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1. UVOD



1.1. Uvod a cil prace

Sekvencni injekéni analyza (SIA) patii do skupiny prutokovych analytickych technik.
Vyvinula se z pritokové injekéni analyzy na pocatku devadesatych let a od té doby dochazi
K jejimu neustalému rozvoji. Od jejiho zavedeni byla publikovana fada praci tykajicich se
stanoveni béznych anorganickych iontii a organickych latek, véetné 1é¢iv. Uplatnéni naléza pti
kontrole kvality zivotniho prostiedi, potravin, 1é¢iv, pii analyze toxickych latek. Ve farmacii se
téz uplatnuje pii hodnoceni déletrvajicich stabilitnich studiich nebo zjiStovani rychlosti
uvoliovani ucinné latky z dané 1ékové formy.

Vzhledem K rychlosti, jednoduchosti, flexibilit¢ a plné automatizaci je vhodnym
prostiedkem v piipadech analyzy velké série vzorka s vysokou produktivitou a dostate¢nou
spolehlivosti. Vyhodou je téz moznost vyuziti jakéhokoli zpusobu detekce, s ohledem na

pouzity reakéni systém.

Cilem mé rigorézni prace bylo vybrat vhodné lécivo, optimalizovat metodu jeho
stanoveni sekvencéni injek¢éni analyzou s chemiluminiscencni detekci a nasledné tuto metodu

vyuzit ke stanoveni lé€iva v hromadné vyrabéném lécivém piipravku.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Bopindolol

2.1.1. Charakteristika bopindololu

Farmakologické vilastnosti:

Bopindolol patii do skupiny tzv. neselektivnich beta-blokatort, tj. 1éCiv, které blokuji ¢inky
sympatické nervové stimulace a sympatomimetik nejen na ; receptorech myokardu, ale i 3,
receptorech v bronsich, cévach a tukové tkani Tim zplsobuji nejen snizeni srde¢ni frekvence,
snizeni kontraktility myokardu a snizeni srde¢ni drazdivosti, ale i bronchokonstrikci,
vaokonstrikci ¢i zvySeni lipoproteinémie. Bopindolol se téz vyznaCuje mirnou vnitini
sympatomimetickou aktivitou, coz je schopnost v ur€itém rozsahu P-adrenergni receptory
stimulovat a tim brdnit vyrazné bradykardii, vazokonstrikci ¢i metabolickym U¢inkam.
Terapeuticky vyznam spociva predevsim v 1é¢bé riznych forem ischemické choroby srdecni,

arterialni hypertenze, arytmit 12)

H EH,

CH,y

Obrazek ¢.1: Vzorec bopindololu

V soudasnosti je v Ceské republice registrovan jediny ptipravek s obsahem bopindololu:

Sandonorm 2.

Bopindolol neni uveden v Ceském lékopise, ani v jinych dostupnych lékopisech 458),



2.1.2. Znamé metody stanoveni bopindololu
2.1.2.1. Pritokové metody

Metoda sekvencéni injekéni analyzy (SIA)

Dosud nebyla zvetejnéna zadna ptivodni prace, ktera by se zabyvala stanovenim
bopindololu metodou SIA s vyuzitim chemiluminiscenéni detekce ani technikou SIA obecné.

Metoda prutokové injekéni analyzy (FIA)

Publikovana byla prace zabyvajici se stanovenim bopindololu pomoci této metody:

Meireles, Sklendiovd, Satinsky, Solich a Araujo popsali stanoveni bopindololu s vyuzitim
pratokové injekéni metody spojené s extrakci na pevné fazi. Tato metoda popisuje stanoveni
bopindololu s vyuzitim FIA techniky se spektrofotometrickou detekci pii vinové délce 635 nm.
Metoda je zalozena na produkci zeleného, ve vodé rozpustného komplexu s ionty Zeleza
v kyselém prostfedi. Automatizovany FIA systém umoziuje ptimé stanoveni bopindololu
v tabletach. Bopindolol byl adsorbovian na pevnou fazi v minikoloné pfimo integrované
do prutokového systému. S pomoci extrakce na pevné fazi byl bopindolol stanoven s linearnim
rozmezim 125 aZ 1000 pg/ml, relativni smérodatnou odchylkou 1,87 % a detekénim limitem 70
ug/ml. Metoda byla aplikovana na stanoveni bopindololu v piipravku Sandonorm tablety.
Obdrzené vysledky byly srovnany s metodou HPLC, ptfi¢emz obé metody poskytly srovnatelné
vysledky 0

Metoda kapilarni izotachoforézy (ITP)

Urbanek, Pospisilova a Poldsek publikovali stanoveni bopindololu v hromadné vyrabénych
lécivych pfipraveich pomoci kapilarni i1zotachoforézy s konduktometrickou detekei.
Elektrolytovy systém byl sloZzen z 5 mM pikolinatu draselného a 5 mM kyseliny pikolinové
jako vedouciho elektrolytu (pH 5,37) a 10 mM kyseliny mraven¢i jako termindlniho
elektrolytu. Hodnoty separa¢niho a detekéniho proudu byly 50 pA (po dobu 350 s) a 10 pA.
Analyza trvala pfiblizné 12 min. Za téchto podminek byla stanovena efektivni pohyblivost
bopindololu s vyuzitim tetraetylamonia jako mobilni faze. Kalibra¢ni graf vyjadiujici zavislost
délky zony na koncentraci bopindololu byl linearni v rozmezi 10 — 100 mg/1. Metoda je vhodna
pro stanoveni bopindololu v pfipravku Sandonorm tablety s relativni smérodatnou odchylkou
1,45 % (n=6). Podle valida¢niho procesu zalozeného na metod¢ standardniho pfidavku byl

vytezek 97,3 % ©.



2.1.2.2. Chromatografické metody

Grobuschek, Schmid, Koidl a Guebitz popsali chirdlni separaci aminokyselin, 1é¢iv
s aminoalkoholovou skupinou 1 jinych 1é€¢iv pomoci kapilarni elektrochromatografie (CEC) a
mikro-HPLC s vyuzitim teikoplanin aglykonu jako stacionarni fazi. Aglykon teikoplaninu
ukazuje rozdilné separacni chovani ve srovnani se samotnym teikoplaninem jako stacionarni
fazi. Selektor je vazén na silikagelu a separace probihd na reverznich fazich ¢i polarnim
organickém médiu. Tato chirdlni staciondrni faze vykazuje vysokou enantioselektivitu zvlaste
pro aminokyseliny. Touto metodou bylo zkoumano 22 riznych beta-blokétort *.

Steuer, Baumann a Erni publikovali separaci ionizovanych latek superkritickou fluidni
chromatografii (SFC). Separace jsou popsany u isradipinu a jeho produktl, bopindololu a jeho
prekurzoru a degrada¢niho produktu, spiraprilu a jeho produkti a u kyseliny benzoové,
hydroxybenoové, tropové a salicylové pomoci SFC. Diskutovana jsou omezeni této separacni
techniky ve srovnani s HPLC 10

Perkins, Tattrie, Johnson a Rabin se zabyvali HPLC separaci a coulometrickou detekci
metabolitd bopindololu v lidské plazmé. Plazma byla smichana s 1 M NaOH a vnitinim
standardem (N-izopropyl analog metabolitu) za pfidani smési heptan - izoamylalkohol. Po
promichani a centrifugaci byla cast organické faze zpétné extrahovana 0,1 M kyselinou
octovou. Cast vodné faze byla analyzovana HPLC s elektrochemickou detekci. Mobilni fazi byl
30% methanol v 0,03 M fosfatu draselném (pH 2,2). Kalibra¢ni graf byl linearni v rozmezi 0,5
az 20 ng/ml, detek¢ni limit byl 0,25 ng/ml. Vytézek se pohyboval kolem 77%. Metoda byla
aplikovéna ve farmakokinetickych studiich )

Humbert, Denouel a Keller publikovali stanoveni hydrolyzovaného bopindololu [4-(2-
benzoyloxy-3-t-butylaminopropoxy)-2-methylindol  hydrogenmalonatu] v lidské  plazmé
kolonovou kapalinovou chromatografii s catridge extrakci a elektrochemickou detekci. Plazma
byla smichdna s roztokem mepindololu (vnitini standard) a NaOH, smés byla centrifugovéana a
supernatant vpraven na kolonu. Po eluci heptan-izoamylalkoholem a zpétné extrakci kyselinou
octovou byl podil vodné faze injikovan na kolonu. Mobilni fazi tvofila smé&s vodného roztoku
dihydrogenfosforecnanu draselného s methanolem (7:3). Celkova analyza vzorku trvala 14
min. Detekéni limit byl 25 — 50 pg/ml. 2.

Kuesters a Giron popsali chiralni separaci pindololu a bopindololu s vyuzitim chiralnich
imobilizovanych proteintl jako stacionarnich fazi. Separace enantiomerti bopindololu probihala
na kolon¢ s mobilni fazi tvorenou smeési 0,1 M hydrogenfosfore¢nanu sodného, 0,1 M
dihydrogenfosforecnanu sodného a 0,5 % propan-2-olu. Pindolol byl pfeveden na derivat,

ktery byl separovan na stejné koloné¢ mobilni fazi 0,1 M hydrogenfosfore¢nan sodny a 5%
9



propan-2-ol. Detekce probihala pti vinové délce 220 nm. Identita substanci byla potvrzena GC-
MS ™,

Oddie, Jackman a Bobik popsali analyzu bopindololu a jeho aktivniho metabolitu v lidské
plazmé metodou HPLC. Bliz$i informace o parametrech a validaci metody nebyly vyhledatelné
14)

Perrin, Vanden-Heyden, Maftough a Massart se zabyvali rychlym screeningem pro
chirdlni separaci pomoci kapilarni elektroforézy s vyuzitim vysoce sulfatovanych
cyklodextrinti jako chiralnich selektori. Metoda se zabyva sceeringem chiralnich sloucenin,

zejména derivatl aminokyselin a fenylaminti, véetné bopindololu 19

2.2. Chemiluminiscence

2.2.1. Mechanismus chemiluminiscen¢nich reakei

Chemiluminiscence je definovana jako emise elektromagnetického zafeni (ve viditelné,
infracervené nebo ultrafialové oblasti) produkovaného chemickou reakci, nejcastéji oxidaci.
Molekuly pftijetim dostatecného mnozstvi energie pii chemické reakci piechdzeji do
excitovaného stavu a pfi pfechodu zpét do zakladniho stavu produkuji zafeni. Proces svételné
emise v chemiluminiscenci je stejny jako u fotoluminiscence (fluorescence a fosforescence),
lisi se vSak procesem excitace. V ptfipadé fotoluminiscence jsou molekuly emitujici zareni
elektronicky excitovany absorpci zafeni, zatimco v chemiluminiscenci neni vyuzivan zadny

svételny zdroj.

Chemiluminiscenéni reakce mohou probihat dvéma zékladnimi principy:
Prima chemiluminiscence:

Jedna se o reakci dvou ¢inidel, substratu a oxida¢niho ¢inidla, za tvorby produktu nebo
meziproduktu. Frakce tohoto produktu nebo meziproduktu je schopna vytvaret elektronicky
excitovany stav, ktery nasledné ptechazi do zékladniho stavu za emise fotonu.

Reakce mulZe probihat za pfitomnosti kofaktoru ¢i katalyzatoru. Substratem je
chemiluminiscenéni prekurzor schopny konverze na elektronicky excitovanou molekulu a
odpovédny za svételnou emisi, nebo ucinkujici jako donor energie Vv nepifimé
chemiluminiscenci. Katalyzator, enzym nebo kovovy ion, zajiStuje adekvatni prostiedi pro
vysokou chemiluminiscenéni Uc¢innost. Kofaktory jsou nékdy nezbytné ke konverzi jednoho

nebo vice substrati na formu schopnou reakce.

10



Neprima chemiluminiscence:
Tento typ chemiluminiscence je zaloZen na pfenosu energie excitované slozky na
fluorofor. Tento proces umoznuje molekulam, neschopnych pifimé chemiluminiscence,
poskytnout prebytek jejich energie fluoforu, ktery je nasledné excitovan za emise fotonu pfii

navratu do zakladniho stavu.

Obrazek ¢.2: Schéma pribéhu chemiluminiscencnich reakci

A + B +  (kofaktor)

(substrat) (oxidacni ¢inidlo)

l

(produkt nebo meziprodukt reakce) P

/ ‘(fluorofor)

piima chemiluminiscence nepfima chemiluminiscence

P+ hv P+F —— F+hv

Pozadavky na chemiluminiscencni emisi:
Aby mohlo dojit v priibéhu chemické reakce k emisi zareni, je nezbytné, aby tato reakce
byla exotermicka, tj. aby mohla produkovat dostate¢né mnoZstvi energie potfebné k dosazeni
excitované¢ho stavu molekuly. Pro luminiscenci ve viditelné oblasti (400-750 nm) musi byt

uvolnéno 40-70 kcal/mol, ¢ehoz lze docilit u urcitych typi oxidacnich reakei.

2.2.2. Faktory ovliviiujici chemiluminiscen¢ni emisi
Intenzita chemiluminiscence zavisi na fad¢ parametra:
o Chemicka struktura chemiluminiscencniho prekurzoru:
Molekuly obsahujici amino a hydroxy skupinu, stejné jako polycyklické
aromatické systémy, mohou byt snadno oxidovany. Na druhé¢ strané elektrony
odnimajici skupiny sméfuji k stabilizaci elektronického naboje a €ini oxidaci

sloucenin, V nichz jsou obsaZeny, obtiZznéjsi.
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o Povaha a koncentrace dalsich substratii ovliviujicich chemiluminiscencni
reakci

o Katalyzator, pritomnost kovovych iontii

o Vlastnosti rozpoustédla a sloZeni roztoku:
Rozpoustédlo, ve kterém CL experiment probiha ma velky vliv na t¢innost CL
reakce.

o pH aiontova sila

o Teplota

o ZhdSeni chemiluminiscence:
Chemiluminiscence muze byt snizena nebo Uplné eliminovéana interakcemi
s ostatnimi chemickymi slozkami v procesu zhaseni chemiluminiscence.
Existuji dva ptipady zhaSeni. Statické zhaSeni, kdy interakce mezi potencialné
lumineskujici molekulou a zhaSecem se uskutecniuje v zékladnim stavu za
tvorby nelumineskujiciho komplexu. Druhym ptipadem je dynamické zhédseni,
kdy zhaseci slozka a potencialné lumineskujici molekula reaguji béhem
polocasu fluoreskujici molekuly nebo pozdéji.

o Energeticky prenos:
Tento proces zahrnuje piedani excitacni energie jiné molekule molekulou
V excitovaném stavu. Ztrata excitacni energie z donorové slozky rezultuje

Vv zhaSeni luminescence donoru a miiZe rezultovat v luminiscenci energetického

ptijemce (akceptoru).

2.2.3. Charakteristiky chemiluminiscence jako analytické techniky:
Vyuziti chemiluminiscen¢nich systémi v analytické chemii je zalozeno na nékterych
charakteristikéach:
o Poskytuje vysokou citlivost a nizké detekéni limity
o Ve srovnani s fotoluminescenci neni vyZadovan zadny svételny zdroj, coz ma
nékteré vyhody jako napf. absence rozptylu fotoluminiscenénich signala ,
absence problémi vztazenych k nestabilité vnejsiho zdroje, redukce
interferenci zplisobenych neselektivnim excitaénim procesem, jednodussi
zatizeni.
o Citlivost a linearita jsou nejvice ovlivnény reakci a vybranymi reakénimi

podminkami.
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o Technika m& mnohostranné vyuziti pfi stanoveni rozmanitych latek, které se
mohou ucastnit chemiluminiscen¢niho procesu, tj. chemiluminiscenéni substrat nebo
prekurzor; nezbytna ¢inidla pro chemiluminiscen¢ni reakci (obvykle oxidanty); slozky
ovlivityjici rychlost nebo ucinnost reakce — aktivatory (katalyzatory - enzymy nebo
kovové ionty) nebo inhibitory (slozky inhibujici CL emisi); fluorofory v piipadé
nepiimé CL; né&které slozky nepiimo zahrnuté v CL reakci, ale které mohou reagovat
S jinymi slozkami za tvorby produktu, ktery je reaktantem v chemiluminiscen¢ni reakci;
slozky, které mohou byt derivatizovany nékterymi chemiluminiscen¢nimi prekurzory
nebo fluorofory a stanoveny pfimou nebo neptimou chemiluminiscen¢ni metodou.

o Podle povahy analytu a chemiluminiscen¢ni reakce bude vzrist nebo pokles
chemiluminiscence pfimo imérny koncentraci analytu.

o Chemiluminiscen¢ni reakce mohou byt vyuZity jako zplsob detekce ve spojeni

s technikami chromatografie, kapilarni elektroforézy nebo pritokové injekéni analyzy.

Chemiluminiscen¢ni chovéni urcité latky lze ocekavat, pokud sloucenina ¢i jeji reakéni
produkt ma fluorescencéni vlastnosti. V tomto piipad¢ je pravdépodobné, Ze oxidace takovychto

slozek bude produkovat chemiluminiscen¢ni zafeni, ale existuje fada vyjimek.
Béhem nékolika minulych let zajem uziti chemiluminiscenénich systémul v analytické
chemii zna¢né vzrostl, hlavné v plynnych a kapalnych fazich, aplikace v pevné fazi jsou znacné

omezeny.

Tabulka ¢.1: Béezné aplikace hlavnich chemiluminiscencnich systémii

Typ Cinidlo Analyt

faze

Plynna |Os Uhlovodiky, NO

Plynna | O3 po konverzi Nitrosaminy
analytu na NO

Plynna |H, plamen Slouceniny siry

Kapalna | Luminol a jeho Kovové ionty a komplexy, oxidanty (H202, O, 1),
derivaty inhibitory (Ag", ce*, Ti4+), latky produkujici H,0,
(napft.glukéza), latky snadno oxidovatelné a stanovitelné

nepiimo (napt.karboxylové kyseliny)

Kapalna | Ru(bipy)s> Alifatické aminy
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Kapalna | Peroxyoxalaty Oxidanty (H,0y), fluorofory (polycyklické aromatické
uhlovodiky), derivatizované slouc¢eniny s fluorofory
(aminokyseliny, steroidy, alifatické¢ aminy, karboxylové

kyseliny)

Kapalna | Pfimé stanoveni | Riizné latky (obvykle obsazené ve farmaceutickych
s MnQOy’, CIO, ptipravcich)
10,4, atd.

Pevna |O,, zatepla Polymery

Vzhledem k tomu, Ze emise chemiluminiscenéniho zafeni je Casto produkovana oxidaci
mnoha organickych sloucenin, méfeni této svételné emise mulze byt pouzito jako indikator
zmén sloZeni materiald zpisobenych oxidacnimi procesy, pfi hodnoceni stabilizatori ur¢enych
pro prevenci nebo zpomaleni téchto oxidac¢nich zmén. Ptiklady materidlti, které mohou byt
charakterizovany chemiluminiscen¢ni emisi, jsou polymery, snadno podléhajici degradaci

v et y . PR p 16
vnéj$imi vlivy nebo slozky potravin trpici zménami chuti ¢i aroma ),

2.3. Sekvencni injek¢ni analyza (SIA)
2.3.1. Princip metody

Sekvencni injek¢ni analyza patii do skupiny pritokovych analytickych technik.

Byla vyvinuta z prutokové injekéni analyzy (FIA). Zakladem obou metod je pievedeni
analyzované latky na detekovatelny (napf. barevny) produkt reakci s ¢inidlem a zméfeni vhodné
analytické vlastnosti tohoto produktu pti priutoku detektorem.

U metody FIA je zona vzorku injikovdna do kontinualniho nosného proudu a misi se
s ¢inidlem za vzniku produktu pfi plynulém pritoku jednotlivych zon vicekanalovym systémem
smérem k prutokovému detektoru.

Metoda SIA je zaloZzena na oddélenych méticich cyklech. Nejprve jsou zony média, vzorku a
¢inidla postupné (jednordzov¢) aspirovany do jednokanalového systému za vyuziti selekéniho
vicecestného ventilu a pistového cerpadla. Obracenim pohybu pistu dojde k promiseni zony
vzorku a ¢inidla a naslednému dopraveni vzniklého produktu do detektoru, ¢imz je jeden méfici
cyklus ukoncen. Vysledkem odezvy detektoru je signal ve formé& piku podobné jako u metody
FIA. Jednd se o zdznam zmény koncentracniho gradientu reakéniho produktu pii prichodu

detektorem 179,
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Obrazek ¢.3: Zony vzorku, ¢inidla a produktu reakce v SIA systéemu pred a po obrdaceni sméru

toku nosného proudu

NP — nosny proud, V — vzorek, C — ¢inidlo, P — produkt reakce

2.3.2. Konfigurace SIA systému

Zakladni konfiguraci SIA systému tvoii jednokanalové dvousmérné Cerpadlo, vicecestny
selekéni ventil, detektor, misici civka a spojovaci material. SIA systém pracuje v cyklu
naprogramovanych pohybt pistu ¢erpadla, synchronizovanych s piepinanim pozic selekéniho
ventilu. Synchronizace a opakovatelnost téchto krokli je podminkou k dosaZeni
reprodukovatelné¢ odpovédi detektoru. Nezbytnou soucasti systému je PC s pfislusSnym

programovym vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a vyhodnocuje vystupni data.

Obrazek ¢.4: Schéma SIA systému

O

PC — pistové cerpadlo, SV — selekcni ventil, S — standard, C — cinidlo, NP — nosny
proud, V — vzorek, MC — misici civka, D — detektor, P - pocita¢
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Vstupni ¢asti systému je Cerpadlo, které generuje tok nosného proudu. Nejpouzivanéjsi jsou
pistova Cerpadla fizena krokovym elektromotorem. Délka pohybu pistu je definovana poctem
jednotlivych kroki, rychlost pohybu pistu 1ze libovolné ménit.

Vicecestny selek¢ni ventil, obvykle 6, 8 nebo 10-ti cestny, zajist'uje zapojeni pozadovanych
roztokll do systému, jejich aspiraci a sefazeni jednotlivych zén v misici civce. Synchronizace
s pohybem Cerpadla je fizena pocitacem.

Misici civka umoziiuje promichéni zon a téz slouzi jako pojistka proti vniknuti vzorku a
¢inidel do Cerpadla. Byva fazena mezi ¢erpadlo a selekéni ventil.

Detektor je volen podle druhu pouzité analytické reakce. Nejcastéji jsou vyuzivany
detektory spektrofotometrické, fluorescencni a elektrochemické s pfislusSnymi pratokovymi
celami.

Spojovacim materidlem umoZziujicim spojeni jednotlivych soucasti jsou obvykle

plastikové hadicky o vnifnim priméru 0,7 az 0,8 mm .

2.3.3. Porovnani metod SIA a FIA

Zakladni rozdil mezi obéma metodami spociva ve zptisobu toku nosného proudu. Metoda
FIA vyuZiva pfimy konstantni tok, zatimco metoda SIA zmény sméru toku nosného proudu -
pfimy a zpétny tok.

Nevyhodou metody SIA oproti FIA je sniZzend frekvence davkovani vzorku zpisobena
casovou prodlevou pii zméné sméru toku nosného proudu a nutnost pouzivat pocitatovou
techniku a pomérné slozité fidici programy.

SIA metoda poskytuje fadu vyhod. Analyza probihd v jednokanalovém uspotadani
S jednim ventilem a jednim cCerpadlem oproti vicekanalovému systému u FIA metody. SIA
pracuje s malymi objemy vzorku a ¢inidel zastavenim a zménou sméru toku. Spotieba ¢inidel a
vzorkll je proto mnohem niZ8i neZ u FIA, kde jsou roztoky ¢erpany kontinualné. Dalsi vyhoda
spo¢ivd v moZnosti zménit parametry méfeni prostfednictvim pocitace, bez zasahu do

konfigurace SIA systému, coz u FIA systému neni mozné 1
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2.3.4. Vyuziti metody SIA

Vzhledem Kk rychlosti, flexibilit¢ a plné automatizaci je mozno metodu SIA vyuzit
Vv ptipadech nutnosti analyzovani velké série vzorkli s vysokou produktivitou a dostate¢nou
spolehlivosti. Ve farmacii umoziiuje nejen kontrolu kvality a ucinnosti 1éCiv, ale také
hodnoceni déle trvajicich stabilitnich studii. Uplatnéni nachdzi v technologii pii zjiStovani
obsahové stejnomérnosti u¢inné latky v piipravcich a rychlosti jejiho uvoliiovani z lékové
formy, ale téZ pti monitorovani hladin 1é¢iv nebo jejich metabolitt v télnich tekutinach, pti
analyze slozek Zivotniho prostfedi napf. pii stanoveni n¢kterych anorganickych iontd ve vodé
za ucelem kontroly jeji kvality. Na zakladé imunoanalytickych reakci a za pritomnosti
specidlnich detek¢nich cel umoznuje tato metoda stanoveni protilatek, antigenti, inzulinu,

theofylinu a dalSich latek 1
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3. EXPERIMENTALNI CAST

18



3.1.

N o g~ w

Pouzita zarizeni

Analytické vahy SARTORIUS 2004 MP

Pocitac platformy PC AT (IBM kompatibilni) s konfiguraci Pentium 75 MHz,

24 MB RAM se standardnim vybavenim, Windows 98 CZ. Nainstalovany specidlni karty
AT-MIO-16E10 a AT-23214 National Instruments Corporation, USA.

Pistové cerpadlo Cavro XL 3000 s objemem 2,5 mi

Deseticestny selekéni ventil VICI VALCO

Misici civka o objemu 1,2 ml z teflonové (PTFE) hadicky

Fluorimetricky pritokovy detektor Schoeffel Instruments, model FS 970, USA

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

Praha

Zatizeni a pristroje €. 2-7 byly soucasti sestavy pritokového systému SIA

3.2.

PocitaCem ftizeny ITP analyzator Villa Labeco EA 100 (Spisskd Nova Ves, SR)
V jednokolonovém uspofadani; separacni kopolymerova (etylenfluorid-propylenova)
kapilara o délce 160 mm a priméru 0,3 mm s vodivostnim detektorem a s davkovacim

kohoutem o objemu 30 pl.

Pouzité chemikalie
Atenolol, Sigma-Aldrich
Clotrimazol
Diltiazem hydrochlorid
Tramadol hydrochlorid
Nimesulid
Indometacin
Nefopam hydrochlorid, Sigma-Aldrich
Cimetidin, Sigma-Aldrich
Tolazolin hydrochlorid, Sigma-Aldrich
Orfenadrin hydrochlorid, Sigma-Aldrich
Acebutolol hydrochlorid, Sigma-Aldrich
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= Verapamil hydrochlorid, Sigma-Aldrich

= Metoprolol tartarat, Sigma-Aldrich

= Bopindolol hydrogenmalonat, Léciva, §. 9400701
= Endralazin mesilat, Slovakofarma, §. 83902-04

= Fenpiverin bromid

= Pitofenon chlorid

= Norepinefrin bitartrat hydrat, Sigma-Aldrich, §. 07005CQ
= Kyselina sirova 96% p.a., Lachema Brno

= Manganistan draselny p.a., Lachema Neratovice
» Hexametafosfat p.a., Sigma-Aldrich

= Methanol, Sigma-Aldrich

= Ethanol 96% denaturovany methanolem, Hobe Pardubice

3.2.1. Zakladni a pracovni roztoky

Pro ptipravu vSech roztokli byla pouzivdna vysoce Cistd, deionizovand voda, pfipravovana
na Katedfe analytické chemie systémem Millipore Mill-Q RG. Zasobni roztok manganistanu
draselné¢ho byl uchovavan v chladu a temnu. Pracovni roztoky byly pfipravovany vzdy pred
méfenim.

Do odmérnych bané€k byly pfipraveny nasledujici roztoky:

= Zasobni roztoky testovanych 1é¢iv:

Acebutolol hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0186 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Atenolol o koncentraci 1 mM z navazky 0,0133 g doplnénim vodou do 50 ml.
Bopindolol hydrogenmalondt o koncentraci 1 mM z navazky 0,0242 g doplnénim
vodou do 50 ml.

Cimetidin o koncentraci 1 mM z navazky 0,0126 g doplnénim vodou do 50 ml.
Clotrimazol o koncentraci 1 mM z navazky 0,0172 g doplnénim vodou do 50 ml.
Diltiazem hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0225 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Endralazin mesilat 0 koncentraci 1 mM z navazky 0,0183 g doplnénim vodou do 50

ml.
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Fenpiverin hydrogenbromid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0208 g doplnénim
vodou do 50 ml.

Indometacin o koncentraci 1 mM z navazky 0,0179 g doplnénim vodou do 50 ml.
Metoprolol tatrdt 0 koncentraci 1 mM z navazky 0,0342 g doplnénim vodou do 50
ml.

Nefopam hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0145 g doplnénim vodou do
50 ml.

Nimesulid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0154 g doplnénim vodou do 50 ml.
Norepinefrin bitatrdat hydrdt o koncentraci 1 mM z navazky 0,0169 g doplnénim
vodou do 50 ml.

Orfenadrin hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0153 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Pitofenon hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0202 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Tramadol hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0149 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Tolazolin hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0098 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Verapamil hydrochlorid o koncentraci 1 mM z navazky 0,0246 g doplnénim vodou
do 50 ml.

Zasobni roztok kyseliny sirové o koncentraci 1 M z 13,95 ml 96% kyseliny sirové do
250 ml.

Zasobni roztok manganistanu draselného 0 koncentraci 1 mM z navazky 0,0395 g do
250 ml.

Zasobni roztok hexametafosfatu 100 mM z navazky 12,8548 g do 100 ml.

Pracovni roztoky kyseliny sirové byly pfipraveny natfedénim zasobniho roztoku o
koncentraci 1 M vodou do 10 ml odmérné baiky. Vysledné koncentrace a pouZzité

objemy zasobniho roztoku jsou uvedeny v tabulce.
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Tabulka ¢.2: Redéni zasobniho roztoku kyseliny sirové

Koncentrace Objem zasobniho
pracovniho roztoku [ml]
roztoku [mol/l]
0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

OO |NOOTA|IWIN -

o Pracovni roztoky manganistanu draselného byly pfipraveny natfedénim zasobniho
roztoku o koncentraci 1 mM vodou do 10 ml odmémé banky. Vysledné koncentrace a

pouzité objemy zasobniho roztoku jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka ¢.3: Redéni zasobniho roztoku manganistanu draselného

Koncentrace Objem zasobniho
pracovniho roztoku [ml]
roztoku [mM]
0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

OO |NO O~ WIN| -

o Pracovni roztoky hexametafosfatu byly pfipraveny nafedénim zasobniho roztoku o
koncentraci 100 mM vodou do 10 ml odmérné baiky. Vysledné¢ koncentrace a

pouzité objemy zasobniho roztoku jsou uvedeny v tabulce.
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Tabulka ¢.4: Redéni zasobniho roztoku hexametafosfitu

Koncentrace Objem zasobniho
pracovniho roztoku [ml]
roztoku [mM]
10

20

30

40

50

60

70

80

90

OO |NOOTA|IWIN -

o Pracovni roztoky jednotlivych 1é¢iv o koncentraci 0,1 mM byly pfipraveny nafedénim

2,5 ml zasobniho roztoku o koncentraci 1 mM vodou ve 25 ml odmérné barce.

3.3. Pouzity pritokovy systém

Pro optimalizaci a nasledné stanoveni léciva byl pouzit pritokovy SIA systém fizeny
pocitaéem s fluorimetrickym detektorem, upravenym pro méfeni chemiluminiscence.
Schéma viz obr.¢.4 str.15:

1 — hexametafosfat jako zesilova¢ chemiluminiscence, 2 — vzorek 1é¢iva, 3 — kyselina
sirova, 4 — manganistan draselny, 5 — demineralizovana voda jako nosny proud.

Provedeni méficiho cyklu: ventil pistové pumpy byl nejprve piepnut do polohy IN
umoziujici nasati nosného proudu. Po pfepnuti ventilu do polohy OUT nésledovala aspirace
objemt vzorku a jednotlivych c¢inidel prostfednictvim deseticestného selekéniho ventilu do
nadrzové civky (holding coil) v nésledujicim potadi: hexametafosfat, vzorek 1é€iva, kyselina
sirovd a manganistan draselny. Zménou pohybu pistu doSlo k promiseni reak¢nich zoén a
k dopraveni vzniklého produktu do detektoru. Nasledovalo promyti systému nosnym proudem.

Z fotonasobice chemiluminiscen¢niho detektoru byla odezva pfevedena v pocitaci na data a
zpracovana ve formé grafického zaznamu s naslednym vyhodnocenim pomoci programu FaF
SIA 1.0. Modul tohoto programu s nazvem Peak detection vyhodnocoval vysku piku resp.
plochu pod pikem. Tyto hodnoty jsou pifimo umérné intenzité resp. sumé chemiluminiscence a

tim 1 koncentraci stanovované latky ve vzorku.
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3.4.

Optimalizace metody stanoveni

Cilem optimalizace bylo zjistit vhodné podminky pro stanoveni vybraného 1é¢iva metodou

sekvencéni injek¢ni analyzy a docilit co nejlepsi odezvy detektoru a dobré reprodukovatelnosti

vysledkt. Zakladem stanoveni byla reakce s manganistanem draselnym v prostfedi kyseliny

siroveé.

Optimalizovany byly:

struktura méticiho cyklu

koncentrace ¢inidel (kyselina sirova, manganistan draselny, hexametafosfat)
pouzitd rozpoustédla (voda, metanol, etanol)

aspirované objemy cinidel

pratokova rychlost

3.4.1. Vybér vhodného lé¢iva

Jednotliva 1éciva byla testovana za stejnych podminek. Cilem bylo zvolit 1é€ivo,

které vykazuje dostate¢n¢ intenzivni chemiluminiscenci pii oxidaci roztokem

manganistanu v kyselém prostiedi, a nasledné vypracovat SIA metodu pro stanoveni

obsahu uc¢inné latky v hromadné vyrabéném lé€ivém piipravku.

3.4.2. Optimalizace jednotlivych parametri

3.4.2.1. Struktura mériciho cyklu

Pfi optimalizaci byla pouZivana nésledujici struktura méticiho cyklu:

1

N o g b~ WD

. nasati nosného proudu do pistové pumpy (konstantni objem 500 pl demineralizované

vody)

nasati zesilovace chemiluminiscence
nasati vzorku

nasati kyseliny sirové

nasati manganistanu draselné¢ho
vytlaceni zon do detektoru

promyti systému nosnym proudem
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Napéti na fotonasobici: 450 V (konstantni pro vSechna nésledujici méteni)
K optimalizaci bylo pouzivano 30 pl standardu lé¢iva o koncentraci 0,1 mM.

Jednotlivé objemy ¢inidel byly upfesnény po nalezeni optimalnich koncentraci ¢inidel.

3.4.2.2. Pouzita rozpoustédla
Cilem bylo najit nejvhodnéjsi prostfedi pro rozpusténi vzorku pii stanoveni l1éCiva. Byl
zkouSen vliv jednotlivych rozpoustédel, tj. methanolu a ethanolu, a jejich koncentrace na

zesileni intenzity chemiluminiscence oproti vodnému prostiedi.

3.4.2.3. Koncentrace ¢inidel

Pti optimalizaci koncentrace cinidel byly hleddny nejvhodnéj$i hodnoty koncentraci
kyseliny sirové, manganistanu draselného a hexametafosfatu. Rozsah testovanych koncentraci

u jednotlivych ¢inidel je uveden v tabulce.

Tabulka ¢. 5: Rozsah koncentraci jednotlivych cinidel

Cinidlo Rozsah koncentraci [mol/l]
Kyselina sirova 0,1 -1,0

Manganistan draselny |0,1 10° - 1,0.10°
Hexametafosfat 10,0.10° - 100,0 .10

3.4.2.4. Objemy cinidel a priitokova rychlost

Pomoci metody SIMPLEX s vyuzitim programu FaF SIA Optim 0.89 byly hledany
nejvhodnéjsi hodnoty aspirovanych objemil ¢inidel ( kyseliny sirové, manganistanu draseln¢ho
a hexametafosfatu) a pritokové rychlosti pfi vytla¢ovani zon s produktem do detektoru, pfi

nichZ by byla dosaZena co nejvyssi odezva detektoru a co nejlepsi reprodukovatelnost.

Tabulka ¢.6: Rozsah davkovanych objemii cinidel a prutokovych rychlosti

Cinidlo Objem c¢inidla [pl] | Pritokova rychlost [pl/s]
Kyselina sirova |1—100 10 — 100

Manganistan 1-100 10 -100

draselny

Hexametafosfat |1 - 100 10 - 100
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3.5. Stanoveni bopindololu

3.5.1. Priprava kalibra¢nich roztoki

3.5.1.1. Prostiedi 60% (V/V) methanolu
Zakladem pro piipravu kalibra¢nich roztoka byl roztok bopindololu o koncentraci
1.10 *mol/l. Dalsi roztoky pro méfeni kalibra¢ni zavislosti byly pfipravovany z tohoto

roztoku natedénim 60% (V/V) methanolem do odmérnych banék.

Tabulka ¢.7: Redéni zasobniho roztoku bopindololu o koncentraci 1 .10 ~*mol/l pro

pripravu kalibracnich roztokii

Koncentrace kalibra¢niho

roztoku [mol/l]

Objem zasobniho

roztoku [ml]

Vysledny objem

kalibrac¢niho roztoku [ml]

1.10° 10,0 100
15.10°° 3,75 25
2.10° 5,0 25

Dal3i roztoky byly pfipraveny natedénim roztoku bopindololu o koncentraci 1 .10 > mol/l.

Tabulka ¢.8: Redéni roztoku bopindololu o koncentraci 1 .10 > mol/l pro pripravu

kalibracnich roztoku

Koncentrace kalibraéniho | Objem roztoku o konc. 1.10 | Vysledny objem

roztoku [mol/l] mol/l [ml] kalibraéniho roztoku [ml]
1.10° 1,0 10

2.10° 2,0 10

4.10° 4,0 10

6.10 ° 6,0 10

8.10° 8,0 10
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3.5.1.2. Prostiedi 60% (V/V) ethanolu

Zakladem pro piipravu kalibra¢nich roztokl byl roztok bopindololu o koncentraci
1 .10 > mol/l ptipraveny ze zasobniho roztoku bopindololu natedénim 60% (V/V) ethanolem
do odmérné banky. Dalsi roztoky pro méfeni kalibra¢ni zavislosti byly pfipravovany z tohoto

roztoku nafedénim 60% (V/V) ethanolem do odmérnych banék.

Tabulka &.9: Redéni roztoku bopindololu o koncentraci 1 .10 > mol/l pro pFipravu

kalibracnich roztoki

Koncentrace kalibraéniho | Objem roztoku o konc. 1 | Vysledny objem

roztoku [mol/I] .10 mol/I [ml] Kkalibra¢niho roztoku [ml]
1.10° 1,0 10

1,5.10° 1,5 10

Tabulka ¢.10: Redeéni roztoku bopindololu o koncentraci 1 .10 S mol/l pro pripravu

kalibracnich roztoki

Koncentrace kalibra¢niho | Objem roztoku o konc. 1 | Vysledny objem

roztoku [mol/I] .10 °mol/I [ml] kalibra¢niho roztoku [ml]
1.107 1,0 10

2.107 2,0 10

4107 4,0 10

6.107 6,0 10

8.107 8,0 10

3.5.2. Meéreni kalibrac¢ni zavislosti

Pfi méfeni kalibracni zavislosti (zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
bopindololu) byl pouZit stejny pritokovy systém jako pii optimalizaci metody stanoveni. Méfeni
u jednotlivych kalibra¢nich roztoki probihalo pfi nalezenych optimalizovanych podminkach pro
dané koncentrace a objemy cinidel a dané rozpoustédlo. Ziskané hodnoty byly zpracovany

graficky pomoci programu Microsoft Excel 2000.
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3.5.3. Opakovatelnost méreni

Pro vyjadieni hodnot opakovatelnosti bylo vyuzivano hodnot relativni smérodatné
odchylky, kterd byla zjisténa provedenim tiech sérii po 15 métenich. Méteni bylo provadéno
S vyuzitim stejného priatokového systému a za stejnych podminek, jaké byly pouzity pro
nasledné stanoveni obsahu. Smérodatnd odchylka a relativni smérodatnd odchylka byla

vypocitana s pouzitim uvedenych vzorca 19)

s.100

s= [F2 -0 s, 6]

3.5.4. Stanoveni obsahu bopindololu v 1é¢ivém pripravku
3.5.4.1. Stanoveni obsahu metodou SIA
Obsah bopindololu byl stanoven v ptipravku:
Sandonorm tablety ( Lé¢iva a.s. Praha, Ceska republika v licenci Novartis AG,
Basilej, Svycarsko)
Obsah ucinné latky:
Bopindolol hydrogenmalonat 1 mg v 1 tableté

Ke stanoveni byla pouzita metoda vnéjSiho standardu, kterym byl roztok bopindololu o
vhodné koncentraci odpovidajici pfiblizné poloviné intervalu, v némz je zavislost intenzity
chemiluminiscence na koncentraci bopindololu linearni.

Stanoveni bylo provedeno pfi nalezenych optimalnich podminkéch v pritokovém systému,
a to v prostiedi 60% (V/V) methanolu. Prostiedi 60% ethanolu, jako zesilovace intenzity
chemiluminiscence, by bylo vyhodnéjsi u ptipravkil s niz§im obsahem ucinné latky.

Po zméfeni intenzity chemiluminiscence standardu byla stejnym zplsobem zmétena
intenzita chemiluminiscence pfipraveného vzorku.

Pted vlastnim stanovenim bylo nutné vzorky upravit. Odvazené mnozstvi tabletové drti
odpovidajici primérné hmotnosti jedné tablety bylo v odmérné bance rozpusténo v 60%
methanolu a doplnéno stejnym rozpoustédlem po znacku. Kazdy vzorek bylo nutné zfiltrovat a
10-krat zfedit pro ziskdni koncentrace lezici pfiblizn€ v poloviné rozsahu koncentraci

kalibra¢ni kiivky.
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3.5.4.2. Stanoveni obsahu bopindololu srovndvaci isotachoforetickou metodou
Pro ovéfeni spravnosti vysledkti ziskanych SIA chemiluminiscenéni metodou byla
provedena srovnavaci analyza tablet Sandonorm dfive publikovanou isotachoforetickou

metodou .
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
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4.1. Optimalizace metody

Cilem bylo najit optimalni podminky pro stanoveni vybraného 1é¢iva v 1é¢ivém

piipravku sekvencni injek¢éni analyzou s vyuzitim chemiluminiscencni detekce.

4.1.1. Urceni zakladnich parametria

Jako zakladni podminky pro méfeni byly zvoleny:

Napéti na fotonasobici: 450 V
Rozsah: 0,5 pA
Aspirované objemy: 30 pl zesilovace chemiluminiscence (hexametafosfat)

30 pl roztoku standardu lécivé latky
30 pl kyseliny sirové
20 pl manganistanu draselného

Pritokova rychlost: 100 pl/s

Zakladni struktura mériciho cyklu pro optimalizaci:
. nasati nosného proudu do pistové pumpy
. nasati zesilovace chemiluminiscence

. nasati vzorku

. nasati manganistanu draselného

1
2
3
4. nasati kyseliny sirové
5
6. vytlaceni zon do detektoru
7

. promyti systému nosnym proudem

4.1.2. Vysledky optimalizace
4.1.2.1. Struktura mériciho cyklu

Na zékladég testovani byla navrZena konecna struktura méticiho cyklu.

1 | Syringe pump | Valve position IN

2 |Syringe pump | Set flow rate [ul/s] | 100

3 | Syringe pump | Aspirate [pl] 500

4 | Syringe pump | Valve position ouT

5 | Multi port valve | Set valve position |1 Hexametafosfat
6 |Syringe pump | Aspirate [ul] 30

7 | Multi port valve | Set valve position |2 Standard 1éCiva
8 |Syringe pump | Aspirate [ul] 30
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9 | Multi port valve | Set valve position |3 Kyselina sirova

10 | Syringe pump | Aspirate [ul] 30

11 | Multi port valve | Set valve position |4 Manganistan draselny
12 | Syringe pump | Aspirate [ul] 20

13 | Multi port valve | Set valve position |9 Detektor

14| Syringe pump | Set flow rate [ul/s] | 100

15| Syringe pump Empty syringe

4.1.2.2. Vybér léciva vhodného pro chemiluminiscenéni stanoveni

Podminky méfent:

e Napéti na fotondsobici:

e Rozsah detektoru:

e Koncentrace standardu 1é¢ivé latky:

e Koncentrace kyseliny sirové:

e Koncentrace hexametafosfatu:

e Koncentrace manganistanu draselného:

e Pritokova rychlost:

450 V
0,2 pA, 1,0 pA
1.10™* mol/l
0,5 mol/l
80 mmol/l
1 mmol/l

100 pl/s

Tabulka ¢.11: Namérené hodnoty intenzit jednotlivych standardii lécivych latek

V prostiedi vody, 60% methanolu a 60% ethanolu

| [nA] v prostiedi
Standard Ié€iva o | | [nA] | [NA] 60% ethanolu
konc. 1.10* mol/l |ve vodném |v prostiedi
prostiedi 60% celkova intenzita po
methanolu intenzita odecteni
slepého
pokusu
Acebutolol HCI 0 2,96 68,96 151
Atenolol 1,60 2,24 76,08 8,62
Bopindolol | 345 50 872,80 1159,77 1092,32
hydrogenmalonat
Cimetidin 31,97 19,34 268,44 200,99
Clotrimazol 0 2,40 75,28 7,83
Diltiazem HCI 0 3,20 78,15 10,70
Endralazin 576,94 181,25 - .
mesilat
Fenpiverin HBr 0 1,60 60,77 0
Indometacin 28,41 128,65 916,71 849,26
Metoprolol tartrat 0 1,68 65,42 0
Nefopam HCI 0 0 67,45 0
Nimesulid 0 1,60 76,20 8,75

32




Norepinefrin *)

bitartrat hydrat 935,27 907,06 ] ]
Orfenadrin HCI 0 1,60 71,03 3,58
Pitofenon HCI 0 3,20 64,14 0
Tramadol HCI 3,36 2,32 70,69 3,24
Tolazolin HCI 0 0 67,10 0
Verapamil HCI 2,48 2,64 79,04 11,59

*) intenzita chemiluminiscence u testovanych roztoku 1éCiv pfevySovala maximalni

rrrrr

Z testovanych lé¢iv vykazovaly nejvyssi intenzitu chemiluminiscence nasledujici

latky: bopindolol hydrogenmalonat, cimetidin, endralazin mesilat, indometacin a

norepinefrin bitartrat hydréat.

Pro naslednou optimalizaci a stanoveni v 1é¢ivém piipravku byl vybran

bopindolol hydrogenmalonat, jehoz intenzita chemiluminiscence se z testovanych

latek jevi jako nejvhodnéjsi.

4.1.2.3. VIiv obsahu methanolu

Rozsah testovaného obsahu methanolu:

Podminky méfeni:

e Napéti na fotonasobicCi:

e Rozsah detektoru:

e Koncentrace standardu bopindololu:

e Koncentrace kyseliny sirové:

o Koncentrace hexametafosfatu:

e Koncentrace manganistanu draselného:

e Pritokova rychlost:

10 — 90 % (V/V)

450V

0,5 pA
10 mol/I
0,5 mol/l
80 mmol/l
1 mmol/l

100 pl/s

Tabulka ¢.12: Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu methanolu

% 10 |20 [30 J40 |50 |60 |70 |80 |90
MeOH

[VIV]

1 0,6767|0,7801 | 0,8473 | 0,9066 | 0,9708 | 1,0307 | 1,1106 | 1,1627 | 1,2272
2. 0,7001[0,7783]0,8245 | 0,8753 | 0,9735 | 1,0526 | 1,0995 | 1,2016 | 1,2223
3. 0,67380,7730|0,8161 | 0,8783|0,0680 | 1,0328 | 1,1261 | 1,2190 | 1,2192
4 0,6839|0,7673|0,8297 |0,8846 | 0,9889 | 1,0730 | 1,0876 | 1,2000 | 1,2156
5. 0,67920,7699|0,8115 | 0,8889 | 1,0003 | 1,0450 | 1,1269 | 1,1719 | 1,1966
0 068 |077 |083 |089 098 |1,05 |1,11 |1,19 |1,22

| [nA] | 136,6 | 154,8 | 165,2 | 177,4 | 196,1 | 209,4 | 222,0 | 238,2 | 2432
S [%] |1,42 |0,79 |158 |1,06 |126 |149 |137 |1,74 |02
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Graf ¢.1 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu methanolu
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Intenzita chemiluminiscence stoupd se stoupajicim obsahem methanolu ve
vzorku. Pro dal$i méteni byl vybran 60% obsah methanolu, jelikoz dalsi zvySovani
intenzity chemiluminiscence v zavislosti na obsahu methanolu je méné vyrazné.

Hodnota intenzity chemiluminiscence slepého pokusu byla zanedbatelna.

4.1.2.4. Vlivobsahu ethanolu

Rozsah testovaného obsahu ethanolu: 10-90 % (V/V)
Podminky méteni:

e Napéti na fotonasobici: 450V

e Rozsah detektoru: 1,0 pA

e Koncentrace standardu bopindololu: 10 mol/l

e Koncentrace kyseliny sirové: 0,5 mol/l

e Koncentrace hexametafosfatu: 80 mmol/l
e Koncentrace manganistanu draselného: 1 mmol/l
e Pritokova rychlost: 100 pl/s
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Tabulka ¢.13: Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu ethanolu

%EtOH 10 20 30 40 50 60 70 80 90
[VIV]

1. 0,5673|0,6910{0,8091|0,8652|0,9280|1,0167 | 1,0826 | 1,1627 | 1,2272
2. 0,5621|0,6786|0,7761|0,8556|0,9676|1,0252|1,1007 | 1,2016 | 1,2223
3. 0,54740,6693|0,7837|0,8761|0,9330|0,9988 | 1,0686 | 1,2190 | 1,2192
4, 0,5427|0,7055|0,7764|0,8821|0,9559|1,0090 | 1,0824 | 1,2000 | 1,2156
5. 0,5695 |0,6888 |0,7829|0,8619|0,9286|1,0042|1,0523|1,1719 | 1,1966
(%) 056 069 (0,79 |087 094 |101 |1,08 (1,19 |1,22
9 po

odecteni 051 |059 (068 (0,74 |0,79 |0,82 (0,84 (0,86 0,89
slep.pokusu

I [nA] 203,6 |237,9 |272,1 |298,0 |317,5 |329,53|337,5 [238,2 |2432
Sr [%0] 19 (1,83 |163 1,13 |1,74 0,92 (151 |1,74 0,92

Graf ¢.2 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na obsahu ethanolu
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Se stoupajicim obsahem ethanolu ve vzorku intenzita chemiluminiscence rovnéz

stoupd. Za optimalni je mozno povazovat 60% obsah ethanolu, dal§im zvySovanim

obsahu se intenzita jiz vyrazné¢ neméni. Naméfené hodnoty signdlu je tfeba korigovat

na signal slepého pokusu.

Tabulka ¢.14: Porovnani intenzit chemiluminiscence u jednotlivych rozpoustédel

Pouzité voda methanol 60% | voda ethanol 60%
rozpoustédlo [VIV] [VIV]

C vzorku [mol/l] 10° 10°

I [nA] 61,8 209,4 8,9 329,5
i:'_ysenl intenzity 3.4x 37
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V porovnani s vodnym roztokem o stejné koncentraci analytu dochézi za

ptitomnosti 60% methanolu ptiblizné k trojndsobnému zvyseni intenzity

chemiluminiscence.

V piipad€ 60% obsahu ethanolu ve vzorku je zvySeni intenzity

chemiluminiscence ptiblizn¢ 37-ndsobné v porovnani s vodnym roztokem stejné

koncentrace.

Zesileni intenzity chemiluminiscence vlivem obsahu ethanolu je mozné vyuzit pfi

stanoveni bopindololu ve vzorcich o velmi nizké koncentraci respektive v ptipravcich

s mens$im obsahem ucinné latky. V mém ptipad¢é vsak bylo vyhodnéjsi pouzit jako

rozpoustédlo 60% methanol, protoze citlivost detekce byla dostate¢na a nebylo nutné

korigovat signal detektoru na signal slepého pokusu.

4.1.2.5. Vliv koncentrace ¢inidel

Kyselina sirova

Rozsah testovanych koncetraci:

Podminky méfeni:

e Nap¢ti na fotondsobici:

e Rozsah detektoru:

0,1 -

e Koncentrace standardu bopindololu v 60% methanolu:

o Koncentrace hexametafosfatu:

e Koncentrace manganistanu draselného:

e Prhtokova rychlost:

Tabulka ¢.15 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci kyseliny sirové

1,0 mol/l

450 V

0,5 pA
10" mol/l
80 mmol/l
1 mmol/l

100 upl/s

fmol/l] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
1 0,8646|1,0579|1,0872|1,0289 | 1,0076 |0,9511|0,9275|0,8862 | 0,8462 | 0,8317
2 0,8806|1,04911,0809 |1,0572|1,0066 |0,9510|0,9231|0,9003 |0,8700 | 0,8238
3 0,8694|1,0705|1,0556 | 1,0620| 1,0028 | 0,9586 | 0,9271|0,8779|0,8599 | 0,8075
4. 0,8805|1,0674|1,0957|1,0843|0,9942|0,9668 | 0,9416 | 0,8903 | 0,8603 | 0,8146
5 0,8612|1,0527|1,0998 | 1,0426 | 0,9920 | 0,9443|0,9296 | 0,8957 | 0,8691 | 0,8372
o 087 |106 (108 |105 |1,00 |09 (093 |0,89 (0,86 |0,82
I [nA] |174,3 |211,9 [216,8 |211,0 |200,13|190,9 |186,0 |178,0 |172,2 |164,6
Sr[%]]092 |0,78 |143 (1,77 |064 |080 (0,68 |0,87 |099 |1,32
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Graf ¢.3 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci kyseliny sirové
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Nejvyssi intenzitu signdlu vykazuje bopindolol za ptitomnosti kyseliny sirové o
koncentraci 0,3 mol/l, dalsim zvySovanim koncentrace se intenzita chemiluminiscence snizuje.
Pro dalsi méteni byl vybran roztok kyseliny sirové o koncentraci 0,3 mol/I.

Hodnota intenzity signalu u slepého pokusu byla zanedbatelna.

Manganistan draselny

Rozsah testovanych koncentraci: 0,1 —1,0 mmol/l

Podminky méfeni:

e Napéti na fotonasobici: 450 V

e Rozsah detektoru: 0,5 pA

e Koncentrace standardu bopindololu v 60% methanolu: 10™ mol/I

e Koncentrace hexametafosfatu: 80 mmol/l
e Koncentrace kyseliny sirové: 0,3 mol/l

e Pritokova rychlost: 100 ul/s
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Tabulka ¢.16 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu

draselného

c 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

[mmol/]

1. 0,9004|1,00041,1214|1,1301/1,1420{1,1371/1,1063|1,1136|1,0876 | 1,0656
2. 0,9267|1,0209|1,0971|1,1493|1,1540|1,1186|1,1173|1,0970|1,0665| 1,0681
3. 0,8967|1,0327|1,1056|1,1346|1,1481|1,1452|1,1291|1,1096|1,0811 | 1,0548
4, 0,9050|1,0161|1,1268|1,1460|1,1626|1,1167|1,1222|1,1168|1,0656|1,0737
5. 0,9370|1,0457 11,1154 |1,1512 11,1569 |1,1257 11,0977 |1,0910|1,0746 | 1,0848
0 091 (102 1,112 (114 (1,15 (1,13 1,11 (1,11 |1,08 |1,07

| [nNA] [182,6 |204,6 |222,7 |228,5 |230,5 [226,1 |222,9 |221,1 |215,0 |213,9
S [%] |1,77 153 |[101 |0,76 |066 |097 |1,09 |098 |091 |0,92

Graf'¢.4: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci manganistanu

Nejvyssi intenzita signdlu byla dosaZena u roztoku manganistanu draselného o

koncentraci 0,5 mmol/l, dal§im zvySovanim koncentrace jiZ intenzita klesala. Pro dal§i méfeni

draselného
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byl pouzit roztok o koncentraci 0,5 mmol/l.

Hodnota intenzity signalu u slepého pokusu byla zanedbatelna

Hexametafosfat

Rozsah testovanych koncentraci:

Podminky méfent:

e Napéti na fotonasobici:

e Rozsah detektoru:

e Koncentrace standardu bopindololu v 60% methanolu:

e Koncentrace kyseliny sirové:
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e Koncentrace manganistanu draselné¢ho:

e Pritokové rychlost:

Tabulka ¢.17 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci hexametafosfatu

0,5 mmol/l
100 pl/s

= O

mmol/l]
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0,4911

0,6578

0,8350
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0,9945
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Graf'¢.5: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci hexametafosfatu

Se stoupajici koncentraci hexametafosfatu se intenzita chemiluminiscence zvySuje. Pro

dal§i méfeni jsem pouZila roztok hexametafosfdtu o koncentraci 80 mmol/l, roztoky o vyssi
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koncentraci vykazovaly jiZ nevyznamné zvySeni intenzity chemiluminiscence.

Hodnota intenzity signalu u slepého pokusu byla zanedbatelna.

4.1.2.6. Objemy &inidel

4.1.2.6.1.

Pti hledani optimalnich hodnot objemt c¢inidel byla vyuzivana metoda simplext

s vyuzitim programu FaF SIA Optim 0.89. Po zadani vychozich hodnot vSech parametrti si

Optimalizované koncentrace cinidel
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program jiz navrhuje dal§i parametry sam podle dosazené¢ho vysledku méfeni az do nalezeni

optimalnich hodnot v§ech parametrt.

Optimalni objemy ¢inidel byly hledany pfi konstantni pritokové rychlosti 100 pl/s za

nasledujicich podminek:

Napéti na fotonasobici: 450 V
Rozsah detektoru: 0,5 pA
Standard bopindololu o konc. 10 mol/l v 60% methanolu: 30 pl

Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/I: 1-100 pl
Kyselina sirové o koncentraci 0,3 mol/I: 1-100 pl
Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/I: 1 -100 pl

Tabulka ¢.18 : Dosazené hodnoty intenzity chemiluminiscence pro jednotlivé objemy

Cinidel
Cislo |Objem |Objem Objem Hodnota | Relat.smér. Intenzita
méteni | HMF[ul] |H;SO,[ul] | KMnO,[pl] |signalu |odchylka[%] | CL [nA]
1. 55 53 32 0,7033 [0,70 140,7
2. 45 53 32 0,6840 [1,07 136,8
3. 50 44 32 0,7174 0,55 143,5
4. 50 50 24 0,8417 0,24 168,3
5. 56 46 20 0,9607 [0,49 192,1
6. 61 42 14 1,0926 |1,74 218,5
7. 61 35 2 0,7283 |[2,04 145,7
8. 66 44 1 0,3640 [1,90 72,8
9. 54 44 24 0,8928 0,65 178,6
10. 59 39 10 1,0994 (1,16 219,9
11. 69 32 2 0,7594 |1,66 151,9
12. 55 45 19 0,9870 [1,27 197,4
13. 64 39 3 0,9092 [1,34 181,8
14. 62 40 8 1,0884 |0,45 217,7
15. 66 36 2 0,7641 1,77 152,8
16. 58 43 15 1,0636 [0,66 212,7
17. 63 37 6 1,0854 [0,82 217,1
18. 62 39 9 1,0892 [0,41 217,8

40



19. S7 40 14 1,0773 |0,87 215,5

20. 61 40 9 1,0999 |0,41 220,0
Optimalni objem 80mM hexametafosfatu: 61 ul
Optimalni objem 0,3 M kyseliny sirové: 40 wl
Optimalni objem 0,5 mM manganistanu draselného: 9ul

4.1.2.6.2. Koncentrovangjsi roztoky cinidel
Optimalni objemy c¢inidel byly hledany pii konstantni pratokové rychlosti 100 pl/s za
nasledujicich podminek:
e Nap¢ti na fotondsobici: 450V
e Rozsah detektoru: 0,5 uA
e Standard bopindololu o konc. 10° mol/l v 60% methanolu 30 ul

e Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/l 1 —100 ul
e Kyselina sirova o koncentraci 1 mol/I 1-100 pl
e Manganistan draselny o koncentraci 1 mmol/l 1 —-100 ul

Tabulka ¢. 19: Dosazené hodnoty intenzity chemiluminiscence pro jednotlivé objemy

cinidel

Cislo | Objem Objem Objem Hodnota | Rel.smér. | Intenzita
méfeni | HMF [ul] | H,SO,4 [pl] | KMnO,4 [pl] | signalu | odchylka[%]| CL [nA]
1. 55 53 22 0,4401 |0,40 88,0
2. 45 53 32 0,4067 |1,10 81,3
3. 50 44 32 0,4272 1,90 85,4
4, 50 50 24 0,5926 |2,68 118,5
5. 56 47 20 0,7566 |0,97 151,3
6. 62 44 13 0,9925 |[1,12 198,5
7. 69 43 1 0,9557 0,78 1911
8. 58 41 22 0,7010 [2,99 140,2
9. 65 45 6 1,3830 (0,36 276,6
10. 61 47 12 1,0449 (0,85 209,0
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11. 63 46 11 1,0757 0,86 215,1
12. 64 46 8 1,2390 |1,26 247,8
13. 65 46 6 1,3968 |1,81 279,4
14. 66 46 4 1,4904 0,78 298,1
15. 67 46 3 1,5033 |2,09 300,7
16. 68 47 1 0,969 2,49 193,9
17. 66 46 5 1,4726 |1,13 294,5
18. 67 46 3 1,5030 |0,47 300,6
Optiméalni objem 80mM hexametafosfatu: 67 nl

Optiméalni objem 1 M kyseliny sirové: 46 pl

Optimélni objem 1 mM manganistanu draselného: 3 ul

4.1.2.6.3. Nizsi koncentrace cinidel
Optimalni objemy ¢inidel byly hledany pti konstantni pritokové rychlosti 100 ul/s za

nasledujicich podminek:

e Napéti na fotonasobici: 450 V
e Rozsah detektoru: 0,5 uA
e Standard bopindololu o konc. 10 mol/l v 60% methanolu: 30 ul
e Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/I: 1-100 pl
e Kyselina sirova o koncentraci 0,2 mol/l: 1 —100 pl
e Manganistan draselny o koncentraci 0,2 mmol/I: 1 —100 pl

Tabulka ¢.20 : Dosazené hodnoty intenzity chemiluminiscence pro jednotlivé objemy

cinidel

Cislo | Objem Objem Objem Hodnota | Rel.smér. Intenzita
méfeni | HMF [ul] | H,SO, [ul] | KMnO, [ul] | signalu |odchylka[%]| CL [nA]

1. 55 53 32 0,7098 |1,05 142,0
2. 45 53 32 0,7074 1,25 141,5
3. 50 44 32 0,7405 2,76 148,1
4. 50 50 24 0,8001 |0,77 160,0
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5. 55 44 20 0,8767 2,15 175,3
6. 60 40 15 0,9104 0,12 182,1
7. 57 33 6 0,7618 0,29 152,4
8. 54 43 24 0,8383 |0,71 167,7
9. 57 38 12 0,8863 |0,29 177,3
10. 66 30 7 0,8147 1,69 162,9
11. 62 35 11 0,9273 |1,37 185,5
12. 66 32 1 — 0 0
13. 57 40 18 09182 [1,19 183,6
14. 66 38 19 0,9090 (0,24 181,8
15. 63 38 17 0,9283 0,98 185,7
16. 63 34 15 0,9341 |1,56 186,8
17. 64 31 14 0,9348 |1,67 187,0
18. 60 37 16 0,9487 10,63 189,7
19. 62 35 13 0,9302 |0,55 186,0
Optiméalni objem 80 mM hexametafosfatu: 60 pl
Optimalni objem 0,2 M kyseliny sirové: 37 ul

Optimalni objem 0,2 mM manganistanu draselné¢ho: 16 pl

Z naméfenych vysledkl vyplyva, Ze optimalni nalezena velikost davkovaného objemu
¢inidla souvisi s jeho koncentraci, coz bylo nejvice patrné u manganistanu draselného.

Zatimco v ptipadé koncentrovanéjSiho roztoku je zapotfebi mensiho objemu c¢inidla, u
méné koncentrovaného roztoku je tomu naopak.

Pomérné maly optimélni objem manganistanu draselné¢ho 1ze vysvétlit tim, Ze pii niZsi
vysledné koncentraci manganistanu v reak¢éni smési je sniZena absorpce chemiluminiscen¢niho
zateni jeho barevnym roztokem, coz vede k naslednému zesileni chemiluminiscencniho

signalu.
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4.1.2.7.

Objem vzorku

Pti hledani optimalni hodnoty objemu vzorku byla pouZzivdna univariantni

metoda s vyuzitim programu FaF SIA Optim 0.89, pii které se béhem méfeni méni

pouze jeden zadany parametr.

Optimalni objem vzorku byl hledan za nésledujicich podminek:

Napéti na fotonasobici:

Rozsah detektoru:

450 V

05 HA

Standard bopindololu o konc.10”® mol/l v 60% (V/V) methanolu 5 - 100 pl

Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/l

Kyselina sirova o koncentraci 0,3 mol/l

Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/l

Prutokova rychlost

61 wl
40 pl
9 ul

100 ul/s

Tabulka ¢.21 : Dosazené hodnoty intenzity chemiluminiscence pro jednotlivé objemy

vzorku
. Objem | Objem Objem Objem Relat.smér.
Cislo avE | vzorku | H,50, | KMno, Hodnota odchylka Intenzita
méieni signalu CL [nA]
[ul] [l] [l] [l] [%0]
1. 61 5 40 9 — — 0
2. 61 10 40 9 0,3462 |0,94 62,2
3. 61 15 40 9 0,5791 |1,25 115,8
4. 61 20 40 9 0,7942 (1,14 158,8
5. 61 25 40 9 0,9973 |1,05 199,5
6. 61 30 40 9 1,1611 |0,94 232,2
7. 61 35 40 9 1,3024 (0,22 260,5
8. 61 40 40 9 1,3968 (0,86 279,4
9. 61 45 40 9 1,4763 (0,48 295,3
10. 61 50 40 9 15216 (0,80 304,3
11. 61 55 40 9 15447 (0,34 308,9
12. 61 60 40 9 1,5698 0,50 314,0
13. 61 65 40 9 15673 |1,52 3135
14. 61 70 40 9 1,5253 (0,48 305,1
15. 61 75 40 9 15141 0,36 302,8
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16. 61 80 40 9 1,5130 |0,57 302,6
17. 61 85 40 9 1,4747 1,23 295,0
18. 61 90 40 9 1,4367 |1,38 287,4
19. 61 95 40 9 1,4300 |0,26 286,0
20. 61 100 40 9 1,3981 |1,80 279,6
Optimalni objem vzorku: 60 pul

4.2. Kalibracni zavislosti

4.2.1. Kalibracni zavislost v prostiedi 60% methanolu
1.10° — 2.10° mol/l

Rozsah testovanych koncentraci:

Podminky méfeni:

Napéti na fotonasobici:

Rozsah detektoru:

Standard bopindololu

Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/l

Kyselina sirova o koncentraci 0,3 mol/l

Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/I

Prutokova rychlost

450 V
0,5 pA

60 pl
61 ul

40 pl

oul

100 pl/s

Tabulka ¢.22: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu

bopindololu v prostredi 60% methanolu

Fmol/l] 1.10°% | 2.10° | 4.10° | 6.20° | 8.10° | 1.10° |1,5.10°| 2.10°
1. 0,3218(0,5543|0,8625|1,1135]1,38101,5053 [ 1,7714 |1,8596
2. 0,3217/0,5565[0,8591 [1,1197]1,3790|1,5237 [1,7678 |1,8666
3. 0,3165|0,5615|0,8582 | 1,1462|1,3975 | 1,4974 | 1,7540 |1,8955
4, 0,3219]0,5516[0,86791,1354|1,3902 | 1,5327 [ 1,7349 |1,8497
5. 0,3199]0,5658 10,8535 1,1330]1,3805 | 1,5277 [ 1,7719 |1,8898
6. 0,3226[0,5527|0,8809 | 1,12581,3797 | 1,5088 | 1,7866 |1,8902
7. 0,3028]0,5745(0,8888 [ 1,1452]1,3998 | 1,4968 | 1,7711 |1,8845
7] 032 [056 [087 [1,13 [1,39 [151 (1,77 |1,88

| [nA] |63,8 [111,3 [173,2 [226,6 |277,4 |302,6 |352,9 |3752
S [%]]212 [137 [141 [101 [064 [092 [089 [0,76
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Graf ¢.6: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu bopindololu
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Kalibraé¢ni ktivka vyhodnocend v celém rozsahu koncentraci ma charakter polynomu
druhého stupné (parabola).
V rozmezi koncentraci 2.10° - 8.10° mol/I standardu bopindololu bylo

provedeno podrobnéjsi meteni pro ziskéani linedrni oblasti kalibraéni zavislosti.

Lineérni oblast v priibéhu kalibra¢ni kiivky byla hledédna za nasledujicich podminek:
Rozsah testovanych koncentraci: 2.10° —8.10° mol/I

Podminky méfeni:

e Napéti na fotondsobici: 450 V
e Rozsah detektoru: 0,5 uA
e Standard bopindololu v 60% methanolu 60 pl
e Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/l 61 ul
e Kyselina sirova o koncentraci 0,3 mol/l 40 pl

e Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/l 9 pl

e Prutokova rychlost 100 pl/s
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Tabulka ¢.23: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu

bopindololu

@

2.10% | 3.10° | 4.10° | 5.10°% | 6.10° | 7.10° | 8.10°

0,5603|0,7371|0,8810|1,0091|1,1449|1,2795|1,3892
0,5691]0,7297]0,8629 | 0,9866 | 1,1282 | 1,2896 | 1,3647
0,5711]0,7017]0,8518|0,9902 | 1,11691,2873 | 1,3968
0,58970,7294 10,8644 | 1,0266|1,1219|1,2606 | 1,3777
0,5721]0,7061]0,8642|0,9988|1,1119|1,2675|1,3794
0,57260,7115|0,8454 10,9897 |1,1037|1,2542|1,4030
0,5888]0,7264 10,8673 |1,0009|1,1245|1,2532 | 1,3895
057 |0,72 |086 |100 1,12 [127 |1,39

I [nA] (1150 [1446 |1725 |200,1 |224,3 |254,9 |277,1
Sr[%]1193 175 (125 129 |125 |111 |091

—

mol/l]

QN[0 Wi

Graf ¢.7: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu bopindololu
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Parametry regresni kiivky:

Rovnice: y =27 099x + 62,874
Korelaéni koeficient: r=0,9994
Detekéni limit: 4,43 .10 * mmol/l

V intervalu koncentraci 2.10° — 8.10°® mol/l, v némz je kalibradni zavislosti pfimka, je
mozné zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu bopindololu povazovat za

linearni a Ize ji vyuzit k naslednému stanoveni bopindololu v 1é¢ivém piipravku.
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4.2.2 Kalibrac¢ni zavislost v prostiedi 60% ethanolu

Rozsah testovanych koncentraci: 1.107 -1,5.10° mol/l
Podminky méfeni:

e Napéti na fotonasobicCi: 450V

e Rozsah detektoru: 1,0 yA

e Standard bopindololu v 60% ethanolu 60 pl

e Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/I 61 ul

e Kyselina sirova o koncentraci 0,3 mol/l 40 pl

e Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/I 9 ul

e Pratokova rychlost 100 pl/s

Tabulka ¢.24 : Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu

bopindololu
C[mol/l] |1.107]2107|4.107]6.107|8.107 | 1.10°[1,5.10°
1. 0,4098|0,6835|1,1004 | 1,4864 | 1,8381 | 1,9906 | 2,1953
2. 0,4118]0,6726|1,1030|1,4702|1,8315(1,9922|2,1761
3. 0,4135/0,6939|1,1023(1,4910|1,8116 | 1,9646 | 2,1658
4. 0,4133/0,69121,07101,4666 | 1,8095 | 1,9552 | 2,2017
5. 0,4068 | 0,6756 | 1,0859|1,4553|1,8053 | 1,9743|2,1776
6. 0,3951/0,67431,0991 | 1,45881,81211,9874 | 2,1840
7. 0,4072]0,6713|1,0910(1,4766|1,8000 | 1,9641 | 2,1958
o 041 |068 1,00 [1,47 [181 [1,98 [2,19
| [nA] 162,1 |271,0 |436,7 |590,1 |7256 |790,8 |8754
I nA po
odedteni 105,0 | 213,9 | 379,6 | 532,3 | 668,5 | 733,7 | 817,5
slep.pokusu
Sy [%6] 1,75 |1,26 [103 [085 [0,77 [0,73 |0,59

Graf ¢.8: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu bopindololu
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Pti vyhodnoceni celého rozsahu koncentraci ma kalibra¢ni kiivka parabolicky charakter.
V rozmezi koncentraci standardu bopindololu 2.107 — 8.107 mol/l by bylo mozné
povazovat zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu za linearni, viz

graf ¢.9.

Graf ¢.9: Zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci standardu bopindololu

600 Pcnd
2. /
L. 400

200 / y = 758275x + 69,435

R2 = 0,9981
0 T T T T
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
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Detekéni limit: 3,17 .10 > mmol/I

Stanoveni obsahu v ethanolickém prosttedi s vyuzitim jeho zesilujiho vlivu na intenzitu
chemiluminiscence by vSak bylo vyhodné&j$i u ptipravkil obsahujich mensi mnozstvi u¢inné

latky.

4.3. Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost métfeni byla zjiStovana pomoci roztoku standardu bopindololu o
koncentracich 2.10° a 8.10° mol/l, tj. o koncentracich, které lezi na pocatku a na konci
intervalu, ve kterém je zdvislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci bopindololu
povazovana za linedrni.

Pro kazdou koncentraci byly provedeny tfi série patnacti méteni pii optimalizovanych

podminkach.
e Napéti na fotondsobici: 450 V
¢ Rozsah detektoru: 0,5 A
e Standard bopindololu v 60% methanolu 60 ul
e Hexametafosfat o koncentraci 80 mmol/l 61 ul
e Kyselina sirova 0,3 mol/l 40 pl
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e Manganistan draselny o koncentraci 0,5 mmol/l 9 pl

e Prutokova rychlost 100 pl/s

Tabulka ¢.25: Hodnoty relativni smerodatné odchylky pro jednotlivé koncentrace
standardu bopindololu

8.10° mol/I 1. série 2. série 3. série
1. 1,3655 1,3427 1,3546
2. 1,3629 1,3546 1,3634
3. 1,3577 1,3510 1,3507
4. 1,3557 1,3770 1,3838
5. 1,3688 1,3677 1,3802
6. 1,3430 1,3415 1,3687
7. 1,3527 1,3559 1,3629
8. 1,3788 1,3721 1,3987
9. 1,3988 1,3721 1,3710
10. 1,3667 1,3530 1,3790
11. 1,3483 1,3744 1,3846
12. 1,3668 1,3906 1,3674
13. 1,3493 1,3873 1,3804
14. 1,3865 1,3546 1,3790
15. 1,3649 1,3555 1,3670
%) 1,36 1,36 1,37

I [nA] 272,9 272,7 274.6
S 0,0113 0,0146 0,0121
S, [%] 0,83 1,07 0,88
2.10° mol/I 1. série 2. série 3. série
1. 0,5774 0,5831 0,5867
2. 0,5836 0,5716 0,5928
3. 0,5825 0,5730 0,5771
4. 0,5897 0,5922 0,5809
5. 0,5791 0,5855 0,5966
6. 0,5925 0,5961 0,5768
7. 0,6039 0,5960 0,5644
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8. 05881  |0,5795 0,5801
9. 0,5867 0,5688 0,5720
10. 05885  |0,5969 0,5911
11. 0,5931 0,5997 0,6070
12. 0,5729 0,5669 0,5838
13. 0,5813 0,5910 0,5810
14. 0,5999 0,5889 0,5890
15. 0,5666  |0,5845 0,5699
) 0,59 0,58 0,58

I [NA] 1171 117,0 116,7
S 0,0095 0,0104 0,0107
S, [%] 1,61 1,79 1,85

Obrazek ¢.5: Hodnoty signdlu pro koncentraci standardu bopindololu 8.10° mol/l

EE Measure _al:
Setting E
»DE i
15- START
14-
135 Open
1.2-
11- Save
1.0-
09- Tonl:
0.8-
07- Db )
06-
05-
04-
03-
0,2-
Wil J
0.0-grh Hr d uwu J Lﬂ LNH vn-J
',DD e (K [ e VR " 1 e 4200
et : B e EF‘rogram | | 0.0

Hodnoty relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi 0,83 az 1,85 %.

Ziskané hodnoty slouZi pro posouzeni opakovatelnosti.
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4.4. Stanoveni bopindololu v hromadné vyrabéném

1éCivém pripravku

4.4.1. Hmotnostni stejnomérnost tablet dle CL 2002

Bylo zvazeno 20 nahodné vybranych tablet a stanovena primérnd hmotnost jedné tablety.
Dle CL 2002 se nejvyse 2 tablety smi lisit od povolené odchylky uvedené v 1ékopise, coZ pro
primérnou hmotnost tablety vice nez 80 mg a méné nez 250 mg je 7,5%. Zadna jednotlivé

stanovend hmotnost se nesmi lisit o vice nez dvojnasobek této odchylky.

Tabulka ¢.26 : Hmotnostni stejnomérnost tablet

Cislo méfeni | Naméfena hmotnost [g] | Cislo méFeni | Naméiena hmotnost [g]
1. 0,1286 11. 0,1280
2. 0,1280 12. 0,1288
3. 0,1307 13. 0,1282
4. 0,1292 14. 0,1311
5. 0,1304 15. 0,1302
6. 0,1304 16. 0,1307
7. 0,1285 17. 0,1296
8. 0,1288 18. 0,1295
9. 0,1282 19. 0,1294
10. 0,1314 20. 0,1295
Primérna hmotnost tablety ........ 0,1295 g

Rozmezi hmotnosti vyhovujici pozadavkiim CL 2002 na hmotnostni stejnomérnost tablet

........ 0,1198 - 0,1392 g

Hmotnost vsech dvaceti tablet vyhovuje pozadavkim CL 2002 na hmotnostni

stejnomernost.
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4.4.2. Vlastni stanoveni obsahu bopindololu v 1é¢ivém pripravku

4.4.2.1. Stanovani obsahu metodou SIA

Stanoveni bopindololu bylo provedeno za optimalizovanych podminek metodou vné¢jsiho
standardu. Jako standard byl pouzit roztok bopindololu o koncentraci 0,004 mmol/l, ktera se
nachazi pfiblizné¢ uprostfed intervalu koncentraci, v némz je zavislost intenzity

chemiluminiscence na koncentraci standardu linearni, tj. rozmezi 0,002 — 0,008 mmol/I.

Hodnoceny ptipravek:

Sandonorm tablety ( Légiva a.s. Praha, Cesk4 republika v licenci Novartis AG,

Basilej, Svycarsko)

Obsah G¢inné latky:
Bopindolol hydrogenmalonat 1 mg v 1 tableté
Pied vlastnim stanovenim bylo nutné vzorky upravit. Odvazené mnoZstvi tabletové drti

odpovidajici primémé hmotnosti jedné tablety bylo v odmémé banice o obsahu 50 ml
rozpusténo v 60% methanolu a doplnéno stejnym rozpoustédlem po znacku. Kazdy vzorek
bylo nutné zfiltrovat a 10-krat ziedit 60% methanolem pro ziskani koncentrace lezici pfiblizné

V poloviné rozsahu koncentraci kalibracni kiivky.

Tabulka ¢.27: Vysledky chemiluminiscencniho SIA stanoveni obsahu bopindololu

V pripravku Sandonorm

VZ ¢ ST VZ¢.2 ST VZ¢.3 ST VZ ¢4 ST VZ¢.5 ST
1. 0,9514 |0,9252 |0,9659 |0,9354 |0,9667 |0,9388 |0,9801 |0,9601 |0,9446 |0,9621
2. 0,9604 |0,9209 |0,9623 |0,9490 |0,9700 |0,9719 |0,9981 |0,9487 |0,9511 |0,9506
3. 0,9716 |0,9337 |0,9807 |0,9591 |0,9858 |0,9237 |0,9870 |0,9597 |0,9635 |0,9492
4, 0,9598 |0,9134 |0,9837 |0,9529 |0,9686 |0,9691 |0,9844 |0,9410 |0,9553 |0,9613
5. 0,9541 |0,9268 |0,9626 |0,9750 |0,9594 |0,9699 |0,9829 |0,9425 |0,9421 |0,9527
6. 0,9458 |0,9241 |0,9863 |0,9602 |0,9699 |0,9538 |0,9930 |0,9741 |0,9382 |0,9536
7. 0,9600 |0,9398 |0,9733 |0,9436 |0,9570 |0,9671 |0,9978 |0,9749 |0,9445 |0,9557
() 0,96 0,93 0,97 0,95 0,97 0,96 0,99 0,96 0,95 0,96
I [nA] |191,5 185,3 1941 190,7 193,6 191,3 197,8 191,5 189,7 191,0
S([%0] |0,83 0,94 1,03 1,30 0,91 1,83 0,69 1,37 0,87 0,71
Obsah

1,00 0,99 0,98 1,00 0,96

[mg]
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Obrazek ¢.6: Hodnoty signalu zkouseného vzorku
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Primérny obsah: 0,986 mg/tbl
Smeérodatna odchylka s: 0,01497
Relativni smérodatna odchylka RSD: 1,50 %

4.2.2.2. Stanoveni obsahu bopindololu v tabletach Sandonorm metodou

kapilarni isotachoforézy

Pro zhodnoceni spravnosti vysledkii stanoveni obsahu bopindololu v tabletdich Sandonorm
chemiluminiscencni SIA metodou byla provedena analyza stejné Sarze tablet jiz diive
publikovanou a validovanou isotachoforetickou metodou”. Bylo analyzovano pét vzorkd drté,

ziskané rozmélnénim 20 tablet. Vysledky jsou uvedeny v tab. ¢.28 :
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Tabulka ¢.28: Vysledky isotachoforetického stanoveni obsahu bopindololu v pripravku

Sandonorm
Vzorek €. 1 2 3 4 5
Obsah mg/tbl 0,97 0,97 0,95 0,99 1,00
Primérny obsah: 0,976 mg/tbl
Smérodatna odchylka s: 0,01744
Relativni smérodatna odchylka RSD: 1,79%

4.4.3. Statistické srovnani metody SIA s kapilarni izotachoforézou

Obé& metody byly srovnavany Studentovym t-testem.

Studentiv t-test *:

_‘ X, —Xg ‘ n—1

4
2 2
Js2+52)
x_A ...... pramér hodnot ziskanych metodou sekvenc¢ni injekéni analyzy (SIA)
Z ...... pramér hodnot ziskanych metodou kapilarni izotachoforézy (ITP)
n ...... pocet méteni
SA .enn primérnad hodnota smérodatné odchylky ziskand metodou SIA
Sg ...n.n primérnd hodnota smérodatné odchylky ziskana metodou ITP

Tabulka ¢.29: Porovnani vysledku stanoveni obsahu bopindololu v pripravku

Sandonorm metodou SIA a ITP

SIA ITP
Vzorek ¢.1 [mg/tbl] 1,00 0,97
Vzorek ¢.2 [mg/tbl] 0,99 0,97
Vzorek ¢.3 [mg/tbl] 0,98 0,95
Vzorek ¢.4 [mg/tbl] 1,00 0,99
Vzorek ¢.5 [mg/tbl] 0,96 1,00
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Primérny obsah [mg/tbl] 0,986 0,976
Smérodatna odchylka SA=0,0149 |[Sg=0,0174
Relativni smér. odchylka [%] 1,50 1,79

Podle vzorce byla vypocitana hodnota t: t= 0,870

V tabulce hodnot Studentova rozdéleni pro (2n-2) = 8 a p = 0,95 je kritickd hodnota tyx =
2,306.
Vypocitand hodnota pomoci Studentova t-testu je mensi nez kritickd hodnota Studentova
rozd¢leni.

Rozdil obou metod neni statisticky vyznamny.

4.4.4. Obsahova stejnomérnost tablet dle CL 2002
Pomoci metody SIA byl stanoven obsah w¢inné latky u 10 vybranych tablet. Dle CL

2002 mé obsah ucinné latky lezet v rozmezi 85 — 115% priamérného obsahu. Piipravek
nevyhovuje pozadavkim lékopisu, pokud vice nez jeden obsah ucinné latky je mimo toto
rozmezi nebo jestlize jeden obsah je mimo rozmezi 75 — 125% primérného obsahu u¢inné

latky.

Tabulka ¢.30 : Obsahova stejnomérnost tablet

Vzé.l St Vz ¢.2 St Vz ¢3 St Vz ¢4 St Vz ¢.5 St

1,0266 [0,9880 |0,9897 |0,9708 [0,9531 |0,9568 |0,9424 |0,9629 |0,9661 |0,9629

1,0350 |0,9696 |0,9841 |0,9785 [0,9796 |0,9710 |0,9467 |0,9586 |0,9509 |0,9501

1,0349 [0,9603 |0,9765 |0,9752 |0,9706 |0,9612 |0,9506 |0,9634 |0,9516 |0,9385

1,0197 [0,9789 |0,9823 |0,9790 [0,9756 |0,9574 |0,9421 |0,9554 |0,9499 |0,9593

1,0356 |0,9690 |0,9654 |0,9609 |0,9606 |0,9834 |0,9348 |0,9555 |0,9486 |0,9505

1,0246 [0,9592 |0,9566 |0,9649 |0,9842 |0,9753 |0,9322 |0,9577 |0,9364 |0,9520

0,9993 |0,9748 |0,9729 |0,9782 |0,9733 |0,9524 |0,9473 |0,9626 |0,9437 |0,9542

Q| N @ g & W M

1,03 0,97 0,98 0,97 0,97 0,97 0,94 0,96 0,95 0,95

I [nA] |2050 (1943 |1951 194,55 (1942 |193,1 |188,5 (1919 1899 |190,5

Sr[%] |1,25 0,98 1,18 0,74 1,04 1,19 0,71 0,34 0,88 0,80

Obsah

1,02 0,97 0,97 0,95 0,97
[mg]
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Vz ¢.6 St Vz &7 St Vz &8 St Vz ¢ St Vz ¢10 St
1. 0,9469 |0,9522 |0,9677 |0,9730 |0,9627 |0,9536 |0,9200 {0,9472 |1,0101 |0,9458
2. 0,9381 |0,9609 |0,9485 |0,9531 |0,9403 |0,9458 |0,9319 |0,9500 |0,9974 |0,9629
3. 0,9490 |0,9415 |0,9502 |0,9659 |0,9563 |0,9518 |0,9301 |0,9368 |0,9974 |0,9325
4. 0,9407 |0,9469 |0,9558 |0,9531 |0,9609 |0,9427 |0,9245 |0,9445 |1,0134 |0,9604
5. 0,9681 |0,9443 |0,9507 |0,9428 |0,9774 |0,9629 |0,9168 |0,9457 |1,0137 |0,9452
6. 0,9541 |0,9644 |0,9439 |0,9494 |0,9646 |0,9436 |0,9325 |0,9543 |0,9932 |0,9515
7. 0,9551 |0,9574 |0,9544 |0,9560 |0,9763 |0,9435 |0,9263 |0,9326 |1,0043 |0,9494
(4] 0,95 0,95 0,95 0,96 0,96 0,95 0,93 0,94 1,00 0,95
I [nA] |190,1 |190,5 ([190,6 |191,2 |1925 |189,8 |1852 |188,9 [200,8 189,9
Sr[%] 0,99 0,89 0,80 1,06 1,24 0,73 0,74 0,88 0,88 0,99
Obsah
0,97 0,96 0,98 0,95 1,02
[mg]
Primérny obsah: 0,977 mg
Primérné hodnota relativni smérodatné odchylky: 2,53 %

Rozmezi obsahu vyhovujici pozadavkim CL

0,8304 —1,1236 mg

2002 na obsahovou stejnomérnost tablet

Obsah uginné latky ve viech dvaceti tabletaich vyhovuje pozadavkim CL 2002 na

obsahovou stejnomérnost.
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5.  ZAVER
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Bylo vybrano lécivo (bopindolol) poskytujici pii reakci s manganistanem draselnym
v kyselém prostiedi za piitomnosti hexametafosfatu jako zesilovate chemiluminiscence
vyraznou chemiluminiscenci a byla navrzena a optimalizovdna metoda jeho stanoveni

sekvenc¢ni injek¢ni analyzou s chemiluminiscencni detekci.

Z testovanych 1éCiv vykazovaly nejvyssi intenzitu chemiluminiscence nasledujici
latky: bopindolol hydrogenmalonat, cimetidin, endralazin mesilat, indometacin a norepinefrin
bitartrat hydrat. Jednozna¢ny vztah mezi strukturou lé¢iva a intenzitou chemiluminiscence

nebyl pozorovan.

Pti hledani optimalnich davkovanych objemt ¢inidel byla pouzita metoda simplexi.
Na zaklad¢ provedenych méfeni byly nalezeny ndsledujici optimalni podminky pro
stanoveni:
Napéti na fotonasobici: 450 V
Rozsah detektoru: 0,5 uA
Prttokova rychlost: 100 ul/s
Objem vzorku: 60 pl
Optimalni koncentrace a ddvkované objemy ¢inidel:
Kyselina sirova: 0,3 mol/l; 40 ul
Manganistan draselny: 0,5 mmol/l; 9 pl
Hexametafostat: 80 mmol/l; 61 pl

Jako optimalni prostiedi pro rozpus§téni vzorku pfi stanoveni byl zvolen 60% methanol.

Tyto podminky se jevily jako optimalni pro stanoveni lé¢iva v hromadné vyrabéném
1é¢ivém ptipravku.

Kalibracni zavislost byla métena v rozmezi koncentraci standardu bopindololu
1.10° — 2.10° mol/l. Grafem kalibraéni zavislosti je parabola. V rozmezi koncentraci 2.10°
— 8.10° mol/l je mozné povazovat zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
standardu bopindololu za linearni a lze ji vyuZzit k naslednému stanoveni bopindololu ve

farmaceutickych ptipravcich.
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Pro zjisténi opakovatelnosti méteni byly provedeny tii série patnacti meétfeni pii
optimalizovanych podminkéch pro roztoky standardu bopindololu o koncentracich
2.10° a 8.10° mol/l, tj. koncentrace lezici na po&atku a na konci intervalu, v némz Ize zavislost
intenzity chemiluminiscence na koncentraci bopindololu povazovat za linedrni. Primérna
hodnota relativni smérodatné odchylky byla 0,93% pro koncentraci 8.10° mol/l a 1,75% pro
koncentraci 2.10°® mol/l.

Metoda byla aplikovana na stanoveni obsahu bopindololu v pfipravku Sandonorm
tablety.

Jako srovnavaci metoda pro stanoveni bopindololu byla pouzita kapilarni izotachoforéza.
Ob¢ metody byly srovnany pomoci Studentova t-testu. Vysledkem hodnocenti je, Ze rozdil mezi
vysledky ziskanymi obéma metodami neni statisticky vyznamny. Znamena to také, ze pomocné
latky ptitomné v tabletoviné nerusi chemiluminiscenéni SIA stanoveni bopindololu v tabletach

Sandonorm.

Na intenzitu chemiluminiscence ma podstatny vliv obsah organického rozpoustédla
Vv injektovaném roztoku vzorku. Nejvétsi zesileni chemiluminiscence bylo dosazeno pii obsahu
60% ethanolu; ve srovnani s vodnym roztokem o stejné koncentraci analytu dos$lo pfiblizné
k 37-nasobnému zvyseni intenzity chemiluminiscence. V piipad¢ pifitomnosti 60% methanolu
ve vzorku bylo zvySeni intenzity chemiluminiscence oproti vodnému roztoku pfiblizné
trojnasobné.

V piipadé pouziti 60% ethanolu jako rozpoustéciho prostredi byly optimalni tyto
podminky:
Napéti na fotonasobici: 450 V
Rozsah detektoru: 1,0 uA
Pratokova rychlost: 100 pl/s
Objem vzorku: 60 pl
Optimalni koncentrace a davkované objemy ¢inidel:

Kyselina sirova: 0,3 mol/l; 40 pl

Manganistan draselny: 0,5 mmol/l; 9 ul

Hexametafosfat: 80 mmol/l; 61 pl

60



Kalibra¢ni zavislost byla métena v rozmezi koncentraci standardu bopindololu 1.107
1,5.10° mol/l. Grafem kalibragni zavislosti je parabola. V rozmezi koncentraci 2.10” — 8.107
mol/l by bylo mozné povazovat zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
standardu bopindololu za linearni a tudiz ji vyuzit ke stanoveni bopindololu ve
farmaceutickych ptipravcich. Zesilujici vliv 60% ethanolu Ize uplatnit u vzorki s velmi nizkou

koncentraci u¢inné latky.
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