

Angina pectoris a ostatni formy ischemické choroby srde¢ni

Dalsi srdecni onemocnéni — hypertroficka kardiomyopatie, srdecni insuficience, srde¢ni

selhani

Nezadouci ucCinky nejsou pfrili§ Casté a vétSinou souvisi s blokddou adrenergnich
receptorl. Mezi tyto U€inky patii bronchokonstrikce, chladné koncetiny, srde¢ni insuficience,
poruchy vedeni vzruchu, hypotenze, hyperkalémie, rebound fenomén pii ndhlém ukonceni
1écby. ¥

V 1é€ivych piipravcich existuje ve formé hydrochloridu.
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Pindolol hydrochlorid dle CL 2002

Vlastnosti

Bily nebo témér bily krystalicky prasek.

Je prakticky nerozpustny ve vodé, tézce rozpustny v methanolu. Rozpousti se ve ziedénych
mineralnich kyselinach. g

Obr. 4: Vzorec pindolu

== H OH
HN O\)'\/N CHy
Y a enantiomer
CH,
C14H20N20, M., 248,32

Je to (2RS)-1-(1H-indol-4-yloxy)-3-(isopropylamino)propan-2-ol.
Pocitano na vysusSenou latku, obsahuje 99,0 % az 101,0 % slouc¢eniny C,4H;N,0.
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2.3.1. Zndamé metody stanoveni pindololu

2.3.1.1. Lékopisna metoda

V Ceském lékopise 2002 je ¢lanek o substanci pindololu. Pro stanoveni obsahu této
latky je uvadéna titrace kyselinou chlorovodikovou. 0,200 g se rozpusti v 80ml methanolu R a
titruje se kyselinou chlorovodikovou 0,Imol/l VS za potenciometrické indikace bodu

ekvivalence. 1 ml kyseliny chlorovodikové 0,1mol/l VS odpovida 24,83 mg C14H29N20.. R

2.3.1.2. Priitokové metody
SIA stanoveni

SIA je pomérné nova metoda, ktera zacala byt pouzivana v praxi od roku 1990. Od
tohoto roku byly publikovany préace tykajici se stanoveni farmaceuticky vyznamnych latek
(napf. penicilin, trimeprazin, perfenazin, bromazepam, morfin, ciprofloxacin, norfloxacin a

mnoho dalsich). Nebyla vSak uvetejnéna zadna prace tykajici se stanoveni pindololuu pomoci

SIA.

2.3.1.3. Chromatografické a spektrofotometrické metody

Lochow, Brand a Zeiser vyvinuli GC-MS metodu stanoveni beta blokatorti a
bronchospasmolytik ve vodé¢. 8 Tyto slouceniny (metoprolol , propranolol, atenolol ,
bisoprolol, betaxolol, pindolol, nadolol salbutamol, klenbuterol) byly stanoveny metodou
GC-MS za pouziti kolony derivatizované trifluoracetanhydridem. Nosnym plynem bylo
helium. Jako vnitini standard byl pouZit methyltestosteron. Kalibra¢ni graf byl linearni od 5-
500ng/1. Metoda byla aplikovana na pitnou a povrchovou vodu.

El-Walily, El-Yazbi, Belal a Razak publikovali stanoveni smési pindololu a
klopamidu v tabletich HPLC a derivaéni UV spektrofotometrickou metodou. ¥ Rozdrcené
tablety byly tiepany 15minut v 30 ml methanolu a poté bylo doplnéno na 50ml methanolem.
Smés byla piefiltrovana a prvni ¢ast vyfazena.

Pro HPLC byly odebrany ¢asti o objemu 1 ml a smichdny s 2ml vnitiniho standardu
(2,4-dinitrochlorobenzen), a poté zfedény na 10 ml methanolem. Po ptefiltrovani bylo 10 pl
(z kazdého filtratu) nastiiknuto na kolonu 10um RP-C18 (25cm x 4,6mm) s mobilni fazi
voda/methanol/acetonitril (10:9:1) - upraveno na pH 3 octovou kyselinou. Detekce probihala
pti 254nm.

Pro spektrofotometrii byly vzorky extraktu tablet (o objemu 1ml) pfeneseny do tii

separacnich banck. Pro stanoveni pindololu byl extrakt dopnén na 10ml methanolem. Do
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druh¢ banky byl ptidan 1ml 1M NaOH a do tfeti baikky 1ml 1M HCI, a poté doplnéno na
10ml methanolem. Méteni probihalo pro pindolol pfi druhé derivaci v methanolu pii 264 nm
a pro klopamid pii prvni derivaci alsorbéniho spektra (methanolovy roztok HCI-
methanolovy roztok NaOH) pii 254nm. Kalibra¢ni grafy byly linearni od 10-20 pg/ml pro
pindolol, 5-10 pg/ml pro klopamid pomoci HPLC a 10-26 ug/ml pro pindolol, 10-20 png/ml
pro klopamid pomoci spektrofotometrii.

Lukkari, Nyman a Riekkola popsali stanoveni deviti beta-blokatord v séru pomoci
micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie. '® Devét beta-blokatori bylo soucasné
separovano a stanoveno pomoci MEKC pii —27kV a 35°C se zdkladnim elektrolytem
15mM-hexadecyltrimethylammonium bromid v 0,08M-fosfatovém pufru o pH 6,7. Jako
vnitini standard byl pouzit efedrin (165 pg/ml) a detekce probihala pfi 214 nm. Kalibra¢ni
grafy byly linedrni pro acebutolol, alprenool, atenolol, metoprolol, nadolol, pindolol a
propranolol (1) 75-300microg/ml a timolol 150-600microg/ml. Oxprenolol migroval souc¢asné
s pindololem. Detekéni limity se pohybovaly v rozsahu od 1 pug/ml pro | do 50 ug/ml pro
timolol.

Chmielowiec, Schuster a Gengo popsali stanoveni pindololu v lidském séru pomoci
HPLC metody. 'Y 1ml séra byl smichan s 25 pl metoprololu (vnitini standard 5pg/ml),
100ul 2M NaOH a 4ml CH,C1; a sm&s byla protiepana 10s a centrifugovana 10 minut.
Organicka faze byla odpafena do sucha a zbytek byl rozpustén ve 100ul mobilni faze. 80 pl
tohoto roztoku bylo analyzovano pomoci HPLC na koloné (25cmx4,6mm) Rainin Dynamax
Microsorb, C18(5 um) vybavenou ptedkolonou Brownlee NewGuard C18 s flurimetrickou
detekci. Jako mobilni faze byl pouzit 20% vodny roztok acetonitrilu obsahujici 0,1%
triethylaminu (pH upraveno na 3,5 kyselinou fosfore¢nou). Kalibra¢ni graf byl linearni od 2
(detekéni limit) do 1000ng/ml.

Telting-Diaz, Kelly, Hua, a Smyth publikovali stanoveni nifedipinu, nicardipinu a
pindololu HPLC metodou za pouziti uhlikové elektrody a plitokového amperometrického
detektoru. *? Plasma bylo aplikovano na kolonu Supelco (1cmx1,5mm) a kolona promyta
vodou. Nifedipin, nikardipin a pindolol byly vymyty mobilni fazi [methanol-50mMfosfatovy
pufr o pH 6,7 (4:5)]. Eluat byl analyzovan HPLC metodou na koloné Spherisorb (25cm x
4,6mm) s mobilni fazi o prutokové rychlosti Iml/min a detektovan elektrochemicky uzitim
uhlikové elektrody pii 1,4V vs. Ag-AgCl. Kalibra¢ni grafy byly linearni od 20 do 500ng/ml
pro nifedipin a pindolol, a 20-260ng/ml pro nikardipin.
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Wanwimolruk navrhl metodu stanoveni koncentrace pindololu v plazmé pomoci

kapalinové chromatografie na mikrokolonach. ™

Pindolol s metoprololem (jako wvnitini
standard) byly extrahovany z plazmy nebo krve (zalkalizovano 1M NaOH) do etheru a poté
reextrahovany do 0,025M kyseliny sirové. 50ul bylo nastfiknuto na kolonu (10 cm x 2 mm)
Hypersil ODS (5 um) s mobilni fazi (0,5 ml/min) tvofenou 20mM dodecyl sulfatu sodného v
10mM NaH,PO, (pH 2,0)-acetonitril (63:37).Detekce byla fluorimetricka pti 310nm (excitace
pfi 260nm). Linearni kalibra¢ni graf byl ziskan od 5 do 200ng/ml pindololu s detekénim
limitem 2,5ng/ml.

Alpertunga, Sungur, Ersoy a Manav popsali stanoveni beta-blokatori ve formé

dabsylderivatt HPLC metodou. 14

Rozdrcené tablety (ekvivalentni 0,1mmol 1éCiva) byly
ziedény na 50ml vodou. K 0,1ml roztokl B-blokatorti byly pridany 0,1ml roztokd vnitinich
standardti ( 2mM propranolol hydrochlorid a pro propranolol 2mM-acebutolol hydrochlorid);
0,2ml 0,5M NaHCOg3a 1,2 ml 3,4mM roztoku dabsyl chloridu v acetonu. Smés byla tiepana
a zahfivana na 65°C 10minut, aceton byl odpafen pod dusikem a zbytek smési byl extrahovan
benzenem (5ml). Extrakt byl vymyt vodou. 1ml extraktu byl odpatfen a zbytek byl rozpustén
v methanolu (1ml). Pomérna ¢ast (Sul) byla analyzovana HPLC metodou na kolon€ (30 cm
x 3.9 mm) s naplni 10pm Bondapack C18 s 75% methanolem jako mobilni fazi (0.6 ml min™)
a detekei pfi 430 nm. Kalibracni grafy (plochy pod kiivkou) byly linedrni od 15 do 120 uM.
Metoda byla pouzita pro stanoveni acebutololu, propranolu, metoprolu, pindololu a
oxprenolu.

Lacroix, Moir a Lovering navrhli metodu kapalinové chromatografie pro stanoveni

. o , ‘o e 1
pindololu a ptibuznych sloucenin v surovinach. %)

Lécivo bylo rozpusténo v methanolu a
roztok byl analysovan na koloné (15 cm x 4.6 mm) Spherisorb CN (3 pum) s mobilni fazi:
acetonitril - 50mM octanovy pufr o pH 5,0 (7:13). Detekce probihala pti 219 nm. Pro
kvantitativni analyzu byla srovnana plocha pod pikem s hodnotami pro standard.

Sungur, Ersoy, Alpertunga a Yalcin vypracovali metodu stanoveni beta blokatort
pomoci tenkovrstvé chromatografie po derivatizaci dabsyl chloridem.’® K 10 uM roztoku
lé¢iva byl pfidan 1ml 0,5M NaHCOj3 a 6ml 16,7mM dabsyl chloridu v acetonu. Smés byla
ttepana, zahfata na 65°C 10minut a odpafena pod dusikem. Po ochlazeni byl zbytek
extrahovan 5ml benzenu. Oddélend organicka vrstva byla vymyta vodou a 10ul bylo
naneseno na TLC desky (MN Polygram SilG) s mobilni fazi CHCIl; — aceton —95% ethanol

(20:1:1). RF hodnoty pro atenolol, acebutolol, pindolol, metoprolol, oxprenolol a propranolol
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byly 0,26; 0,35; 0,61; 0,70; 0,77 a 0,82 a odpovidajici limity detekce pfi vizualnim hodnoceni
byly 0,5; 0,2; 0,02; 0,1; 0,04 a 0,01 nmol.

Szumilo a Przyborowska navrhli HPLC metodu stanoveni nékterych beta-blokator.'”
Rozdrcené tablety ekvivalentni 10mg propranololu, pindololu a acebutololu byly extrahovany
methanolem. Cast (5ul) byla analyzovana pomoci HPLC na koloné (25cm x 4mm)
LiChrosorb RP-18 s mobilni fazi methanol - tlumivy roztok pH 8,6 (17:3) pro propranolol, a
methanol - tlumivy roztok pH 8,4 (19:1) pro pindolol a acebutolol. Detekce probihala pii 265
nm pro propranolol a pindolol a pii 235nm pro acebutolol. Kalibrac¢ni grafy byly linearni od
125 ng stanovované slouceniny. Propranolol a pindolol byly také stanoveny v heparinizované
krvi (5ml) po extrakci etherem z alkalického roztoku.

Tse a Caubet popsali stanoveni pindololu v plazm& HPLC metodou s UV detekei. *®
2ml heparinizované plazmy byly smichdny s 0,5ml 2M NaOH a latky byly extrahovano 6ml t-
butyl methyletheru. Ziskany pindolol byl zpétné extrahovan do 0,01M HCI a stanoven HPLC
metodou na kolon¢€ (25c¢cm x 4,6mm) Supelcosil C8 (5um) s 2cm piedkolonou stejného slozeni
a s mobilni fazi acetonitril - 0,3% kyselina fosforecna — propan-2-ol (10:9:1). Detekce
probihala pii 220 nm. Linearni kalibra¢ni zavislost byla ziskana v rozsahu od 2 do 100 ng/ml
pindololu; relativni smérodatna odchylka 5,6% (n = 22).

Li a Zhang publikovali stanoveni beta blokatori pindololu, oxprenololu a
propranololu v lidské moc¢i pomoci HPLC metody s diode-array spektrofotometrickou

detekei. ™

1ml vzorku byl nanesen na kolonu obsahujici 1g ionexu GDX-502, ktera byla
vymyta 5 ml H,O a Iml methanolu. Léciva byla eluovana 1ml methanolu. Sul eluatu bylo
davkovano na kolonu (15¢cm x 2,1mm) GYQG - C18 (5 um) s mobilni fazi methanol - 2%
vodny roztok kyseliny octové (9:1) a detekci pfi 260nm. Detekéni limity byly 2ng pro
pindolol, 12ng pro oxprenlol a 2 ng pro propranolol. Metoda je vhodné pro farmakokinetické
studie, monitorovni 1é¢iv a dopingové zkousky.

Smith popsal HPLC metodu pro stanoveni pindololu v lidské plazmé. 2 Pindolol byl
extrahovan z alkalizované plazmy do t-butyl methyletheru a poté reextrahovan do 0,1M HCI.
Cast této zfedéné kyselé faze byla nastiiknuta na kolonu (25cm x 4,6mm) Supelcosil LC-8 a
analyzovana s pouzitim mobilni faze propan-2-ol - acetonitril - 0,3%H3PO, (1:10:9).
Fluorescence byla métfena pii 315 nm (excitace pti 255nm). Detekeni limit byl 2ng/l. Metoda

muZe byt pouZita v rutinni analyze lidské plazmy.
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Hsyu a Giacomini publikovali HPLC stanoveni enantiomerti beta-blokatort
v biologickych tekutinach. 2 Pindolol byl extrahovan z alkalizované plazmy nebo mo&oviny
do etheru a poté reextrahovan do 1M HCI. Roztok byl zalkalizovan a pindolol extrahovan do
etheru. Extrakt byl odpafen do sucha a ke zbytku byl pfidan (S)-(-)-alpha-methylbenzyl
isokyanatan. Derivaty byly analyzovany HPLC metodou na koloné (15 cm x 4.6 mm)
Ultrasphere ODS s 62% methanolem jako mobilni fazi a fluorescen¢ni detekci pii 320 nm
(excitace pii 209nm). Kalibra¢ni graf byl linearni od 100 do 2500 ng pro jeden ze dvou
enantiomertt pindololu. Detekéni  limit byl 2ng/ml. Prostorové izomery atenololu a
acebutololu byly také odd¢€leny.

Shields, Lima, Binkley, Leier a MacKichan publikovali stanoveni pindololu v lidské
plazm¢é a moc¢i HPLC metodou s UV detekei. 22) Vzorky moc¢i a plazmy (0,5ml) byly
smichdny s 0,5ml uhli¢itanového pufru (pH 9,5) a extrahovany 3ml etheru. Jako vnitini
standard byl pouzit alprenolol. Extrakt byl centrifugovan a etherova vrstva byla zpét
extrahovana do zfedéné kyseliny sirové (100ul). Cést tohoto extraktu byla analyzovana
HPLC metodou na RP koloné (30 cm x 4 mm) Micropak CN-10 s mobilni fazi - 10mM
fosfatovy pufr (pH 2,6) a detekci pti 220nm. Detekéni limit byl 3,1 ng/ml pindololu.

Spahn, Prinoth a Mutschler popsali stanoveni pindololu v plazmé a mo¢i pomoci

tenkovrstvé chromatografie. %) Plasma byla smichana s 0,5g NaCl, 5SM NaOH, vnitinim
standardem (nadolol 200ng), se smé&si CH,C1; - ether (1:4) a centrifugovana. Organicka faze
byla odpafena do sucha a zbytek byl rozpustén v methanolu a nanesen na TLC desku
(silikagel). Mo¢ byla smichdna s IM NaOH; 0,5g NaCl a butylacetatu a centrifugovana.
Organické faze byla odpafena do sucha a zbytek byl rozpusStén v butylacetatu a nanesen na
TLC.
Mobilni faze byla slozena z CHCl3- methanol - kyselina octova (15:4:1). Fluorescen¢ni
detekce probihala po ponofeni chromatogramu do 4% roztoku kerosinu v cyklohexanu
s uzitim emisniho filtru M313 (excitace pfi 265nm). Detekéni limit byl od 0,5 do 1 ng
pindololu. Kalibracni grafy byly linearni od 350 ng/ml pro plazmu a 4000 ng/ml pro moc.

Diquet, Nguyen-Huu a Boutron publikovali stanoveni pindololu v lidské plazmé
HPLC metodou s amperometrickou detekci. 2 1ml plazmy byl zalkalizovéan a extrahovan do
etheru. Pindolol byl zpét extrahovan do 0,01M HCIOA4. Poté byl stanoven HPLC metodou na
kolon¢ (15cmx3,9mm) LiChrospher ODS (5 micro m) s mobilni fazi: methanol - 0,01M
HCIO; (1:4) aamprometrickou detekci (elektroda ze skelného uhliku pii 1,0V proti
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Ag/AgCl). Detekéni limit byl 0,5 ng/ml, s linearni zavislosti od 200ng/ml. Nebylo nutné
pouzit vnitini standard.

Park a spolupracovnici popsali stanoveni betablokatori ve farmaceutickych
preparatech a lidské moci HPLC metodou s tris(2,2 bipyridyl)rutheniem (II) a

elektrochemiluminiscenéni detekei. 2>

Tato vysoce selektivni a citlivd detekéni metoda je
zalozena na elektrogenerované chemiluminiscenci (ECL) tris(2,2"- bipyridyl) ruthenia (1)
[Ru(bipy)s]** . Metoda byla vyvinuta pro stanoveni betablokatorii jak ve farmaceutickych
piipravcich tak i ve vzorcich lidské moci. ECL emise je zaloZena na reakci mezi oxidovanou
formou [Ru(bipy)s]** a sekundarni aminoskupinou betablokatori. Méfend intezita ECL
betablokatori byla vysoce zavisla na pH prostfedi, ve kterém byla detekce provadéna,
pfiCemz maximum intenzity bylo zjisténo pii pH 9. Za optimalnich podminek byl detekéni
limit pro atenolol 5 pmol a pro metoprolol 8 pmol, s S/N(pomér signalu k Sumu) rovno 3 a
linedrnim pracovnim rozsahem ve ¢tyfech fadech s RSD (relativni standardni odchylkou) pod
5 % pro deset injikovanych vzorkt. Koncentrace atenololu a metoprololu ve farmaceutickych
piipravcich byly uréeny za pouziti metody FIA s ECL detekei [Ru(bipy)s]** zaloZené na
metod¢ standardniho piidavku. Hodnoty stanovené touto metodou byly v souladu
s hodnotami, jeZ jsou deklarované vyrobci. Stanoveni péti betablokatori ve vzorcich lidské
mo&i bylo provedeno za pouziti HPLC s[Ru(bipy)s]** detekci. Vysledny chromatogram byl
mnohem ptehlednéjsi nez chromatogram ziskany taktéz metodou HPLC, ale s vyuzitim UV
detekce.

Ranta, Toropainen, Talvitie, Auriola a Urtti popsali soufasné stanoveni osmi
betablokatort gradientovou HPLC metodou s kombinovanou UV a fluorescenéni detekci v in

26)  Gradientova HPLC metoda s kombinovanou

vitro studii kornedlni permeability.
ultrafialovou a fluorescen¢ni detekci  byla vyvinuta pro souCasné stanoveni osmi
betablokatori (alprenolol, atenolol, metoprolol, nadolol, pindolol, propranolol, sotalol,
timolol) pfi in vitro studii kornealni permeability. Fluorescenéni detekce s excitaci pii vinové
délce 230 nm a emisi pii 302 nm byla selektivni pro Sest sloucenin, zatimco UV detekci pti
205 nm bylo mozné detekovat vSechny slou¢eniny. Kalibrace Sesti sloucenin v koncentacich
50 ¢i 200 nM az do hodnoty 3uM byla provedena fluorescenéni detekci a pro vSech osm
sloucenin pro koncentrace 100 ¢i 200 nM az do hodnoty 30uM UV detekci. Detekéni limity
pro atenolol, metoprolol, nadolol a sotalol se pophybovaly (pro fluorescenéni detekci)
vV rozmezi hodnot 0,7 az 1,3nM (0,035-0,065 pmol/50 ul vzorku). Smés osmi betablokatort

byla pouzita v permeacni studii na kultivovaném rohovkovém epitelu. Metoda HPLC ukazala
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znaéné rozdily hydrofilnich a lipofilnich betablokatort pfi jejich permeaci na kultivovaném
modelu korneélniho epitelu.

Gumieniczek, Hopkala, Berecka publikovali denzitometrické a videodenzitometrické
stanoveni nadololu a pindololu v tabletach s vyuzitim kvantitativni HPTLC. 27)

Nadolol a pindolol byly stanoveny v tabletich metodou HPLTC s pouzitim desek se
silikagelem 60F254 (20x10cm) objem vzorki ¢inil 10 pl. Jako mobilni faze byl pouzit roztok
etylacetat — metanol - a ledova kyselina octova v poméru 49:49:2. Hodnoceni bylo provedeno
denzitometricky pifi vlnové délce 270 nm skanerem typu Camag TLC 3 a
videodenzitometricky pfi 254 nm systémem Desaga VD 40 Video. Kalibra¢ni grafy byly
linearni pro koncentrace 0,2-1,2 ug/10ul N a P pro denzitometrii a 2-12 ng/10ul N a 0,2-1,2
ug/10ul P pro videodenzitometrii. RSD (n=5) byly <1,06 % pro denzitometrii a <1,52 % pro
videodenzitometrii.

Motoyama, Suzuki, Shirota a Namba vypracovali metodu pfimého stanoveni enantiomert
pindololu v lidském séru sloupcovou LC-MS/MS s pouzitim fenylkarbamat-beta-
cyklodextrinové chiralni kolony. *® R(+) a S(-) enantiomery pindololu v séru a mo&i byly
stanovovany oddélené¢ béhem 16 minut s resolu¢nim faktorem 1,9. Detekéni limit (nejnizsi
detekovatelna koncentrace) ptfi poméru signalu k Sumu (S/N) rovno 5 byl 0,13ng/ml pro oba
enantiomery.

Papadopoulos, Parissi-Poulou a Panderi navrhli validaci HPLC metody s reverzni
fazi pro stanoveni pindololu a klopamidu v tabletach.?” Tato metoda vysoceucinné kapalinové
chromatografie byla vyvinuta pro soucasné stanoveni pindololu a klopamidu ve
farmaceutickych 1ékovych formach. Dostatecnéa separace obou sloucenin je vysledkem pouZiti
beta-cyklodextrinu jako faze, ktera je pevné navazana na kolon€. Mobilni faze je slozena ze
smési 1,0 % (w/v) trietylaminacetatového pufru (pH=5,5) a metanolu (90:10). Rychlost
priutoku mobilni faze byla 0,7 ml/min. UV detektor méfil pfi vinové délce 245 nm. Pro
rozmezi koncentraci od 1,0 do 3,0 ug/ml pro pindolol a od 0,5 do 1,5 mg/ml pro klopamid
byly ziskany linearni kalibra¢ni grafy (r > 0,99997, n = 5) . Ziskané hodnoty RSD (n = 5)
byly mensi nez 2,97 % . Detekéni limit pro pindolol ¢inil 0,12 mg/ml a pro klopamid 0,16
mg/ml. Metoda byla aplikovana pifi kvalitativni kontrole komeréné vyrabénych tablet.
Ukazuje se jako vhodna pro rychlou a spolehlivou kvalitativni kontrolu.

Thevis, Opfermann a Schaenzer vypracovali metodu rychlého stanoveni
betablokatort v lidské moci zalozené na kombinaci kapalinové chromatografie a hmotnostni

spekrometrie.3°) V mezindrodnim obchod¢ jsou betablokatory zastoupené V Sirokém vybéru.
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Mezinarodni Olympijsky Vybor (International Olympic Committee ) zakazuje pouzivani
téchto latek v nékterych sportovnich odvétvich. Laboratofe zaméiené na kontrolu dopingu
analyzuji vzorky moci vrcholovych sportoveii nékolika riznymi technikami. Rychlé a
spolehlivé metody umoznuji citlivou detekci mnoha latek. Jejich vysoka vykonnost umoznuje
také analyzu velkého mnozstvi vzorki.V predstavené studii je detekéni procedura popsana
s vyuzitim vysokorychlostni kapalinové chromatografie (LC) a rozmanitymi reakcemi, které
umoziuji identifikaci 32 betablokatorti extrahovanych z lidské moci. Vzorky moci byly
hydrolyzovany, extrahovany a analyzovany béhem 7 minut.

Katayama a spolupracovnici popsali stanoveni betablokatori vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii spolu s mikroextrakci na pevné fazi (SPME). 30 Metoda SPME
byla pouzita k monitorovani betablokatorti v lidské mo&i a plazmé. Sest betablokatort
(alprenolol, atenolol, oxprenolol, pindolol, propranolol a timolol) bylo extrahovano ze vzorkl
moci a plasmy metodou SPME. Jako pevna faze byla vyuZita vldkna potazena 85 pum vrstvou
polyakrylatu. Mikroextrakce probihala po dobu 2 hodin pfi 30°C. Poté byly betablokatory
rozdéleny na kolon€ o délce 15 cm a vnitinim priméru 4,6 mm s néplni Capcell Pack SG 120
A o velikosti ¢astic 5 pm. Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,05M kyseliny fosforecné a
metanolu v poméru 55 : 45. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,8 ml/min. Pii UV detekci
probihalo méteni pfi 280nm a pfi fluorimetrické detekci pfi 360 nm (excitace pii 220 nm).
Detekéni limity byly 2 — 25 pug/ml pro fotometrickou detekci; detekce 0,4 ug/ml propranololu
byla mozna jen s pouzitim fluorimetrické detekce. RSD (n = 6) byla 10,1 — 15,3 % pro 500
ug/ml betablokatori v moci a 9,9 — 13,2 % pro 5 pg/ml betablokatort v plazmé.

Khalil a Borham popsali neptimé spektrometrické stanoveni hydrochloridi pindololu,
propranololu a levamisolu zalozené na atomové absorpci iontovych asociatid , které vznikaji
reakci s reineckdtem amonnym a dusitanem kobaltito-sodnym. 32) Pro stanoveni pindololu(I),
propranololu (II) a levamisolu (III) byla vyvinuta nova, jednoducha, ptesna, neptima metoda
vyuzivajici atomovou absorpcni spektrometrii. Metoda je zalozena na srdzeni iontovych
asociati, které se tvofi reakei (I), (II) nebo (III) s reineckatem amonnym a/nebo s dusitanem
kobaltito-sodnym. Metoda byla pouZita pro stanoveni 1,14 — 17,07, 1,18 — 17,75 a 1,08 —
16,24 pg/ml pro 1, 11 a 11l s pouzitim reineckatu amonného a 1,71 — 25,60, 1,77 — 26,62 a 1,62
— 24,36 pg/ml pro I, 11 a 11l s pouzitim dusitanu kobaltito-sodného. Tato metoda byla pouzita

pro analyzu lé¢ivych latek a nékterych jejich farmaceutickych preparati.
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Wu, Lord, Pawliszyn a Kataoka publikovali metodu vyuzivajici spojeni kapilarni
mikroextrakce (kapilara je potazena polypyrolem) s kapalinovou chromatografii a
elektrosprayovou ioniza¢ni hmotnostni spektrometrii ke stanoveni betablokatorti ve vzorcich
mod&i a séra. > Kalibracni kiivky betablokatort byly linearni pro 1-100 ng/ml s korela¢nim
koeficientem nad 0,9954 (n = 24) a detekéni limity (S/N = 3) byly pro vétSinu sloucenin
mensi nez 0,1 ng/ml. Tato metoda byla UspéSné pouzivana pii stanoveni betablokatora
Vv biologickych vzorcich.

Khalil a EI-Rabiehi popsali metodu neptimého spektrometrického stanoveni
hydrochloridii pindololu, propranololu a levamisolu zalozené na atomové absorpci iontovych
asociatl, které vznikaji reakci s thiokyanatanem manganatym a hexakyanozelezitanem
draselnym. ) Pro stanoveni pindololu HCL (I), propranololu HCL (II), a levamisolu HCL
(III) byla vyvinuta novd, jednoduchd, ptesnd, nepifimd metoda vyuzivajici atomovou
absorp¢ni spektrometrii. Metoda je zalozena na srdzeni iontovych asociatl, které se tvori
reakci (I), (II) nebo (III) s thiokyanatanem manganatym nebo s hexakyanozelezitanem
draselnym. Metoda byla pouzita pro analyzu substanci 1é¢ivych latek a nékterych jejich
farmaceutickych preparati.

Lapa, Lima, Reis, Santos a Zagatto stanovili pindolol multikomutaéni
spektrofotometrickou FIA metodou s vyuzitim FeCls jako ¢inidla. Absorbance byla métena
pti 635 nm. Kalibra¢ni graf byl linearni pro 5-120 pug/ml pindololu, s RSD 1,1 % (n = 10) a
frekvenci 30 vzorki za hodinu. Pii testovani dvou obchodnich znacek testovanych tablet byly
vysledky v dobré shod¢ s vysledky obdrzenymi pti bezvodé titraci s odchylkou 2,32-1,59 %.

Ruiz, Martinez-Lozano, Tomas a Carpena publikovali metodu souc¢asného stanoveni
propranololu (I) a pindololu (II) synchronni spektrofluorimetrii. %) Kalibracni grafy byly
linearni pro 0,02-1 pg/ml I a 0,04-1,2 pg/ml II. Detekéni limity byly 3 ng/ml pro I a 7 ng/ml
pro I1.

Panderi a Parissi-Poulou popsali souc¢asné stanoveni smési klopamidu a pindololu
Vv tabletaich metodou derivaéni spektrofotometrie. 37) Zero-crossing technika méteni vyuziva
derivaéni spektrofotometrii (vyuzivéa prvni derivaci spektra), kterd eliminuje interference, jez
jsou dusledkem piekryvani spektralnich oblasti. Tato metoda byla pouzita pro soucasné
stanoveni klopamidu (I) a pindololu (I) v tabletach. Kalibra¢ni grafy byly linearni v rozmezi
6-50 ug/ml klopamidu (1) a 8-100 ug/ml pindololu (I1); odpovidajici detekéni limity byly 0,44
ug/ml (pro 1) a 0,05 pg/ml (pro I1).
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Erram a Tipnis popsali jednoduchou spektrofotometrickou metodu pro stanoveni
pindololu a hydrochlorothiazidu v kombinovanych farmaceutickych 1ékovych forméach. *®
Praskované tablety v mnozstvi ekvivalentnim 12,5 mg hydrochlorothiazidu (I) byly
rozpustény na ultrazvukové lazni v 50 ml metanolu a vznikly roztok byl doplnén metanolem
na 100 ml pro metodu A, pro metodu B byl pouzit namisto metanolu 0,1M NaOH a pro
metodu C to byla 0,IM HCI. Absorbance vzniklych roztok byly méfeny v isosbestickych
bodech pii metod¢ A piti 285 nm, pii metod¢ B pii 288 nm a pii metod¢ C pti 284 nm pro
roztoky obsahujici jak hydrochlorothiazid tak i pindolol. Absorbance roztoki obsahujicich
samotny hydrochlorothiazid byly méfeny v isosbestickych bodech pti 315 nm pii metodé A,
pfi 320 nm pii metod€é B a pti 320 nm pii metod¢ C. Pfi vS§ech métenych vinovych délkach
byly kalibra¢ni grafy linearni.

Bedair, Galal a El-Yazbi vyvinuli kolorimetrické stanoveni betablokatorti v tabletach
s vyuzitim 2,3-dichlor-1,4-naftochinonu. * Rozdrcené tablety v mnozstvi ekvivalentnim 100
mg ucinné latky byly rozpustény ve 20 ml vody. Nasledné byl tento roztok extrahovan do
chloroformu. Extrakt byl doplnén chloroformem na 100 ml a ¢ast vzniklého roztoku byla
smisena s 1 ml 10% acetaldehydu v propan-2-olu; 0,3 ml 1% acetaldehydu v dioxanu a 1 ml
propan-2-olu. Po zahtati na dobu 45 minut pii 70°C byla méfena absorbance smési pii 655 nm
pro stanoveni alprenololu a oxprenololu, pii 670 nm pro karazolol a pindolol a pfi 660 nm
pro propranolol.

Sastry, Sailaja a Rao vypracovali citlivé spektrofotometrické metody pro stanoveni
pindololu po diazotaci a pievedeni na azobarviva s N-1-(naftyl)etylendiaminem nebo s
kyselinou naftochinon-4-sulfonovou. “? Metody byly pouzity pro stanoveni pindololu
v [éCivych latkach a farmaceutickych preparatech.

Mahrous, Issa a Ahmed vyuzili oxidaci peroxidem vodiku pro kolorimetrické
stanoveni 10 az 50 pug/ml pindololu po extrakci z tablet. *V

Pecanac a spolupracovnici publikovali spektrofotometrickou metodu stanoveni
pindololu v tabletach na zakladé tvorby jeho barevného komplexu s trojmocnym Zelezem *2).
Absorbance se méfila pti 635 nm a kalibra¢ni graf byl linearni pro 20 az 220 uM pindolol
s detek¢énim limitem 5 pg/ml.

Sastry, Sailaja, Rao a Krishna vypracovali extrakéné-spektrofotometrické stanoveni
nékterych antihypertenziv s vyuzitim Supracenové violeti 3B.*¥ Vodné vzorky roztoki

obsahujici 100pg/ml minoxidilu (1), klonidinu (11), pindololu (I1) nebo propranololu (IV)
byly smchény s 0,1M pufrem tvoienym glycinem a HCl o pH=1,3 a s vodnym roztokem
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Supracenové violeti 3B (C. L. Acid Violet 42). Smés byla tfepanim (2minuty) extrahovana do
chloroformu. Absorbance ziskaného extraktu byla métena pii 575 nm proti slepému vzorku.
Pro vSechny analyty byly kalibra¢ni kiivky linearni v rozsahu 1,2 az 12,5 ug/ml analytu.

Zakhari, Hassan a El-Shabrawy popisuje extrakéné-spektrofotometrické stanoveni
adrenergnich betablokatorti vcetné¢ pindololu se sirouhlikem a médnatymi ionty. 44)
Absorbance chloroformového extraktu byla méféna ptfi 435 nm proti slepému vzorku. Pro
koncentrace v rozmezi od 8 do 56 ug/ml byly kalibra¢ni grafy linearni. Stanovovany byly tyto
latky: propranolol, pindolol, oxyfedrin, alprenolol, acebutolol a atenolol .

Susanto a Reinauer popsali stanoveni beta blokatort v lidské plazmé pomoci GLC

) Létiva byla extrahovana z1ml plasmy

S detektrorem elektronového zéachytu.
(zalkalizovédna 0,5ml 1M NaOH a smichéana s 100ng propanololu jako vnitiniho standardu) do
5ml hexanu. Po centrifugaci byla organicka faze odpafena dusikem a zbytek byl derivatizovan
s anhydridem heptafluoroméselné kyseliny pii 65°C 50 minut. Rozpoustédlo bylo odpateno
proudem dusiku. Zbytek byl rozpustén v 50ul hexanu a 1ul roztoku byl analyzovan pomoci
GLC (jako nosny plyn byl pouzit dusik). Metoprolol a pindolol byly takto odd€leny a
stanoveny v rozsahu od 5 do 800ng/ml v plazm¢.

Sastry, Sailaja a  Suryanarayana publikovali spektrofotometrické stanoveni
pindololu a kaptoprilu na zakladé reakce s metolem a dichromanem. *© Rozdrcené tablety
ekvivalentni 50mg pindololu a kaptoprilu byly rozpustény ve 100ml 0,1M HCI (pindolol)
nebo vody (kaptopril). 0,5-4ml pindololu a 0,4-1,5ml kaptoprilu bylo pfidano k 15ml 0,2M
pufru (KH ftalat-0,1IMHCI —voda). Dale byl pfidan Iml  0,15% metolu a 0,3% K,Cr,07 ,
roztok byl zfedén na 25ml vodou a zfiltrovan. Absorbce byla zméfena po 10minutach pfi
640nm pro pindolol a po 5 minutach pti 440nm pro kaptopril.

Zakhari, Hassan a El-Shabrawy publikovali pomérmé slozitou metodu extrakéné-
spektrofotometrického stanoveni indolovych derivath vcetné pindololu v dileZitych
farmaceutickych preparatech pomoci diazotovaného 4-nitroanilinu.*” Kalibragni kiivka byla
linedrni pro 1 - 10 pg/ml pindololu. Metoda byla aplikovana pro stanoveni pindololu v
tabletach.

Banerjee a Mashru publikovali metodu rychlého kolorimetrického stanoveni
pindololu. *® Tablety o obsahu 5mg pindolu byly prepany s 25ml 0,IM HCI 10minut. Po
filtraci byl roztok ziedén na 50ml. Cést roztoku byla smichdna s6ml 0,007% 4-
dimethylaminobenzaldehydu v roztoku anhydridu kyseliny octové a HCI (17:3). Poté byl

roztok zahfivan na vodni lazni 1,5 minuty. Po ochlazeni byl roztok zfedén na 10 ml 0,1M
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HCI. Absorbance byla métena pii 570nm. Kalibra¢ni graf byl linearni rozsahu 0,5-5u g/ml
pindololu.

Guerret, Lavene a Kiechel popsali stanoveni pindololu v biologickych tekutinach
pomoci GLC za pouziti detektoru elektronového zachytu. 49)

Abdel-Hamid a Phillips popsali rychlou, citlivou a specifickou LC-MS/MS metodu
stanoveni karbamazepinu, pindololu a theofylinu v lidském séru. °® Metoda je vysoce
selektivni a nebyly pozorovany zadné interference biologickych slozek ani soucasné
podéavanych 1éCiv.

Lazova a lovcev publikovali metodu UV spektrofometrického stanoveni klopanidu a

pindololu v tabletach Viscaldix. >V

Dvacet tablet o riizné hmotnosti bylo rozdrceno a Cast
ekvivalentni 20mg klopamidu a 40mg pindololu byla rozpusténa v 60ml methanolu. Po 15
minutdch byla smés zfedéna na 100ml methanolem a zfiltrovana G-4 filtrem. 2ml tohoto
filtratu byly zfedény na 50ml methanolem. Dale byla zmétena absorbance tohoto roztoku a
standardniho roztoku obsahujici 8ug/ml klopamidu a 16 ug/ml pindololu, oboji pii 236 a
270nm. Vysledky byly shodné s vysledky ziskanymi pomoci HPLC.

Banerjee a Mashru publikovali kolorimetrické stanoveni pindololu v Iékovych
forméach. ° Rozdrcené tablety ekvivalentni 10 mg pindololu byly tiepany s 25ml 0,1M HCI
10 minut. Roztok byl zfiltrovan a zfedén na 50ml. K ¢asti tohoto roztoku byly pfidany 2 ml
vanillinu v koncentrované HCI (1% w/v) a doplnéno vodou na 10ml. Absorbance byla méfena
pii vlnové délce 520nm proti slepému vzorku. Kalibrac¢ni kiivka byla linedrni v rozsahu 0,2-
16 pg/ml.

Issa, Mahrous, Abdel-Salam a Soliman vypracovali spektrofotometrickou metodu
stanoveni nékterych kardiovaskularnich 1é¢iv véetné pindololu s vyuzitim 2,3-dichloro-5,6-
dikyano-p-benzochinonu. ¥ Kalibra¢ni graf byl linearni v rozsahu od 8 do 40 micro g/ml pro
pindolol.

Tawakkol, Mohamed a Aboul-Enein publikovali metodu stanoveni pindololu ve
farmaceutickych slou€eninach pomoci plynové chromatografie. 54

Takagishi, Ogura, Tomita, Ohkubo a Sakamoto popsali metodu stanoveni pindololu
V plazmé a moci pomoci HPLC metody. %)

Guerret publikoval metodu stanoveni pindololu v biologickych tekutinach pomoci
GLC s detekei elektronového zachytu. °®

Bangah, Jackman a Bobik popsali stanoveni pindololu v lidské plazmé¢ HPLC

metodou. °”
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Mahrous, Issa, Abdel-Salam a Soliman publikovali metodu spektrofotometrického
stanoveni nékolika kardiovaskuldrnich 1é¢iv pouzitim p-chloranilové kyseliny. %) Tablety
nebo vodné roztoky obsahujici soli chinidinu, prenylaminu, dipyridamolu, tolazolinu |,
hydralazinu a pindololu byly =zalkalizovany roztokem amoniaku a extrahovany do
chloroformu (4x20ml). Extrakt byl zfedén na 100ml chloroformem, ¢ast (od 0,4 do 2ml) byla
odpafena do sucha a zbytek byl rozpustén v acetonitrilu (2ml). Déle byla ptidana 0,2%
chloranilova kyselina v acetonitrilu (Iml) a smés byla zifedéna na 5ml acetonitrilem.
Absorbance byla métena pii 522 nm proti slepému vzorku. Kalibrac¢ni graf byl linearni pro

0,04 do 0,2 mg/ml pindololu.

2.3.1.4. OSTATNI METODY

Issa a Amin navrhli metodu konduktometrické titrace pindololu a propranololu
vyuzivajici jako cinidla reineckat amonny a tetrakyanonikelnatan draselny %) Optimalni
vysledky byly ziskdny pro pindolol v rozmezi 40-380 pg/ml. Vysledky se shodovaly

s vysledky, které byly ziskdny titracemi v bezvodém prosttedi.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. PouZité piistroje a zarizeni

1. Analytické vahy SARTORIUS 2004 MP

2. Analytické vahy SARTORIUS 4503 MPG

3. Pocitac platformy PC AT ( IBM kompatibilni) s konfiguraci Pentium 75 MHz,
24 MB RAM se standardnim vybavenim, Windows 98 CZ. Nainstalovany specialni
karty AT-MIO-16E10 a AT-23214 National Instruments Corporation, USA
Pistové ¢erpadlo CAVRO XL 3000 s objemem 2,5ml
Osmicestny selek¢ni ventil VICI VALCO
Misici civka o objemu 1,2 ml z teflonové (PTFE) hadicky

N o a &

Flurimetricky pratokovy detektor Schoeffel Instruments, model FS 970, USA

S chemiluminiscenénim modulem, vyrobeny v dilnach Faf UK

Spojovaci material — hadi¢ky z teflonu (PTFE) 0 vnitinim priméru 0,75 mm, Watrex,
Praha

8. Filtra¢ni nastavec Millex-LCR, Millipore Corporation, USA

Zatizeni a ptistroje ¢.3.-8. byly soucasti sestavy pritokového systému SIA, ktery byl

sestaven ha KACH FaF UK

3.2. Zkoumany lécivy pripravek
Utinna latka : Pindolol
APO-PINDOLOL 5mg/tbl
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3.3. PouZité chemikdlie
Polyfosfat sodny p.a., Sigma-Aldrich Praha

Kyselina sirova 96% p.a., Lachema Neratovice

Manganistan draselny p.a., Balex Pardubice- Rosice nad Labem
Methanol, Sigma- Aldrich

Pindolol Aldrich

Ethanol denaturovany methanolem, HOBE Pardubice

Ultracista voda pfipravena na zatizeni Millipore Milli-Q RG

3.3.1. Zasobni a pracovni roztoky
Pro ptipravu roztokd byla pouzita ultracistd voda pfipravovand na Katedie analytické
chemie syst¢émem Millipore Milli-Q RG. Zasobni roztoky byly uchovavany v chladu a

temnu.

3.3.1.1. Zasobni roztoky

Zasobni roztok pindololu o koncentraci 1ImM z navazky 0,0125g do 50ml 0,01M kyseliny
sirové.

U dale uvedenych vodneé-organickych roztokii se jedna o objemova procenta.

Zasobni roztok pindololu o koncentraci 1mM z navazky 0,0250g do 100ml 80% ethanolu.
Zasobni roztok pindololu o koncentraci 1mM z navazky 0,0126g do 50ml 80% methanolu.

Zasobni roztok hexametafosfdtu o koncentraci 50mM z navazky 6,4277g do 100ml vody.
Zasobni roztok hexametafosfdatu o koncentraci 200mM z navazky 24,7085g do 100ml vody.
Zasobni roztok kyseliny sirové 0 koncentraci 2M z kyseliny sirové 96% ziedénim 10,7ml na
100ml vody.

Zasobni roztok manganistanu draselného 0 koncentraci 10mM z navazky 0,3953g do 250ml

vody.

3.3.1.2. Pracovni roztoky

Pracovni roztoky hexametafosfatu o koncentracich 1 — 50 mmol/l byly ptipraveny
ziedénim zasobniho roztoku o koncentraci S0mM vodou. V nasledujici tabulce jsou uvedeny
vysledné koncentrace hexametafosfatu a objemy zasobniho roztoku pouzitého k ptiprave.

Tabulka 2: Redéni hexametafosfitu

c[mM] 1 |5]/10/15{20|25|30|35|40|50
Objem zasobniho roztoku[ml]|0,2(1(2 |3 |4 |56 |7 |8 |10
Objem odmérné banky[ml] 10
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Pracovni roztoky hexametafosfatu o koncentracich 50 — 100 mmol/l byly pfipraveny
ziedénim zésobniho roztoku o koncentraci 200mM vodou. V nésledujici tabulce jsou uvedeny
vysledné koncentrace hexametafosfatu a objemy zasobniho roztoku pouzitého k piiprave.

Tabulka 3: Redéni hexametafosfatu

c[mM] 50 |60| 70 ({80|90 |100
Objem zadsobniho roztoku[ml] |2,5| 3 {3,5| 4 |4,5| 5
Objem odmérné banky[ml] 10

Pracovni roztoky kyseliny sirové o koncentracich 0,1 — 2 mol/l byly pfipraveny
ziedénim zéasobniho roztoku o koncentraci 2M vodou. V nasledujici tabulce jsou uvedeny
vysledné koncentrace kyseliny sirové a objemy zasobniho roztoku pouzitého k pitipravé.

Tabulka 4: Redeéni kyseliny sirové

c[M] 0,1/0,2/0,4/0,6/08|1]|2
Objem zasobniho roztoku[ml] {05/ 1 | 2 | 3 | 4 |5]10
Objem odmérné banky[ml] 10

Pracovni roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,01mol/l byl pfipraven zfedénim roztoku

o koncentraci 1M vodou. 1ml 1M kyseliny sirové byl zfedén na 100ml vodou.

Pracovni roztoky manganistanu draselného byly piipraveny zifedénim zasobniho
roztoku o koncentraci 10mM vodou. V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledné koncentrace
manganistanu draselného a objemy zasobniho roztoku pouzitého k ptipravé.

Tabulka 5: Redéni manganistanu draselného

c[mM] 0,2/0,4/05/0,6/1|2(3]|4/5|/6|8|10
Objem zasobniho roztoku[ml]|0,2/0,4/0,5|0,6|1|2|3|4(5/6|8|10
Objem odmérné banky[ml] 10

Pracovni roztok 0,1 mM pindololu v prostiedi 0,0IM kyseliny sirové byl ptipraven
ziedénim 1 ml zasobniho roztoku o koncentraci ImM 0,01M kyselinou sirovou. 1ml ImM
zasobniho roztoku pindololu byl pieveden do 10ml odmérné banky a doplnén 0,01M
kyselinou sirovou.

Pracovni roztok 0,01mM pindololu v 80%methanolu byl pfipraven zfedénim zasobniho
roztoku pindololu o koncentraci ImM. 1ml tohoto zasobniho roztoku byl pteveden do 100 ml

odmérné banky a doplnén 80% methanolem.
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Pracovni roztok 0,001 mM pindololu v 80% methanolu byl pfipraven zfedénim 1 ml
0,01mM roztoku pindololu 80% methanolem. 1ml 0,0lmM roztoku byl pfeveden do 10ml
odmérné banky a doplnén 80% methanolem

Pracovni roztok 0,1 mM pindololu v 40%ethanolu byl pfipraven ziedénim 1 ml
zasobniho roztoku o koncentraci ImM 40% ethanolem. Iml 1mM zasobniho roztoku byl
pteveden do 10ml odmérné baiky a doplnén 40% ethanolem.

Pracovni roztok 0,001 mM pindololu v 40%ethanolu byl pfipraven zfedénim 1 ml
0,1mM roztoku pindololu 40% ethanolem. 1ml 0,1mM roztoku byl pteveden do 100ml

odmérné banky a doplnén 40% ethanolem
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3.4. Optimalizace metody

cv w7

slepého pokusu, tedy co nejlepsi podminky pro stanoveni pindololu sekvencéni injekéni

analyzou pomoci chemiluminiscencni detekce.

Odezva detektoru byla zaznamenana ve formé

pikt, které byly zobrazovany na

monitoru pocitace. Jejich vyska byla automaticky vyhodnocena pouzitym programem

FaFSIA. Intenzita chemiluminiscence v nA byla vypocitana z vysky pika jako:

lcL [nA] = (primérna vyska pikti / 1,25) x pouzity rozsah detektoru [nA].

Optimalizovany byly koncentrace a objemy c¢inidel, pratokovd rychlost a druh

rozpoustédla pro pindolol. Jako rozpoustédlo pro injektované roztoky pindololu byl pouzit

vodny roztok 0,01M kyseliny sirové a vodné roztoky methanolu a ethanolu o rizném obsahu

organické slozky.

3.4.1. Optimalizace jednotlivych parametrii

3.4.1.1. Struktura mériciho cyklu

1.

2
3
4.
5
6
7

nasati nosného proudu ( 500ul demineralizované vody)
nasati 30 ul zesilovace chemiluminiscence

nasati 30 pl vzorku

nasati 30 ul kyseliny sirové

nasati 20 pl manganistanu draselného

obraceni sméru toku a dopraveni zon do detektoru

. promyti systému nosnym proudem

Napéti na fotondsobi¢i: 450V pro stanoveni optimalnich objemt a koncentraci ¢inidel

a vzorku

pro stanoveni 1é¢ivych pripravki

400V pfi proméefovani kalibracni kiivky s vyS§imi

koncentracemi pindololu

35



3.4.1.2. Koncentrace ¢inidel

Byly hleddny optimalni koncentrace hexametafosfatu, kyseliny sirové a manganistanu

draselného pro stanoveni pindololu rozpusténého v 0,01M kyseliné sirové, v 80% methanolu

nebo v 40% ethanolu. Rozsah koncentraci jednotlivych ¢inidel je uveden v tabulkach.

Tabulka 6: Stanoveni pindololu v prostiedi 0,01 M kyseliné sirové

¢inidlo Rozsah testovanych koncentraci
Hexametafosfat 1-100mM

Kyselina sirova 0,1-2M
Manganistan draselny 1-10mM

Tabulka 7: Stanoveni pindololu v prostredi 80% metha

nolu

¢inidlo Rozsah testovanych koncentraci
Hexametafostat 1-100mM

Kyselina sirova 0,1-2M
Manganistan draselny 0-6mM

Tabulka 8: Stanoveni pindololu v prostiedi 40% ethanolu

¢inidlo Rozsah testovanych koncentraci
Hexametafosfat 0-90mM
Kyselina sirova 0,01-2M
Manganistan draselny 0-6mM

3.4.1.3. Objemy cinidel

Metoda simplex

Optimalni objemy c¢inidel pro stanoveni pindololu v 80% methanolu byly urovany

pomoci automatické metody simplex. o

0)

Rozsah testovanych objemu [ul] byl v nasledujicich intervalech:

Hexametafosfat

Kyselina sirova

<I.....50>

<I.....100>

Manganistan draselny<l1.....100>

3.4.1.4. Pritokova rychlost

Optimalni hodnota prutokové rychlosti byla stanovovana v intervalu 10-150pl/s

metodou simplex.
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3.5. Stanoveni pindololu v prostiedi 80% methanolu

3.5.1. Priprava kalibracénich roztoki
Roztoky pindololu ke stanoveni kalibracni zavislosti byly proméfovany v koncentracich
0-0,1mM. Roztoky 0-0,1mM byly pfipraveny z 0,1mM roztoku pindololu v 80% methanolu

nafedénim 80% methanolem. Roztoky 0-0,01mM byly pfipraveny fedénim roztoku pindololu

0,01 mM v 80% methanolu.

Tabulka 9: Priprava kalibracnich roztokii pindololu 0,01-0,1mM

c[mM] 0,01/0,02|0,03|0,04|0,05|0,06|0,07|0,08{0,09|0,1
Objem zasobniho roztoku [ml] | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Objem odmérné banky [ml] 10

Tabulka 10: Priprava kalibracnich roztokii pindololu 0,001 - 0,01mM

c[mM] 0,001 {0,002 | 0,003 | 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0,007 | 0,008 | 0,009 | 0,01
Objem zasobniho roztoku[ml] | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Objem odmérné baiky [ml] 10

3.5.2. Opakovatelnost metody

Jako mira opakovatelnosti metody byla pouzila smérodatnou odchylku, ktera byla
vypocditana z deseti po sob&é nasledujicich naméfenych hodnot intenzity chemiluminiscence
(ve tfech sériich) pii davkovani roztoku pindololu o koncentraci, lezici v linearni oblasti
kalibra¢ni kfivky. Stanoveni bylo provadéno s optimalizovanymi koncentracemi a objemy
¢inidel.

Vzorce pro vypocet smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky:

n 5. 100
s=\/1—z (% - X) s [%] = ———
N i=1

Xj- X ....absolutni odchylka jednotlivych vysledkii od aritmetického priméru

Seiiii smérodatna odchylka
N............ pocet méteni
S eieeiennn relativni smérodatnd odchylka
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3.5.3. Stanoveni obsahu pindololu v lécivych pripravcich (HVLP)

Pindolol byl stanovovéan v tabletach.

Mg¢fteni byly provadéno metodou vnéjsiho standardu. Nejdiive byla zméfena intenzita
chemiluminiscence u standardu a poté intenzita chemiluminiscence patfi¢né ziedéného
extraktu z tablet.

Vzorek byl upravovan tak, aby koncentrace ucinné latky v méfeném roztoku byla
priblizné stejna jako koncentrace standardu (0,004mM), ktera lezi ptiblizné uprostied linearni

¢asti kalibracni ktivky. U ptipravku bylo provedeno pét paralelnich stanoveni.

Pindolol 5mg/tbl.
Uginna latka : Pindolol

Uprava vzorku : Byla uréena primérna hmotnost tablety z deseti tablet. Tablety byly

rozdrceny ve tience a bylo navazeno mnozstvi odpovidajici primérné hmotnosti tablety.
To bylo pievedeno do 100ml odmérné banky, doplnéno 80% methanolem a vzorek byl
ponechdn 45minut na ultrazvukové lazni. Ziskany roztok byl prefiltrovan a 1ml filtratu
byl zfedén v 10ml odmérné banice 80% methanolem. Z tohoto roztoku byly odebrany 2ml
do 10ml odmérné baiiky a objem doplnén 80% methanolem. Stanoveni bylo provedeno s

péti riznymi navdzkami vzorku.

3.5.4. Ovéieni spravnosti stanoveni pindololu v lécivych piipravcich

srovndavaci metodou

Jako srovnavaci metoda k ovéteni spravnosti vysledki SIA-CL stanoveni pindololu byla
pouzita HPLC. Mira shody vysledki ziskanych SIA metodou a srovndvaci HPLC metodou
byla vyhodnocena statisticky Studentovym t-testem. o)
Hodnota kritéria Studentova testu t byla pocitana podle vzorce, platného pro stejny pocet

stanoveni metodou A i B (na =ng) :
t = | XA - XB ‘ /{(SA2 + SBZ)/(nA— 1)}1/2
kde Xa je aritmeticky pramér vysledkt ziskanych metodou A, xg je aritmeticky primér

vysledki ziskanych metodou B, sa je smérodatna odchylka priméru xa a Sg je smérodatna

odchylka priméru xg
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3.5.5. Stanoveni obsahové stejnomérnosti pindololu v tabletdach

U tablet byla dale ur¢ovana obsahova stejnomérnost.

Zkouska na obsahovou stejnomérnost je zalozena na stanoveni jednotlivych obsahi
l1écivé latky v predepsaném poctu jednotek zkouSeného lé¢ivého piipravku a urceni, zda
jednotlivé obsahy jsou v povolenych mezich vzhledem k primérmé hodnoté obsahu.”

Zkouska byla provadéna u deseti namatkoveé vybranych tablet 1é¢ivého piipravku.

Ptipravek vyhovuje zkousce, jestlize nejvyse jeden jednotlivy obsah ucinné latky je
mimo rozmezi 85% az 115% pramérného obsahu a zaddny neni mimo rozmezi 75% az 125%

primérného obsahu Uc¢inné latky. L

3.5.6. Uvoliiovani pindololu 7 tablet v zavislosti na case

U zkoumaného 1é¢ivého ptipravku byla sledovana rychlost uvoliiovani 1écivé latky
z tablet pfi rozpousténi na ultrazvukové lazni. Tableta pindololu byla vlozena do 50ml
odmérné banky s 80% methanolem a baika byla umisténa do ultrazvukové lazné. Z této
banky byly odebirany 0,5ml vzorky v riznych ¢asovych intervalech do 25ml odmérné baiky

a po doplnéni na 25 ml 80% methanolem byla zméfena hodnota intenzity chemiluminiscence.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
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4.1. Optimalizace metody

Cilem bylo najit optimdlni podminky metody pro stanoveni pindololu sekvenéni

injek¢ni analyzou s chemiluminiscenéni detekei.

4.1.1. Urceni zakladnich parametri
Zakladni parametry (aspirované objemy a prutokova rychlost) byly zpocatku nastaveny

pouze orientacné. Optimalni hodnoty téchto parametri byly pozdé€ji zjisStovany pomoci
metody simplex.

Napéti na fotonasobici:450V

Pratokova rychlost: 100 pl/s
Aspirované objemy: 30 pl hexametafosfatu
30 ul roztoku pindololu
30 pl kyseliny sirové

20 pl manganistanu draselného

4.1.2. Vysledky optimalizace

4.1.2.1. Struktura mériciho cyklu

V nasledujici tabulce je uvedena navrzena struktura meéticiho cyklu.

Tabulka 11: NavrzZend struktura meériciho cyklu

Syringe pump | valve position IN

Syringe pump | set flow rate [ul/s] |100

Syringe pump | aspirate [pl] 500

Syringe pump | valve position OUT

multi-port valve | set valve position |1 |hexametafosfat
Syringe pump | aspirate [ul] 30

multi-port valve | set valve position |2 |pindolol
Syringe pump | aspirate [ul] 30

multi-port valve | set valve position |3 | Kyselina sirova

Syringe pump

aspirate [ul]

30

multi-port valve

set valve position

4

manganistan draselny

Syringe pump | aspirate [ul] 20
multi-port valve | set valve position |9 |detektor
Syringe pump | set flow rate [ul/s] |100

Syringe pump

empty syringe
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4.1.2.2. Optimalizace koncentrace ¢inidel

4.1.2.2.1. Pindolol v prostiedi kyseliny sirové

Pindolol v prostiedi 0,01M kyseliny sirové

1. Manganistan draselny
Rozsah testovanych koncentraci 1 —10 mM

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 50mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,1mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,6M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 1-10mM

Tabulka 12: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu draselného

cmM]| 1 2 3 4 5 6 8 10

1. 10,261/0,363/0,395/0,393|0,391|0,383|0,368 | 0,341

2. 10,243/0,380/0,386|0,400/0,397| 0,38 |0,384|0,378

3. 10,257]0,364|0,399 0,406 |0,394/0,3690,379|0,373

¢ 0,254|0,369|0,393|0,4000,394|0,377|0,377|0,364

I[nA] |203,2|295,2|314,7| 320 |315,2/301,6|301,6|291,2

Obr. 5: Vliiv koncentrace manganistanu draselného na intenzitu chemiluminiscence

350
300 -
250
200 -
150
100 +
50

0 ‘ ‘ ! ! ! ‘

0 2 4 6 8 10 12

¢ (manganistanu draselného) [mM]

Intenzita CL [nA]

Optimalni koncentrace manganistanu draselného je 4mM. Pii této koncentraci je

intenzita CL nejvyssi (obr.5).
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2. Kyselina sirova
Rozsah testovanych koncentraci 0,1-2,0M

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 pl o koncentraci 100mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,1mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,1 -2M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 4mM

Tabulka 13: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci kyseliny sirové

cfM | 01|02 |04 |06 |08]10] 20

1. 10,473]0,531|0,531|0,488|0,437|0,415|0,309

2. |0,477/0,529|0,534]0,476|0,454]0,413 0,299

3. 10,491/0,533]0,523/0,485|0,448|0,4230,289

) 0,48 [0,531(0,529|0,483/0,446|0,417|0,299

I [nA]| 384 |424,8|423,2|386,4|356,8|333,6|239,2

Obr. 6: Vliv koncentrace kyseliny sirové na intenzitu chemiluminiscence

500 -
T 400 -
-
o 300 -
©
= 200 -
S
E 100 -
0 I I I I I
0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
¢ (kyseliny sirové) [mol/l]

Nejvyssi intenzita chemiluminiscence je pifi koncentraci kyseliny sirové 0,2M. Pii
vySSich koncentracich kyseliny hodnoty intenzity CL pomalu klesaji (obr.6). Za optimalni

byla proto zvolena 0,2M kyselina sirova.
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3. Hexametafosfat

Rozsah testovanych koncentraci 1 —100 mM

Podminky pro méfeni:napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5 uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 1-100mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,1mM
kyselina sirova 30 pl o koncentraci 0,2M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 4mM

Tabulka 14: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci hexametafosfatu

c[mM]| 1 5 10 15 20 | 25 30 35 | 40 | 50

1. |0,145/0,312|0,443|0,543]0,605|0,683| 0,76 {0,809 |0,865|0,914

2. 10,136/0,324|0,425|0,545|0,6370,696|0,783]0,804 | 0,854 | 0,922

3. 10,134|0,325)/0,434|0,539|0,633/0,688|0,777|0,816 | 0,855|0,919

¢ (0,138| 0,32 0,434|0,542|0,625|0,689|0,773| 0,81 | 0,858 |0,918

I[NA] | 55,2 | 128 |173,6|216,8| 250 |275,6]309,2| 324 |343,2|367,2

c[mM] | 60 70 80 90 | 100

1. 10,989(1,026/1,055| 1,08 | 1,097

2. 10,986|1,022|1,053|1,067|1,092

3. 10,983]1,069[1,068|1,074|1,103

¢ 0,986|1,039|1,059|1,074|1,097

I[nA] | 394,4415,6[423,6 4295|4388

Obr. 7: Vliv koncentrace hexametafosfdtu na intenzitu chemiluminiscence
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Hexametafosfat byl pouZit jako zesilova¢ chemiluminiscence. Intenzita CL s rostouci

koncentraci hexametafosfatu stoupa. Jako optimalni byla vybrana koncentrace 80mM. Pti
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vyssich koncentracich hexametafosfatu stoupa intenzita CL jen malo a zbyte¢né nartsta

spotieba Cinidla.

Optimalni koncentrace ¢inidel pro stanoveni pindololu v prostfedi 0,01M kyseliny

siroveé
Hexametafosfat : 80mM
Kyselina sirova : 0,2M
Manganistan draselny : 4mM
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4.1.2.2.2. Pindolol v prostiedi methanolu

Pindolol v prostiedi methanolu

Vzorek pindololu byl pii méfeni v methanolu desetkrat zfedén oproti métfeni ve vodném
prostiedi.

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 50mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,01mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,6M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 4mM

Tabulka 15: Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu methanolu jako rozpoustédla

0,01M 20%methanol | 40%methanol | 60%methanol | 80%methanol | 100%methanol
kys.sirova
1. 0,26 0,306 0,407 0,558 0,665 0,677
2. 0,253 0,306 0,409 0,564 0,666 0,701
3. 0,253 0,3 0,417 0,546 0,668 0,694
) 0,255 0,304 0,411 0,556 0,666 0,691
I[nA] 102 121,6 164,4 2224 266,4 276,4

Obr. 8: Viiv obsahu rozpoustedla(methanolu) na intenzitu chemiluminiscence
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Intenzita chemiluminiscence je podstatné vyssi, pouzijeme-li jako rozpoustédlo
methanol. Intenzita CL stoupa se vzristajicim obsahem methanolu. Jako optimalni byl zvolen

80% methanol. Intenzita CL slepého pokusu byla nulova.
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Pindolol v prostiedi 80% methanolu

1. Kyselina sirova
Rozsah testovanych koncentraci 0,1- 2 M

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 50mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,01mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,1 -2 M

manganistan draselny 20 ul o koncentraci 4mM

Tabulka 16: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci kyseliny sirove

cf’M]| 01 02| 04|06 | 08 1 2

1. 10,26 |0,366|0,392|0,312|0,287|0,269|0,191

2. 10,259|0,372/0,362| 0,33 |0,299|0,262 | 0,203

3. 10,253/0,369/0,368|0,305|0,263|0,274|0,181

¢ ]0,257]0,369|0,374/0,316|0,283|0,268 | 0,192

I [nA]|205,6|295,2]299,2|252,8|226,4|214,4|153,6

Obr. 9: Vliv koncentrace kyseliny sirové na intenzitu chemiluminiscence
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Optimalni koncentrace kyseliny sirové je 0,4M. Pfi vysSich koncentracich kyseliny

sirové intenzita CL klesa.
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2. Hexametafostat

Rozsah testovanych koncentraci 1 —100 mM

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V

rozsah detektoru 1pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 1-100mM
pindolol 30 pl o koncentraci 0,01mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,4 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 1mM

Tabulka 17: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci hexametafosfatu

cfmM]| 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1. 0,09 10,196 {0,297 | 0,399 | 0,464 | 0,462 | 0,491 | 0,517 | 0,51 | 0,524 | 0,516
2. 10,085|0,198 | 0,301 | 0,391 | 0,426 | 0,475 | 0,489 | 0,509 | 0,521 | 0,516 | 0,503
3. [0,081,0,197]0,304| 0,39 | 0,459 | 0,482 | 0,489 | 0,518 | 0,549 | 0,513 | 0,502
) 0,085 0,197 | 0,301 | 0,393 | 0,45 | 0,473 | 0,49 | 0,515 | 0,527 | 0,518 | 0,507

I[nA] | 68 |157,6|240,8 |314,4| 360 |378,4| 392 | 412 [421,6 | 414,4|405,6

Obr.10: Vliv koncentrace hexametafosfatu na intenzitu chemiluminiscence
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Intenzita CL stoupd se vzrustajici koncentraci hexametafosfatu ke koncentraci 80mM.

Poté¢ intenzita CL mirné klesa. Jako optimalni byl proto zvolen 80mM hexametafosfat.
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3. Manganistan draselny
Rozsah testovanych koncentraci 0 — 6 mM

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1 pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 80mM
pindolol 30 pl o koncentraci 0,01mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,4 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 0 — 8mM

Tabulka 18: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu draselného

c[mM]J0] 02 |04 06 1 | 2 | 4 | 6

1. 010,524 0,622|0,617|0,568|0,398|0,241 0,139

2. 0,523 /0,623|0,593/0,551|0,403| 0,23 | 0,139

3. 0,522 10,605|0,619|0,552|0,408 | 0,235 0,144

) 00,523 0,617 | 0,61 0,557 |0,403|0,235|0,141

I[NA] | 0]418,4]493,6| 488 |445,6|322,4| 188 |112,8

Obr. 11: Vliv koncentrace manganistanu draselného na intenzitu chemiluminiscence
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Nejvyssi hodnoty intenzity chemiluminiscence jsou dosazeny pifi koncentraci

manganistanu draselné¢ho 0,4 mM.

Optimalni koncentrace ¢inidel pro stanoveni pindololu v prostredi 80% methanolu

Hexametafosfat : 80mM
Kyselina sirova : 0,4M
Manganistan draselny : 0,4mM
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4.1.2.2.3. Pindolol v prosti‘edi ethanolu

Pindolol v prostiedi ethanolu

Roztok pindololu byl pro méfeni v prosttedi ethanolu destkrat zfedén oproti méieni
Vv prostfedi methanolu.

Podminky pro méfeni:napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 100mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 pl o koncentraci 0,2M

manganistan draselny 20 ul o koncentraci 4mM

Tabulka 19: Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu ethanolu jako rozpoustédla

20%ethanol | 40%ethanol | 60%ethanol | 80%ethanol | 96%ethanol

1. 0,461 0,671 0,8338 0,961 1,174

2. 0,451 0,654 0,834 0,966 1,214

3. 0,472 0,677 0,834 0,962 1,203

) 0,461 0,667 0,835 0,963 1,197
slepy pokus 0,076 0,14 0,162 0,209 0,242
Rozdil 0,385 0,527 0,673 0,754 0,955
I[nA] 154 210,8 269,2 301,6 382

Obr.12: Vliv obsahu rozpoustédla(ethanolu) na intenzitu chemiluminiscence

450 -
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100 |
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Intenzita CL [nA

Ethanol jako rozpoustédlo zvysoval intenzitu CL pindololu jesté vice nez methanol.
Vzorek standardu byl proto 10x zfedén oproti méteni v prostiedi methanolu. Jak vyplyva
Z obr. 12, se zvySovanim obsahu ethanolu intenzita CL stoupa. Stoupa vSak 1 intenzita CL

slepého pokusu. Za optimalni byl proto vybran 40% ethanol.
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Pindolol v prostiedi 40% ethanolu

1. Kyselina sirova
Rozsah testovanych koncentraci 0,01-2 M

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 60mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,01 -2 M

manganistan draselny 20 ul o koncentraci 4mM

Tabulka 20: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci kyseliny sirove

C[M] 0010102 )]04 )] 06 | 08 1 2

1. 0,177/0,643/0,922|0,883|0,816| 0,75 {0,676|0,439
2. 0,197|0,654/0,932/0,902|0,835/0,779]0,682|0,418
3. 0,1890,623|0,9270,905|0,799|0,755| 0,668 | 0,414

) 0,188| 0,64 |0,927|0,897|0,817|0,761|0,675|0,424

slepy pokus [0,074 (0,153 |0,199/0,184| 0,17 |0,173]0,141|0,124

Rozdil ]0,1140,487|0,728|0,713/0,647]0,588|0,534| 0,3

| [nA] 45,6 [194,8]291,2|285,2|258,8|235,2|213,6| 120

Obr. 13: Vliv koncentrace kyseliny sirové na intenzitu chemiluminiscence
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Intenzita chemiluminiscence pfi zvySeni koncentrace kys. sirové klesa. Za optimalni

koncentraci lze povazovat 0,2M H,SO;.
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2. Hexametafostat
Rozsah testovanych koncentraci 0 — 90 mM

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5 uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 0-100mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,2 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 4 mM

Tabulka 21: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci hexametafosfatu

C[mM] 0| 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1. 0 /0,607/0,821)0,877/0,919]0,885|0,875|0,864|0,875|0,856

2. 0,611|0,817/0,866 0,925|0,901/0,905| 0,89 |0,877|0,874

3. 0,633/0,798| 0,87 10,921|0,914]0,909|0,8890,888 | 0,863

o 0,617(0,812|0,871/0,922| 0,9 |0,896|0,881| 0,88 | 0,864
slepy pokus 0,144|0,167| 0,17 |0,189/0,184|0,189|0,193|0,201| 0,2
Rozdil 0,477|0,645/0,701]0,733|0,716 /0,707 0,688 | 0,679 | 0,664
I[nA] 0 |190,8| 258 |280,4|293,2|286,4|282,8|275,2|271,6|265,6

Obr. 14: Vliv koncentrace hexametafosfatu na intenzitu chemiluminiscence
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Intenzita CL [nA]

Intenzita chemiluminiscence stoupa se zvysujici se koncentraci hexametafosfatu az ke

koncentraci 40mM, poté pozvolna klesa. Jako optimalni byl zvolen 40mM hexametafosfat.

52



3. Manganistan draselny
Rozsah testovanych koncentraci 0 — 6 mM

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1 pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 40mM
pindolol 30 ul o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,2 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 0 — 6mM

Tabulka 22: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu draselného

c J0]o2]04[05]06] 1 [ 2] 416
1. [0|0,542]0,641]0,664|0,642(0,601]0,472(0,385(0,323

2. 0,568 | 0,65 | 0,67 |0,661| 0,62 |0,501(0,3810,328

3. 0,5790,631|0,656 |0,651|0,606| 0,54 [0,392]0,329

0 0,563 0,641 0,663 | 0,651 | 0,609 0,492 0,386 | 0,327
Slell)g]PAfijS 0/ 23,7 33 [389 39,7 | 434|512 558|578
IINA]_|0]426,7479,8|491,5|481,1|443,8|342,4] 253 |203,8

Obr.15: Vliv koncentrace manganistanu draselného na intenzitu chemiluminiscence
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Intenzita CL [nA]

Nejvyssi hodnoty intenzity chemiluminiscence byly pifi koncentraci manganistanu

draselného 0,5mM (obr.15). Déle byla pouZzivéana tato koncentrace.
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Optimalni koncentrace ¢inidel pro stanoveni pindololu v 40% ethanolu

Hexametafosfat : 40mM
Kyselina sirova: 02M
Manganistan draselny : 0,5mM
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4.1.2.2.4. Pindolol v riznych prostiedi

Byla zméfena intenzita chemiluminiscence v prostfedi kyseliny sirové, methanolu a
ethanolu a byly zjistény optimalni koncentrace jednotlivych c¢inidel (kyseliny sirové,
manganistanu draselného a hexametafosfatu). Za téchto optimalnich podminek pro jednotliva
prosttedi byla zméfena a porovndna intenzita chemiluminiscence pii nastiiku roztoku

pindololu o koncentraci 0,001 M.

Pindolol v 80% methanolu

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,1 uA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 pl o koncentraci 80mM
pindolol 30 wl o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,4 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 0,4mM
Tabulka 23: Intenzita chemiluminiscence v prostredi methanolu za optimadlnich podminek

80% methanol
1. 0,553
2. 0,563
3. 0,55
0 0,555
Slepy pokus 0
I[nA]
I[nA] 44 4

Pindolol v 40% ethanolu

Podminky pro méteni: napéti na fotondsobici 450V
rozsah detektoru 1pA
prutokova rychlost 100 pl/s

hexametafosfat 30 ul o koncentraci 40mM
pindolol 30 wl o koncentraci 0,001mM
kyselina sirova 30 ul o koncentraci 0,2 M

manganistan draselny 20 pl o koncentraci 0,5mM
Tabulka 24: Intenzita chemiluminiscence v prostiedi ethanolu za optimdlnich podminek

40% ethanol

1. 0,574

2. 0,582

3. 0,61

0 0,589

Slepy pokus 48,4

I[nA]
I[nA] 422,8
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Pindolol v 0,01M kyseliné sirové

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru
pratokova rychlost
hexametafosfat
pindolol

kyselina sirova

Tabulka 25:
podminek
0,01M kys.sirova
1. 0,262
2. 0,268
3. 0,273
) 0,268
Slepy pokus 0
I[nA]
I[nA] 10,72

Obr.16: Zavislost intenzity chemiluminiscence na druhu pouzitého rozpoustédla

0,05 pA
100 pl/s

30 ul o koncentraci 80mM
30 ul o koncentraci 0,001mM
30 ul o koncentraci 0,2 M
manganistan draselny 20 pl o koncentraci 4mM
Intenzita chemiluminiscence Vv prostiedi kyseliny sirové za optimalnich

450 -
400 -
350 ~
300 +
250 ~
200 ~
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100 -
50 -

0 -
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1
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2
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422,8

3
40%ethanol

Jak vyplyva zudaji na obr. 16, nejvyssi intenzity chemiluminiscence pindololu je
dosazeno pii pouziti 40% ethanolu jako rozpoustédla (zhruba ctyficetkrat vyS$i nez ve
vodném prostiedi a desetkrat vyssi nez v 80% methanolu). V tomto prostfedi jiz zfejmé
vykazuji CL 1 latky zastoupené ve velmi malém mnoZstvi (napf. stopové nelistoty v
¢inidlech) a slepy vzorek neni zanedbatelny, coz komplikuje vlastni SIA méteni. Proto byl

jako optimalni prostiedi vybran 80% methanol, kde je hodnota intenzity CL slepého pokusu

nulova.
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4.1.2.3. Optimalizace objemu a priitokové rychlosti pro stanoveni pindololu v

80%methanolu

Metoda SIMPLEX

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5pA
hexametafosfat 80mM

pindolol v 80% methanolu 0,01mM 45yl
kyselina sirova 04 M

manganistan draselny 0,4mM

Optimalizované parametry : P 1: <1......50> hexametafosfat
P 2:<1.....100> kyselina sirova
P 3: <1.....100> manganistan draselny

P 4:<10...150> pritokova rychlost

Vychozi objemy 30,30,20,100
Tabulka 26: Optimalizace objemii metodou SIMPLEX

Hexametafosfat[ul]HoSO4[ul] [KMnO,4[ul] [Pritokova rychlost [pl/s]| I[NA]
1. 30 33 22 102 312
2. 20 33 22 102 298,8
3. 25 24 22 102 288
4, 25 30 14 102 318,4
5. 25 30 20 94 315,6
6. 26 38 16 97 338
1. 27 45 12 95 330
8. 33 40 10 93 317,2
9. 25 46 4 90 227,6
10. 29 36 17 99 341,6
11. 31 47 10 101 326,4
12. 24 41 18 104 334
13. 30 51 17 98 326,4
14. 29 46 16 99 330
15. 24 32 23 99 308
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Nejvyssi intenzita chemiluminiscence byla zjiSténa pii téchto objemech : 29yl
hexametafosfatu, 36 ul kyseliny sirové, 17 ul manganistanu draselného a prutokové rychlosti
99 ul/s.

Déle byly metodou SIMPLEX optimalizovany objemy pro koncentrované roztoky
¢inidel ( 2M kyselina sirova, SmM manganistan draselny). Rozsah detektoru byl snizen,

protoze zpocatku byla odezva detektoru nizka.

Podminky pro méfeni:napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,2uA
hexametafosfat 80mM

pindolol v 80% methanolu  0,01mM 45yl
kyselina sirova 2 M
manganistan draselny SmM

Vychozi objemy 30,30,20,100

Tabulka 27: Optimalizace objemii metodou SIMPLEX

Hexametafosfat[ul]H2SO4[ul] [KMnO4[ul] [Pritokova rychlost [pl/s]| I[NA]
1. 35 33 22 92 72,2
2. 25 33 22 92 53,8
3. 30 24 22 92 54,6
4, 30 30 14 92 105,4
5. 30 30 20 84 63,5
6. 37 28 11 90 154,2
7. 43 26 6 89 223,4

Intenzita chemiluminiscence pfi sedmém simplexu se zvysila natolik , Ze musel byt
zvysen mefici rozsah detektoru na 1 pA . Jako vychozi objemy pro dalsi sérii optimaliza¢nich

pokust byly pouzity objemy ze 7. simplexu s nejvyssi intenzitou chemiluminiscence.

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1pA
hexametafosfat 80mM

pindolol v 80% methanolu  0,01mM  45ul
kyselina sirova 2 M

manganistan draselny smM
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Vychozi objemy 43,26,6,89

Tabulka 28: Optimalizace objemii metodou SIMPLEX

Hexametafosfat[ ul]|H2SO4[ul] [KMnOg4[ul] [Prittokovéa rychlost [ul/s]| I[NA]
1. 46 28 7 90 240
2. 40 28 7 90 229,6
3. 43 22 7 90 210,4
4. 43 26 2 90 459,2
5. 43 26 6 85 246,4
6. 43 24 1 91 532
7. 43 29 1 89 584,8
8. 43 28 1 89 590,4

Pti pouziti metody simplex byly nejvyssi hodnoty intenzity chemiluminiscence

nameéfeny pii téchto objemech:

Hexametafosfat

Kyselina sirova

Manganistan draselny

Prutokova rychlost

43l 80 mM

28l 2M

lul 5mM

89 ul/s
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4.2. Kalibraéni zavislosti

4.2.1. Méieni kalibracni zavislosti

Rozsah testovanych koncentraci pindololu : 0 — 0,1 mM
Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 400V nebo 450V
rozsah detektoru
prutokova rychlost
hexametafosfat
pindolol v 80%methanolu
kyselina sirova
manganistan draselny

pindolol 0 -0, ImM

Pii méteni kalibracni zavislosti s vy$si koncentraci pindololu (0-0,1 mM) bylo nutné snizit

napéti na fotonasobi¢i na 400V.

napéti na fotonasobici: 400V
rozsah detektoru: 1pA

1A
89 ul/s

43 ul o koncentraci 80mM

30 ul o koncentraci 0,01-0,1mM
28 ul o koncentraci 2 M

1 ul o koncentraci 5mM

Tabulka 29 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci pindololu

c[mM]|0| 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,08 | 0,09 | 0,1
1. 0,20410,394|0,555|0,626| 0,65 | 0,65 |0,625)|0,577| 0,55 | 0,52
2. 0,198/0,394|0,555/0,649| 0,66 |0,655]0,636|0,598| 0,55 | 0,519
3. 0,205|0,396 (0,549 | 0,66 | 0,669 (0,668 |0,642|0,589 (0,549 | 0,52
4. 0,178(0,394 0,556 0,648 0,682 | 0,67 |0,637|0,585|0,548|0,519
¢ 10/0,196|0,395|0,554|0,646|0,666 |0,661|0,635|0,587|0,549|0,517

I[Na] |0]156,8| 316 |443,2|516,8|532,8|528,8| 508 |469,6|439,2|413,6

Obr. 17: Kalibracni zavislost pindololu v rozsahu koncentraci 0-0,1mM
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Grafem kalibraéni kiivky v rozsahu 0-0,1mM (obr.17) je parabola.
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Pindolol 0-0,01mM
nap¢ti na fotonasobici: 450V

rozsah detektoru: 1pA

Tabulka 30 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci pindololu

¢c[mM]]0/0,0010,002|0,003|0,004|0,005|0,006 |0,007|0,008|0,009| 0,01

1. 0,099| 0,18 |0,258/0,315/0,400|0,469|0,575| 0,606 | 0,738 | 0,802
2. 0,097| 0,17 |0,239/0,312/0,401| 0,48 |0,548|0,618|0,678| 0,81
3. 0,096 0,167 (0,248 | 0,33 | 0,377 (0,467 |0,566 | 0,623 {0,709 | 0,756
4. 0,098|0,177|0,258|0,311|0,375(0,474|0,557 0,615 0,704 | 0,788

¢ 10/0,098/0,174|0,251|0,317|0,388|0,473|0,562|0,616|0,707 | 0,789
I [nA] [O] 78 ]139,2]200,8|253,6|310,4|378,4|449,6|492,8|565,6 |631,2

Obr. 18: Kalibracni zavislost pindololu v rozsahu koncentraci 0-0,01mM
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Byla proméfena kalibra¢ni zavislost y = kx + q (kde y je intenzita CL v nA a X je
koncentrace pindololu v mmol/l) v rozmezi koncentraci pindololu 0-0,1mM (obr.17). Grafem
kalibracni kfivky v celém tomto rozmezi je parabola. Poté¢ byl proméfen uz$i rozsah
koncentraci 0-0,0lmM (obr.18). V tomto rozsahu koncentraci je zavislost intenzity
chemiluminiscence na koncentraci pindololu linearni . Parametry regresni kiivky v tomto
intervalu jsou nasledujici:

Rovnice : y = 63085x
Korelaéni koeficient: r = 0,9991
Interval 0,001-0,01mM pindolol byl pouzit pro stanoveni této ucinné latky v 1é¢ivych

pfipravcich.
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4.2.2. Opakovatelnost metody

Podminky pro méfeni:napéti na fotonasobic¢i 450V
rozsah detektoru 1uA
prutokova rychlost 89 ul/s

hexametafosfat 43 ul o koncentraci 80mM
standard 30 ul 0,008mM pindololu v 80%methanolu
kyselina sirova 28 ul o koncentraci 2 M

manganistan draselny 1 ul o koncentraci 5mM

Tabulka31: Hodnoty intenzity CL pro tri série o deseti méreni

1. [2. [3 T[4 [5 [6. [7. [8 J9. 10 o [IIPAI] s [s[%]

0,673|0,677]0,670|0,684|0,675]0,647|0,658|0,680|0,671|0,683|0,672|537,6 |0,01091 |1,62

0,688|0,681|0,651|0,659|0,645|0,672]0,678|0,680|0,667 | 0,645 | 0,667 | 533,6 |0,01496 | 2,24

0,673]0,669|0,651|0,653|0,659|0,636 | 0,661 | 0,659 | 0,666 | 0,672 | 0,660 | 528,0 | 0,01067 | 1,62

Primérna smérodatna odchylka je 1,83%, vysledky jsou tedy dostate¢né piesné a

metoda je dobie opakovatelna.
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4.3. Stanoveni obsahu pindololu v tabletach

Pindolol v prostiedi 80% methanolu

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 0,5uA
prutokova rychlost 89 pl/s

hexametafosfat 43 ul o koncentraci 80mM
pindolol 30 ul v 80%methanolu
kyselina sirova 28 ul o koncentraci 2 M

manganistan draselny 1 pl o koncentraci 5mM

APO - PINDOLOL tablety 5mg/tableta

Pripravek fedén 5000 krat
Primérna hmotnost tablety : 0,08 g
Standard 0,004mM pindolol tj. 0,00097mg/ml pindololu

Tabulka32: Stanoveni obsahu PINDOLOLU v tabletdch v peti vzorcich (A-E)

standard| A B C D E

1. 0,61 0,61 0,6 | 0,608 | 0,611 | 0,589

2. 0,617 | 0,59 | 0,571 | 0,604 | 0,611 | 0,58

3. 0,615 | 0,588 | 0,569 | 0,602 | 0,612 | 0,594

4, 0,613 | 0,588 | 0,562 | 0,59 | 0,592 | 0,581

b 0,614 | 0,594 | 0,576 | 0,601 | 0,609 | 0,586
I[nA] 2456 | 237,6 | 230,4 | 240,4 | 243,6 | 234,4
navazka [g] 0,0798(0,0797 |0,0797 | 0,0799 | 0,0801
c[mg/tbl] 471 | 457 | 477 | 466 | 4,62

¢ (A—E) = 4,67 mg/tbl
s =0,069455 (n = 5)
sy = 1,49%

Primérny obsah pindololu z péti navazek je 4,67 mg/tableta. Podle amerického
1ékopisu tablety obsahujici pindolol maji ne méné nez 90% a ne vice nez 110% uvadéného
mnozstvi pindololu. 62)

ZkousSen¢ tablety tedy vyhovuji pozadavkiim 1€kopisu ( rozmezi obsahu pindololu 4,5-

5,5mg/tableta ).

63



4.3.1. Statistické srovnani metody SIA s HPLC — ovéieni spravnosti SIA-CL

metody

Vysledky stanoveni pindololu v tabletach sekven¢ni injek¢ni analyzou
S chemiluminiscenc¢ni detekci byly srovnany s vysledky ziskanymi HPLC metodou pomoci
Studentova t-testu.

Tabulka 33: Srovnani vysledkii stanoveni pindololu v tabletich SIA-CL metodou a metodou
HPLC Studentovym t-testem

Nalezeno (& % + sg) t-test
HVLP / deklarovany obsah pindololu SIA-CL HPLC (twrit = 2,228)
APO-PINDOLOL tablety / 5mg/tbl. 93,4+ 1,49 92,2 +1,97 1,172

Pozn.: & % = aritmeticky primér paralelnich stanoveni (% vzhledem k deklarovanému obsahu); sg =
relativni smérodatna odchylka priméru; pocet stanoveni na = Ng = 6; ty = kriticka hodnota pro
hladinu v§znamnosti a. = 0,05 a po&et stupiiti volnosti v = (2na -2) = 10

Vypocitané hodnoty pomoci t-testu jsou niz§i nez kritickd hodnota Studentova
rozdéleni (tyit) na hladin€ vyznamnosti 0,05. Mezi vysledky ziskanymi obéma metodami tedy

nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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4.4. Stanoveni obsahové stejnomérnosti pindololu v tabletach

Pindolol v prostiedi 80% methanolu

Podminky pro méfeni: napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru 1pA
prutokova rychlost 89 pl/s

hexametafosfat 43 ul o koncentraci 80mM
pindolol 30 ul v 80%methanolu
kyselina sirova 28 ul o koncentraci 2 M

manganistan draselny 1 pl o koncentraci 5mM

APO - PINDOLOL tablety 5mg/tableta
Ptipravek fedén 2500 krat
Standard 0,008mM 0,00194mg/ml

Tabulka 34: Stanoveni obsahové snejnomérnosti PINDOLOLU v tabletdach

standard | 1. 2. 3. |standard| 4. 5. 6. 7.
1. 0,699 | 0,689 | 0,670 | 0,688 | 0,703 | 0,672 | 0,655 | 0,660 | 0,652
2. 0,705 | 0,669 | 0,659 | 0,682 | 0,684 | 0,646 | 0,634 | 0,656 | 0,651
3. 0,714 | 0,656 | 0,644 | 0,686 | 0,703 | 0,654 | 0,652 | 0,642 | 0,638
4, 0,721 | 0,653 | 0,646 | 0,669 | 0,684 | 0,657 | 0,644 | 0,656 | 0,676
d 0,71 | 0,667 | 0,665 | 0,681 | 0,694 | 0,657 | 0,646 | 0,654 | 0,659
I[nA] 568 533,6 | 534 | 5448 | 555,2 | 525,6 | 517 | 523,2 | 527,2
Hmotnost 0,0796 |0,0775|0,0818 0,0796|0,0797 10,0799 | 0,0811
tablety[g]
c[mg/tbl] 456 | 454 | 4,65 459 | 452 | 457 | 461
standard 8. 9. 10.
1. 0,639 | 0,615 | 0,605 | 0,577
2. 0,646 | 0,572 | 0,596 | 0,634
3. 0,627 | 0,601 | 0,595 | 0,608
4, 0,61 0,554 | 0,599 | 0,61
b 0,631 | 0,586 | 0,599 | 0,607
I[nA] 504,8 | 468,8 | 479,2 | 485,6
Hmotnost 0,0795 |0,0813|0,0797
tablety[qg]
c[mg/tbl] 451 | 461 | 4,67

¢ (1-10) = 4,59 mg/tbl

Ptipravek vyhovuje zkouZce na obsahovou stejnomérnost . Obsah ucinné latky u

jenotlivych tablet neni niz$i nez 85% a vyssi nez 115%.
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4.5. Uvolnovani pindololu z tablet v zavislosti na ¢ase

Podminky pro méfeni:napéti na fotonasobici 450V
rozsah detektoru

prutokova rychlost

hexametafosfat
kyselina sirova

1pA

89 nl/s

43 ul o koncentraci 80mM
28 ul o koncentraci 2 M
manganistan draselny 1 pl o koncentraci 5mM

Tabulka 35: Stanoveni koncentrace pindololu v tabletach v zavislosti na case

c¢as[min] |0]| 1 3 5 7 10 12 15 20 30
1. 0,190/0,481|0,642|0,670/0,669|0,675|0,660|0,672| 0,680
2. 0,189/0,479/0,637|0,683|0,668 | 0,662 | 0,658 | 0,683 | 0,666
3. 0,1800,500 (0,615 (0,663 0,660 0,667 |0,676|0,676| 0,655
o 0(0,186|0,4870,631|0,672|0,666 | 0,668 | 0,664 | 0,677 | 0,667

I [nA] |0]148,8|389,6|504,8|537,6|532,8|534,4|531,2| 541 |533,6

Obr.19. Zavislost intenzity chemiluminiscence na case rozpousténi
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Tablety se rozpoustéji

postupné piiblizn¢ 7 minut.

Poté zastava

intenzita

chemiluminiscence konstantni. Z toho vyplyva, Ze optimalni doba extrakce UCinné latky

Z tablet na ultrazvukové 1ldzni ¢ini asi 10 minut.
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5. ZAVER
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Byla navrzena a optimalizovdna metoda stanoveni pindololu sekven¢ni injekéni
analyzou s vyuzitim chemiluminiscencni detekce. Metoda je zaloZena na oxidaci pindololu
manganistanem draselnym v kyselém prostiedi (v prostiedi kyseliny sirové) za ptitomnosti
hexametafosfaitu a methanolu jako  zesilovacli chemiluminiscence. Pro optimalizaci
aspirovanych objemu ¢inidel byla vyuzita metoda SIMPLEX.

Na zaklad¢ provedenych meéfeni byly zvoleny nasledujici optimalni parametry pro
stanoveni pindololu:

Médium pro rozpousténi vzorku: 80% methanol
Napéti na fotonasobici: 450V

Pratokova rychlost: 89 pul/s

Objem vzorku: 30 pl

Koncentrace / objemy cinidel ¢inidel:

Kyselina sirova: 2M [ 28 ul
Manganistan draselny: 5mM /1l
Hexametafosfat: 80mM / 43l

Tyto optimdlni podminky byly pouzity k prométeni kalibra¢ni zavislosti a ke stanoveni
pindololu v 1é¢ivém piipravku.

Kalibra¢ni zavislost byla zmétena v rozsahu koncentraci 0 - 0,1mM. Grafem kalibra¢ni
ktivky v celém tomto rozmezi je parabola. V intervalu koncentraci 0 - 0,01mM je zavislost
intenzity chemiluminiscence na koncentraci pindololu linearni.

Pti hodnoceni opakovatelnosti metody byly provedeny tfi série méfeni standardniho
roztoku pindololu o koncentraci, lezici v linedrni oblasti kalibra¢ni kiivky; v kazdé sérii bylo
provedeno deset nastiikti vzorku. Primérna hodnota relativni smérodatné odchylky byla
1,83%; vysledky jsou tedy dostatecné piesné a metoda je dobie opakovatelna.

Metoda byla aplikovana na stanoveni obsahu pindololu v tabletach .

Vysledky stanoveni pindololu v HVLP metodou sekvenéni injekéni analyzy
S chemiluminiscen¢ni detekci byly srovnany s vysledky ziskanymi HPLC. Mezi vysledky
ziskanymi obéma metodami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.

Déle byla stanovena obsahova stejnomérnost v deseti ndhodné vybranych tabletach
(zkouska podle CL 2002) a bylo zjisténo jsem, Ze ptipravek vyhovuje zkousce na obsahovou

stejnomérnost.
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