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1. ÚVOD 
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Metformin-hydrochlorid je perorální antidiabetikum. Jedná se o biguanidový derivát. Za 

přítomnosti inzulinu dokáže snížit nadměrně vysokou hladinu krevního cukru. 

Metformin-hydrochlorid nezvyšuje sekreci inzulinu, nepodporuje tedy 

hyperinzulinémii. Nehrozí nebezpečí hypoglykémie. Metformin-hydrochlorid se 

osvědčil při monoterapii diabetiků typu 2 s nadváhou. Může se kombinovat s jinými 

perorálními antidiabetiky a také inzulinem. [1] 

Kapalinová chromatografie se vyvinula z plynové chromatografie počátkem 70. let. 

Vysokých účinností se dosahuje použitím stacionárních fází, které obsahují malé částice 

pravidelného tvaru a jednotné velikosti a homologně zaplňují komoru. Průtok mobilní 

fáze je zajištěn vysokým tlakem (až desítky MPa) – proto také bývá tato metoda 

nazývána vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance liquid 

chromatography). Dávkují se malá množství vzorku (řádově mikrolitry). K detekci jsou 

nutné citlivé detektory, které umožňují kontinuální monitorování látek na výstupu 

z kolony. Signál detektoru se zpracovává počítačem. [2] 
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2. CÍL PRÁCE 
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Cílem práce je nalezení vhodné metody stanovení metformin-hydrochloridu pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC). Perorální antidiabetikum metformin-

hydrochlorid bude stanovován z léčivých přípravků Diaphage 500 a Diaphage 850.  

Pomocí experimentálních dat a jejich matematického a statistického zpracování je 

snahou dokázat, že nalezená metoda je vhodná k použití a výsledky analýz jsou správné, 

přesné a reprodukovatelné. Tzn. je snahou optimalizovat a validovat nalezenou metodu. 

[3]
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3. TEORETICKÁ ČÁST 
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3.1  METFORMIN-HYDROCHLORID A JEHO VLASTNOSTI 

3.1.1 Chemické vlastnosti 

 

 
Lékopisnou látkou je metformin-hydrochlorid (C4H12ClN5), Mr = 165,63.  

Je to 1,1-dimethylbiguanid-hydrochlorid. Počítáno na vysušenou látku, obsahuje 98,5 % 

až 101,0 % sloučeniny C4H12ClN5. 

[4] 

Vlastnosti 

Bílé nebo téměř bílé krystaly. Je snadno rozpustný ve vodě, těžce rozpustný v ethanolu 

96%, prakticky nerozpustný v acetonu a v dichlormethanu. Jedná se o separandum. 

[4] 

Nečistoty 

• 1-kyanguanidin,     

• 1-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)guanidin,     

• N, N-dimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin,     

• 1,3,5-triazin-2,4,6-triamin (melamin),  

• 1-methylbiguanid, 

• dimethylamin 

[4] 

3.1.2 Indikace 

Jedná se o perorální antidiabetický biguanidový přípravek určený k léčbě non-inzulin 

dependentního diabetu mellitu II. typu (NIDDM – non insulin dependent diabetes 

mellitus) u dospělých nemocných, kde uspokojivé kompenzace nelze dosáhnout 

dietními opatřeními a fyzickou aktivitou. Používá se buď v monoterapii nebo 

v kombinaci s deriváty sulfonylurey. V kombinaci s inzulinem se metformin-

hydrochlorid užívá jak k léčbě diabetu mellitu typu I, tak i II. Zejména u pacientů 

s kombinací výrazné obezity a inzulinové rezistence. [5] 
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3.1.3 Kontraindikace 

U nemocných se známou přecitlivělostí na účinnou látku metformin-hydrochlorid nebo 

látky pomocné. Dále u nemocných s těžkými infekčními chorobami, pod vlivem stresu, 

traumat, či jiných závažných vlivů, kde biguanidy nejsou schopny dostatečně 

hyperglykémii kompenzovat. Kvůli zvýšenému riziku hypoglykémie by přípravek 

neměl být podáván nemocným s ledvinnou či jaterní nedostatečností. Ledvinná 

nedostatečnost může být predispozicí pro laktátovou acidózu. Metformin-hydrochlorid 

by rovněž neměl být podáván nemocným se srdeční nedostatečností a čerstvým 

infarktem myokardu, dehydratovaným nemocným, alkoholikům a jiným nemocným, u 

nichž se může vyskytnout predispozice pro vznik laktátové acidózy. 

Metformin-hydrochlorid by neměl být podáván v graviditě a kojení. [5] 

 

3.1.4 Nežádoucí účinky 

Nežádoucí účinky spojené s užíváním metformin-hydrochloridu jsou obvykle řídké a 

přechodné. Mezi relativně častěji se vyskytující nežádoucí účinky patří anorexie, 

dyspepsie, flatulence, bolesti hlavy, kovová pachuť v ústech, nevolnost, zvracení, ztráta 

hmotnosti. 

Laktátová acidóza, případně laktoacedotické koma (LAK) je nejzávažnější komplikací. 

Užívání samotného metformin-hydrochloridu nevyvolává hypoglykemické stavy. Ty se 

však mohou vyvinout při kombinaci metformin-hydrochloridu s jinými látkami 

vyvolávající hypoglykémii (s inzulinem, sulfonylmočovinami, alkoholem). [5] 

 

3.1.5 Interakce 

Vitamin B12 (riziko anémie), alkohol, cimetidin (zvýšení plazmatických koncentrací 

metformin-hydrochloridu a snížení jeho renální clearence), nifedipin, přípravky 

charakteru kationtu (amilorid, digoxin, morfin, procainamid, chinidin, chinin, ranitidin, 

triamteren, trimethoprim, vankomycin), furosemid. 

Podávání metformin-hydrochloridu je potřeba ukončit 48 hodin před podáním RTG 

kontrastních látek kvůli riziku vzniku laktátové acidózy a renálního selhání. Jeho 

podávání je možno zahájit nejdříve za 48 hodin po podání těchto médií. V ojedinělých 

případech může metformin-hydrochlorid zvyšovat účinek warfarinu. [5], [6], [7] 
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3.1.6 Farmakologické vlastnosti  

Mechanismus účinku 

Biguanidy zvyšují citlivost periferních tkání – zejména jater a kosterního svalstva – 

k insulinu, proto ke svému účinku potřebují zachovanou alespoň částečnou sekreci 

inzulinu v B-buňkách pankreatu. Metformin-hydrochlorid i příznivě zasahuje do 

metabolismu lipidů. Snižuje koncentraci cirkulujících lipoproteinů s nízkou denzitou 

(LDL) a velmi nízkou denzitou (VLDL), neesterifikovaných mastných kyselin a 

triglyceridů, čímž může být užitečný i u pacientů s hyperlipoproteinémií. Zvyšuje 

fibrinolytickou aktivitu tím, že inhibuje PAI-1 (inhibitor plazminogenového aktivátoru). 

Tím dochází ke zlepšení reologických vlastností krve. [8] 

 

Farmakokinetické vlastnosti 

Biologická dostupnost je 50-60%. Metformin-hydrochlorid dosahuje maximální 

plazmatické koncentrace asi za 3 hodiny po perorálním podání, eliminační poločas je 

4,5 hodiny, doba účinku je 8-12 hod. Vazba na plazmatické albuminy je nízká. 

Metformin-hydrochlorid není v organismu metabolizován a vylučuje se ledvinami 

v aktivní nezměněné formě. [8] 

3.1.7  Komerční přípravky s obsahem metformin-hydrochloridu 

• Adimet, Adimet 1000, Ratiopharm GmbH, Ulm, SRN 

• Diaphage 500, Diaphage 850, SVUS Pharma a.s., Hradec Králové, ČR 

• Glibomet, Laboratori Guidotti S.p.a. (Menarini group), Pisa, Itálie 

• Glubrava, Takeda Global Research and Developement Center (Europe) Ltd, 

London, Velká Británie 

• Glucophage 500 mg, Glucophage 500 mg pro přípravu perorálního roztoku 

v sáčcích, Glucophage 1000 mg, Glukophage 1000 mg prášek pro přípravu 

perorálního roztoku v sáčcích, Merck K GaA, Darmstadt, SRN, Merck Santé 

S.A.S., Lyon, Francie 

• Gluformin, Pliva – Lachema a.s., Brno, ČR 

• Glumetsan 500 mg, Glumetsan 850 mg, PRO.MED.CS Praha a.s., ČR 

• Langerin 500, Langerin 850 mg, Langerin 1000, Zentiva a.s., Hlohovec, SR 

• Metfirex 500 mg, Metfirex 850 mg, Metfirex 1 g, Sanofi - Aventis s.r.o., 

Praha, ČR 
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• Metfogamma 500, Metfogamma 850, Metfogamma 1000 mg, Wörwag 

Pharma GmbH und Co. KG, Böblingen, SRN 

• Metfogen 500 mg, Metfogen 850 mg, Metfogen 1000 mg, Generics (UK) Ltd., 

Potters Bar, Herts, Velká Británie 

• Metformin 500 mg Zentiva, Metformin 850 mg Zentiva, Metformin 1000 

mg Zentiva, Zentiva a.s., Hlohovec, SR 

• Metformin AL 500, Metformin AL 850, Metformin AL 1000, Aliud Pharma 

GmbH und Co. KG, Laichingen, SRN 

• Metformin Aurobindo 500 mg, Metformin Aurobindo 850 mg, Metformin 

Aurobindo 1000 mg, Aurobindo Pharma Ltd., South Ruislip, Velká Británie 

• Metformin Bluefish 500 mg, Metformin Bluefish 850 mg, Metformin 

Bluefish 1000 mg, Bluefish Pharmaceuticals AB, Stockholm, Švédsko 

• Metformin Pharmacin 500 mg, Metformin Pharmacin 850 mg, Metformin 

Pharmacin 1000 mg, Generics (UK) Ltd., Potters Bar, Herts, Velká Británie 

• Metformin-Teva 500 mg, Metformin-Teva 850 mg, Metformin-Teva 1000 

mg, Metformin-Teva XR 500 mg, Teva Pharmaceuticals ČR s.r.o., Praha, ČR 

• Normaglyc 500 mg, Normaglyc 850 mg, Normaglyc 1000 mg, Jelfa S.A., 

Jelenia Góra, Polsko 

• Siofor 500, Siofor 850, Siofor 1000, Berlin-Chemie AG, Berlin, SRN 

• Stadamet 500, Stadamet 850, Stadfamet 1000, Stada Rrzneimittel AG, Bad 

Vittel, SRN  

[9] 
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3.2 VYSOKOÚČINNÁ KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

(HPLC) 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) je progresivní analytická metoda, která má stále velké uplatnění ve všech 

oblastech analýzy léčiv.  

Chromatografie využívá dělení analyzovaných látek mezi dvěma fázemi, z nichž jedna 

je stacionární – nepohyblivá a druhá mobilní – pohyblivá. V průběhu 

chromatografického procesu dochází k postupnému, mnohokrát opakovanému vytváření 

rovnovážných stavů dělených látek mezi stacionární fází, která je v koloně, a mobilní 

fází, která unáší separované látky. Při styku stacionární i mobilní fáze s dělenými 

látkami dochází ke vzájemným interakcím, které jsou základním předpokladem pro 

jejich separaci. K separaci tedy dochází na základě různé afinity dělených látek ke 

stacionární a mobilní fázi.  

Separace závisejí na vlastnostech analyzovaných látek a jejich interakcích s mobilními a 

stacionárními fázemi, na typu a vlastnostech stacionární fáze, na složení mobilní fáze, 

detektoru, na průtoku a pracovní teplotě. [2], [10], [11] 

 

Mezi výhody HPLC patří zejména: 

a) Široká oblast použitelnosti. Lze analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo 

těkavé, tepelně nestabilní i vysokomolekulární (cca 80% veškerých známých 

látek je možné analyzovat metodou HPLC).  

b) Jedná se o separační metodu, která umožňuje kvalitativní i kvantitativní 

hodnocení separovaných složek směsi. 

c) Rychlost analýzy, citlivost stanovení (v závislosti na použitém detektoru). 

d) Pro analýzu postačuje minimální množství vzorku. 

e) Možnost automatizace.  

f) Jednou z hlavních předností kapalinové chromatografie je i široká možnost 

využití různých vzájemných interakcí mobilní fáze se stacionární fází a 

s dělenými látkami, což umožňuje ovlivňovat retenci chromatografovaných látek 

a selektivitu jejich dělení. [2], 11], [12] 

Pevná stacionární fáze se nazývá sorbent. Mobilní fáze je nazývána eluční činidlo či 

eluent a schopnost vymývat látky z kolony eluční silou. Čím rychleji jsou vymývány 

látky z kolony, tím má mobilní fáze vyšší eluční sílu. Rozpouštědla seřazená podle 
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eluční síly tvoří eluotropickou řadu (heptan < cyklohexan < tetrachlormetan < toluen < 

éther < chloroform < aceton < acetonitril < ethanol < methanol < octová kyselina).  

 

Látky lze eluovat: 

a) Mobilní fází o konstantním složení (konstantní eluční síle) – izokratická eluce. 

Pro analytické účely se používá nejčastěji. 

b) Eluční sílu je možné měnit kontinuálně podle určitého programu – gradientová 

eluce. 

 

Pro zlepšení dělení kyselých a bazických látek se do organického rozpouštědla přidává 

malé množství kyseliny, alkálie nebo pufru. Při dělení na reverzních fázích se nejčastěji 

používá jako mobilní fáze voda ve směsi s methanolem nebo acetonitrilem. Eluotropní 

řada přitom platí v obráceném pořadí a lipofilní metanol má zde vyšší eluční účinnost 

než voda. [2], [10], [13] 

 

3.2.1 Stacionární fáze v HPLC 

Pro účinné dělení látek hraje rozhodující roli náplň kolony, tj. kvalita sorbentu, jeho 

velikost a stejnoměrnost částic, ale i tvar, porozita, struktura. Při analytických 

aplikacích bývá délka kolony mezi 5 až 25 cm, průměr kolon několik milimetrů, objem 

vzorku 1 – 20 µl a průtok mobilní fáze většinou kolem 1 ml/min.  

Náplně používané v současné HPLC se připravují jak z pórovitých anorganických 

materiálů, tak i z organických polymerů. Nejčastěji se používají materiály na bázi 

silikagelu, buď bez úprav nebo chemicky modifikované navázáním nepolárních středně 

či silně polárních stacionárních fází, případně i fází s iontovými nebo ionizovatelnými 

funkčními skupinami. Dostupné jsou i kolony plněné částicemi na bázi jiných 

anorganických materiálů či hydrofilních či lipofilních organických polymerů. Náplně 

kolon na jiné než silikagelové bázi mají lepší chemickou stabilitu při vyšším pH, ale 

často nižší separační účinnost, vyšší cenu a kratší životnost. [2], [13], [14] 

 

3.2.2 Mobilní fáze v HPLC 

Mobilní fáze v kapalinové chromatografii není inertní, ale významně se podílí na 

separačním procesu. Možnosti změny složení mobilní fáze jsou prakticky neomezené a 
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je vždy jednodušší změnit složení mobilní fáze než použít jinou stacionární fázi. Složení 

mobilním fáze ovlivňujeme změnami složení rozpouštědel, pH, iontové síly, iontově 

párovými činidly atd. Mobilní fáze je především charakterizována polaritou a 

selektivitou. [2] 

 

3.2.3 Principy separace látek v kapalinové chromatografii 

V kapalinové chromatografii se pro separace využívá adsorpce, rozdělování mezi 2 fáze 

na základě různé rozpustnosti (sem patří separace na chemicky vázaných fázích), 

iontová výměna, biospecifické interakce (molekulové rozpoznávání) a síťový efekt.  

Protože k dělení látek lze přitom využít všech vratných dvoufázových separačních 

mechanismů, je možné nalézt selektivní a účinný chromatografický systém k dělení 

směsi prakticky všech organických látek rozpustných ve vodě, zředěných kyselinách 

nebo organických rozpouštědlech.  

Adsorpční chromatografie s polárními sorbenty jako stacionárními fázemi historicky 

předchází chromatografii s nepolárními stacionárními fázemi. Klasické adsorpční 

chromatografii s polární stacionární a nepolární mobilní fází se často říká 

chromatografie s normálními fázemi (normal-phase chromatogramy, NP) a obrácenému 

typu s nepolárními stacionárními a polární mobilní fází chromatografie s obrácenými 

fázemi či běžněji reverzní chromatografie (reversed-phase chromatogramy, RP). 

V dnešní analytické praxi je ovšem reverzní chromatografie mnohem běžnější, protože 

je aplikovatelná na podstatně širší okruh analytů a typů vzorků. [2], [13] 

 

Adsorpce 

Podstatou separace je rozdílná sorbce dělených látek na aktivní povrch adsorbentu. 

Povrch adsorbentu je obsazen monovrstvou molekul mobilní fáze a molekuly analytu s 

nimi soutěží o aktivní místa na povrchu adsorbentu. Adsorpční rovnováhu jde proto 

ovlivnit složením mobilní fáze. Na polárním adsorbentu (stacionární fázi) se silněji 

adsorbují polární látky. Jejich adsorpce je podporována nepolární mobilní fází. Na 

nepolárním adsorbentu je tomu obráceně.  

Pro separaci látek na základě adsorpce se využívá nemodifikovaný silikagel, na jehož 

volně přístupné skupiny Si – OH na povrchu se polární látky adsorbují prostřednictvím 

vodíkových vazeb. Sušením při zvýšené teplotě se silikagel dehydratuje a lze tak získat 

adsorbent s požadovanou aktivitou. Nevýhodou u silikagelu je jeho malá stabilita při pH 
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menším než 2 a větším než 8. Mezi jeho výhody patří snadná dostupnost a přijatelná 

cena.  

Silně polární adsorbent je alumina, což je oxid hlinitý. Může být bazická, neutrální i 

kyselá. Její významnou vlastností je stabilita v rozsahu pH 2-12. Alkáliemi ošetřená 

alumina v kombinaci s alkalickými mobilními fázemi je vhodná pro separaci bazických 

látek.  

V adsorpční chromatografii s polárními adsorbenty se používají jako mobilní fáze 

nepolární rozpouštědla (např. hexan, heptan) a přidávají se polární modifikátory (voda, 

alkoholy, acetonitril, tetrahydrofuran atd.) v obsahu pod 1%. Polární modifikátor má 

velký vliv na separaci, neboť se přednostně sorbuje na aktivní povrch adsorbentu, tím se 

tento povrch stává homogennější a účinnost separace se zlepšuje. Nevýhodou však je, 

že musíme přídavek modifikátoru přesně dodržovat, mají-li být výsledky 

reprodukovatelné.  

Adsorpční chromatografie je vhodná k separaci látek lišících se funkčními skupinami 

nebo izomerních látek. [2], [10], [13] 

 

 Rozdělovací chromatografie 

V kapalinové rozdělovací chromatografii je podstatou separace rozdílná rozpustnost 

dělených látek ve dvou vzájemně nemísitelných kapalinách (LLC), přičemž kapalina 

použitá jako stacionární fáze je zakotvena na vhodném nosiči. Mechanicky zakotvená 

kapalná fáze však není pro HPLC příliš vhodná, protože při vysokém tlaku dochází 

k jejímu narušení. Zde se velmi osvědčily chemicky modifikované stacionární fáze, u 

nichž se na bázi silikagelu silylací připravují fáze s různými skupinami. 

Podle vázané skupiny mají chemicky modifikované fáze různou polaritu od 

nepolárních, vysoce hydrofobních, používaných pro obrácený systém fází (reversed 

phase RP) až po polární. [10], [13] 

 

Chromatografie na chemicky vázaných fázích: 

Chemicky vázané fáze (zejména nepolární reverzní fáze) patří mezi nejpoužívanější 

stacionární fáze v HPLC, neboť mají mnoho výhod: 

a) Dovolují aplikace pro analyty s širokým rozsahem polarity (látky nepolární, 

ionizovatelné i polární – zhruba 80% všech aplikací) 

b) Nabídka fází je pestrá, a je tedy velká aplikační flexibilita 
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c) Lze užívat relativně levné mobilní fáze a ustanovování rovnováhy v koloně 

je rychlé 

d) Reverzní chromatografie je experimentálně jednoduší, rychlejší a 

reprodukovatelnější než ostatní mody. 

Chemicky vázané fáze mají však i nevýhody: 

a) Retenční mechanismus je komplikovaný a stále ještě není zcela objasněn 

b) Chemicky vázané fáze na bázi silikagelu jsou stabilní jen v omezeném 

rozsahu pH (2,5 – 8). V kyselé oblasti dochází k hydrolýze vázaných 

funkčních skupin, při pH větším jak 8 je povrch silikagelu atakován. 

Přes výše zmíněné nedostatky je silikagel stále nejběžnějším nosičem pro chemicky 

vázané fáze. Jako nosiče chemicky vázané fáze se ale stále častěji používají i jiné 

materiály, např. oxid zirkoničitý a titaničitý, které jsou stále v širším rozsahu pH. 

Nejběžnější chemicky modifikované fáze jsou oktadecylsiloxanové. Časté jsou též 

kratší alkyly, jako je butyl či oktyl. Mezi středně polární fáze patří fenylové fáze, 

polární pak jsou kyanoethylové fáze. Příklady chemicky modifikovaných fází jsou 

uvedeny v Tab. 1. [2], [10], [13] 

 

Tabulka 1. Chemicky modifikované báze 

Název Vázaná skupina Označení  Charakteristika

Oktadecyl -C18H37 C18, RP-18, ODS 

Oktyl -C8H17 C8 RP-8 

Ethyl -C2H5 C2, RP-2 

Amino -(CH2)3NH2  

Cyano -(CH2)3CN  

Diol -(CH2)3-OCH2CH(OH)–

CH2(OH) 

 

Nepolární 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

Polární 
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 Iontově výměnná chromatografie (IEC) 

Stacionární fází jsou iontoměniče (katexy nebo anexy). Podstatou separace je rozdílná 

afinita dělených látek, které jsou zpravidla v iontové formě, k iontovýměnným 

skupinám iontoměniče. Rozdílnost afinity separovaných látek je dána rozdílnými 

hodnotami disociačních konstant ionogenních skupin, různou velikostí iontů a různým 

mocenstvím iontů. 

Jako stacionární fáze se používají organické polymery či materiály na bázi silikagelu. 

Matrice na bázi silikagelu nebo organického polymeru jsou modifikovány iontově 

výměnnými skupinami. Podle disociace funkčních skupin rozlišujeme slabé a silné 

měniče kationtů a aniontů. Využívají se hlavně tyto funkční skupiny: 

- Karboxylová (-COOH) – slabý měnič kationtů 

- Sulfoskupina (-SO3H) – silný měnič kationtů 

- Aminoskupina (- NH2) – slabý měnič aniontů 

- Tetraalkylamoniová (-N+(R)3) – silný měnič aniontů. 

Jako vodné fáze se používají vodné tlumivé roztoky, jejichž ionty (protiionty) jsou 

v dynamické rovnováze s ionty měniče. Čím vyšší bude koncentrace protiontů, tím více 

budou zadržovány tyto ionty měničem a tím rychlejší bude eluce analytů z kolony.  

Iontově výměnná chromatografie se používá pro látky iontové povahy. Patří sem silné 

elektrolyty (silné kyseliny, báze nebo soli) i slabé elektrolyty, které lze na iontovou 

formu převést disociací či protonizací. Iontově výměnná chromatografie se velmi často 

používá k analýze aminokyselin a při čištění peptidů a proteinů. [2], [10] 

 

 Vylučovací chromatografie (gelová chromatografie) 

Ve vylučovací chromatografii (Size Exclusion Chromatography, SEC) se dělí molekuly 

podle své velikosti. Princip rozdělování je nerovnovážný a nazývá se vylučovací nebo 

síťový efekt. Tato metoda se často nazývá gelová chromatografie podle typu stacionární 

fáze (gelu) používaného v klasické kapalinové chromatografii. Molekuly látky jsou 

neseny protékající mobilní fází kolonou naplněnou porézním materiálem (gelem), 

přičemž pronikají (permeací) do rozpouštědlem naplněných pórů gelu. Malé molekuly 

pronikají do pórů všech velikostí, větší molekuly jen do větších pórů a velké molekuly, 

které přesahují průměr pórů, vycházejí z kolony bez jakéhokoli zadržení. Rozhodující 

úlohu při separaci hraje velikost a tvar solutu a velikost a tvar pórů stacionární fáze.  

SEC se používá hlavně pro vysokomolekulární látky v polymerní chemii a v biochemii. 

Je vhodná pro separace látek s molekulovou hmotností větší než 2 000. [2], [10] 
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 Afinní (biospecifická) chromatografie 

Afinní chromatografie je založena na silných biospecifických interakcích analytů 

s komplementárními látkami (nazývají se ligandy). Jako příklad je možné uvést 

interakce enzymů s inhibitory, substráty, kofaktory či s efektory, komplexy protilátek 

s antigeny, lektinů s glykoproteiny atd. 

Při přípravě stacionární fáze pro afinní HPLC je nutné použít nosič, který obsahuje 

funkční skupiny pro vazbu ligandu, kterým je obvykle bílkovina. Jako nosiče se 

používají látky jako karosa, sepharosa, organické polymery, nosiče na bázi silikagelu a 

další. [2]  

 

3.2.4 Volba separačního systému 

Jedním ze základních kritérií pro volbu separačního systému je molekulová hmotnost 

analytů. Důležitým kritériem je i jejich rozpustnost ve vodě a v organických 

rozpouštědlech. Obvykle je možné dosáhnout separace na reverzní chemicky vázané 

fázi. Tato fáze je také obvykle první volbou. Je často rychlejší, lacinější a 

experimentálně snazší než jiné alternativní metody. [2] 

 

3.2.5 Instrumentace v HPLC 

Instrumentální vývoj HPLC neustále probíhá a směřuje zejména k miniaturizaci kolon i 

celkového zařízení. 

 

 

 

Obrázek 1 Schéma kapalinového chromatografu 
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Z1, Z2, Z3 – zásobníky mobilní fáze, Č – vysokotlaké čerpadlo, PG – programovací 

jednotka pro nastavení požadovaného složení mobilní fáze, DZ – dávkovací zařízení, K 

– chromatografická kolona, D – diferenciální detektor, PC – počítač 

(Plnou čarou je znázorněn tok mobilní fáze, přerušovanou čarou elektrický signál.) [10] 

 

 Zásobník mobilní fáze 

Odplyněná mobilní fáze se přivádí ze zásobníku mobilní fáze / Z1, Z2, Z3/ (při HPLC se 

používají toxická rozpouštědla, proto zásobníky mobilní fáze musí být uzavřené nádoby 

a každý HPLC přístroj by měl být připojen na odtah) přes filtr (zachycuje mechanické 

nečistoty eventuálně přítomné v mobilní fázi) do čerpadla /Č/. Odplynění je důležité 

proto, aby se v detektoru v důsledku velkého tlakového spádu v systému netvořily 

bublinky. K odplynění se používá podtlak, ultrazvuk či brobublávání heliem, popř. 

kombinace těchto postupů. [2] 

 

 Čerpadlo 

Mobilní fáze je čerpána čerpadlem, které musí umožňovat konstantní, bezpulzní tok 

mobilní fáze o malé rychlosti (0,1 – 10 ml/min.) za vysokého tlaku až 40MPa.  

Pomocí programovací jednotky se nastaví požadované složení mobilní fáze. Jednodušší 

a cenově dostupnější vysokotlaká čerpadla nejsou vybavena programovací jednotkou a 

mají jen jeden zásobník mobilní fáze. Nelze je použít pro gradientovou eluci. [10], [13] 

 

 Dávkovač 

Z čerpadla vede mobilní fáze do dávkovacího zařízení /DZ/. Automatický dávkovač je 

vybaven zásobníky s vialkami, obsahujícími řadu vzorků. Po naprogramování sekvence 

vzorků a doby každé analýzy mohou chromatografy pracovat nepřetržitě i bez dozoru 

obsluhy a zpracovávat velké série vzorků.  

Téměř výhradně se používají dávkovací ventily se smyčkou. Nejčastěji jsou to 

šesticestné ventily s vyměnitelnou smyčkou, která se plní dávkovací jehlou.  

Dávkovací jehlou se probodne septum ze speciální pryže a lze dávkovat různé objemy. 

Objem smyčky se pohybuje od desítek nanolitrů po mililitry. Dávkování je 

reprodukovatelné (opakovatelnost nástřiku se pohybuje kolem 0,02%) a lze je snadno 

automatizovat. Dávkované vzorky jsou vedeny do kolony /K/. [2], [13], [14] 
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 Kolona 

Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avšak mohou být i skleněné či 

plastové. Jedná se o trubice 5-30 cm dlouhé, jejich vnitřní průměr se pohybuje řádově 

od desítek mikrometrů do cca 1 cm pro analytické kolony až po několik centimetrů pro 

preparativní kolony.  

Náplň kolony musí být naprosto homogenní a rovnoměrná, proto se stále častěji 

používají kolony plněné a testované výrobcem. Spoje mezi kolonou, dávkovacím 

zařízením a detektorem jsou kapilární (vnitřní průměr cca 0,5 mm), nejčastěji z nerez 

oceli. Z kolony je eluát veden do detektoru /D/. [2], [13] 

 

 Detektor 

Signál detektoru se vyhodnocuje počítačem /PC/. Detektor poskytuje elektrický signál 

jako odezvu úměrnou změně sledované vlastnosti integrátoru či počítače s analogově-

digitálním převodníkem a sběrnicí dat, signál se automaticky vyhodnocuje a 

zpracovává. Elučních časů maxim chromatografických píků separovaných látek se 

využívá k identifikaci složek vzorku, z výšek nebo ploch píků se určuje obsah složek ve 

vzorku. 

 

Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimořádné požadavky: 

• Vysoká citlivost – detekce látek v roztoku v koncentracích ng až µg/ml 

• Reprodukovatelnost a linearita odezvy 

• Nezávislost odezvy na změně složení mobilní fáze při gradientové eluci 

• Univerzálnost – detekce všech oddělených složek vzorku 

 

K detekci se využívá analytická vlastnost systému, která je ve známém a 

reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozlišujeme detektory 

buď univerzální (měří vlastnost systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost, 

relativní permitivitu) nebo selektivní (měří absorbanci při určité vlnové délce, 

elektrolytický proud při určitém potenciálu atd.). Selektivní detekce je obvykle citlivější 

a vhodnější zejména při analýze složek přítomných v komplikovaných matricích. Mezi 

běžné detektory používané v HPLC patří spektrofotometrické, fluorimetrické, 

elektrochemické, hmotnostní, refraktometrické. [2], [13], [14] 
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Spektrofotometrické detektory 

Nejvíce využívané jsou detektory spektrofotometrické registrující absorbanci eluátu 

protékajícího kyvetou o vnitřním objemu 10 µl a menším. Vyznačují se značnou 

citlivostí (10-9 až 10-10 g/ml) a lze je používat při gradientové eluci. 

Jednodušší umožňují měřit pouze při daných vlnových délkách 220, 254, 436 a 546 nm, 

dokonalejší jsou spektrofotometrické detektory s volitelnou vlnovou délkou v oblasti 

200 – 800 nm. Nejvíce informací lze získat spektrofotometrem s diodovým polem 

(diode array) řízeným počítačem a snímajícím celé absorpční spektrum eluátu každou 

sekundu. Výsledkem je třírozměrný (3D) chromatogram jako závislost absorbance na 

vlnové délce a na čase, ze kterého lze rychle identifikovat eluované látky a posoudit 

čistotu. [2], [13] 

 

Fluorimetrické detektory 

Tyto detektory jsou velmi selektivní pro látky, které mají přirozenou fluorescenci nebo 

je lze na fluoreskující deriváty převést. Jsou méně univerzální než UV detektory, ale 

citlivější (10-9 až 10-12 g/ml), selektivnější a jsou rovněž použitelné při gradientové 

eluci. [2], [10] 

 

Refraktometrické detektory 

Refraktometrický detektor patří mezi univerzální detektory. Měří se rozdíl indexů lomu 

solutu v mobilní fázi proti mobilní fázi. Protože tyto rozdíly jsou malé, je 

refraktometrický detektor málo citlivý (10-6 g/ml). Nevýhodou je, že oproti ostatním 

detektorům vyžaduje velmi pečlivé termostatování (±0,0001°C) a nelze jej použít pro 

gradientovou eluci. Refraktometrické detektory se využívají zejména tehdy, pokud 

ostatní detektory neposkytují pro analyzované látky odezvu (např. při analýze cukrů).  

[2], [10], [13] 

 

Elektrochemické detektory 

Patří mezi selektivní detektory. Jsou založeny buď na měření vodivosti (pro látky 

iontové) nebo elektrického proudu odpovídajícího oxidaci či redukci analytů. Schopnost 

elektrochemické redukovatelnosti a oxidovatelnosti léčiv využívá voltametrický, 

amperometrický a polarografický detektor. Elektrochemické detektory jsou značně 

citlivé (10-9 až 10-12 g/ml), ale většinu z nich nelze použít pro gradientovou eluci. [2], 

[10] 
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Pro detekci léčiv je v poslední době využíváno též spojení HPLC s hmotnostní 

spektrometrií (MS). Zejména při analýze léčiv, kde předpisy vyžadují identifikaci všech 

neznámých minoritních složek přítomných v koncentracích vyšších než 0,1%, se 

spojení HPLC-MS stává standardní analytickou metodou. 

Po výstupu z HPLC kolony je nutno odstranit z eluentu mobilní fázi a molekuly léčiva 

v plynném stavu jsou v hmotnostním spektrometru ionizovány nárazy elektronů, 

termoionizací či elektronizací. Nabité částice (molekulární a fragmentární ionty) jsou 

v magnetickém nebo vysokofrekvenčním poli separovány podle hmotnosti a náboje a je 

zaznamenáno hmotnostní spektrum (tj. četnost iontů ve vztahu k poměru – hmotnost 

/počet nábojů). Spojení HPLC-MS je vysoce selektivní, vysoce citlivé a poskytuje řadu 

údajů potřebných pro identifikaci léčiv. Hmotnostní detektory jsou finančně velmi 

náročné. [10], [14] 

 

Počítač 

Zpracovává vhodně upravený signál z detektoru, umožní jeho výstup na tiskárnu a 

mimoto řídí chod celého chromatografu. [10] 

 

3.2.6 Gradientová eluce 

Při gradientové eluci měníme během analýzy složení mobilní fáze. Mezi její hlavní 

výhody patří kratší doba analýzy a zvýšení citlivosti detekce pro později eluující látky. 

Nejběžnější je lineární gradient – kontinuální zvyšování koncentrace silnějšího eluentu 

v rozpouštědle. [2] 

 

3.2.7 Kvalitativní analýza 

Základní kvalitativní charakteristikou v HPLC je retenční (eluční) čas tR, což je čas od 

nástřiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického píku. Nejčastějším důkazem 

je shoda retenčních časů chromatografického píku léčiva v analyzovaném vzorku 

s retenčním časem píku standardu. 

Ideální pro identifikaci látek je propojení HPLC s hmotnostní spektrometrií.  

Reprodukovatelnost retenčních dat v HPLC závisí na složení mobilní fáze, pracovní 

teplotě a reprodukovatelnosti přípravy stacionární fáze. Reprodukovatelného složení 
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mobilní fáze se dosáhne vážením příslušných složek. Významný je vliv teploty. Pro 

přesná měření je nutné termostatovat kolony. [2], [11] 

 

3.2.8 Kvantitativní analýza 

Pro vlastní kvantitativní hodnocení léčiv je základem plocha (event. výška) 

chromatografického píku. Stanovení léčiv metodou HPLC je v řadě lékopisných článků 

spojeno se zkouškami na čistotu.  

 

Zdroje chyb při kvantitativní analýze: 

 

Odběr reprezentativního vzorku 

Homogenní kapalné vzorky jsou reprezentativní. U vzorků s proměnným složením jako 

je např. moč, je nutné odebrat velké množství vzorku a mísit ho. Je rovněž nutné zajistit 

takové přechovávání vzorků, aby nedošlo k jejich degradaci. 

Úprava vzorku 

Pravé roztoky se před dávkováním filtrují (aby se neucpaly kapilární spoje), tuhé vzorky 

se doporučuje rozpustit v mobilní fázi. 

Dávkování 

Dávkování v HPLC se provádí výhradně smyčkovými dávkovači. Dávkování je 

reprodukovatelné, reprodukovatelnost měření plochy a výšky píků se pohybuje kolem 1 

– 2%. 

Chromatografická separace 

Pokud jde o rovnovážný proces, jsou chyby způsobené separací malé. 

Instrumentace, zpracování signálu a interpretace 

Zdrojem chyb může být šum – drift a únik nulové linie způsobený nestabilitou průtoku. 

Pokud průtok mobilní fáze kolísá, je přesnější měřit výšku píků. Naopak při kolísání 

složení mobilní fáze je přesnější měření plochy píků. [2], [11] 

 

3.2.9 Chromatografické podmínky pro stanovení metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografií v literatuře 

Separaci metformin-hydrochloridu pomocí kapalinové chromatografie je možno provést 

několika způsoby, jak ukazuje Tabulka 2. 
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Tabulka 2. Možné chromatografické podmínky pro stanovení metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografií 

Metoda číslo 1 

Mobilní fáze Fosfátový pufr a acetonitril 

Stacionární fáze Reverzní  fenylová fáze při 40°C 

Detekce UV při 236 nm 

pH/průtok Průtok 1,0 ml/min 

Zdroj literatury [15] 

Metoda číslo 2 

Mobilní fáze Metanol, acetonitril, octan amonný, kyselina octová 

Stacionární fáze Capcell Pak SCX (kolona potažená polymerem umožňující 

výměnu kationtů) 

Detekce MS/MS 

pH/průtok Jedná se o gradientovou eluci, průtok v rozsahu 0,25 – 1 ml/min 

Zdroj literatury [16] 

Metoda číslo 3 

Mobilní fáze Acetonitril, kafrsulfonová kyselina + voda 

Stacionární fáze Inertsil® C18

Detekce UV (diode array detektor) při 225 nm 

pH/průtok ph 7 za použití NaOH, průtok 1 ml/min 

Zdroj literatury [17] 

Metoda číslo 4 

Mobilní fáze Acetonitril, dodecylsulfát sodný, dihydrogenfosfát sodný, 

destilovaná voda 

Stacionární fáze μbondapak C18

Detekce UV při 235 nm 

pH/průtok pH 5.1, průtok 1.5 ml/min 

Zdroj literatury [18] 

Metoda číslo 5 

Mobilní fáze roztok dihydrogenfosforečnanu amonného R (17 g/l) 

Stacionární fáze Nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitřního průměru 4,6 

mm naplněné nepravidelným porézním silikagelem s chemicky 

vázanými skupinami kyseliny benzensulfonové (10 μm), nebo 
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nerezové ocelové kolony 0,11 m dlouhé s vnitřním průměrem 

4,7 mm naplněné pravidelným porézním silikagelem s 

chemicky vázanými skupinami kyseliny benzensulfonové (5 

µm). 

Detekce UV při 218 nm 

pH/průtok pH upraveno kyselinou fosforečnou R na hodnotu 3,0 

Průtok 1 ml/min 

Zdroj literatury [4] 

 

3.3 VALIDACE ANALYTICKÝCH METOD 

Validace analytické metody je proces, kterým se zjišťují nejdůležitější charakteristiky 

metody. Smyslem validace je demonstrovat, že vypracovaná metoda je pro daný účel 

vhodná. Cílem validace je určit podmínky, za kterých je zkušební postup použitelný, a 

zajistit stejnou spolehlivost při opakovaném použití v jedné nebo i více laboratořích. 

Validace se provádí při vývoji nové metody, jestliže byla metoda změněna, má-li být 

přenesena do jiné laboratoře, nebo při průkazu rovnocennosti dvou metod. Zjištěné 

hodnoty validačních parametrů se zaznamenávají do validačního protokolu, který musí 

obsahovat též patřičnou dokumentaci (např. chromatogramy). [11] 

 

3.3.1 Správnost (accuracy) 

Vyjadřuje shodu mezi získaným výsledkem a správnou hodnotou. Zjistit správnou 

hodnotu může být problém. Správnou hodnotu lze zjistit buď jinou nezávislou metodou 

s ověřenou správností, nebo se připraví modelový vzorek ze všech složek přípravku a 

přesně přidaného standardu. Nejsou-li k dispozici všechny složky přípravku, analyzuje 

se přípravek se známým přídavkem standardu. Správnost se obvykle zjistí analýzou 

nejméně šesti vzorků a vyjádří se jako rozdíl správné a získané hodnoty nebo jako 

výtěžnost: 

 

 

[11] 
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3.3.2 Přesnost (precision) 

Přesnost je míra shody mezi jednotlivými výsledky metody opakovaně získanými 

s jedním homogenním vzorkem. Obvykle se tento vzorek nezávisle šestkrát analyzuje 

kompletním postupem včetně přípravy vzorku. Přesnost se vyjádří jako relativní 

směrodatná odchylka těchto šesti stanovení. Podle podmínek opakování se rozlišují tři 

úrovně přesnosti: 

Opakovatelnost (repeatability) - metoda se opakuje stejným způsobem jedním 

pracovníkem se stejnými činidly na tomtéž přístroji. 

Mezilehlá přesnost (intermediate precision) - metoda se provádí s různými činidly, 

analytiky i přístroji, v různý den, ale v jedné laboratoři a se stejným zhomogenizovaným 

vzorkem. 

Reprodukovatelnost (reproducibility) - provedení je stejné jako u mezilehlé přesnosti 

s tím rozdílem, že probíhá v různých laboratořích.  

Pozn. Pro správnost a přesnost analytické metody platí stejné požadavky a kriteria, i 

když jsou definice správnosti a přesnosti odlišné. Zatímco správnost je odchylka 

naměřené průměrné hodnoty od hodnoty nominální, přesnost je definována relativní 

směrodatnou odchylkou. Správnost a přesnost musí být testovány nejméně na 5 

vzorcích. Přesnost musí být ověřována v čase (opakovatelnost) případně při použití 

různého zařízení, reagencií, laboratoří nebo při provádění různými analytiky. [11], [19] 

 

3.3.3 Selektivita, specifita (specifity) 

Selektivita metody je vlastnost změřit správně a specificky danou látku v přítomnosti 

jiných látek, jež lze očekávat. To mohou být další účinné látky u složených přípravků, 

pomocné látky, nečistoty z výroby, rozkladné produkty, zbytková rozpouštědla. Tento 

parametr se doloží výsledky analýzy standardu, a dále např. vzorků bez analyzované 

látky obsahujících všechny složky přípravku, rozkladné produkty, nečistoty. Na závěr 

by měla být uvedena výtěžnost analytu, o který se zajímáme, a vlivy předpokládaných 

interferencí. O metodě, která je zcela selektivní pro analyt nebo skupinu analytů říkáme, 

že je specifická. [11], [20] 
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3.3.4 Detekční limit (limit of detection, LOD) 

Vyjadřuje citlivost metody. Je to nejnižší detekovatelná koncentrace látky 

nestanovované kvantitativně. U neinstrumentálních metod se detekční limit hledá 

experimentálně. U instrumentálních metod se může určit jako trojnásobek směrodatné 

odchylky odezvy slepého pokusu – šumu. Nalezený detekční limit se ověří analýzou 

příslušné koncentrace vzorku. [3], [11] 

 

3.3.5 Kvantitativní limit (limit of quantitation, LOQ) 

Je též parametrem citlivosti metody. Je to nejnižší koncentrace látky, stanovitelná 

s přijatelnou přesností a správností. Za limitující relativní směrodatnou odchylku se 

považuje 10 %, proto je možné kvantitativní limit vyjádřit jako koncentraci, při jejíž 

analýze se dosáhne této relativní směrodatné odchylky. Obvykle to bývá trojnásobek 

detekčního limitu. Často se vyjadřuje jako desetinásobek směrodatné odchylky šumu.  

[3], [11] 

3.3.6 Linearita (linearity) 

Je to schopnost dávat výsledky přímo úměrné koncentraci stanovované látky. Obvykle 

se stanovuje minimálně pět různých koncentrací v rozmezí 50 - 150 % nebo 80 – 120% 

deklarovaného obsahu. Může se pracovat s roztoky standardů, neboť rušivé vlivy 

u reálných vzorků jsou hodnoceny jinými parametry validace. Pokud je metoda lineární, 

lze s výhodou určit směrnici z jednoho kalibračního bodu. Pokud není, je třeba výsledky 

vyhodnocovat z celé kalibrační křivky. [11]  

 

3.3.7 Rozsah (range) 

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumí se jím koncentrační 

hranice, v kterých může být metoda používána. Dolním limitem může být například 

detekční limit a horní může být určen maximální odezvou, při jejímž překročení už 

přístroj nepracuje přesně. [11] 
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3.3.8 Robustnost (robustness, ruggedness) 

Vyjadřuje míru vlivu proměnných podmínek na výsledky analýzy. Sbírají se poznatky 

z vývoje metody a cílem je upozornit na podmínky, které mohou ovlivnit výsledky. 

Například u metody využívající vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii se sledují 

vlivy: složení mobilní fáze, pH vodné složky mobilní fáze, teplota na koloně, rychlost 

průtoku, stabilita analyzovaných vzorků, rozdíl mezi kolonami různých šarží případně i 

výrobců. Obecně je třeba brát v úvahu velké množství faktorů, ale protože většina 

z nich má zanedbatelný vliv, měníme obvykle několik faktorů současně.  

Analytická metoda je robustní, jestliže přesnost stanovení není ovlivněna malými 

změnami pracovních podmínek. [3], [11], [20] 

 

3.3.9 Test způsobilosti (system suitability test) 

Test způsobilosti analytického systému je nedílnou součástí validace analytické metody. 

U instrumentálních fyzikálně-chemických metod (především separačních) není 

v podstatě možné přesně definovat všechny podmínky, za kterých má být metoda 

použita, aby poskytovala spolehlivé výsledky. Při každém novém použití metody se 

neopakuje celá validace, ale jsou definována určitá kritéria, která musí být splněna a 

která se obecně nazývají test způsobilosti analytického systému. Při splnění požadavků 

testu způsobilosti se předpokládá, že dříve provedená validace platí.  

Pomocí porovnávacích roztoků se nejčastěji zjišťují následující parametry: účinnost, 

kapacitní faktor, rozlišení, retence a faktor symetrie a testuje se též opakovatelnost 

nástřiku, které musí odpovídat předepsaným limitům. V případě, že některý parametr 

nebo více parametrů neodpovídá, upraví se chromatografické podmínky v rozsahu, aby 

byla splněna kritéria způsobilosti chromatografického systému, aniž by přitom došlo 

k podstatnému pozměnění metody, např. poměr jednotlivých složek mobilní fáze nebo 

její průtoková rychlost kolonou. Jestliže podmínky stanovení odpovídají požadavkům, 

provede se stanovení obsahu opakovanými nástřiky porovnávacího a zkoušeného 

roztoku. [11] 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1 MATERIÁLY A POMŮCKY 

4.1.1 Chemikálie 

V této práci byl použit přípravek:  

• DIAPHAGE 500, por tbl flm 100x500 mg, SVUS Pharma a.s., Hradec Králové, 

ČR, šarže 84001 41  

• DIAPHAGE 850, por tbl flm 100x850 mg, SVUS Pharma a.s., Hradec Králové, 

ČR, šarže 84001 41 

Složení a vzhled: 

• Metformini hydrochloridum 500 mg v jedné tabletě. Jako pomocné látky jsou 

obsaženy cellulosum microcristallinum, Povidonum 30, Croscarmellosum 

natricum, Stearinum, Album Opadry OY-L-28900. Tablety jsou potahované, 

bílé, bikonvexní, kulaté. 

• Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné tabletě. Jako pomocné látky jsou 

obsaženy cellulosum microcristallinum, Povidonum 30, Croscarmellosum 

natricum, Stearinum, Album Opadry OY-L-28900. Tablety jsou potahované, 

bílé, bikonvexní, oválné. [5] 

Další použité chemikálie: 

• 1,1- dimethylbiguanid hydrochlorid (metformin hydrochlorid), Sigma Aldrich, 

Německo, (obsah 99,9%) 

• 1-cyanoguanidine (dicyanodiamide), Merck, Německo, (obsah 99,56%) 

• Tabletovina SVUS Pharma, ČR 

• Methanol gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Německo 

• Acetonitril gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Německo 

• Kyselina fosforečná, Penta 

• Pentansulfonan sodný, Sigma 

• Chlorid sodný, Dr. Kulich Pharma 

• Voda čištěná 

 

4.1.2 Sestava pro HPLC 

• Kontrolní jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu 

• Čerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu 
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• Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu 

• PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5 

• UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu 

• Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu 

• Řídící jednotka: CBM-20A Shimadzu 

• Chromatografická kolona: µBondapack C18 (10µm) 3,9 x 300 mm, Waters; 

Part. No.: Wat027324 Lot No: W21651 

 

4.1.3 Přístroje 

• Digitální váhy Sartorius AG typ A200S, Německo 

• Ultrazvuková lázeň K10, Kraintek, Slovensko 

• pH-metr, SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH 

 

4.1.4 Pomůcky 

kádinky, odměrné baňky, odměrné válce, dělené pipety, nedělené pipety, balónek 

k pipetě, mikropipeta, zkumavky se zábrusem, zátky se zábrusem, stojan na 

zkumavky, kapátko, vialky, lodičky, laboratorní lžičky, třenka s těrkou, střička, 

frita, injekční stříkačky, membránový filtr - Chromafil AO - 45/25, membránový 

nylonový filtr 0,45 µm – Whatman, Velká Británie 

 

4.2 CHROMATOGRAFICKÉ PODMÍNKY 

Byla zkoumána různá složení, poměry a rychlosti průtoku mobilní fáze (methanol, 

acetonitril s fosforečnanovými pufry o různém pH a přídavky iontopárových činidel) a 

různé druhy stacionárních fází (C18, fenylová fáze). Chromatografické podmínky byly 

vždy testovány i vzhledem k příbuzné látce 1-kyanguanidinu. 

Byly zkoušeny chromatografické podmínky popsané v metodě č. 1 (viz kapitola 3.2.9). 

Následovala výměna fenylové stacionární fáze za fázi C18 a podmínky stanovení byly 

upraveny dle metody č. 4 a 5 (metoda č. 5 je metodou lékopisnou). Při těchto 

podmínkách bylo zkoušeno různé pH fosforečnanového pufru (3,5; 5,1; 6,5). Dále byl 

testován přídavek iontopárového činidla. Také byl sledován vliv teploty na koloně. 
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Výsledné podmínky použité při validaci stanovení metformin-hydrochloridu 

kapalinovou chromatografií jsou shrnuty v Tabulka 3. 

 

Tabulka 3. Použité chromatografické podmínky pro stanovení metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografií 

Kolona 
μBondapack C18 (10μm) 3,9 x 300 mm, Waters; Part. No.: 

Wat027324 Lot No: W21651 

Složení mobilní 

fáze 
0,087% w/v pentansulfonan sodný a 0,12% w/v chlorid sodný 

pH mobilní fáze nastaveno na 3,5 pomocí 1% kyseliny fosforečné 

Průtok 1,5 ml/min 

Detekce UV při 218 nm 

Teplota na 

koloně 
25,0 °C 

Nástřik vzorku 20 μl 

 

4.3 PŘESNOST – OPAKOVATELNOST 

 

Příprava vzorků pro analýzu obsahu 

Bylo zváženo 10 tablet Diaphage 500 a 850 a poté byla určena průměrná hmotnost 

jedné tablety. 

 

Tabulka 4. Stanovení průměrné hmotnosti tablet I. 

Síla přípravku Diaphage Hmotnost deseti tablet (g) Průměr (g) 

500 6,5313 0,6531 

850 11,3894 1,1389 

 

Tablety se důkladně rozdrtily v třence a následně byly použity pro výrobu zkoušeného 

roztoku. Analyzovalo se šest nezávislých zkoušených roztoků připravených z jednoho 

homogenizovaného přípravku.  
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Zkoušený roztok Diaphage 500: 

Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 670,0 mg tabletoviny (odpovídá 1 tabletě 

s obsahem 500 mg). Tabletovina byla rozpuštěna ve vodě 15 min pomocí ultrazvuku. Po 

rozpuštění byl objem baňky doplněn po rysku a promíchán. 10,0 ml tohoto roztoku bylo 

zředěno do 100,0 ml odměrné baňky. Připravený roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr 

do vialky a nastříknut na kolonu.  

 

Zkoušený roztok Diaphage 850:

Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 1120,0 mg tabletoviny (odpovídá 1 tabletě 

s obsahem 850 mg). Tabletovina byla rozpuštěna ve vodě 15 min pomocí ultrazvuku. Po 

rozpuštění byl objem baňky doplněn po rysku a promíchán. 5,0 ml tohoto roztoku bylo 

zředěno do 100,0 ml odměrné baňky. Připravený roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr 

do vialky a nastříknut na kolonu.  

 

Příprava standardů 

 

Standardní roztok Diaphage 500 

Do 25 ml odměrné baňky bylo naváženo 25 mg (navSt500 = 0,02596 g) pracovního 

standardu metformin-hydrochloridu. Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí UZ 

15 min. Poté byl objem baňky doplněn po rysku a důkladně promíchán. 10 ml tohoto 

roztoku se zředilo do 50 ml odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes 

mikrofiltr do vialky a nastříknut na kolonu.  

 

    

Standardní roztok Diaphage 850 

Do 25 ml odměrné baňky bylo naváženo 17 mg (navSt850 = 0,01768 g) pracovního 

standardu metformin-hydrochloridu. Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí UZ 

15 min. Poté byl objem baňky doplněn po rysku a důkladně promíchán. 5 ml roztoku se 

zředilo do 50 ml odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do 

vialky a nastříknut na kolonu.  

 

Z odečtených ploch píků se dle následujících vzorců vypočítal procentuelní obsah 

metformin-hydrochloridu v jednotlivých vzorcích. 
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Pro Diaphage 500:    
500

10Pr
%

⋅⋅
⋅⋅⋅⋅

=
vzst

ststvz

NavAr
ůmHmObsahNavAr

 
 

Pro Diaphage 850:    
850

5Pr
%

⋅⋅
⋅⋅⋅⋅

=
vzst

ststvz

NavAr
ůmHmObsahNavAr

 

 

Arvz…………….plocha píku vzorku 

Arst……………. plocha píku standardu 

Navst………..….navážka standardu v mg 

Obsahst…...……obsah metformin-hydrochloridu ve standardu 

Navvz…………...navážka  vzorku v mg  

 

Přesnost se následně vyjádřila jako relativní směrodatná odchylka ze stanovení 

jednotlivých obsahů. 

  

4.3.1 Mezilehlá přesnost 

Pro zjištění mezilehlé přesnosti se celé stanovení obsahu provedlo stejným postupem 

ještě jednou s šesti nově připravenými vzorky. Měření se provádělo v jiný den a jiným 

pracovníkem. Měření na jiném přístroji nebylo bohužel proveditelné.  

Ze stanovených obsahů II se taktéž vypočítala přesnost a určil se průměr obou přesností, 

což odpovídá mezilehlé přesnosti. 

 

Tabulka 5. Stanovení průměrné hmotnosti tablet II. 

Síla přípravku Diaphage Hmotnost deseti tablet (g) Průměr (g) 

500 6,5440 0,6544 

850 11,3496 1,1350 

 

4.4 SPRÁVNOST 

Analyzovalo se šest nezávislých modelových přípravků.  

 

Příprava zkoušeného roztoku Diaphage 500 pro stanovení správnosti 
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Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 531,0 mg metformin-hydrochloridu a 139,0 

mg tabletoviny (navážky uvedeny v Tabulka 21). Odměrná baňka byla vložena na 15 

min do ultrazvuku. Objem baňky byl doplněn po rysku a roztok byl důkladně 

promíchán. 10,0 ml tohoto roztoku bylo zředěno do 100,0 ml odměrné baňky. Výsledný 

roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do vialky a byl nastříknut na kolonu. Tímto 

způsobem se připravilo všech 6 zkoušených roztoků. 

 

Příprava zkoušeného roztoku Diaphage 850 pro stanovení správnosti 

Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 871,0 mg metformin-hydrochloridu a 249,0 

mg tabletoviny (navážky uvedeny v Tabulka 24). Odměrná baňka byla vložena na 15 

min do ultrazvuku. Objem baňky byl doplněn po rysku a roztok byl důkladně 

promíchán. 5,0 ml tohoto roztoku bylo zředěno do 100,0 ml odměrné baňky. Výsledný 

roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do vialky a byl nastříknut na kolonu. Tímto 

způsobem se připravilo všech 6 zkoušených roztoků. 

 

Příprava standardního roztoku Diaphage 500 pro stanovení správnosti 

Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo 50,0 mg (navSt500 = 0,05192 g) pracovního 

standardu metformin-hydrochloridu. Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí UZ 

15 min. Poté byl objem baňky doplněn po rysku a důkladně promíchán. 10 ml tohoto 

roztoku se zředilo do 50 ml odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes 

mikrofiltr do vialky a nastříknut na kolonu.  

 

Příprava standardního roztoku Diaphage 850 pro stanovení správnosti  

Do 100 ml odměrné baňky bylo naváženo 170,0 mg (navSt850 = 0,17680 g) pracovního 

standardu metformin-hydrochloridu. Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí UZ 

15 min. Poté byl objem baňky doplněn po rysku a důkladně promíchán. 5 ml roztoku se 

zředilo do 50 ml odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do 

vialky a nastříknut na kolonu.  

 

Obsah metformin-hydrochloridu byl stanoven následovně: 

 

Pro Diaphage 500    
st

ststvz

Ar
ObsahNavAr

m
⋅
⋅⋅

=
10  
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Pro Diaphage 850    
st

ststvz

Ar
ObsahNavAr

m
⋅
⋅⋅

=
20

 

 

Ze správné a získané hodnoty obsahu metformin-hydrochloridu byla vypočítána 

výtěžnost (recovery). 

 

4.5 LINEARITA 

Byly připraveny roztoky s obsahem 80, 90, 100, 110 a 120 % koncentrace standardního 

roztoku. 100% roztok je stejné koncentrace jako standardní roztok připravený při 

stanovení správnosti. 

 

Příprava roztoků příslušné koncentrace pro Diaphage 500 

Do 50 ml baňky bylo naváženo 50 mg metformin-hydrochloridu (skutečná navážka 

50,61 mg). Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí ultrazvuku 15 minut. Objem 

baňky byl doplněn po rysku a po důkladném rozmíchání byly připraveny roztoky 

požadované koncentrace následovně:  

80%  4 ml připraveného roztoku se odpipetovaly do 25 ml baňky 

90%  4,5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

100%  5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

110%  5,5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

120%  6 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

Po doplnění objemu vzniklo pět roztoků o koncentraci uvedené v Tabulka 6  

 

Tabulka 6. Diaphage 500 - příprava pracovních roztoků pro linearitu 

Vzorek 
Navážka metformin-

hydrochloridu (mg) 

Koncentrace metformin-

hydrochloridu (mg/ml) 

A_80 0,16 

B_90 0,18 

C_100 0,2 

D_110 0,22 

E_120 

50,61 

0,24 
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Příprava roztoků příslušné koncentrace pro Diaphage 850 

Do 50 ml baňky bylo naváženo 42,5 mg metformin-hydrochloridu (skutečná navážka 

42,64 mg). Tato navážka byla rozpuštěna ve vodě pomocí ultrazvuku 15 minut. Objem 

baňky byl doplněn po rysku a po důkladném rozmíchání byly připraveny roztoky 

požadované koncentrace následovně:  

 

80%  4 ml připraveného roztoku se odpipetovaly do 25 ml baňky 

90%  4,5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

100%  5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

110%  5,5 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

120%  6 ml připraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baňky 

Po doplnění objemu vzniklo pět roztoků o koncentraci uvedené v Tabulka 7  

 

Tabulka 7.  Diaphage 850 - příprava pracovních roztoků pro linearitu 

Vzorek 
Navážka metformin-

hydrochloridu (mg) 

Koncentrace metformin-

hydrochloridu (mg/ml) 

A_80 0,14 

B_90 0,15 

C_100 0,17 

D_110 0,19 

E_120 

42,64 

0,20 

 

Na základě známé koncentrace a získaných ploch píků byla stanovena křivka lineární 

regrese. 

 

4.6 SELEKTIVITA 

Příprava zkoušeného roztoku bez přítomnosti metformin-hydrochloridu (placebo) 

pro Diaphage 500 

Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 670,0 mg tabletovacího prášku a obsah baňky 

byl rozpuštěn ve vodě pomocí ultrazvuku 15 minut. Objem baňky byl doplněn po rysku 

a roztok byl důkladně promíchán. 10,0 ml tohoto roztoku bylo zředěno do 100,0 ml 
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odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do vialky a nastříknut 

na kolonu. 

 

Příprava zkoušeného roztoku bez přítomnosti metformin-hydrochloridu (placebo) 

pro Diaphage 850 

Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo 1120,0 mg tabletovacího prášku a obsah 

baňky byl rozpuštěn ve vodě pomocí ultrazvuku 15 minut. Objem baňky byl doplněn po 

rysku a roztok byl důkladně promíchán. 5,0 ml tohoto roztoku bylo zředěno do 100,0 ml 

odměrné baňky. Výsledný roztok byl přefiltrován přes mikrofiltr do vialky a nastříknut 

na kolonu. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUSE 
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5.1 CHROMATOGRAFICKÉ PODMÍNKY 

Použití fenylové stacionární fáze nebylo vhodné, pík metformin-hydrochloridu byl 

nesymetrický a hodně rozmytý. Ani úprava pH a složení mobilní fáze nevedly 

k výraznějšímu zlepšení. Změna stacionární fáze na C18 vedla ke zlepšení tvaru píku 

metformin-hydrochloridu. Přidáním sodné soli pentansulfonové kyseliny se zlepšila i 

symetrie píku, hodnota se pohybovala pod 1,5. Zvyšující se teplota na koloně snižovala 

retenci metformin-hydrochloridu, ale zároveň i 1-kyanguanidinu, který se eluoval velmi 

brzy. Proto byla teplota na koloně ponechána na 25°C. Nakonec byla vynechána 

organická složka mobilní fáze. Retence obou látek byla optimální a faktor symetrie píku 

se nezhoršil. 

Pro nejlepší dostupnost byla zvolena kombinace metod 4 a 5 viz kapitola 3.2.9. Metoda 

č. 5 je lékopisný postup pro stanovení nečistot metformin-hydrochloridu 

chromatograficky. Jedná se o iontově výměnnou chromatografii. 
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Obrázek 2 Nástřik roztoku standardu metformin-hydrochloridu pro Diaphage 500 
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Obrázek 3 Nástřik zkoušeného roztoku metformin-hydrochloridu pro Diaphage 500 
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Obrázek 4 Nástřik roztoku standardu metformin-hydrochloridu pro Diaphage 850 

45 



0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min
-25

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

250

275

300

325

350

375

400mV
Detector A Ch1:218nm 

6.
74

8

 

Obrázek 5 Nástřik zkoušeného roztoku metformin-hydrochloridu pro Diaphage 850 
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Obrázek 6 Nástřik zkoušeného roztoku metformin-hydrochloridu s přítomností 1-kyanguanidinu 
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5.2 PŘESNOST 

5.2.1 Přesnost I 

Nástřiky na kolonu byly provedeny v následujícím pořadí: 

 

• Diaphage 500 - 5x vzorek standardu, 3x vzorek A, 3x vzorek B, 3x vzorek C, 3x 

vzorek D, 3x vzorek E, 3x vzorek F, 3x vzorek standardu 

• Diaphage 850 - 3x vzorek standardu, 3x vzorek A, 3x vzorek B, 3x vzorek C, 3x 

vzorek D, 3x vzorek E, 3x vzorek F, 5x vzorek standardu 

 

Tabulka 8. Přesnost - naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 500 (I.) 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 8432698 

2 8431159 

3 8431016 

4 8439706 

5 8440487 

8435013 0,06 

6 8431484 

7 8433847 

8 

0,0519 

8434529 

8433287 0,02 

 

 

Tabulka 9. Přesnost - naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 500 (I.) 

Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A1 8590537 

A2 8581763 

A3 

0,6776 

8576936 

8583079 
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Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

B1 8455664 

B2 8444334 

B3 

0,6701 

8441484 

8447161 

C1 8612825 

C2 8603922 

C3 

0,6773 

8584064 

8600270 

D1 8503449 

D2 8510479 

D3 

0,6713 

8492982 

8502303 

E1 8421062 

E2 8416418 

E3 

0,6799 

8417157 

8418212 

F1 8615319 

F2 8618946 

F3 

0,6730 

8612581 

8615615 

 

 

Tabulka 10.   Stanovení obsahu metformin-hydrochloridu a přesnosti v 

přípravku Diaphage 500 (I.) 

Vzorek Navážka (g) 

Obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Průměr RSD (%) 

A 0,6776 101,74 

B 0,6701 101,25 

C 0,6773 101,99 

D 0,6713 101,75 

E 0,6799 101,67 

F 0,6730 102,85 

101,50 0,53 
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Tabulka 11.   Přesnost - naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 850 (I.) 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 7218561 

2 7218619 

3 7221594 

7219591 0,02 

4 7222296 

5 7229089 

6 7228021 

7 7227282 

8 

0,1768 

7223418 

7226021 0,04 

 

Tabulka 12. Přesnost - naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 850 (I.) 

Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A1 6806853 

A2 6795719 

A3 

1,1147 

6799762 

6800778 

 

B1 6812743 

B2 6806306 

B3 

1,1177 

6801620 

6806890 

 

C1 6785644 

C2 6794349 

C3 

1,1124 

6781659 

6787217 

 

D1 6783214 

D2 6790636 

D3 

1,1100 

6778316 

6784055 

 

E1 6809951 

E2 6822425 

E3 

1,1153 

6820151 

6817509 
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Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

F1 6918208 

F2 6908307 

F3 

1,1304 

6918446 

6914987 

 

 

 

Tabulka 13.   Stanovení obsahu a přesnosti metformin-hydrochloridu v 

přípravku Diaphage 850 (I.) 

Vzorek Navážka (g) 

Obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Průměr RSD (%) 

A 1,1147 100,00 

B 1,1177 99,82 

C 1,1124 100,00 

D 1,1100 100,08 

E 1,1153 100,10 

F 1,1304 100,17 

99,91 0,12 
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5.2.2 Přesnost II 

Sekvence vzorků byla stejná jako v předchozím případě. 

 

Tabulka 14.   Přesnost - naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 500 (II.) 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 8424816 

2 8422498 

3 8424003 

4 8424003 

5 8415223 

8421112 0,05 

6 8423829 

7 8412921 

8 

0,0519 

8415996 

8417582 0,07 

 

Tabulka 15.   Přesnost - naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 500 (II.) 

Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A1 8341079 

A2 8352235 

A3 

0,6700 

8336138 

8343151 

B1 8299166 

B2 8300205 

B3 

0,6719 

8299332 

8299568 

C1 8309651 

C2 8306140 

C3 

0,6756 

8302024 

8305938 

D1 8257784 

D2 8237746 

D3 

0,6750 

8239525 

8245018 
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Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

E1 8437964 

E2 8431657 

E3 

0,6804 

8431209 

8433610 

F1 8329723 

F2 8329690 

F3 

0,6682 

8328429 

8329281 

 

 

Tabulka 16. Stanovení obsahu metformin-hydrochloridu a přesnosti v přípravku 

Diaphage 500 (II.) 

Vzorek Navážka (g) 

Obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Průměr RSD (%) 

A 0,6700 100,38 

B 0,6719 99,58 

C 0,6756 99,11 

D 0,6750 98,51 

E 0,6804 99,96 

F 0,6682 100,53 

99,98 

 

0,78 
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Tabulka 17.   Přesnost - naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 850 (II.) 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 7216319 

2 7223980 

3 7210349 

7216883 0,09 

4 7230006 

5 7229528 

6 7226607 

7 7212111 

8 

0,1768 

7225816 

7224814 0,10 

 

Tabulka 18.   Přesnost - naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 850 (II.) 

Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A1 6623067 

A2 6629812 

A3 

1,1142 

6629572 

6627484 

B1 6655580 

B2 6674436 

B3 

1,1194 

6641272 

6657096 

C1 6645927 

C2 6646044 

C3 

1,1187 

6644139 

6645370 

D1 6701373 

D2 6691043 

D3 

1,1182 

6698825 

6697080 

E1 6732917 

E2 6733942 

E3 

1,1324 

6727688 

6731516 
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Číslo vzorku 
Navážka vzorku 

(g) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

F1 6579759 

F2 6581633 

F3 

1,1182 

6584732 

6582041 

   

 

Tabulka 19.   Stanovení obsahu metformin-hydrochloridu a přesnosti v 

přípravku Diaphage 850 (II.) 

Vzorek Navážka (g) 

Obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Průměr RSD (%) 

A 1,1142 97,19 

B 1,1194 97,17 

C 1,1187 97,06 

D 1,1182 97,75 

E 1,1324 97,02 

F 1,1182 96,07 

97,18 0,56 

 

Požadavek:  

RSD ≤ 2,0 % 

Vyhodnocení: 

Relativní směrodatná odchylka pro Diaphage 500 byla při prvním stanovení obsahu 

0,53%, při druhém 0,78% 

Relativní směrodatná odchylka pro Diaphage 850 byla při prvním stanovení obsahu 

0,12%, při druhém 0,56%. 

 

5.2.3 Mezilehlá přesnost 

Požadavek:  

RSD ≤ 4,0 % 
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Vyhodnocení: 

Relativní směrodatná odchylka pro Diaphage 500 byla 1,52%. 

Relativní směrodatná odchylka pro Diaphage 850 byla 2,73%. 

 

5.3 SPRÁVNOST 

Nástřiky na kolonu byly provedeny v následujícím pořadí: 

• Diaphage 500 - 5x vzorek standardu, 3x vzorek A, 3x vzorek B, 3x vzorek C, 3x 

vzorek D, 3x vzorek E, 3x vzorek F, 3x vzorek standardu 

• Diaphage 850 - 3x vzorek standardu, 3x vzorek A, 3x vzorek B, 3x vzorek C, 3x 

vzorek D, 3x vzorek E, 3x vzorek F, 5x vzorek standardu 

 

Tabulka 20.   Správnost – naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 500 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 8427731 

2 8423270 

3 8415241 

4 8426562 

5 8422574 

8423076 

 
0,06 

6 8424551 

7 8430319 

8 

0,0519 

 

8422616 

8425829 

 
0,05 
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Tabulka 21.   Správnost – navážky k přípravě zkoušených roztoků pro Diaphage 

500 

Vzorek 

Navážka 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Navážka 

tabletoviny 

(g) 

Navážka 

vzorku 

(g) 

Správná 

hmotnost 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Správný 

obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

A 0,5225 0,1308 0,6533 0,5220  79,91 

B 0,5265 0,1793 0,7058 0,5260  74,53 

C 0,5095 0,2020 0,7115 0,5090  71,54 

D 0,5078 0,1373 0,6450 0,5072  78,64 

E 0,5135 0,1335 0,6470 0,5130  79,29 

F 0,5173 0,1367 0,6535 0,5167  79,07 

 

 

Tabulka 22.   Správnost – naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 500  

Vzorek 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Stanovená 

hmotnost 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Stanovený 

obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

Výtěžnost 

průměr 

(%) 

A 8540335  0,5259  80,51 100,75 

B 8556007  0,5269  74,65 100,17 

C 8323741  0,5126  72,04 100,70 

D 8205827  0,5051  78,32 99,59 

E 8359810  0,5146  79,54 100,32 

F 8371895  0,5154  78,86 99,73 

100,46 
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Tabulka 23.   Správnost – naměřené hodnoty standardů pro Diaphage 850 

Číslo nástřiku 
Navážka 

standardu (g) 

Plocha píku 

standardu 

Průměr ploch 

píků 

standardu 

RSD (%) 

1 7286333 

2 7274011 

3 7268337 

7276227 0,13 

4 7267085 

5 7273044 

6 7274947 

7 7268075 

8 

0,1768 

7271072 

7270845 0,05 

 

 

Tabulka 24.   Správnost – navážky k přípravě zkoušených roztoků pro Diaphage 

850 

Vzorek 

Navážka 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Navážka 

tabletoviny 

(g) 

Navážka 

vzorku 

(g) 

Správná 

hmotnost 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Správný 

obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

A 0,8473 0,2925 1,1398 0,8464  74,26 

B 0,8755 0,2460 1,1215 0,8746  77,99 

C 0,8838 0,2378 1,1215 0,8829  78,72 

D 0,9030 0,2720 1,1750 0,9021  76,77 

E 0,8878 0,3018 1,1895 0,8869  74,56 

F 0,8548 0,2535 1,1083 0,8539  77,05 
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Tabulka 25.   Správnost – naměřené hodnoty metformin-hydrochloridu pro 

Diaphage 850 

Vzorek 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Stanovená 

hmotnost 

metformin-

hydrochloridu 

(g) 

Stanovený 

obsah 

metformin-

hydrochloridu 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

Výtěžnost 

průměr 

(%) 

A 6928522  0,8409  73,78 99,35 
B 7078109  0,8591  76,60 98,22 
C 7254779  0,8805  78,51 99,73 
D 7375951  0,8959  76,25 99,31 
E 7292404  0,8857  74,46 99,87 
F 7019272  0,8526  76,93 99,84 

98,79 

 

Požadavek:  

Výtěžnost 98,0 – 102,0 % 

RSD ≤ 2,0 % 

Vyhodnocení: 

Výtěžnost pro Diaphage 500 byla 100,46%. Relativní směrodatná odchylka 0,48%. 

Výtěžnost pro Diaphage 850 byla 98,79%. Relativní směrodatná odchylka 0,63%. 

 

5.4 LINEARITA 

Nástřiky na kolonu byly provedeny v následujícím pořadí: 

• Diaphage 500 i 850 - 3x vzorek A_80, 3x vzorek B_90, 3x vzorek C_100, 3x 

vzorek D_110, 3x vzorek E_120 
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Tabulka 26.   Diaphage 500 – naměřené hodnoty pro linearitu 

Vzorek 

Koncentrace 

metformin-

hydrochloridu 

(µg/ml) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A_80_1 6818029 

A_80_2 6838056 

A_80_3 

160 

6824225 

6826770 

 

B_90_1 7238552 

B_90_2 7248895 

B_90_3 

180 

7236337 

7241261 

 

C_100_1 8348206 

C_100_2 8341661 

C_100_3 

200 

8341050 

8343639 

 

D_110_1 9062510 

D_110_2 9094479 

D_110_3 

220 

9069860 

9075616 

 

E_120_1 9955638 

E_120_2 9948191 

E_120_3 

240 

9948654 

9950828 
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Graf lineární regrese pro Diaphage 500 

 
 

Regresní funkce:  y = k x + q  

Počet bodů: n = 5 

Parametry regresní přímky a odhady jejich směrodatných odchylek 

směrnice    k = 3,84E+4 ± 7,2E+2 

absolutní člen    q = 6,8E+4 ± 1,4E+5 

koeficient korelace   R = 0,9995  

reziduální odchylka   srez = 4,84E+4 

Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,001 

 

Požadavek:  

Korelační koeficient r ≥0,999 
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Tabulka 27.   Diaphage 850 – naměřené hodnoty pro linearitu 

Vzorek 

Koncentrace 

metformin-

hydrochloridu 

(µg/ml) 

Plocha píku 

metformin-

hydrochloridu 

Průměr ploch píků 

metformin-

hydrochloridu 

A_80_1 5610580 

A_80_2 5622413 

A_80_3 

140 

5623256 

5618750 

 

B_90_1 6018329 

B_90_2 6025151 

B_90_3 

150 

6040192 

6027891 

 

C_100_1 6942288 

C_100_2 6935194 

C_100_3 

170 

6947029 

6941504 

 

D_110_1 7883471 

D_110_2 7894731 

D_110_3 

190 

7889385 

7889196 

 

E_120_1 8391698 

E_120_2 8392047 

E_120_3 

200 

8390311 

8391352 
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Graf lineární regrese pro Diaphage 850 

 
 

Regresní funkce:  y = k x + q  

Počet bodů: n = 5 

Parametry regresní přímky a odhady jejich směrodatných odchylek 

směrnice    k = 4,63E+4 ± 6,7E+2 

absolutní člen    q = -9,0E+5 ± 1,2E+5 

koeficient korelace   R = 0,9997 

reziduální odchylka   srez = 3,43E+4 

Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,001 

 

Požadavek:  

Korelační koeficient r ≥0,999 
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5.5 SELEKTIVITA 

V místě metformin-hydrochloridu se na chromatogramu neobjevily žádné jiné píky. 
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Obrázek 7 Nástřik zkoušeného roztoku bez přítomnosti metformin-hydrochloridu (placeba) pro 

Diaphage 500 
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Obrázek 8 Nástřik zkoušeného roztoku bez přítomnosti metformin-hydrochloridu (placeba) pro 

Diaphage 850 
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6. ZÁVĚR 
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1. Byly zpracovány literární zdroje týkající se vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie, validace analytických metod a metformin-hydrochloridu. 

 

2. Byla optimalizována vhodná metoda validace stanovení metformin-

hydrochloridu a aplikována na léčivé přípravky Diaphage 500 a Diaphage 850. 

Metoda byla validována. 

 

3. Byla prozkoušena přesnost metody. Relativní směrodatná odchylka byla ve 

všech případech nižší než 2,0%.  

 

4. Zároveň byla prozkoušena i mezilehlá přesnost. Relativní směrodatná odchylka 

byla ve všech případech nižší než 4,0%. 

 

5. Dále byla prozkoušena správnost metody. Pro oba dva přípravky byla výtěžnost 

metody v rozmezí 98,0 – 102,0 % a relativní směrodatná odchylka byla menší 

než 2,0%. 

 

6. Jako další parametr validace metody byla prozkoušena linearita. A to 

v rozmezích koncentrací 160 – 240 µg/ml pro Diaphage 500 a 140 - 200 µg/ml 

pro Diaphage 850. Pro Diaphage 500 byl korelační koeficient roven 0,9995, pro 

Diaphage 850 0,9997. Koeficient korelace byl u obou přípravků vyšší než 0,999.  

 

7. Metoda vyhovuje testovaným validačním parametrům. 

 

8. Metoda byla vyvinuta s ohledem na příbuznou látku 1-kyanguanidin a ostatní 

nečistoty. Tato problematika bude předmětem další práce. 

 

9. Tato práce byla prezentována na 38. konferenci Syntéza a analýza léčiv, 14. – 

16.9.2009 v Hradci Králové [21] 
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SOUHRN  
 

Hodnocení biologicky aktivních látek kapalinovou chromatografií IX  

(Validace stanovení metformin-hydrochloridu vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií) 

 

Diplomová práce 

 

 

Sommernitzová Nora 

 

 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, 

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

 

Byla optimalizována metoda stanovení metformin-hydrochloridu vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografií v přípravcích Diaphage 500 a Diaphage 850. Při práci bylo 

využito principu iontově výměnné chromatografie na koloně μBondapack C18 (10μm). 

Jako mobilní fáze byl použit roztok pentansulfonanu sodného a chloridu sodného. pH 

bylo nastaveno na 3,5 pomocí kyseliny fosforečné. Průtok mobilní fáze byl 1,5 ml/min, 

teplota na koloně 25,0 °C. Vlnová délka UV detektoru byla nastavena na 218 nm.  

Za těchto podmínek byla metoda validována, dále byla ověřena přesnost stanovení, 

správnost stanovení, linearita metody a selektivita. Všechny testované parametry splnily 

předepsaná kritéria.  
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ABSTRACT 

 
Valuation of the biologically active substances by liquid chromatography IX 

(Validation of determination of metformin-hydrichloride by high performance liquid 

chromatography) 

 

Thesis 

 

Sommernitzová Nora 

 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, 

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 

 

The method for determination of the metformin-hydrochloride by high 

performance liquid chromatography in pharmaceutical preparations Diaphage 500 and 

Diaphage 850 was optimalised. Using the principle of ion exchange chromatography, 

the metod was carried out on the μBondapack C18 (10μm) column. A mobile phase 

composed of sodium pentanesulfonate and sodium chloride at a flow rate 1,5 ml/min 

was used for the separation. pH was adjusted to 3,5 using phosphoric acid. The 

temperature was set at 25,0 °C. Detection was carried out at 218 nm.  

Following these conditions the metod was validated. The accuracy, precision, linearity 

and specifity were also verified. All tested parameters satisfied the criterions. 
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