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Abstrakt

Tato diplomové prace se zabyvala stanovenim simvastatinu metodou cyklické
voltametrie (CV), diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) a DC voltametrie s vyuzitim
uhlikové pastové elektrody. Byly nalezeny optiméalni podminky pro stanoveni
simvastatinu v BR pufru a za téchto podminek byly naméfeny kalibracni zavislosti
a uréeny hodnoty meze detekce (LOD) a meze kvantifikace (LOQ).

Optimalnim prostfedim byl BR pufr (80%) o pH 3 pro DPV a pH 5,5 pro DCV
a methanol (20%), (v/v). Pro obé techniky byly nalezeny linearni zavislosti v rozmezi od
1 do 100 pumol-1?. Pro DCV byla mez detekce 0,36 pmol-1"t. Mez kvantifikace byla
1,2 pmol-1t. Pro DPV byla mez detekce 0,32 pmol-1* a mez kvantifikace 1,09 pmol-17.
Optimalni podminky pro DPV byly vyuZity pfi stanoveni obsahu simvastatinu v 1é¢ivych
ptipravcich Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10.

Pro stanoveni simvastatinu v biologickém vzorku byla jako pracovni elektroda
vyuzita pevna amalgamova elektroda modifikovana rtutovym meniskem. Bylo vyuzito
techniky DPV s podminkami upravenymi pro redukéni oblast. Pro matrici desetinasobné
ziedénd moci byla zjisténa mez detekce 1,83 umol-1™" a mez kvantifikaci 6,10 pmol-1™.
Pro matrici pIné mo¢i byla mez detekce 0,65 pmol-1"t a mez kvantifikace 2,15 pmol-1L,

Pomoci CV a spektrofotometrie byla sledovana stalost zasobniho roztoku
simvastatinu. Ob&é metody poskytly rozdilné vysledky. CV ukazala, ze k degradaci
simvastatinu v zasobnim roztoku dochazi jiz v pribéhu prvniho dne. U spektrofotometrie
se degradace v absorp¢ni spektru Simvastatinu neprojevila. Stalost zasobniho roztoku

byla stanovena na jeden den.



Abstract

This master thesis is focused on determination simvastain by cyclic voltammetry
(CV), DC voltammetry (DCV), and differential pulse voltammetry (DPV) at a carbon
paste electrode and a silver solid amalgam electrode. The optimum conditions for
determination of simvastatin were found and under these conditions, concentration
dependences were measured and the limits of detection (LOD) and limits of quantification
(LOQ) were calculated for each method.

The optimum conditions for determination simvastatin were BR buffer pH 3,0 for
DPV and pH 5,5 for DCV and methanolu (20%). For both DCV and DPV the linear
concentration dependences were obtained in contentration ranger from 1 to 100 pmol-1™
with LOD 0. 36 pmol-1"t and LOQ 1. 2 pmol-1* for DCV and LOD 0. 32 umol-1* and
LOQ 1. 09 pumol-I*for DPV. Optimal conditions were used for determination simvstatin
in drug Simvax 20, Simvacard 20 and Simgal 10.

For the determination of simvastatinu in biological fluids a mercury meniscus
modified silver solid amalgam electrode was used. Conditions were the same like for
measurement conditions for DPV at CPE, but they were modified for reduction region.
For ten times diluted urine LOD was 1.83 pmol-1"* and LOQ 6. 10 umol-1*. For urine
without dilution LOD was 0. 65 umol-1 and LOQ 2. 15 umol-17.

The stability of stock solution of simvastatin in methanol was monitored using
UV/VIS Spectrometry and CV. Both method gave different results. CV show that
simvastatin was degrade during first day. Degradation of simvastatin was not detected by

UV spectrometry. The stock solution of simvastatin was stable for one day.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Cil Prace

Tato diplomova prace méla nasledujici cile:

1. Zjistit vhodné slozeni uhlikové pasty pro stanoveni simvastatinu.

2. Charakterizovat elektrochemické chovani simvastatinu pomoci diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV) a DC (,,direct curent) voltametrie (DC) na uhlikové pastové
elektrod¢.

3. Zjistit optimalni podminky pro stanoveni a moznost vyuziti uhlikové pastové
elektrody pro stanoveni simvastatinu v riznych 1ékovych formach.

4. Charakterizovat elektrochemické chovani simvastatinu pomoci stiibrné
amalgamové elektrody modifikované rtutovym meniskem (m-AgSAE) s vyuzitim
DPV anasledna aplikace této metody pro stanoveni simvastatinu V redlnych vzorcich

desetinasobné ziedéné a nefedéné modi.

1.2. Simvastatin

Simvastatin (viz obr 1.1) je latka pouzivana pii 1é¢bé hyperlipidémie, coz je stav,
pti kterém dochazi ke zvySeni hladiny lipidii v krvi. Tento stav zvySuje riziko pro vznik
ateroskler6zy, cévni mozkové piihody nebo onemocnéni kardiovaskuldrniho
systému.[1,3,4] Chronické ukladani lipidd do cévni stény mtze vést ke zménam v mozku
a tyto strukturni zmény mohou souviset se vznikem deprese. [4] Simvastatin patii mezi
statiny, coz jsou latky, které ptisobi jako inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym
A reduktasy (HMG-CoA reduktasy). Tento enzym se UucCastni metabolismu
cholesterolu.[5-9] Hlavni tlohou statinti v organismu je snizovat hladinu cholesterolu
vV krvi, konkrétn¢ hladinu LDL cholesterolu.[10-13] Simvastatin se nejcastéji
podava perordlné ve formé tablet. Do organismu se simvastatin dostava jako prolécivo
ve formé neaktivniho laktonu, ktery je v jatrech biotransformovan pomoci hydrolytickych
procesu na vlastni aktivni 1é¢ivo.[2, 6-8]

Statiny maji v organismu mnoho dalSich biologickych funkci, pisobi jako

rrrrrr

zminit, ze 1éCba statiny neni bez rizika. Statiny, jako vSechna 1é¢iva, mohou mit fadu
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vedlejSich efektt a ve vétSiné piipadt nezadoucich efektd. Jednim z nich je statiny
indukovana myopatie. [10,14,15,19] Mezi klinické projevy myopatie patii svalova bolest
a ochablost svald. Pfesny mechanismus vzniku myopatie zatim nebyl objasnén. Pfi
myopatii dochazi k degradaci svalové tkan¢ tzv. rabdomyolyze, ktera je provazena
uvolnénim velkého mnozstvi myoglobinu do krve, ktery mtze zpusobit selhani ledvin.
Bylo prokazano, ze ptfed vlastnim nastupem myopatie dochazi k charakteristickému
zvyseni hladiny kreatinkinasy. Pokud se hodnoty laboratornich testli zvysi trojnasobné,
doporucuje se terapii ukoncit. Pfedpoklada se, Ze poskozeni svalli nastava v disledku
poskozeni elektronového transportu v dychacim fetézci v mitochondriich svalovych
bunék.[16-18,52] Dale dochazi ke zvyseni rizika vzniku diabetu druhého typu. Na mySich
modelech bylo prokazano, ze dochazi k inhibici syntézy 1 sekrece inzulinu
v B bunkach pankreatu. [15] O simvastatinu se hovoii i v souvislosti s ovlivnénim
krevniho tlaku. Pfedpoklada se, ze simvastatin snizuje synaptickou odpovéd’ a snizuje
odpovéd’ na angiotensin 11.[24] Simvastatin by mél mit vliv na hladinu testosteronu [25],
tachykardii [30] nebo 1é¢bu tuberkuldzy. Pfesny mechanismus 1é¢by TBC neni znam, ale
predpoklada se, ze dochazi ke snizeni zasob lipidi v makrofazich, které se podileji na
vyzivé mykobaktérii a tim dochazi k zastaveni jejich ristu.[29] V posledni dobé se do
popiedi zajmu dostava také anabolicka schopnost statind, které se vyuziva zejména pfi
1€¢bé nejriiznéjSich onemocnéni kosti. Byly provedeny rizné studie, které ukazaly, ze
uzivani simvastatinu vedlo k navySeni hustoty kostni tkané a snizeni vyskytu

zlomenin.[26-28]
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Tab 1.1 zakladni informace o simvastatinu

Nazev Simvastatin

(1S,3R,7S,8S,8aR)-8-{2[(2R,4R)-4-hydroxy-6-
oxotetrahydro-2H-pyran-2yl]ethyl}-3,7-dimethyl-
1,2,3,7,8,8ahexahydronaphthalen-1-yl-2,2-
dimethylbutanoat

Chemicky nazev

Molekulovy vzorec C25H3805
Molekulova hmotnost 418,60 g'mol™
Registr. Cislo CAS 79902-63-9
Teplota tani 127 — 132 °C.[36]
Index lomu 1,63 [69]

1.2.1.Toxikologické a chemické vlastnosti, syntéza

Simvastatin pouzity v této diplomové praci byl ve form¢ bilého prasku. Simvastatin
je $patné rozpustny ve vodé, ale dobie rozpustny v acetonitrilu nebo methanolu. [19,53]
Doporucenéd denni davka se pohybuje v rozmezi od 10 do 40 mg za den, konkrétni
mnozstvi se ptizpisobuje podle individualnich potieb pacienta.[16-18] Letalni davka pro
akutni toxicitu p¥i oralnim podani pro krysu LDso je 4,438 mg-kgt. V chovani krysy doslo
K pozorovatelnym zménam. Jeji aktivita byla celkové utlumena, doslo ke zkraceni doby
spanku a davka méla vliv i na vzpfimovaci reflex. Smrtelna davka pfi intraperitonedlnim
podani pro krysu LDso je 705 mg-kg™. Tato ddvka méla vliv na smyslové organy, hlavné
na o¢i, které zacaly slzet. Dalsi ptisobeni bylo sledovano na svalstvu, které se kiecovité
stahlo.[36] Jak je vidét na obrazku 1.1, simvastatin je tvofen laktonovym kruhem. Tuto
strukturu obsahuje neaktivni forma simvastatinu. Tato neaktivni forma je biologicky
degradovdna na aktivni formu, kterou je hydroxykyselina simvastatinu. Pfechod
simvastatinu mezi t€émito dvéma polohami je reverzibilni v zavislosti na prostiedi, ve
kterém se simvastatin nachazi. [45] Schéma pfechodu mezi jednotlivymi formami je vidét

na obrazku 1.1
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Obr 1.1 Reakce konverze simvastatinu na jeho hydroxykyselinu

Syntéza simvastatinu vychazi z jeho prekurzoru, kterym je lovastatin. Struktura
lovastatinu a struktura simvastatin jsou si velmi podobné a 1isi se pouze poctem methylt
na esterovém postrannim fetézci. Pfeména lovastatinu na simvastatin ovSem probiha pfes
velké mnozstvi krokl a simvastatin nelze ptipravit pfimou alkylaci lovastatinu. Divodem
je vyssi kyselost o vodika laktonu oproti o vodikiim postranniho esterového fetézce.[40]
Reakce mohou probihat riznymi mechanismy. Jednim z nich je postup zahrnujici osm
krokl. Tento postup vychazi z lovastatinu, ktery reaguje s benzylaminem za vzniku
amidu. Tento amid podléha dalsi fad€ reakci. Poslednim krokem je hydrolyza

a laktonizace za vzniku kone¢ného produktu, kterym je simvastatin.[37-40]

1.2.2. Metabolismus

Statiny patii mezi inhibitory HMG-CoA reduktasy. Statiny inhibuji enzym, ktery je
zodpovédny za konverzi HMG-CoA na mevalonat. Tento krok je velmi dtlezity, protoze
urcuje rychlost biosyntézy cholesterolu. Statiny se podileji na redukci hladiny lipidi
V krvi. Snizuji hlavné hladinu LDL cholesterolu. LDL cholesterol vzniké z lipoproteint
o velmi nizké hustoté (VLDL). Ke snizovani hladiny LDL cholesterolu dochéazi hlavé
sniZzenim syntézy VLDL ¢astic a mechanismem inhibice receptoru pro LDL cholesterol.
Inhibice receptoru ma za nasledek zvySeni katabolismu a sniZeni syntézy LDL
cholesterolu.[6-8] Simvastatin se do t¢la nejcastéji dostava peroralni cestou ve formé
neaktivniho proléc¢iva. Neaktivni laktonova forma piechazi vlivem jaterniho metabolismu

na aktivni hydroxykyseliny. [31,32] Simvastatin je metabolizovan na 4 hlavni primarni
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metabolity 6°B-karboxy simvastatin, 6°‘-exomethylen simvastatin, 6°B-hydroxymethyl
simvastatin, a 3“hydroxy simvastatin.[2] Struktura hlavnich metaboliti je vidét na
obrazku 1.2.

Simvastatin B -axamethflana simwastatin -

HG

&'f-Hydroxymethyl simvastatin &'p-Carboxy simvastatin

Obr 1.2 Metabolity simvastatinu [70]

Simvastatin se preménuje na aktivni formy v jatrech pisobenim hydrolytickych
enzymu. Simvastatin velmi vyrazné podléha tzv. first pass efektu. Coz je jiny nazev pro
presystémovou eliminaci 1é¢iva. Dochazi k tomu, Ze se 1éCivo dostane do jater, kde
podléhd metabolickym pfeménam. Do celkové cirkulace se tedy nedostane tolik u¢inné
latky, kolik ji bylo v podané davce a dané 1é€ivo ma na pacienta mnohem mensi vliv. Pfi
peroralnim podani dochazi k rozloZeni tablety v prostiedi Zalude¢nich kyselin. Z tablety
se uvolni U¢innd latka, kterd prechazi do krve a je transportovana do jater, kde se
metabolizuje. Z jater se do celkové cirkulace dostava jen nepatrné mnozstvi, asi jen 5%
z podané davky. Zistava velmi silné vazana na proteiny krevniho séra, konkrétné na
albumin z 95 %. Mo¢i je vylouceno jen asi 0,03% aktivnich metabolitii po intravendzni
aplikaci davky.[6-8,35,71] Clearence (objem plazmy ocisténé ledvinami od urcitého
mnozstvi simvastatinu za jednotku &asu) simvastatinu je 525 ml-min?. Biologicky

poloc¢as simvastatinu je 2 hodiny. [35]
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Hlavni enzymy, které se podileji na metabolismu simvastatinu, patii do skupiny
cytochromu P 450 (CYP 450). Simvastatin je z vice jak 80% metabolizovan pomoci CYP
450 z podskupiny CYP 3A4/5 a v mensi mite, asi z 20%, z podskupiny CYP 2C8. [32,32]
Simvastatin je aktivné vychytavéan jaternimi buitkami pomoci transportéru OATP1BL1.
[6-8] Metabolismus statint je zatizen velkou interakci s nejriznéj$imi 1é¢ivy a v prub&hu
komplikaci, jako je statiny indukovand myopatie. Mezi interagujici 1éCiva patii napf.

Warfarin, Digoxin, Erytromycin, cyklosporin nebo fibraty. [34,35]

1.2.3. Metody stanoveni

Simvastatin, jak jiz bylo feceno, patii do skupiny 1é¢iv zvané statiny. Tato skupina
je v dnesni dobé¢ hojné vyuzivana. Diky této oblibenosti existuje velké mnozstvi technik
a postupt pro detekci simvastatinu v biologickych vzorcich i v tabletach. Mezi nejcastéji
uzivané techniky patii chromatografie a to jak HPLC tak GC v kombinaci s MS detekci
[41-45,47,50]. Dale spektrofotometrie [55], kolorimetrie [48] a voltametrie
[49,51,54,56,57] nebo micelarni elektrokineticka chromatografie.[46] Elektroanalytické
metody jsou metody rychlé, levné a technicky nenaro¢né.[41]

Z voltametrickych technik byl simvastatin stanovovan pomoci square-wave
voltametrie (SWV). Toto méfeni bylo provadéno v tiielektrodovém uspotadani. Pracovni
elektrodou byla staticka rtutova elektroda s primérem 0,026 cm?. Méfeni bylo provadéno
v prostiedi 0,1 mol-1"t NazB4O7 — KH2PO4 pufru, jehoz pH bylo 7. Tato studie ukazala,
ze redukce simvastatinu na rtutové elektrodé¢ probiha na jejim povrchu. Reakce je
reverzibilni pii nizké frekvenci a kvazireverzibilni pfi vysoké frekvenci. [54]

Dale byla pouzita cyklické voltametrie (CV). Pracovni elektrodou byla elektroda
z usporadanych uhlikovych nanocéstic. Tyto nanocastice byly nandSeny na vodivy Ta
substrat, pomoci katalytické parni depozice. Takto pfipravené uhlikové nanocéstice byly
modifikovany dihexadecylhydrogen fosfatem (DHP). Mé&feni bylo provadéno v prostiedi
0,1 mol-I"* PBS jehoz pH bylo 4 a rychlost skenu byla 20 mV za sekundu. Byl sledovan
vliv reakénich podminek a interferenci pifi stanovovani simvastatinu a stanoveni
simvastatinu v tabletach. Ukazalo se, Zze pii druhém a kazdém dal$im skenu doslo
k vymizeni oxida¢niho piku simvastatinu. Toto vymizeni je pravdépodobné dano silnou

adsorpci simvastatinu na povrchu elektrody, v misté, kde se vyskytuje DHP. Pti adsorpci
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dojde k vytvoteni kompaktniho filmu, ktery brani kontaktu simvastatinu s povrchem
pracovni elektrody. [49]

Pii jiné voltametrické studii (CV, DPV, SWV), byla jako pracovni elektroda
pouzita diskova elektroda ze skelného uhliku (GCE). Pro CV bylo méteni provadéno
v prostfedi 0,1 mol-I* H,SO4 V pribéhu celého méfeni byl zachovan 20% obsah
methanolu. Méfeni pomoci CV ukazalo, ze oxidace simvastatinu probiha ireverzibilné.
Pfi druhém skenu doslo ke snizeni vysky piku. Toto sniZeni je pravdépodobné opét dano
adsorpci simvastatinu ¢i produktl jeho elektrochemické transformace na povrchu
elektrody. Pti zvySujicim se pH doslo k postupné zmén¢ piku na vinu, a tim padem doslo
ke zhorSeni kvantifikace. DPV i SWV byly vyuzity pii stanoveni simvastatinu v 1ékovych
formach a pfi stanoveni v biologickych vzorcich. Pomocny elektrolyt byla opét
0,1 mol-1" H,SO4. DPV byla vyuzita pro stanoveni obsahu simvastatinu v tabletach. Mez
detekce pro DPV byla 2,7-107 mol-1t a mez kvantifikaci byla 9,010 mol-I't. U DPV
nemusi byt vzorek Zadnym zplsobem upravovan. Pomoci SWV byl sledovan simvastatin
i v biologickych vzorcich, konkrétné v lidském séru a moc¢i. Vzorky byly precipitovany
pomoci acetonitrilu a nasledné zcentrifugovany. Ze zcentrifugovaného vzorku se odebral
supernatant, ktery byl nafedén pomocnym elektrolytem na pozadovanou koncentraci a
piimo stanovovan. Mez detekce pro tuto techniku byla 5,50-10" mol-I'* . Mez kvantifikace
byla 1,83:10° mol-1t. [56] Pfehled méficich technik a podminek méfeni je uveden

v tabulce 1.2.
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Tah 1.2 Piehled voltametrickych technik pro stanoveni simvastatinu

Druh Potencial )
] Pracovni elektroda Meévici prostiedi Citace
voltametrie piku (V)
Rtut'ova staticka 0,1 mol-1"t Na2B4O7 -
SWv -1,45 54
elektroda KH2PO4, pH =7

MWCN elektroda,

g1
modifikovana 0.1 mol-I™ PBS,
CvVv DHP 1,2 pH=4 49
Vscan™ 20 mV'S-l
CVv GCE modifikovana 1,18
uhlikovymi
DPV . . 1,095 0,1 mol-1t H,SO4
nanocasticemi a 56
SWv DHP 1,12 (20% methanolu)

1.3. Uhlikova pastova elektroda

Pted vice jak pul stoletim byl publikovan prvni ¢lanek, ktery ptedstavil novy typ
elektrody. Touto elektrodou byla pravé uhlikova pastova elektroda (CPE). Clanek
prezentoval Ralph Norman Adams z univerzity v Kansasu. Puvodni myslenkou bylo
vyrobit novy typ elektrody, ktera by byla vhodnd pro méfeni anodickych oxidaci
organickych latek. Tato nova elektroda méla nahradit hojn€ vyuZzivanou kapajici rtutovou
elektrodu, kterd se pro méfeni anodickych oxidaci nehodi. Prvni model uhlikové
elektrody tedy napodoboval rtut'ovou elektrodu. Tato prvni elektroda se nazyvala kapajici
uhlikova elektroda (DCE). Jeji model je vidét na obrazku 1. 3. [64]
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Obr 1.3 schéma DCE. Ptevzato z [64]

Model kapajici elektrody se ovSem neosvédcil a pieslo s Kk jiné kompozici
elektrodového materidlu a to K pasté. Tato pasta je sloZzena z uhlikového prasku a pojiva.
Uhlikovy prasek tvoii hlavni komponentu pasty. Uhlikovych praski, které se pouzivaji
pro ptipravu uhlikovych past, existuje velké mnozstvi variant napt. grafitizovany uhlik,
prasek ze skelného uhliku, prasek z uhlikovych nanocastic ¢i uhlikovych nanovldken.
Jednotlivé druhy uhlikovych c¢astic musi spliovat nekolik zakladnich pozadavku:

[57,60,62,65,66]
¢ Velikost uhlikovych ¢astic musi byt v fadech mikrometrt
e Castice by mély byt uniformni a chemicky &isté

e M¢ly by mit nizkou absorp¢éni kapacitu

Dalsi dilezitou komponentou je pojivo. Jedna se o lipofilni organickou kapalinu,
které drzi pohromadé jednotlivé uhlikové ¢astice. Nejcastéjsim pojidlem jsou rizné druhy
olejti napt. mineralni olej, silikonovy olej, polychlortrifluorethylen, atd. [59,63]

CPE, maji celou fadu vyhod, mezi které patfi moznost chemické modifikace
povrchu, rychla obnovitelnost povrchu elektrody, nizky proud pozadi a Siroké
potencialové okno. [62,63] Potencidlové okno se u uhlikovych elektrod vyskytuje

Vv rozmezi -1,5V az +1,3 V v zavislosti na charakteru prostfedi, ve kterém se elektroda
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vyskytuje.[67] Nevyhodou uhlikovych pastovych elektrod je pomérné nizka
reprodukovatelnost vysledkd, ktera je déna nestejnym otirdni povrchu o navlhéeny
filtra¢ni papir.[63,67]

Dalsi oblasti, ktera je v dne$ni dobé pomérné¢ popularni, je oblast modifikace
uhlikovych past. Tyto modifikace zlepSuji elektrochemické vlastnosti elektrody. Mezi
nejcastéjsi modifikatory patii aromatické aminy, azoslouceniny, zeolity, silikaty nebo
nejruznéjsi kovové filmy.[57,58] Jednou z nejnovéjsich oblasti je modifikace pomoci
DNA. Této modifikace se vyuziva pro sledovani vlivu chemickych latek na strukturu
nukleovych kyselin nebo na degradaci DNA.[61] K modifikaci pasty mize dochazet bud’
vV celém jejim objemu, nebo jen na jejim povrchu. Pokud dochazi k modifikaci
v celém objemu pasty, jsou tyto pasty selektivni jen pro urCity analyt. V piipadé, ze
dochazi k modifikaci jen na povrchu ma tato elektroda $irsi vyuziti, protoze se modifikuje
jen vrchni vrstva filmu, kterd mtize byt snadno odstranéna a znovu modifikovana jinym
modifikatorem.[67] Pro stanoveni statini se vyuzivaji spiSe jiné druhy uhlikovych
elektrod zejména elektrody ze skelného uhliku. Tyto elektrody se také modifikuji. Mezi
nejcasteéj$i modifikatory v piipade statind patii DHP nebo MVCN, které vylepsuji
povrchové vlastnosti elektrody.[68]

U pftipravy uhlikovych past je potieba dodrzet urcitd pravidla. Jednim s téchto
pravidel je nutnost nechat ustanovit rovnovahu v Cerstvé pfipravenych pastach. Tato
rovnovaha se ustanovuje alespon 24 h, po uplynuti této doby by jiz mélo byt chovani
elektrody konstantni. Dal§im pravidlem je nutnost uchovavani naplnéné elektrody
v nadobé¢ s destilovanou vodou, aby se zabranilo postupnému vysychani pasty.[63]
Ptipravena pasta se pak plni do dutiny v téle elektrody. Schéma téla elektrody je na
obrazku 1.4.
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Obr1.4
Schematicky nakres pouzdra uhlikové pastové elektrody. 1- zditka pro elektricky kontakt,
2- teflonova hlava, 3- pist se zavitem, 4- télo elektrodového pouzdra, 5- ocelova vlozka

se zavitem, 6- dutina napInéna uhlikovou pastou. Pfevzato z [67]

1.4. Stribrna tuha amalgamova elektroda

V poslednich letech je novym trendem v analytickych metodach tzv. zelena
analyticka chemie. Tento trend ma za cil snizit dopad analytické chemie na zivotni
prostiedi. V souvislosti s Zivotnim prostiedim je velmi diskutovanym tématem toxicita
rtuti. Diky nepodlozenym obavam z toxicity doslo k omezeni uZivani rtutovych elektrod.
Vznikla tedy potieba nahradit rtut’ jinym, méné toxickym materidlem. Jako vhodny adept
se jevi pravé amalgamové elektrody, které vznikly na tstavu fyzikalni chemie Jaroslava
Heyrovského AV CR. [73-75,77] Amalgamové elektrody miizeme rozdélit na nékolik
typt podle povrchu amalgamu: [74]

Lesténé — pevna amalgamova elektroda bez obsahu kapalné rtuti (p-MeSAE)
Filmové — lesténa amalgamova elektroda pokryta filmem kapalné rtuti (MF-MeSAE)
Meniskové — lesténa amalgamova elektroda se rtutovym meniskem (m-MeSAE)

Kompozitni — zaloZeno na bazi jemného amalgdmového prasku a pevného polymeru

(MeSA CE)

Pastové — pasta slozena s jemného prasku pevného amalgamu a pastového pojidla.
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V této praci byla vyuzita stfibrna amalgamové elektroda modifikovana rtutovym
meniskem. Konstrukéné je amalgamova elektroda pomérmé jednoducha. Schéma

elektrody je na obrazku 1.5. [77]

—s—— kontakt

sklenéna
‘ B —

kapilara

H e Ag-amalgam
meniskus

Schéma téla amalgamové elektrody modifikované rtutovym meniskem. Pfevzato z [77].

Obr. 1.5

Amalgamové elektrody se svym elektrochemickym chovanim podobaji stfibrnym
elektrodam, ale potencidlové okno je srovnatelné s potencidlovym oknem rtutové
elektrody. [77] Amalgamové elektrody jsou spolu se rtutovymi elektrodami vhodné pro
metfeni v katolické oblasti, diky velkému piepéti vodiku. Dalsi vyhodou je Siroké
potencialové okno, které umoznuje akumulovat fadu kovu. Pro oblast oxidaci nejsou
amalgamové elektrody pfilis vhodné, protoze dochazi k oxidaci elektrodového materialu.
[74]

S amalgdmovymi elektrodami je mozné stanovovat rizné anorganické ionty kovil
(Zn?*, Pb?*, Cu?* a Cd?"), coz je velmi diilezité pro monitoring t&zkych kovii v Zivotnim
prostiedi, kontrolu biologickych vzorkti a technologickych procesi.[73,76] Tvorby
komplexti s riznymi kovy se vyuziva pro stanoveni 1é€iv v biologickych vzorcich, coz
umoziiuje kontrolu spravného nastaveni 1éCby. [72, 79] Dal§i moznosti je vyuZzit

amalgamové elektrody pro sledovani poskozeni DNA. [78, 81]
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Pro spravné fungovani amalgamové elektrody je tfeba zajistit amalgamaci,
regeneraci a aktivaci povrchu. Amalgamaci se rozumi obnoveni rtutového menisku.
Obnoveni se provadi jednoduchym ponotfenim vylesténé elektrody do kapalné rtuti.
Regenerace povrchu slouzi pro odstranéni oxidi a adsorbovanych latek, coz ma za
nasledek zlepSeni citlivosti a reprodukovatelnosti vysledkt. Regenerace se provadi vzdy
pied zacatkem kazdého meétfeni. K regeneraci se muze vyuzit cesta chemicka,
elektrochemickda a mechanicka Aktivace povrchu elektrody probihd pii vlozeném
potencialu -2200 V po dobu 300 s v 0,2 mol-1" KCI. [73,77,80]
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Zarizeni a pristroje

Pro méfeni byl pouzit Eco-Tribo Polarograf (PolaroSensors, CR) s vyuzitim
softwaru Polar PRO, verze 5.1. (PolaroSensors, CR). K méfeni bylo pouZito
ttielektrodového usporadani. Jako pracovni elektroda byla pouzita uhlikova pastova
elektroda o priméru 2mm nebo pevna amalgamova elektroda o priméru 0,5 mm
modifikovand rtutovym meniskem (&. 04-2010-04, PolaroSensors, CR). Referentni
elektrodou byla elektroda argentchloridova (3 mol-l* KCI, EcoTrend Plus, CR) a
pomocnou elektrodou byla elektroda platinova (EPT CZ, EcoTrend Plus, CR).

K méfeni absorpénich spekter byl pouzit spektrofotometr Agilent Technologies
8453 a kfemenné kyvety o mérné tloust'ce 10 mm.

Chromatografické méfeni bylo provadéno technikou HPLC s UV detekci na koloné
LiChrosphere 100 RP-18 (S5um, pramér 4,6 mm, délka 25 cm). Byla pouzita gradientova
pumpa (Beta, Ecom, CR). Detekce probihala na UV detektoru pii vinova délce 238 nm
(Sapphire UV/VIS Variable Wavelenght Detector, Ecom, CR). Vzorky 1é&iv byly
davkovany injekcni stfikackou o objemu 2,5 ml s vyuzitim stiikackovych filtrii
(membrane Nylon (PA), 0,45 um, 25mm filter bright green). K vyhodnocovéni byl pouzit
program Clarity Lite (DataApex, Praha).

Hodnota pH vsech roztokt byla méfena pomoci pH metru (CyberScan pH/lon 510,
Eutech Instruments, Singapur), ktery byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry pii

laboratorni teploté.

2.2. Chemikalie a roztoky

= Simvastatin, (sekundarni farmaceuticky standart, 1g, Sigma Aldrich, CR)

» Kyselina trihydrogenborita (Lech-ner, Neratovice, Cistota p. a.)

= Kyselina trihydrogenfosfore¢na (84-87%, p = 1,70 g-em™, Lachema Brno, &istota p. a)
= Kyselina octova (98 %, p = 1,060 g-cm™, Lachema Brno, ¢istota p. a.)

» Hydroxid sodny (Lachema Brno, ¢istota p. a)
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Deionizovana voda, pfipravena systémem Millipore Q-plus System (Millipore, USA).
Mikrokrystalicky grafit CR-2 (99,5%, zrnitost 3,5-5,5 um, Graphite Tyn, CR)
Mikrokuli¢ky ze skelného uhliku (zrnitost 0,4-12um, typ 2, Alfa Aesar)

Mineralni olej (Fluka)

Methanol (pro LC-MS > 99%, Fluka, chromatograficka ¢istota)

Chlorid draselny (Lachema Brno, ¢istota p. a.)

Dusi¢nan kademnaty tetrahydrat (Lachema Brno, ¢istota p. a.)

Kapalna rtut’ (99,999%, Bono s.r.0., Bechyng)

Lécivo Simvacard 20 ( Zentiva, ¢. 8. 3800814, r. ¢. 31/517/00-C spotieba do: 07/2017,

deklarovany obsah simvastatinu 20 mg)

Lécivo Simgal 10 (TEVA Czech industrie s.r.o., ¢. §. 35250034, r.¢.31/195/00-C,
spotfeba do: 11/2016, deklarovany obsah simvastatinu 20 mg)

Lécivo Simvax 20 (Sandoz a Novalis comp., ¢. 8. ER2009, r. ¢.31/012/00-C, spotieba
do: 02/2017, deklarovany obsah simvastatinu 10 mg)

Kyselina sirova (36%, p = 1,83 g-em™, Lachema Brno, &istota p. a)

Acetonitril (LiChrosolv Reag. PhEur, grafit gard for liquid chromatografy, Merck,
Darmstadt, Némecko)

Stikackové filtry ( membrane Nylon (PA), 0,45 um, 25mm filter bright green)
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2.3. Pracovni postupy

Vsechna voltametrickd métfeni byla provadéna v tiielektrodovém usporadani.
Pomocnou elektrodou byla vzdy elektroda platinova a referentni elektrodou vzdy
elektroda argentchloridova (3 mol-1"*KCI). Méfeni probihala za laboratorni teploty. Pii
voltametrickych meéfenich bylo do odmérné banky odpipetovano urité mnoZzstvi
zasobniho roztoku simvastatinu v methanolu, byl pfidan methanol pro dosazeni
pozadovaného obsahu 20 % (v/v) a roztok byl doplnén BR pufrem o ptislusném pH na

celkovy objem 10 ml.

2.3.1. Priprava pracovnich roztoki

Pro tpravu prostfedi byl pouzivan Brittoniiv-Robinsontv pufr. Tento pufr byl
slozen z kyselé a bazické Casti. Bazickd ¢ast byla tvofena hydroxidem sodnym, jehoz
koncentrace byla 0,2 mol-1. Kyselou &ist tvoiil roztok vznikly smichanim kyseliny
borité, kyseliny trihydrogenfosforecné a kyseliny octové, kazda z pouzitych kyselin méla
koncentraci 0,04 mol-It. Samotny BR pufr vznikl smichdnim kyselé a bazické slozky.
pH BR pufru se pohybovalo v rozmezi 2 az 12. Zasobni roztok simvastatinu o koncentraci
1-10° mol-I* vznikl rozpu$ténim 0,0042 g simvastatinu v methanolu a doplnénim

methanolem na kone¢ny objem 10 ml.

2.3.2. Pfiprava modelovych roztoku léciv

Simvastatin byl stanovovan také v 1é¢ivech Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10.
Zasobni roztoky 1é¢iv byly pfipraveny stejnym zpusobem. Jedna tableta l1éciva byla
rozdrcena a nasledné rozpusténa v 20 ml methanolu. Tento objem byl pieveden do
odmérné banky a doplnén methanolem po rysku na celkovy objem 50 ml. U 1é¢iva
Simgal 10 byly rozdrceny tablety 2, aby byla zajisténa stejna koncentrace zasobnich
roztokll. Pfedpokladand koncentrace takto pfipravenych modelovych zasobnich roztokt
byla 1,91-10* mol-I"t. Mé&feny roztok vznikl odpipetovanim 2,10 ml zasobniho roztoku
1é¢iva do odmérné baniky a doplnénim BR pufrem o pH 3 na celkovy objem 10 ml.

Pro pfipravu modelovych roztokd 1é¢iv, pro HPLC analyzu, byly rozdrceny 4

tablety 1éciva Simvax 20 ¢i Simvacard 20. U lé¢iva Simgal 10 bylo rozdrceno 8 tablet.
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Zasobni roztoky byly jinak pfipraveny stejnym zplisobem, jak bylo uvedeno vyse.
Koncentrace zasobnich roztokt byla 3,810 mol-1"t. Méfeny roztok pro HPLC analyzu
vznikl desetindsobnym néafadim zasobniho roztoku IéCiva. Standardni roztok vznikl
rozpusténim 40 mg simvastatinu v methanolu a doplnénim methanolem na celkovy objem
25 ml. Meéfeny roztok vznikl desetinasobnym ziedénim vySe uvedeného roztoku

methanolem. Pfedpokladana vysledna koncentrace méféného modelového roztoku pii
HPLC analyze byla 3,8:10* mol-1"%.

2.3.3. Priprava uhlikové pastové elektrody

Uhlikova pasta z mikrokrystalického uhliku byla pfipravena smichanim 250 mg
mikrokrystalického uhliku CR-2 (Mikrokrystalicky grafit CR-2 ,99,5%, zrnitost 3,5-5,5
um, Graphite Tyn, CR) a 100 ul mineralniho oleje (Fluka). Uhlikova pasta z
mikrokuli¢ek byla pfipravena smichanim 250 mg mikrokuli¢ek ze skelného uhliku
(zrnitost 0,4-12um, typ 2, Alfa Aesar) a 100 pl mineralniho oleje (Fluka). Takto vznikla
smés byla homogenizovana v tfeci misce. Po minimaln¢ 5 min homogenizace, byla
vznikla pasta vpravena do teflonového téla elektrody. Takto piipravena elektroda se
nechala 24 hodin v Kklidu pfti laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla elektroda
ptipravena k méfeni. V piipadé, ze se s elektrodou nepracovalo, byla uchovavana tak, aby
byl jeji povrch ponofen v destilované vodé, aby se zabranilo vysychani pasty. Pied

kazdym métenim byl povrch elektrody obnoven otfenim o navlh¢eny filtracni papir.

2.3.4. Aktivace amalgamové elektrody

Amalgamova elektroda podléhala v pribéhu méteni pasivaci, a proto bylo potieba
obnovovat jeji povrch. Amalgamace povrchu probihala ponofenim vylesténé suché
amalgamové elektrody do lahvicky s kapalnou rtuti. Namaceni probihalo 3-5 sekund, az
doslo k vytvofeni rtutového menisku na povrchu amalgdmu. Nasledné byl povrch
elektrody aktivovan. Aktivace probihala v prostiedi 0,2 mol-I* KCI p#i vlozenim
potencialu -2,2 V po dobu 5 min. Roztok byl po celu dobu probublavan dusikem.
Aktivace byla provadéna na pocatku kazdého dne, kdy se s elektrodou pracovalo a dalsi

aktivace a amalgamace probihala dle potieby.
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2.3.5. Cyklicka voltametrie

Pracovni elektrodou byla uhlikova pastovd elektroda. Méfeni probihalo pfii
rychlosti polarizace 100 mV-s™. Méfici prostiedi bylo tvofeno kyselou ¢asti BR pufru
s 20% methanolu, (v/v) a zasobnim roztokem simvastatinu jehoZ koncentrace byla
1-10° mol-I™.

2.3.6. Diferen¢ni pulzni voltametrie

Pro métfeni v anodické oblasti, byla pracovni elektrodou uhlikova pastova
elektroda, méieni probihalo pii rychlosti narGistu potencil 20 mV-s™, sitce pulzu 100 ms
a modula¢ni amplitudé +50 mV. Pracovni prostiedi bylo tvofeno BR pufrem o pH 3
s 20% metanolu (v/v) a uréitym mnozstvim zasobniho roztoku simvastatinu, jehoz
koncentrace byla 1-10° mol-1™%.

Pro méfeni v katodické oblasti byla pracovni elektrodou stfibrna pevna
amalgamova elektroda modifikovana rtutovym meniskem. Rychlost nardstu pulzu byla
20 mV-st, sitka pulzu 100 ms a modulaéni amplituda byla -50 mV. Mé&teny roztok byl
tvofen BR pufrem o pH 2 s 20% methanolu a ptisluSnym mnozstvim zasobniho roztoku
simvastatinu. Pfed zacatkem kazdého prvniho méfeni dané série, byl roztok probublan
dusikem po dobu 5 minuty. Pii kazdém dal§im méteni v dané sérii, byl roztok probublan
dusikem po dobu 1 min. U stanoveni simvastatinu v biologickém vzorku byla jako
matrice pouzita desetindsobné zfedéna moc¢. Mo¢ byla natedéna BR pufrem o pH 2.
Vznikly méfeny roztok byl tedy tvoten deviti dily BR pufru 0 pH 2 a jednim dilem mo¢i.
Pfed prvnim métenim série byl roztok opét probublan dusikem po dobu 5 minut a pred
dalsim bylo bublano po dobu 1min. Jako dalsi matrice pro stanoveni biologického vzorku
byla pouzita nefedénd moc. Pracovni prostfedi tvofilo devét dild moci a jeden dil
0,1 mol-1?t kyseliny sirové. Kyselina byla pfidina z déivodu udrzeni pH pracovniho
roztoku na pozadované hodnoté. Vznikly roztok byl probublavan stejnym zptisobem, jak

bylo uvedeno vyse.
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2.3.7. DC Voltametrie

Mg¢teni bylo provadéno v trielektrodovém uspofadani. Pracovni elektrodou byla
uhlikové pastova elektroda. Méfeni probihalo pfi rychlosti skenu 20 mV-s™, Pracovni
prostiedi tvofil BR pufr o pH 5,5 s 20% methanolu (v/v) a zasobni roztok simvastatinu,
jehoz koncentrace byla 1-10° mol1. Zasobni roztok simvastatinu byl pfipraven

v methanolu.

2.3.8. Méreni stalosti zasobniho roztoku

Stalost zasobniho roztoku simvastatinu byla sledovana pomoci UV/VIS
spektrofotometrie a cyklické voltametrie. Zasobni roztok simvastatinu 0 koncentraci
1:10"3 mol-1" byl pfipraven rozpusténim vypo¢itaného mnozstvi simvastatinu v methanolu
a doplnénim methanolem po rysku na celkovy objem 10 ml. Pro CV byla pracovni
elektrodou uhlikova pastova elektroda. Méfeni probihalo v prostiedi kyselé ¢asti BR
pufru s 20% methanolu (v/v) a urcitétho objemu zasobniho roztoku simvastatinu.
Vysledna koncentrace simvastatinu v méfeném roztoku byla 1-10% mol- 1 Méfeni
probihalo pfi rychlosti polarizace 100 mV-s. Pfed zagatkem kazdého méfeni byl obnoven
povrch elektrody otfenim o navlhéeny filtrani papir. Zasobni roztok byl skladovan
v mrazéku pii teploté -18°C.

U UV/VIS spektrofotometrie probihalo méteni v 10 mm kiemenné kyveté. Rozsah
méteni byl od 235 nm do 800 nm. Jako blank byl pouzit ¢isty methanol. Koncentrace
zasobniho roztoku byla 1-10“#mol-1"** Zasobni roztok byl uchovavan v mrazaku pfi teploté

-18°C.
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2.3.9. Méreni obsahu simvastatinu v 1é¢ivech

Technika DPV byla pouzita i pro ureni obsahu simvastatinu v tabletach. Méfeni
probihalo pfi rychlosti nartistu potencial 20 mV-s, §ifce pulzu 100 ms a modula¢ni
amplitudé¢ +50 mV. Pracovni prostfedi bylo tvofeno BR pufrem o pH 3 a urcitym
mnozstvim zasobniho roztoku daného 1é¢iva. O¢ekavana koncentrace vzorkt z tablet byla
4-10° mol-1". Koncentrace simvastatinu v tableté byla uréena metodou standardniho
ptidavku.

Srovnavaci metodou byla HPLC s UV detekci pii 238 nm. Byla pouzita kolona
LiChrosphere 100 RP-18 (Sum, pramér 4,6 mm, délka 25 cm). Rychlost pratoku byla
jeden mililitr za minutu. Analyza probihala isokraticky. Mobilni fadze byla slozena ze
dvou slozek. Slozka A obsahovala acetonitril a 0,1% kyselinu fosfore¢nou (V/V, 50+50),
slozka B obsahovala 0,1% kyselinu fosfore¢nou v acetonitrilu.[82] Obé slozky byly
V pribchu analyzy michani v poméru 1:1. Obsah simvastatinu v tabletach 1é¢iv byl ziskan
na zakladé porovnani ziskanych dat s daty, které poskytl standardni roztok. Jednalo se
tedy o jednobodovou kalibraci. Pracovni roztoky 1é¢iv pro obé metody byly ptipraveny
podle navodu v kapitole 2.3.2.

2.3.10. Vyhodnoceni vysledki

Zpusob vyhodnoceni vysledku se 1isil podle pouzité techniky. U techniky DCV
byla vznikla vlna vyhodnocena pomoci protaZeni linedrni ¢asti pfed nastupem viny a po
nastupu viny a byl zméfen proud odpovidajici vzdalenosti téchto piimek pti E12 , coz je
misto odpovidajici polovin€ vysky viny. U techniky DPV byla prolozena spojnice minim
u paty piku po jeho stranach a proud odpovidajici vysce piku byl zméfen od maxima piku
K této spojnici. Grafy byly vytvotfeny pomoci programu Excel 2013.

V grafech byly pouzity chybové tusecky, které ukazuji interval spolehlivosti
daného bodu. Interval spolehlivosti byl vypocitan s vyuzitim Studentova rozdéleni
s hladinou vyznamnosti 0,05. LOD byla ur¢ena vypoctem jako koncentrace odpovidajici
signalu vypoctenému z trojnasobku smérodatné odchylky patnacti opakovanych méteni

v

stanovena jako desetinasobek této smérodatné odchylky.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Voltametrické stanoveni simvastatinu na uhlikové pastové

elektrodé

Na pocatku méteni byly zvazovany dvé varianty slozeni uhlikové pasty. Prvni
z nich byla uhlikova pasta, ktera byla tvofena mineralnim olejem a grafitizovanym
uhlikem CR-2. Druhou variantou byla uhlikova pasta slozend z minerdlniho oleje
a mikrokulicek ze skelného uhliku. Jak je vidét na obr 3.1 uhlikova pasta s grafitizovanym
uhlikem se simvastatinem neposkytovala zadny signal zfejm¢ vzhledem k uz$imu
potencidlovému oknu a vét§imu zbytkovému proudu. Proto byla v dalSich métenich
pouzivana jen uhlikova pastova elektroda naplnénd pastou z mikrokulicek ze skelného

uhliku.
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Obr 3.1

Cyklické voltamogramy simvastatinu o koncentraci 2:10 *mol-I" v prostiedi KBR-MeOH
na CPE. Pastova elektroda z grafitizovaného uhliku CR-2 (1), uhlikova pasta z
mikrokulicek ze skelného uhliku (2).
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3.1.1. Cyklicka voltametrie na CPE

Cyklickd voltametrie se pouziva pro charakterizaci elektrodovych procest
a reverzibility daného systému. V idealnim pfipad¢ je pro reverzibilni redoxni systém
rozdil mezi potencidlem anodického a katodického piku roven 0,59/z. Je-li systém
reverzibilni, jsou piky pii dopfedném a zpétném sken stejné vysoké. V opacném piipadé,
se jedna o systém ireverzibilni ¢i kvazireverzibilni. Jak je vidét na obr 3.1 simvastatin
Vv prostiedi kyselé ¢asti BR pufru poskytuje signal, ktery odpovida oxidaci simvastatinu.
Redukeéni pik pfi zpétném skenu nebyl zaznamenan. Z toho vyplyva, ze oxidace
simvastatinu je ireverzibilni proces. Déale byla sledovana zavislost zmény velikosti
proudu piku simvastatinu lp na druhé odmocniné rychlosti skenu. Rychlost skenu se
pohybovala od 10 do 500 mV-s™, Tato zavislost je vidét na obrazku 3.2. Charakter této
zavislosti poskytuje informace o tom, je-li d&j probihajici na povrchu elektrody fizen
difuzi ¢i adsorpci. Difuzi je dé€j fizen v pfipadée, Ze je vyska proudu pifimo umeérna
odmocnin¢ z rychlosti polarizace. Pokud je vyska piku pfimo umérnd rychlosti
polarizace, pak je d¢j kontrolovany adsorpci. Ke stejnym zavéram ohledné elektrodovych

déja dospeli i v clanku [56].

o mA
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i 1/2’ (m V.S-l)1/2
Obr 3.2
Zavislost velikosti proudu CV piku I, na druhé odmocniné rychlosti skenu pro roztok
simvastatinu o koncentraci 100 umol-1* pro CPE na bézi mikrokuli¢ek ze skelného

uhliku v prostfedi kBR-MeOH.
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3.1.2. Stalost zasobniho roztoku simvastatinu

Roztoky pro sledovani stalosti zasobniho roztoku byly ptipraveny podle navodu
v kapitole 2.3.8. Ke sledovani byla vyuzita cyklicka voltametrie a UV/VIS
spektrofotometrie. Ziskané vysledky jsou vidét v tabulkach 3.1 a 3.2. Jak je vidét
vysledky ziskané CV (tab. 3.1) a UV/VIS spektrofotometrii (tab. 3.2) se vyrazné lisily.
CV ukazala, Ze jiz v prubéhu prvniho dne dochazi k vyrazné degradaci simvastatinu. Od
8 dne dochazi k ustanoveni nové rovnovahy, a k dalsi pozvolné degradaci az do 31 dne
nedochazi. Degradace V prvnich 8 dnech se ve spektrofotometrickém méteni neprojevila.
Tento rozdil vysledku je pravdépodobné dan tim, Ze degradace simvastatinu se neprojevi
v absorp¢nim spektru zasobniho roztoku simvastatinu. Mira degradace byla ovéfena
porovnani hodnoty proudu ¢i absorbance z méfeni v dobé t dni s hodnotou proudu ¢i
absorbance u cerstvé piipraveného roztoku simvastatinu v daném dnu méteni. Z vysledkt
stalosti ziskanych metodou CV, tedy jasné vyplyva, ze diky degradaci latky je vhodné
pro kazdy pracovni den ptipravovat Cerstvy zdsobni roztok. Ukdzka spektra simvastatinu

je na obrazku 3.3.
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Tabulka 3.1

Vysledky sledovani stalosti zasobniho roztoku simvastatinu o koncentraci 1-10° mol-I''v
methanolu. Stalost byla méfena pomoci CV na CPE v prostiedi kBR-MeOH pii potencialu
1,2 mV.

Stari zasobniho Velikost Pomér
roztoku (dny)  proud piku velikosti
Iph (nA) proudi
piki v case
tato (%)
0 8,43 1
0,3 8,16 96
1 7,48 89
2 6,82 81
3 6,63 79
4 6,42 76
7 6,69 79
8 6,26 74
16 6,04 72
20 6,23 74
24 6,12 73
31 6,13 73
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Tabulka 3.2

Vysledky sledovani stalosti zasobniho roztoku simvastatinu o koncentraci 1-10* mol 1
v methanolu. Stalost byla sledovana pomoci UV/VIS spektrofotometrie, kdy bylo
zaznamenavano celé spektrum v rozsahu 235-800 nm. Mg¢feni bylo provadéno v 10 mm
kfemenné kyveté proti methanolu. Absorpcni maxima byla pii 238 a 246 nm. Zména

hodnoty absorp¢nich maxim je uvedena v tabulce.

Pomér Amax Pomér Amax
Y i Hodnota .. Hodnota .
Stari zasobniho . pri 238 nm .. pri 246 nm
o Amax pri . Amax pri v
roztoku (dny) 238 nm vcase t ato 246 nM v ase t ato
(%) (%)
0 0,91 1 0,64 1
0,3 0,91 99 0,63 98
1 0,90 99 0,63 98
2 0,90 99 0,63 98
3 0,90 98 0,62 97
4 0,88 97 0,61 95
7 0,89 98 0,61 95
8 0,89 98 0,62 97
16 0,88 97 0,62 96
20 0,88 97 0,61 96
24 0,88 97 0,61 95
31 0,89 98 0,62 97
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Obr 3.3
Absorpéni spektrum simvastatinu o koncentraci 1-10* mol1? v methanolu. Méfeno

v kitemenné kyveté (1= 10 mm) proti methanolu.

3.1.3. DC voltametrie na CPE

Pomoci DC voltametrie na CPE bylo sledovano chovani simvastatinu v zavislost
na pH BR pufru. Jak je vidét na obrazku 3.4 od pH 2 do pH 7 poskytoval simvastatin
jeden dobfe definovany oxidaéni pik. S rostoucim pH dochazelo ke zméné dobie
definovaného piku na hiife vyhodnotitelnou vinu. Pfi pH vét§im nez 10 uz nebylo mozné
signal vyhodnotit. Zména piku znazornéna na obrazku 3.5. Nejlepsi odezvu poskytovala
CPE pii pH 5,5. Zavislost proudu piku na pH je uvedena v obrazku 3.6. Zavislost
potencialu piku na pH je uvedena v obrazku 3.7.

K vyraznému nartstu hodnoty lp i Ep doslo pifi pH 5,5. Tento nartst je
pravdépodobné dan piechodem simvastatinu na jeho hydroxykyselinu. Kyselina
simvastatinu ma hodnotu pKa 4,31 + 0,1. Schéma ptechodu je uvedeno v obrazku 1.1.
Tato zména je reverzibilni v zavislosti na hodnoté pH. Hydroxykyselina je uc¢innou
formou simvastatinu, kterd se v organismu aktivné podili na inhibici 3-HMGCo A
reduktasy. Hodnota pH je tedy jednim z regula¢nich faktort, ktery ma vliv na Géinek

simvastatinu v organismu.[2]
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Obr 3.4
DC voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pmol1* na CPE v prostedi

BR-MeOH o pH 2 az 7. Cisla kiivek odpovidaji hodnoté pH.

0 500 1000 g, mv 1500
Obr 3.5
DC voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pumol1? na CPE v prostfedi

BR-MeOH o pH 8 az 12. Cisla kiivek odpovidaji hodnoté pH.
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Obr 3.6
Zavislost vysky piku pti DC voltametrii na CPE na pHf smési BR-MeOH pro roztok

simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1™,
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Obr 3.7
Zavislost Ep pii DC voltametrii na CPE na pH' smési BR-MeOH pro roztok simvastatinu

o koncentraci 100 pmol-17,
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Kvili nejlepsi odezvé elektrody v BR pufru o pH 5,5, bylo pravé toto pH zvoleno
jako optimalni prostiedi pro meéfeni kalibracnich zavislosti. Koncentracni zavislost
simvastatinu byla méfena v rozsahu 1 az 100 pmol-1" v prostfedi BR-MeOH. Rychlost
skenu byla 20 mV-s a potencialovy rozsah méteni byl od 0 do 1500 mV. Zavislost DC
voltamogramil na koncentraci pro rozmezi od 10 do 100 pmol-1"* je na obrazku 3.9, pro
rozmezi 0d 1 do 10 pmol-1"* na obrazku 3.8. Zavislost vysky piku na koncentraci je vidét
na obrazku 3.10 a 3.11. Zavislost byla v obou pfipadech linearni. Parametry pro jednotlivé
zavislosti jsou uvedeny v tabulce 3.3.
dosazené koncentrace (¢ = 1 pmol-171). Z takto ziskanych dat byla vypo¢itana smérodatna
odchylka a z ni nasledné¢ LOD a LOQ. Konkrétni hodnoty pro jednotlivé koncentracni
rozmezi jsou uvedeny v tabulce 3.3. Nizsi korela¢ni koeficienty jsou pravdépodobné dany

nestejnomérnym otirani povrchu elektrody o navlhéeny filtracni papir.

0 500 1000 g mv 1500
Obr 3.8
Kalibraéni zavislost simvastatinu pro DC voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu
byla 0 (1), 1 (2), 10 (3), 20 (4), 40 (5), 60 (6), 80 (7) a 100 pmol1?* (8). Prostiedi
BR-MeOH o pH 5,5.
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Obr 3.9
Kalibra¢ni zavislost simvastatinu pro DC voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu
byla 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6) a 10 pmol‘1"! (7). Prostiedi BR-MeOH 0 pH 5,5.

O L 1 1 1 1
0 50 ¢, umol-I't 100

Obr 3.10
Kalibracni zavislost velikosti proudu pii DC voltametrii na CPE na koncentraci

simvastatinu v prostfedi BR-MeOH o pH 5,5 v rozmezi od 10 do 100 pmol-1L,
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Obr 3.11
Kalibra¢ni zavislost velikosti proudu pii DC voltametrii na CPE na koncentraci

simvastatinu v prostfedi BR-MeOH 0 pH 5,5 v rozmezi od 1 do 10 pmol-1™.

Tabulka 3.3

Souhrn parametru kalibra¢ni zavislosti simvastatinu. Méfeno metodou DCV na CPE
v prosttedi BR-MeOH o pH 5,5.

Koncentra¢ni Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
rozsah (umol-1?)  (uA-umol™l)  (nA) koeficient  (umol-1?)  (umol-1?)

10-100 0,0426 0,3018 0,9895
1-10 0,0492 0,0677 0,9852 0,36 1,2
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3.1.4. Diferen¢ni pulzni voltametrie na CPE

Stejné jako u DC voltametrie bylo i u DPV sledovano chovani simvastatinu
pfi raznych pH. Na obrazku 3.12 je vidét zavislost do pH 7. Do tohoto pH tvofil
simvastatin jeden dobfe definovany oxidaéni pik, ktery se vétSinou nachazel v rozmezi
potencialt 1,1-1,2 V. Pfesna zavislost velikosti potencialu piku simvastatinu Ep na pH je
vidét na obrazku 3.15. Je patrné, ze pii pH 5 doslo k odchylce E, od linearniho trendu
celé zavislosti. Tento odchylka by mohla souviset s pfechodem simvastatinu na aktivni
formu, tedy na jeho hydroxykyselinu (viz kapitola 3.1.3).
K podobnému odchyleni doslo také pii DC voltametrii. Od pH 7 doslo ke zméné tvaru
piku na vinu. Od pH 10 jiz nebylo mozné signal vyhodnotit. Zavislost pro pH vétsi jak 8
je vidét na obrazku 3.13. Zavislost velikosti proudu piku simvastatinu Ip na pH je na
obrazku 3.14. Zajimavé je, ze zde se prechod simvastatinu na aktivni formu pti pH 5
neprojevil. Nejlepsi odezvu poskytovala elektroda pii pH 3, proto bylo toto pH dale

pouzivano pro méteni kalibra¢nich zavislosti.

0 500 1000 E. mV 1500

Obr 3.12
DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1* na CPE v prostiedi
BR-MeOH o pH 2 az 7. Cisla kiivek odpovidaji hodnoté pH.
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Obr 3.13
DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pmol-I* na CPE v prostiedi

BR-MeOH o pH bylo 8 az 12. Cisla kiivek odpovidaji hodnot& pH.
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Obr 3.14
Zavislost vysky piku pii DP voltametrii na CPE na pH' smési BR-MeOH pro roztok

simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1™.
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Obr 3.15
Zavislost Ep pii DP voltametrii na CPE na pH" smési BR-MeOH pro roztok simvastatinu

o koncentraci 100 pmol-17,

Jak jiz bylo feceno vyse. Nejlepsi odezvu poskytovala uhlikova pastova elektroda
pii pH 3, proto bylo toto pH pouZzito pro méfeni kalibracnich zavislosti. Kalibra¢ni
zavislosti byly méfeny Vv rozsahu koncentraci 1-100 umol-1? v prostiedi BR-MeOH.
Zavislost v rozmezi 10-100 pmol-1? je na obrazku 3.16, v rozmezi 1-10 pmol-1? je
zavislost na obrazku 3.17. Zavislost velikosti proudu piku simvastatinu I, na koncentraci
je naobrazku 3.18 a 3.19. Zavislost ma linearni charakter, pfesné parametry jsou uvedeny
v tabulce 3.4.

Kontrola opakovatelnosti méfeni byla provadéna opakovanym méfenim vzorku
vypocditana smérodatna odchylka a z ni nasledné LOD a LOQ. Konkrétni hodnoty pro
jednotliva rozmezi jsou uvedeny v tabulce 3.4. Vyss§i hodnoty relativni smérodatné
odchylky jsou pravdépodobné dany nestejnomérnym otirdni povrchu elektrody

o navlh¢eny filtracni papir.
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0 500 1000 E, mv 1500
Obr 3.16

Kalibraéni zavislost simvastatinu pro DP voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu
byla 0 (1), 1 (2), 10 (3), 20 (4), 40 (5), 60(6), 80(7) a 100 umol1* (8) v prostiedi
BR-MeOH o pH 3.

Obr 3.17

Kalibra¢ni zavislost simvastatinu pro DP voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu
byla 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6) a 10 umol-I* (7) v prostiedi BR-MeOH o pH 3.
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Obr 3.18
Kalibra¢ni zavislost velikosti proudu pifi DP voltametrii ha CPE na koncentraci

simvastatinu v prostiedi BR-MeOH 0 pH 3 v rozmezi od 10 do 100 umol-1™.
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Obr 3.19

Kalibracni zavislost velikosti proudu pii DP voltametrii na CPE na koncentraci

simvastatinu v prostredi BR-MeOH o pH 3 v rozmezi od 1 do 10 umol-1™.
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Tabulka 3.4

Souhrn parametrii pro kalibracni zavislost simvastatinu. Méfeno metodou DPV na CPE
Vv prosttedi BR-MeOH o pH 3.

Koncentraéni Smérnice Usek Korela¢ni LOD LOQ
rozsah (umol-1t)  (uA-umol ™) (HA) koeficient (umol-It)  (umol-1?)

10-100 0,0209 0,1918 0,9945

1-10 0,0441 0,0586 0,9935 0,32 1,09

3.2. Stanoveni simvastatinu v lé¢ivech

Pro stanoveni obsahu simvastatinu v 1é¢ivech byli vybrani tii zastupci a to
Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10 (registra¢ni Cisla a Cisla Sarzi jednotlivych 1é¢iv
viz kapitola 2.2). Tyto 1é¢iva byla vybrana s ohledem na mnozstvi aditiv, ktera by mohla
ovlivnit vysledek analyzy. Deklarovany obsah simvastatinu v jedné tableté byl pro
Simvax a Simvacard 20 mg simvastatinu a pro tablety Simgal 10 mg simvastatinu. Pfesny
postup piipravy zasobnich roztokt viz kapitola 2.3.2. Vysledna piedpokladana

koncentrace zasobnich roztok 1é¢iv pro voltametrické stanoveni byla 1,91-10* mol-1*.

V kapitolach 3.1.3 a 3.1.4 byl simvastatin stanovovan v ¢isté forme¢ metodou DCV
a DPV. Metoda DPV se ukazala jako citlivéjsi a proto byla zvolena jako vhodna metoda
pro stanoveni simvastatinu v lé¢ivech. Stanoveni probihalo metodou standardniho
pridavku Vv prostiedi BR pufru 0 pH 3, pti rychlosti skenu 20 mV-s™. 2,10 ml roztoku
vzorku lé¢iva byl doplnén BR pufrem na celkovy objem 10ml. Byla provedena prvni série
péti méfeni. K takto ptipravenému roztoku bylo nasledné piidano 200 ul standardniho
roztoku simvastatinu o koncentraci 1-10° mol-I. Po pfidavku byla provedena druha
série péti méfeni. Tento postup se zopakoval jesté dvakrat. Celkem bylo do vzorku lé¢iva
ptidano 600 pl Ze ziskanych dat byla utvofena linearni zavislost. Z rovnice pro tuto
zéavislost byla dopoctena koncentrace simvastatinu v jednotlivych tabletach. Linearni
zavislosti pro jednotliva 1é€iva jsou vidét na obrazku 3.20 az 3.22. Parametry linearnich
zavislosti jsou uvedeny v tabulce 3.5. Z této tabulky je patrné, Ze vytézek pro vSechna tfi

1é¢iva byl kolem 92 + 3%. Srovnavaci metodou pro stanoveni simvastatinu v 1é¢ivech
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byla HPLC se spektrofotometrickou detekci pii 238 nm. Toto stanoveni bylo inspirovano
1ékopisnou metodou pro stanoveni obsahu simvastatinu. [82] Diky nedostupnosti kolony,
ktera byla pouzita v 1ékopisu, nebylo mozné dodrzet presny postup pro stanoveni obsahu
IéCiva tak, jak byl uveden Vv 1ékopisu. Z tohoto diivodu doslo k modifikaci tohoto postupu
a z lékopisného navrhu byl pievzat pouze navod na slozeni mobilnich fazi a zbytek
parametrii byl upraven podle dostupného technického vybaveni. Pracovni roztoky byly
pfipraveny podle ndvod v kapitole 2.3.2. Nastaveni metody a slozeni mobilnich fazi je
uvedeno v kapitole 2.3.9. Obsah simvastatinu ve vzorcich 1é¢iva byl stanoven na zakladé
porovnani dat ziskanych z méfeni standardu a dat ziskanych z méfeni vzorkt 1éCiv.
Vytéznost této metody je uvedena tabulce 3.6. Jak je vidét v této tabulce, nejvyssi
vytéznost byla u 1é¢iva Simvax 20. Pti HPLC stanoveni mé&lo toto 1é¢ivo mnohem vyssi
vytéznost nez zbylé dvé 1éciva. Tento rozdil by mohl byt pravdépodobné dan odlisSnym
chemickym slozenim 1é¢iv a interferenci chromatografického piku s néjakou dalsi latkou

pritomnou v tabletach.

I,nA T é

800 + §

400 &~

D

-50 -25 0 25 50 75
¢, umol-I

Obr 3.20
Stanoveni simvastatinu v tableté Simvax 20 metodou standardniho ptidavku. Méfeni bylo

provadéno technikou DPV v prostiedi BR pufru o pH 3.
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Obr 3.21
Stanoveni simvastatinu v tablet¢ Simvacard 20 metodou standardniho pfidavku. Méteni

bylo provadéno technikou DPV v prostiedi BR pufru o pH 3
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Obr 3.22

Stanoveni simvastatinu v tablet¢ Simgal 10 metodou standardniho ptidavku. Méfeni bylo

provadéno technikou DPV v prostiedi BR pufru o pH 3.
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Tabulka 3.5
Souhrn parametrti pro stanoveni simvastatinu v 1é¢ivech metodou standardniho ptidavku.

Mg¢teno technikou DPV v prostiedi BR pufru o pH 3 s 20% methanolu, (v/v).

Ocekavana Stanovena

Légivo koncentrace koncentrace VytéZznost Smérnice  Usek Korelaéni SD RSD

(nmol-1?) (nmol-l?) (%) (nA-umol™l)  (nA) koeficient (umol-l?) (%)

Simvax 20 40 36.9 92.3 106 392 09989 534 15

S'm‘z’gcard 40 36,7 91,8 4,92 180 09977 803 43

Simgal 10 40 36,6 91,5 851 311 09991 118 39
Tabulka 3.6

Souhrn parametri pro stanoveni simvastatinu v 1é¢ivech metodou HPLC.

Vyskapiku o
e piku VytéZnost Reten¢ni SD
Léve (V) vminty (%) Gas@mig (mv) o0 %0
Standard 114,1 2284 - 3,01 5,25 4.6
Simvax 20 1511 2357 132 296 5 40 36
S'm‘z’gcard 117.4 2246 103 3.00 2 66 23
Simgal 10 120,4 1851 106 295 224 1.9

V dal§im kroku byla testovana moznost vyuziti CPE pro stanoveni simvastatinu
Vv biologickych vzorcich moci, ale ukdzalo se, Ze tato matrice obsahuje velké mnoZstvi
latek, které poskytuji signal v anodické oblasti a dochazi k piekryti signalu
poskytovaného simvastatinem. Piekryti signali je tak velké, Ze znemoznuje vyhodnoceni
signalu simvastatinu. Z tohoto dtivodu byl simvastatin v biologickych vzorcich testovan

Vv redukéni oblasti s vyuzitim stfibrné pevné amalgamové elektrody.
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3.3. Stanoveni simvastatinu na rtutovym meniskem modifikované

stFibrné amalgamové elektrodé

Stanoveni statinii v biologickych vzorcich je v dnesni dobé zalozeno hlavné na
metodach HPLC, UHPLC ¢i GC.[41,45,47,50] Vzorkem pro tyto analyzy byva ve
vetsSing pripadd krevni sérum. VySe zminéné metody jsou ovSem velmi naro¢né a to jak
finan¢n¢ tak technicky. Odbér vzorku pro analyzu je invazivni, coz je narocné i pro
pacienta. Vzhledem k tomu, Zze metabolity statind se v rizné mife dostavaji do moci,
Vv zévislosti na své metabolické draze, vznikla potieba a snaha, nalézt levnéjsi metodu pro
jejich stanoveni. Stanoveni ze séra klade dalsi pozadavky na predupravu vzorku za
pouziti dalSich pfistroju a chemikalii [41]. V této diplomové praci jsme ovéfovali, jestli
je mozné stanovit simvastatin v mo¢i jako biologické matrici. Za matrici byla zvolena
moc¢ desetinasobné zfedénd BR pufrem a nasledné i plnd nefedéna moc. Postup prace
vychazel z ¢lanku [72], kde byl nastinén postup pro stanoveni simvastatinu pomoci tvorby
komplexu s kademnatymi ionty na visici rtutové kapkové elektrodé. Mechanismus

vzniku komplexu je zobrazen na obrazku 3.23.

H;C H,C

Obr 3.23
Mechanismus reakce vzniku komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty [71]

V této praci byla na rozdil od citovaného ¢lanku pouzita jako pracovni elektroda
amalgamova elektroda modifikované rtutovym meniskem. Uhlikova pastova elektroda
nebyla pro tuto analyzu vhodna, protoze jeji potencialové okno pro oblast redukce je uzké
a stanoveni komplikuje kyslik pfitomny v pasté. Kyslik vazany v pasté se v prubéhu
analyzy redukuje a ptekryva signal poskytovany kademnatymi ionty. V citovaném ¢lanku

nebyla pfili§ diskutovana otazka optimalniho poméru mezi simvastatinem a kademnatymi
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ionty. Pro sledovani chovani simvastatinu 0 koncentraci od 2:10°a 100-10® mol-1" byla
zvolena technika DP voltametrie v prostiedi BR-MeOH o pH 2,5. [72] Zména signalu
poskytovaného pracovni elektrodou v zdkladnim elektrolytu BR pufru se samotnym
simvastatinem a po pfidavku kademnatych iontd o riznych koncentracich je vidét na
obrazcich 3.24 a 3.25. Na obrazku 3.24 je vidét, Ze pfidavek kademnatych ionti v poméru
1:1, pfi koncentraci simvastatinu 20 pmol-1?, zpiisobi tvorbu komplexu, jehoz signal je
mensi nez signal poskytovany samotnym simvastatinem. Na obrazku 3.25 je ovSem
situace jina a pii koncentracich v fddech jednotek pmolt dochazi po ptidani kademnatych
iontl ke vzniku komplexu, ktery poskytuje signal vyssi, nez samotny simvastatinu. Dale
byla zkoumana =zavislost mezi signalem komplexu simvastatinu a koncentraci
kademnatych iontd v roztoku. Tyto zavislosti jsou vidét na obrazku 3.26 a 3.27.
U obrazku 3.26 byla nejvyssi odezva elektrody pfi stejné koncentraci simvastatinu
a kademnatych iontd. Tato koncentrace byla 2 pmol-1" . U obrazku 3.27 byla maximalni
odezva elektrody pii koncentraci simvastatinu 5 pmol-1! a koncentraci kademnatych
iontd 1 pmol-I"t. Tyto zavislosti ukazuji, Ze se zvySujici se koncentraci simvastatinu
vV méfeném roztoku dochézi po ptidani kademnatych ionti ke zméné chovani komplexu,
ktery poskytuje maximalni odezvu elektrody pfti niz§ich koncentracich kademnatych
iontd. Obrazek 3.24 ukazuje situaci, kdy je koncentrace simvastatinu v méteném roztoku
tak vysoka, ze ptidavek kademnatych iontl zptsobi tvorbu komplexu, ktery ma signal
niz$i, nez signal poskytovany samotnym simvastatinem. Bylo prozkouméano i chovani
komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty Vv prostiedi zvySujici se koncentrace
simvastatinu. Koncentrace kademnatych iontd byla 5-10° moll? a koncentrace
simvastatinu se pohybovala v rozsahu od 1 do 10 umol-1. Tato zavislost je vidét na

obrazcich 3.28 a 3.29. Parametry této zavislosti jsou uvedeny v tabulce 3.7.
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Obr 3.24
DP voltamogramy simvastatinu v prostiedi BR-MeOH o pH 2,5 o koncentraci
simvastatinu 0 (1), 20 pmol-1? (2, Ep = -375 mV), 20 umolI? s piidavkem Cd?*
o koncentraci 20 umol-1? (3, Er = -243 mV) a samotné kademnaté ionty o koncentraci
20 umol-1"? (4, Ep = -516 mV) na m-AgSAE.
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Obr 3.25

DP voltamogramy simvastatinu v prostiedi BR-MeOH o pH 2,5 o koncentraci
simvastatinu 0 (1), 2 pmol-1* (2, Ep=-332 mV), 2 umol-I"*s pfidavkem Cd?* 0 koncentraci
2 umol-1? (3, Er = -420 mV) a samotné kademnaté ionty o koncentraci 2 umol-1? (4,
Ep = -516 mV) na m-AgSAE.
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Obr 3.26
Zavislost zmény signalu komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty (1,s,=2 pmol-1)
na koncentraci kademnatych iontt (2) pti DPV v prosttedi BR-MeOH o pH 2,5.

Ctvereéek predstavuje pouze simvastatin (3,Csy = 2 pmol-1™).

¢, umol-I't

Obr 3.27
Zavislost zmény signalu komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty (1,Csv= 5 pmol-17%)
na koncentraci samotnych kademnatych iontd (2) pti DPV v prostfedi BR-MeOH o pH

2,5. Ctveredek predstavuje pouze simvastatin (3,co=2 pmol-17).
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Obr 3.28

DP voltamogramy ukazujici zménu signalu komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty
v prostiedi BR-MeOH o0 pH 2,5 v zavislosti na rostouci koncentraci simvastatinu.
Koncentrace kademnatych iontt byla 5 umol-I. Koncentrace simvastatinu byla 1 (1), 2
(2),4 (3), 6 (4),8(5)a 10 (6) umol-1*
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Obr 3.29

Zavislost zmény signalu komplexu simvastatinu s Cd?* na koncentraci simvastatinu pfi

DPV v prosttedi BR pufru o pH 2,5 s 20% methanolu (v/v).

54



Zavislosti v obrazcich 3.28 a 3.29 ukazuji, Ze s nardstajici koncentraci simvastatinu
dochazi ke zvySovani odezvy elektrody. Soucasn¢ dochédzi k posunu potencialu piku
simvastatinu Ep k zapornéjsim potencialiim, jak je vidét na obrazku 3.28. Tento posun
souvisi s narustem koncentrace simvastatinu. Obrazek 3.29 ukazuje pouze kiivku pro
narast odezvy komplexu simvastatinu s kademnatymi ionty. Je vidét, Ze tato zavislost
nema linearni charakter, ale je charakterizovana polynomickou zavislosti. Zobrazeny
polynom je polynomem druhého stupné. Rovnice tohoto polynomu je
y = 0,5892x2 — 10,59x + 3,8047 s korelaénim koeficientem 0,9740.

Signal kademnatych ionti byl ziskdn pouze pii koncentraci simvastatinu
1 umol I}, p#i vyssich koncentraci doslo k vymizeni tohoto signalu. Mechanismus vznik
komplexu s kademnatymi ionty je vidét na obrazku 3.23. Zavislost na zméné koncentrace
kademnatych iontti nebyla linearni, proto byla pro dalsi zkoumani zvolena koncentrace
kademnatych iontl, pii které poskytoval komplex nejvyssi signal, coz byla koncentrace
2:10° mol-1I . Se zvolenou konstantni koncentraci kademnatych iontl bylo ptikro¢eno
k pokusu stanovit simvastatin v biologické matrici. Touto matrici byla desetinasobné
zifedéna moc. Mé&fici prostedi tvofil 1 dil moci a 9 dila BR pufru o pH 2,5 s 20% metanolu
(V/v). Do této sméesi bylo ptidano 20 pl zasobniho roztoku simvastatinu 0 koncentraci
1:10° moll?, coz piedstavovalo koneénou koncentraci simvastatinu v moéi
20-10%mol-1. K méfeni byla pouzita metoda DPV. Do pracovniho prostiedi byly pfidany
kademnaté ionty a bylo sledovano chovani komplexu simvastatinu v biologické matrici.
Vysledky méfeni ovSem nebylo mozno vyhodnotit. Z tohoto divodu a z divodu
nelinearniho chovani komplexu simvastatinu byla metoda s ptfidavkem kademnatych
iontll opusténa

Dalsi smér, kterym se vyzkum ubiral, bylo sledovani chovéani simvastatinu
v prostiedi BR pufru. Pro sledovani chovani simvastatinu v prostfedi BR pufru byla
pouZzita opét technika DPV. Na obrdzcich 3.30 a 3.31 je vidét zména signalu
poskytovaného simvastatinem v zavislosti na pH BR pufru. Nejvyssi signal poskytoval
simvastatin pii pH 2, proto bylo toto pH zvoleno jako optimalni pro dal§i méfeni.
Zavislost zmény proudu piku simvastatinu Ip na pH BR pufru je vidét na obrazku 3.32.
Jak z obrazku vyplyva s nartstajicim pH BR pufru dochazi ke snizovani signalu az do pH
5, nésledné¢ dochazi k opétovnému naristu signdlu. Pokles signalu pfi pH 5

pravdépodobné souvisi s prechodem simvastatinu na jeho aktivni formu. Zavislost zmény
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potencialu piku Ep je vidét a obrazku 3.33. Zména potencidlu piku Ep je zanedbatelna
a pozorované zmény nesouvisi se zménami pH méfeného roztoku, ale jsou dany

predevsim rozliSenim pfistroje.
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Obr 3.30

DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pmol1? na m-AgSAE v prostiedi
BR-MeOH o pH 2 az 7 . Cisla kiivek odpovidaji hodnot& pH.
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Obr 3.31
DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1? na m-AgSAE v prostedi
BR-MeOH o pH 8 az 12. Cisla kiivek odpovidaji hodnot& pH.
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Obr 3.32

Zavislost velikosti proudu piku p#i DP voltametrii na pH' smési BR pufru s 20%

methanolu (v/v) pro roztok simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1" pro m-AgSAE.
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Obr 3.33
Zavislost velikosti Ep pii DP voltametrii na pH' smési BR pufru s 20% methanolu (v/v)

pro roztok simvastatinu o koncentraci 100 pmol-1* pro m-AgSAE.

V prubéhu méteni se ukazalo, ze dochazi k pasivaci elektrody. Bylo vyzkouseno
nékolik postupti pro obnoveni povrchu elektrody. Jako nejucinnéjsi se ukazala aktivace
povrchu elektrody pomoci dvou pod sobé¢ jdoucich aktivacnich cykli. Parametry pro
aktivaci povrchu elektrody jsou uvedeny v kapitole 2.3.4. Ovéfeni stalosti signalu
poskytovaného amalgamovou elektrodou bylo ovéfeno pomoci série péti métreni. Kazda
série méla pét po sob¢ jdoucich méteni. Po kazdé sérii byl povrch elektrody aktivovan

zpiisobem, ktery byl zminén vyse. Stalost signalu je vidét na obrazku 3.34.

58



1 2 3 4 5
Série méreni
Obr 3.34
Stalost signdlu simvastatinu o koncentraci 100 umol-1! v prostiedi BR-MeOH o pH 2
pro amalgamovou elektrodu. V kazdé sérii bylo provedeno 5 méteni. Pfed zacatkem

kazdé série byl povrch amalgdmové elektrody aktivovan.

Nejvyssi signal simvastatinu byl ziskéan pti pH BR pufru 2, proto bylo toto pH
zvoleno jako optimalni pro méteni kalibracnich zéavislosti. Kalibrace byly méteny pro
koncentraéni rozsah od 1 do 100 pmol-1*. Jednotlivé zavislosti jsou vidét na obrazcich
3.35 az 3.38. Parametry kalibra¢nich zavislosti pro jednotlivé koncentra¢ni fady jsou

uvedeny v tabulce 3.8.
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Obr 3.35
DP voltamogramy simvastatinu pro DP voltametrii. Koncentrace simvastatinu byla
0 (1), 10 (2), 20 (3), 40 (4), 60(5), 80 (6) a 100 pmol-1* (7) na m-AgSAE Vv prostiedi
BR-MeOH o pH 2.
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Obr 3.36

DP voltamogramy simvastatinu pro DP voltametrii. Koncentrace simvastatinu byla
0(1),1(2),2(3),4(4),6(5),8(6) al0 umol1?(7) nam-AgSAE v prostiedi BR-MeOH
o pH 2.
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Obr 3.37

Kalibracni zavislost velikosti proudu pii DP voltametrii na koncentraci simvastatinu

vV prostiedi BR-MeOH o pH 2, pro m-AgSAE v rozmezi od 10 do 100 pmol-17.
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Obr 3.38

Kalibraéni zavislost velikosti proudu pii DP voltametrii na koncentraci simvastatinu

v prostiedi BR-MeOH o0 pH 2 pro m-AgSAE v rozmezi od 1 do 10 pmol-17.
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Tab 3.7
Souhrn parametri pro kalibracni zavislosti simvastatinu. Méfeno metodou DPV

Vv prostiedi BR-MeOH o pH 2 na m-AgSAE.

Koncentraéni rozsah Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
(umol-171) (nA-pmol™-I) (nA) koeficient (umol-11)  (umol-1?)
10-100 0,1848 +14,954 0,9989 - -
1-10 1,6008 -0,0442 0,9999 0,49 1,66

Po nalezeni optimalnich podminek a ovéfeni linearni kalibracni zavislosti
simvastatinu v idealnim prostfedi BR pufru bylo sledovano chovani simvastatinu
Vv biologické matrici. Prvni matrici byla zvolena desetinasobné zfedéna mo¢. Moc¢ byla
fedéna BR pufrem o pH 2. Pracovni roztok byl tvofen jednim dilem moci a deviti dily
pufru. Chovani simvastatinu v této matrici je vidét na obrazku 3.39 a 3.40. Parametry této
zavislosti jsou uvedeny v tabulce 3.8. Na obrazku 3.39 je vidét, Ze v matrici desetinasobné
ziedéna modi bylo mozno detegovat simvastatinu az od koncentrace 6 pmol-1™! v méfeném
roztoku. Koncentrace v mo¢i by byla 60 pmol-1t. Nemoznost stanovit simvastatin
v niz§ich koncentraci by mohla byt ddna pfitomnosti interferujicich latek v moci, jako
jsou napf. bilkoviny, které se v moci v malé mife fyziologicky vyskytuji a mohou na sebe
tedy nizké koncentrace simvastatinu vyvazat. Druhou matrici byla zvolena plnd moc.
Pracovni roztok byl tvofen deviti dily mo¢i a jednim dilem BR pufru o pH 2. BohuZel se
ukazalo, Ze BR pufr nedokaze udrzet pH pracovniho roztoku na poZadované hodnoté.
Z tohoto diivodu byl BR pufr pro toto méfeni nahrazen 0,1 mol-1t kyselinou sirovou, ktera
po ziedéni poZadované pH poskytla. Chovani simvastatinu v této matrici je vidét na
obrazcich 3.41 a 3.42. Parametry této zavislosti jsou uvedeny v tabulce 3.9. Na rozdil od
zfedéna moci bylo moZno stanovit simvastatin V nizkych koncentracich od 2 do
10 umol-lt. Rozdilnost pti stanoveni v matrici ziedéné a plné moci by mohla byt
ovlivnéna nestejnym sloZzenim moci pii jednotlivych stanovenich. Nalezeni postupu pro
upravu zékladni matrice, tak aby byla pfi kazdém méieni stejna, je namétem dalSiho

studia v budoucnu.
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Obr 3.39

DP voltamogramy simvastatinu v matrici desetinasobné zifedéna mo¢i BR pufrem o pH 2
pro m-AgSAE. Koncentrace simvastatinu v méfeném roztoku byla 0 (1- BR pufr,
2- desetinasobné ziedéna mo¢ BR pufrem o pH 2), 6 (3), 8 (4) a 10 (5) umol1™.
Koncentrace simvastatinu v nezfedéné moci by byla 60, 80 a 100 pmol-1?.
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Obr 3.40

Kalibrac¢ni zavislost velikosti proudu na koncentraci simvastatinu pii DPV v matrici

desetinasobné zfedéna moci BR pufrem o pH 2 pro m-AgSAE.
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Tab 3.8
Souhrn parametr pro kalibra¢ni zavislost simvastatinu. Méfeno metodou DPV

Vv prostiedi desetinasobné zfedéné moci BR pufru o pH 2 na m-AgSAE.

Koncentra¢ni rozsah Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
(umol-171) (nA-pmol™I) (nA) koeficient (umol-1t)  (umol-1?)
6-10 1,4775 -7,2887 0,9719 1,83 6,10

0 -200 -400 -600 -800

Obr 3.41

DP voltamogramy simvastatinu v matrici plné moc¢i pro na m-AgSAE. Koncentrace
simvastatinu v moc¢i byla 0 (1- mog¢, pomér 9:1 s 0,1 mol-1* kyselinou sirovou), 2 (2),
4(3), 6 (4), 8 (5) a 10 (6) umol-1*.
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Obr 3.42
Kalibracni zavislost velikosti proudu na koncentraci simvastatinu pti DPV v matrici plné
modi pro na M-AgSAE. Méfeny roztok obsahoval 9diléi mo¢i a jeden dil 0,1 molI*

kyseliny sirové.

Tab 3.9
Souhrn parametrd pro kalibracni zavislost simvastatinu. Méfeno metodou DPV
v prostiedi plné mo¢i. Méfeny roztok obsahoval 9diléi mo¢i a jeden dil 0,1 mol-1"t kyseliny

sirové na m-AgSAE.

Koncentra¢ni rozsah Smérnice Usek Korelacni LOD LOQ
(umol-1?) (nA-pmol™-I) (nA) koeficient (umol-1)  (umol-1?)
2-10 1,735 +0,241 0,9691 0,65 2,15
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Pro stanoveni simvastatinu byly vypracovany metody diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) a DC voltametrie na CPE. Jako idealni slozeni uhlikové pasty bylo zvoleno slozeni
s mikrokulickami ze skelného uhliku a mineralniho oleje.

Uhlikova pastova elektroda byla pouzita pro urCeni reverzibility elektrochemické
oxidace v roztoku simvastatinu technikou cyklické voltametrie. Méfeni probihalo
v kBR-MeOH. M¢fenim bylo zjisténo, ze oxidace simvastatinu je ireverzibilni proces.
Pomoci sledovani zavislosti velikosti proudu piku Ip na rychlosti skenu, bylo zjisténo, ze
d¢je probihajici na povrchu elektrody jsou pravdépodobné fizené difuzi. CV se stejnymi
podminkami méfeni jako pro studium elektrodovych procesti, byla pouzita i pro sledovani
stalosti zasobniho roztoku simvastatinu o koncentraci 1:10° pmol-1?. Srovnavaci
metodou pro stalost zasobniho roztoku byla UV/VIS spektrofotometrie v rozsahu
235-800 nm proti methanolu. Srovnani ukazalo, ze degradace simvastatinu, ktera se
projevila v CV, neni pomoci spektrofotometrie detegovatelna. Zasobni roztok
simvastatinu byl stabilni po dobu 7 hodin.

Pro metodu DCV bylo jako optimalni prostiedi zvolena smés Brittonova-
Robinsonova pufru o pH 5,5 (80%) a methanolu (20%). Pro DPV bylo jako optimalni
prostiedi zvolena smés Brittonova-Robinsonova pufru o pH 3 (80%) a methanolu (20%).
Tyto pH byly pouzity pro sledovani kalibra¢nich zavislosti. Pro DC voltametrii byla mez
detekce 0,36 umol-1™a mez kvantifikace 1,2 pmol-17. Pro techniku DPV byla mez detekce
0,32 umol-I* a mez kvantifikace 1,09 pmol-17,

Metoda DPV byla nepatrné citlivéjsi a snaze vyhodnotitelna, nez DC voltametrie,
proto byla tato technika pouzita pro stanovenim obsahu simvastatinu v 1é¢ivech Simvax
20, Simvacard 20 a Simgal 10. Obsah simvastatinu byl stanoven metodou standardniho
ptidavku. VytéZnost stanoveni pro vSechna lé¢iva byla 92 + 3%. Srovnavaci metodou
bylo HPLC stanoveni s UV detekci pfi 238 nm. Obsah simvastatinu byl uren z porovnani
naméfenych dat mezi roztokem standardu a roztokem 1éCiva. Nejvyssi vytézek
poskytovala tato metoda pro 1é¢ivo Simvax 20 a to 132 + 3,6% . Pro zbyla dvé 1é¢iva byl
vytézek 103 a 106 £ 2%.

Byla také zkoumdna mozZnost vyuZziti voltametrického stanoveni simvastatinu

V matrici biologického vzorku. Jako matrice byla zvolena desetindsobné ziedéna moc¢
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anasledné i plna nefedénd moc. Pro matrici desetindsobné zfedéné moci byla mez detekce
1,83 pmol-1"t a mez kvantifikace 6,10 pmol-1"t. Pro matrici plné mo¢i byla mez detekce
0,65 pmol-I a mez kvantifikace 2,15 umol-1t. Mé&feni ukazalo, Ze touto technikou je
pricipialné mozné simvastatin v moci stanovit, ale do budoucna je tieba nalézt optimalni

postup pro piedapravu vzorku moci.

67



5. Literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

HECHT, H.S., HARMAN, S. M. Comparison of the Effects of Atorvastatin
Versus Simvastatin on Subclinical Atherosclerosis in Primary Prevention as
Determined by Electron Beam Tomography. J. Am. Coll. Cardiol., 2003, vol.
91, p. 42-45.

KIM, K., KANG, J., KIM, D., PARK, S., PARK, S. H., KIM, D., PARK, K.
D., LEE, Y. J., JUNG, H., PAN,, J., AHN, T. Generation of Human Chiral
Metabolites of Simvastatin and Lovastatin by Bacterial CYP102Al
Mutants. Drug Metab. Dispos., 2011, vol. 39, no. 1, p. 140-150.

XU, Q. LIU, Y., ZHANG, Q., MA, B,, YANG, Z,, LIU, L., YAO, D., CUI,
G., SUN, J., WU, Z. Metabolomic analysis of simvastatin and fenofibrate
intervention in  high-lipid diet-induced hyperlipidemia rats. Acta
Pharmacologica Sinica, 2014, vol. 35, p. 1265-1273.

LIN, P.,, CHANG, A. Y., LINC, T. Simvastatin treatment exerts antidepressant-
like effect in rats exposed to chronic mild stress. Pharmacol., Biochem. Behav.,
2014, vol. 124, p. 174-179.

TULBAH, A.S., ONG, H. X.,, COLOMBO, P., YOUNG, P. M., TRAINI, D.
Novel Simvastatin Inhalation Formulation and Characterisation. AAPS
PharmSciTech, 2014, vol. 15, no. 4, p. 956-962

STATNI USTAV PRO KONTROLU LECIV, Souhrn tdajii o piipravku
Simgal.
http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0032579&tab=texts
(stazeno 28.4 2015).

STATNI USTAV PRO KONTROLU LECIV, Souhrn tdajii o p¥ipravku
Simvacard.
http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0058775&tab=texts
(stazeno 28.4 2015).

STATNI USTAV PRO KONTROLU LECIV, Souhrn tdaji o p¥ipravku
Simvax.
http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0049912&tab=texts
(stazeno 28.4 2015).

68



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

WANG, X., LIU, M., YANG, M., ZHANG, Y., ZHANG, D., ZHANG, L.,
HAN, J., LIU, H. Gender differences in pharmacokinetics of a combination
tablet of niacin extended-release/simvastatin in healthy Chinese volunteers. Eur.
J. Drug Metab. Pharmacokinet., 2014, vol. 39, p. 321-326.

KADDURAH-DAOUK, R., BAILLIE, R. A., ZHU, H., ZENG, Z., WIEST,
M. M., NGUYEN, U. T., WOJIJNOONSKI, K., WATKINS, S. M., TRUPP,
M., KRAUSS, R. M. Enteric Microbiome Metabolites Correlate with Response
to Simvastatin Treatment. Plos one, 2011, vol. 6, no. 10, p. 1-11.

CONSTANTINIDES, A., DE VRIES, R, VAN LEEUWEN, J. J,
GAUTIER, T., VAN PELT, L. J.,, TSELEPIS, A. D., LAGROST, L.,
DULLAART, R. P. Simvastatin but not bezafibrate decreases plasma
lipoprotein-associated phospholipase A2 mass in type 2 diabetes mellitus:
Relevance of high sensitive C-reactive protein, lipoprotein profile and low-
density lipoprotein (LDL) electronegativity. Eur. J. Inter. Med., 2012, vol. 23,
p. 633-638.

WANGA, Ch,, FU, Y., JIAN, S.,, WANG, Y., LIU, P., HO, M., WANG, Ch.
Synthesis and characterization of cationic polymeric nanoparticles as
simvastatin carriers for enhancing the osteogenesis of bone marrow
mesenchymal stem cells. J. Colloid Interface Sci., 2014, vol. 432, p. 190-199

SA'NCHEZ-QUESADA, J. L., OTAL-ENTRAIGAS, C., FRANCO, M.,
JORBA, 0., GONZA’ LEZ-SASTRE, F., BLANCO-VACA, F,
ORDO'N'EZ-LLANOS, J. Effect of Simvastatin Treatment on the
Electronegative Low-Density Lipoprotein Present in Patients With
Heterozygous Familial Hypercholesterolemia. J. Am. Coll. Cardiol., 1999, vol.
84, no. 15, p. 655-659

GALTIER, F, MURA, T. RAYNAUD DE MAUVERGER, E,
CHEVASSUS, H., FARRET, A., GAGNOL, J., COSTA, F., DUPUY, A,
PETIT, P., CRISTO, J., MERCIER, J. Effect of a high dose of simvastatin on
muscle mitochondrial metabolism and calcium signaling in healthy
volunteers. Toxicol. Appl. Pharmacol., 2012, vol. 263, p. 281-286

ZHOU, J., LI, W,, XIE, Q., HOU, Y., ZHAN, S., YANG, X,, XU, X., CAI,
J., HUANG, Z. Effects of Simvastatin on Glucose Metabolism in Mouse MIN6
Cells. J. Diab. Res, 2014, p. 1-10

KATZUNG, B. G. Zdkladni a klinicka farmakologie. Latky pouzivané pii
hyperlipidemii, H+H, Praha 2006, 2.vyd., Kapitola 35, p. 563-565.

69



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

LULLMAN, H., MOHR, C., WCHLING, M. Farmakologie a toxikologie.
Krev, terapie hyperlipoproteinnemie, Garda, Praha 2009, 2.vyd., p. 238-243.

LINCOVA, D., FARGHALLI, H. Zikladni a aplikovand farmakologie. Latky
ovlivitujici kardiovaskularni a renalni systém, Galén, Praha 2007, 2. vyd., p.
266-267.

YANG, H., CHOI, M., WEN, H., KWON, H. N., JUNG, K. H., HONG, S.,
KIM, J. M., HONG, S., PARK, S. An Effective Assessment of Simvastatin-
Induced Toxicity with NMR-Based Metabonomics Approach. PLoS ONE, 2011,
vol. 6, no. 2, p. 1-12.

KAMINSKY, Y. G., KOSENKO, E. A. Molecular mechanisms of toxicity of
simvastatin, widely used cholesterol-lowering drug. A review. Cent. Eur. J.
Med, 2010, vol. 5, no. 3, p. 269-279.

KNAPIK-CZAJKA, M. Simvastatin increases liver branched-chain a-ketoacid
dehydrogenase activity in rats fed with low protein diet. Toxicology, 2014, vol.
325, p. 107-114.

AHMED, O. A., HOSNY, K. M., AL-SAWAHL, M. M., FAHMY, U. A
Optimization of caseinate-coated simvastatin-zein nanoparticles: improved
bioavailability and modified release characteristics. Drug Des., Dev. Ther.,
2015, vol. 9, p. 655-662.

BENI'TEZ, S., ORDO'N"EZ-LLANOS, J., FRANCO, M., MARI'N, C.
PAZ, E., LO'PEZ-MIRANDA, J., OTAL, C., PE'REZ-JIME'NEZ, F.,
SA'NCHEZ-QUESADA, J. L. Effect of Simvastatin in Familial
Hypercholesterolemia on the Affinity of Electronegative Low-Density
Lipoprotein Subfractions to the Low-Density Lipoprotein Receptor. J. Am. Coll.
Cardiol., 2004, vol. 93, p. 414-420.

DRAPALA, A., ALEKSANDROWICZ, M., ZERA, T., SIKORA, M,
SKRZYPECKI, J., KOZNIEWSKA, E., UFNAL, M. The effect of
simvastatin and pravastatin on arterial blood pressure, baroreflex,
vasoconstrictor, and hypertensive effects of angiotensin Il in Sprague—Dawley
rats. J.Am. Soc. Hyperten, 2014, vol. 8, no. 12, p. 863-871.

BEVERLY, B. E. J., LAMBRIGHT, Ch. S,, FURR, J. R.,, SAMPSON, H.,
WILSON, V. S., McINTYRE, B. S., FOSTER, P. M. D., TRAVLOS, G,,
GRAY, JR, L. E. Simvastatin and Dipentyl Phthalate Lower Ex Vivo Testicular
Testosterone Production and Exhibit Additive Effects on Testicular Testosterone
and Gene Expression Via Distinct Mechanistic Pathways in the Fetal
Rat. Tox.Sci., 2014, vol. 141, no. 2, p. 524-537.

70



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

PISKIN, E., ISOGLU, A., BOLGEN, N., VARGEL, I., GRIFFITHS, S,
CAVUSOGLU, T., KORKUSUZ, P., GUZEL, E., CARTMELL, S. In vivo
performance of simvastatin-loaded electrospun spiral-wound polycaprolactone
scaffolds in reconstruction of cranial bone defects in the rat model. J. Biomed.
Mater. Res. Part A, 2008, p. 1137-1151.

JIA, Z., ZHANG, Y., CHEN, Y. H., DUSAD, A., YUAN, H., RENA, K., LI,
F., FEHRINGER, E. V., PURDUE, P. E., GOLDRING, S. R., DALUISKI,
A. Simvastatin prodrug micelles target fracture and improve healing. J.
Controlled Release, 2015, vol. 200, p. 23-34.

NATHA, S. D., SONA, S., SADIASAA, A, MINB, Y. K., LEEA, B. T.
Preparation and characterization of PLGA microspheres by the electrospraying
method for delivering simvastatin for bone regeneration. Int. J. Pharm., 2013,
vol. 443, p. 87-94.

SKERRY, C., PINN, M. L., BRUINERS, N., PINE, R., GENNARO, M. L.,
KARAKOUSIS, P. C. Simvastatin increases the in vivo activity of the first-line
tuberculosis regimen. J. Antimicrob. Chemother., 2014, vol. 69, p. 2453-2457.

KHORI, V., ALIZADEH, A. M., MOHEIMANI, H. R., ZAHEDI, M.,
NAJAFI, S. A., SHAKIB, D., NAYEBPOUR, M. Acute effects of simvastatin
to terminate fast reentrant tachycardia through increasing wavelength of
atrioventricular nodal reentrant tachycardia circuit. Fundam. Clin. Pharmacol.,
2015, vol. 29, p. 41-53.

PRUEKSARITANONT, T., MA B., YU, N. The human hepatic metabolism of
simvastatin hydroxy acid is mediated primarily by CYP3A, and not
CYP2D6. Br. J. Clin. Pharmacol., 2003, vol. 56, p. 120-124.

KITZMILLERA, J. P.,, LUZUMA, J. A, BALDASSARREC, D,
KRAUSSB, R. M., MEDINAB, M. W. CYP3A4*22 and CYP3A5*3 are
associated with increased levels of plasma simvastatin concentrations in the
cholesterol and pharmacogenetics study cohort. Pharmacogenet. and Genom.,
2014, vol. 24, p. 486491

MORON, B., VERMA , A. K., DAS, P., TAAVELA, J., DAFIK, L.,
DIRAIMONDO, T. R., ALBERTELLI, M. A.,, KRAEMER, T., MAKI, M.,
KHOSLA, Ch., ROGLER, G. CYP3A4-Catalyzed Simvastatin Metabolism as
a Non-Invasive Marker of Small Intestinal Health in Celiac Disease. Am J
Gastroenterol, 2013, vol. 108, p. 1344-1351

71



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

GEHIN, M., SIDHARTA, P. N., GNERRE, C., TREIBER, A., HALABI, A.,
DINGEMANSE, J. Pharmacokinetic interactions between simvastatin and
setipiprant, a CRTH2 antagonist. Eur. J. Clin. Pharmacol., 2015, vol. 71, p. 15—
23.

CORSINI, A., BELLOSTA, S., DAVIDSON,¥M. H. Pharmacokinetic
Interactions Between Statins and Fibrates. Amer. J. Cardi. 2005, vol. 96,
p. 44K—49K.

SIGMA ALDRICH, Bezpec¢nostni list Simvastatin.
www.sigmaaldrich.com%?2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3DSIMVASTATIN
%26interface%3DAIlI%26N%3D0%26mode%3Dmatch%2520partialmax%26l
ang%3Den%26region%3DCZ%26focus%3Dproduct (stazeno 27. 4 2015)

TIAN, L., TAO, J., CHEN, L. Synthesis of deuterium-labeled simvastatin. J.
Labelled Compd. Radiopharm., 2011, vol. 54, p. 625-628.

SINGAMSETTY, R. K., VUJJINI, S. K., MANNE, N., NAGA, B. M.,
HIMABINDU, V., BATTACHARYA, A., GHANTA, M., BANDICHHOR,
R. New Synthesis of Simvastatin. Synth. Commun., 2008, vol. 38, p. 4452-44509.

BERTACCHE, V., MILANESE, A., NAVA, D., PINI, E., STRADI, R.
Structural elucidation of an unknown Simvastatin by-product in industrial
synthesis starting from Lovastatin. J. Pharmaceut. Biomed. Anal., 2007, vol. 45,
p.642—647

DABAK, K., ADIYAMAN, M. A New Method for the Synthesis of
Antihypercholesterolemic Agent Simvastatin. Helv. Chem. Act., 2003, vol. 86,
p. 673-677

ALARFAJ,N. A, ALY, F. A, EL-TOHAMY, M. Electrochemical sensors for
direct determination of simvastatin in pharmaceutical formulations and
biological fluids. J. Chil. Chem. Soc., 2012, vol. 57, no. 2, p. 1140-1146.

MUNIR, A., AHMAD, M., MALIK, M. Z., MINHAS, M. U. Analysis of
Simvastatin using a Simple and Fast High Performance Liquid Chromatography-
Ultra Violet Method: Development, Validation and Application in Solubility
Studies. Trop. J. Pharmaceut. Res., 2014, vol. 13, no. 1, p. 135-139.

SILVA, S. C. R., DE REZENDE, G. R., BERGAMIN BORALLI, V. Quick
and simple LC-MS/MS method for the determination of simvastatin in human
plasma: application to pharmacokinetics and bioequivalence studies. Braz. J.
Pharmaceut. Sci., 2014, vol. 50, no. 3, p. 543-550.

72



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

RAMALINGAM, P., UDAYA BHASKAR, V., PADMANABHA, Y.
REDDY, K., KUMAR, V. Stability-indicating RP-HPLC Method for the
Simultaneous Determination of Sitagliptin and Simvastatin in Tablets. Ind. J.
Pharmaceut. Sci., 2014, vol. 8, p. 407-414.

BEWSA, H. J., CARLSONA,, J. C., JHAC, A., BASUC, S., HALAYKOC,
A. J.,, WONGA, Ch. S. Simultaneous quantification of simvastatin and
simvastatin hydroxyacid in blood serum at physiological pH by ultrahigh
performanceliquid chromatography—tandem mass spectrometry
(UHPLC/MS/MS). J. Chromatograp. B, 2014, vol. 947, p. 145-150.

SRINIVASU, M., NARASA RAJU, A., OM REDDY, G. Determination of
lovastatin and simvastatin in pharmaceutical dosage forms by MEKC. J. Pharm.
Biomed. Anal., 2002, vol. 29, p. 715-721.

ZHAOA, L., ZHAOB, P., WANGB, L., MAB, X., HOUB, X., LIA, F. A
dispersive liquid-liquid microextraction method based on the solidification of a
floating organic drop combined with HPLC for the determination of lovastatin
and simvastatin in rat urine. Biomed. Chromatogr., 2014, vol. 28, p. 895-900.

SHARAF EL-DINA , M. M., ATTIA, K. A., NASSARB, M. W., KADDAH,
M. M. Colorimetric determination of simvastatin and lovastatin in pure form and
in pharmaceutical formulations. Spectrochim. Acta, Part A, 2010, vol. 76,
p. 423-428

FAYAZFAR, H., AFSHAR, A., DOLATI, A, GHALKHANI, M.
Modification of well-aligned carbon nanotubes with dihexadecyl hydrogen
phosphate: application to highly sensitive nanomolar detection of simvastatin. J.
Appl. Electrochem., 2014, vol. 44, p. 263-277

WANG, H., WU, Y., ZHAO, Z. Fragmentation study of simvastatin and
lovastatin using electrospray ionization tandem mass spectrometry. J. Mass
Spectrom, 2001, vol. 36, p. 58-70.

ZHANG, H., HU, Ch., WU, S., HUA, S. Enhanced Oxidation of Simvastatin
at a Multi-Walled Carbon Nanotubes-Dihexadecyl Hydrogen Phosphate
Composite Modified Glassy Carbon Electrode and the Application in
Determining Simvastatin in Pharmaceutical Dosage Forms. Electroanalysis,
2005, vol. 17, no. 9, p. 749-754.

YANG, H., CHOI, M., WEN, H., KWON, H. N., JUNG, K. H., HONG, S.,
KIM, J. M., HONG, S., PARK, S. An Effective Assessment of Simvastatin-
Induced Toxicity with NMR-Based Metabonomics Approach. PLoS ONE, 2011,
vol. 6, no. 2, p. 1-12

73



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

NUNES, T. G., VICIOSA, M. T., CORREIA, N. T., DANEDE,, F., NUNES,
R. G., DIOGO, H. P. A Stable Amorphous Statin: Solid-State NMR and
Dielectric Studies on Dynamic Heterogeneity of Simvastatin. Mol.
Pharmaceutics, 2014, vol. 11, p. 727-737.

KOMORSKY-LOVRIC, S. E., NIGOVIC, B. Electrochemical
characterization of simvastatin by abrasive stripping and square-wave
voltammetry. J. Electroanal. Chem., 2006, vol. 593, p. 125-130.

MAGDY, N., AYAD, M. F. Two smart spectrophotometric methods for the
simultaneous estimation of Simvastatin and Ezetimibe in combined dosage
form.Spectrochimica Acta Part A: Molec. Biomolec. Spectroscop., 2015, vol.
137, p. 685-691.

CORUH, O., OZKAN, S. A. Determination of the antihyperlipidemic
simvastatin by various voltammetric techniques in tablets and serum
samples. Pharmazie, 2006, vol. 61, no. 4, p. 285-290.

STOZHKO, N. Y. MALAKHOVA, N. A, FYODOROV, M. V.,
BRAININA, K. Z. Modified carbon-containing electrodes in stripping
voltammetry of metals, Part I. Glassy carbon and carbon paste electrodes. J Sol.
Stat. Electrochem, 2008, vol. 12, p. 1185-1204.

IBRAHIM, H., TEMERK, Y. Novel sensor for sensitive electrochemical
determination of luteolin based on In203 nanoparticles modified glassy carbon
paste electrode. Sensors and Actuators B, 2015, vol. 206, p. 744-752

NEMCOVA, L., BAREK, J., ZIMA, J. A voltammetric comparison of the
properties of carbon paste electrodes containing glassy carbon microparticles of
various sizes. J. Electroanal. Chem., 2012, vol. 675, p. 18-24.

MIKYSEK, T., STOCES, M., SVANCARA, I., VYTRAS, K. MozZnosti
charakterizace uhlikovych pastovych elektrod. Chem. Listy, 2014, vol. 108, p.
513-518.

PEDANO, M. L., RIVAS, G. A. Adsorption and electrooxidation of DNA at
glassy carbon paste electrode. Analytical Letters, 2010, vol. 43, p. 1703-1712.

WANG, J., KIRGOZ, U., MO, J,, LU, J.,, KAWDW, A.N., MUCK, A. Glassy
carbon paste electrodes. Electrochemistry comunications, 2001, vol. 3, p. 203—
208.

74



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

NEMCOVA, L. Piispévek k vyuziti novych typt uhlikovych pastovych a
vlakovych elektrod pro voltametrické a amperometriccké stanoveni 5-amino-6-
nitrochinolinu a reservatrolu: disertacn prace. Univerzita Karlova v Praze, 2012.

SVANCARA, 1., VYTRRAS, K., KALCHER, K., WALCARIUS, A,
WANG, J. Carbon Paste Electrodes in Facts, Numbers, and Notes: A Review
on the Occasion of the 50-Years Jubilee of Carbon Paste in Electrochemistry and
Electroanalysis. Electroanalysis, 2009, vol. 21, no. 1, p. 7-28.

ANTIOCHIA, R., LAVAGNINI, I, MAGNO,, F., VALENTINI, F,,
PALLESCHIB, G. Single-Wall Carbon Nanotube Paste Electrodes: a
Comparison with Carbon Paste, Platinum and Glassy Carbon Electrodes via
Cyclic Voltammetric Data. Electroanalysis, 2004, vol. 16, no. 17, p. 1451-1458.

DEJMKOVA, H., ZIMA, J,, BAREK, J., MIKA, J. Behavior of Glassy
Carbon Paste Electrode in Flowing Methanolic Solutions. Electroanalysis, 2012,
vol. 24, no. 8, p. 1766-1770.

HRANICKA, Z. Stanoveni vybranych nitrofenoli na modifikovanych

uhlikovych pastovych elektrodach: Diplomovad prace. Univerzita Karlova v
Praze, 2010.

gVANCARA, I. Moznosti inovaci v elektroanalytické chemii. Praha, 2006. 5,
Elektroanalyza s uhlikovymi pastovymi elektrodami, p. 49-58.

Index lomu simvastatinu. www.chemnet.com.
http://www.chemnet.com/cas/supplier.cgi?terms=79902-63-
O\&I=cz\&exact=dict\&f=plist\&mark=\&submit.x=0\&submit.y=0\&submit=s
earch (stazeno 3.5 2015)

REINOSO, R. F., SANCHEZ NAVARRO, A., GARCIA, M. J., PROUS, J.
R. Preclinical pharmacokinetics of statins. Methods Find. Exp. Clin.
Pharmacol., 2002, vol. 24, no. 9, p. 593.

JIN, S.; BAE, K.; CHO, S.; JUNG, J.; KIM, U.; CHOE, S.; GHIM, J.; NOH,
Y.; PARK, H.; KIM, H.; LIM, H. Population Pharmacokinetic Analysis of
Simvastatin and its Active Metabolite with the Characterization of Atypical
Complex

AL-GHAMDI, A. F., HEFNAWY, M. M., EL-SHABRAWY, Y. Non-
extractive ultra-trace determination of simvastatin in biological fluids by
voltammetric method via complexation with cadmium. Digest Journal of
Nanomaterials and Biostructures, 2014, vol. 9, no. 1, p. 355-368.

75



[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

YOSYPCHUK, B., NOVOTNY, L. Voltametrické stanoveni Cu, Pb, Cd, Zn a
T1 pomoci stéibrné pevné amalgamové elektrody. Chem. Listy, 2002, vol. 96, p.
756-760.

YOSYPCHUK, B., BAREK, J. Vlastnosti pevnych a pastovych
amalgamovych pracovnich elektrod odlisné od elektrod z kovové rtuti. Chem.
Listy, 2009, vol. 103, p. 284-290.

YOSYPCHUK, B., BAREK, J. Analytical Applications of Solid and Paste
Amalgam Electrodes. Crit. Rev. Anal. Chem., 2009, vol. 39, p. 189-203.

YOSYPCHUK, B., NOVOTNY, L. Nontoxic Electrodes of Solid Amalgams.
Crit. Rev. Anal. Chem., 2002, vol. 32, no. 2, p. 141-151.

DANHEL, A. Voltametrické stanoveni genotoxickych dinitroftalenii pomoci

stribrné pevné amalgamové elektrody: diplomova prdce. Univerzita Karlova v
Praze, 2006.

YOSYPCHUK, B., NAVRATIL, T., LUKINA, A. N., PECKOVA, K.,
BAREK, J. Solid Amalgam Composite Electrode as a New Sensor for the
Determination of Biologically Active Compounds. Chem. Anal. (Warsaw),
2007, vol. 52, p. 897-910

AL-GHAMDI, A. F. Stripping Voltammetric Determination of Timolol Drug
in Pharmaceuticals and Biological Fluids. American Journal of Analytical
Chemistry, 2011, vol. 2, p. 174-181.

YOSYPCHUK, B., SESTAKOVA, I. Working Electrodes from Amalgam
Paste for Electrochemical Measurements. Electroanalysis, 2008, vol. 20, no. 4,
p. 426-433.

YOSYPCHUK, B., FOJTA, M., BAREK, J. Preparation and Properties of
Mercury Film Electrodes on Solid Amalgam Surface. Electroanalysis, 2010, vol.
22, no. 17-18, p. 1967-1973.

MINISTERSTVO ZDRAVOTNICTViI CR Cesky [ékopis 2009-Doplnék
2010. Grada Publishing a.s, Praha 2010, p.5067-5069

76



