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1. UVOD



Metformin-hydrochlorid je peroralni antidiabetikum. Jedna se o biguanidovy derivat. Za
pfitomnosti inzulinu dokaze snizit nadmérmé vysokou hladinu krevniho cukru.
Metformin-hydrochlorid  nezvySuje  sekreci  inzulinu,  nepodporuje  tedy
hyperinzulinémii. Nehrozi nebezpeci hypoglykémie. Metformin-hydrochlorid se
osvedcil pii monoterapii diabetikli typu 2 s nadvahou. Mize se kombinovat s jinymi
peroralnimi antidiabetiky a také inzulinem. [1]

Kapalinova chromatografie se vyvinula z plynové chromatografie pocatkem 70. let.
Vysokych ucinnosti se dosahuje pouzitim stacionarnich fazi, které obsahuji malé ¢astice
pravidelného tvaru a jednotné velikosti a homologné zapliuji komoru. Pritok mobilni
faze je zajistén vysokym tlakem (az desitky MPa) — proto také byva tato metoda
nazyvana vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (high performance liquid
chromatography). Davkuji se mald mnozstvi vzorku (fddové mikrolitry). K detekci jsou
nutné citlivé detektory, které umoziuji kontinualni monitorovani latek na vystupu

z kolony. Signal detektoru se zpracovava pocitacem. [2]



2. CILPRACE



Cilem prace je nalezeni vhodné metody stanoveni metformin-hydrochloridu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Peroralni antidiabetikum metformin-
hydrochlorid bude stanovovan z lé¢ivych ptipravka Diaphage 500 a Diaphage 850.

Pomoci experimentalnich dat a jejich matematického a statistického zpracovani je
snahou dokazat, Ze nalezend metoda je vhodna k pouziti a vysledky analyz jsou spravné,

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

[3]
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 METFORMIN-HYDROCHLORID A JEHO VLASTNOSTI

3.1.1 Chemické vlastnosti

NH NH
M e
HoN N TJ/ . HC
H

CH;

Lékopisnou latkou je metformin-hydrochlorid (C4H;>,CIN5s), Mr = 165,63.
Je to 1,1-dimethylbiguanid-hydrochlorid. Poc¢itano na vysuSenou latku, obsahuje 98,5 %
az 101,0 % slouceniny C,H;,CING.
[4]
Vlastnosti
Bilé nebo témét bilé krystaly. Je snadno rozpustny ve vodé, tézce rozpustny v ethanolu
96%, prakticky nerozpustny v acetonu a v dichlormethanu. Jedna se o separandum.
[4]
Necistoty
e l-kyanguanidin,
e 1-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)guanidin,
¢ N, N-dimethyl-1,3,5-triazin-2,4,6-triamin,
e 1,3,5-triazin-2,4,6-triamin (melamin),
¢ 1-methylbiguanid,
e dimethylamin

[4]

3.1.2 Indikace
Jedna se o perordlni antidiabeticky biguanidovy piipravek urceny k 1é¢bé non-inzulin
dependentniho diabetu mellitu II. typu (NIDDM — non insulin dependent diabetes
mellitus) u dospélych nemocnych, kde uspokojivé kompenzace nelze dosahnout
dietnimi opatfenimi a fyzickou aktivitou. Pouzivd se bud’ v monoterapii nebo
v kombinaci s derivaty sulfonylurey. V kombinaci sinzulinem se metformin-
hydrochlorid uziva jak k 1écb¢ diabetu mellitu typu I, tak 1 II. Zejména u pacientl

s kombinaci vyrazné obezity a inzulinové rezistence. [5]
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3.1.3 Kontraindikace

U nemocnych se znamou prtecitlivélosti na uc¢innou latku metformin-hydrochlorid nebo
latky pomocné. Dale u nemocnych s tézkymi infek¢nimi chorobami, pod vlivem stresu,
traumat, ¢i jinych zavaznych vlivii, kde biguanidy nejsou schopny dostate¢né
hyperglykémii kompenzovat. Kvuli zvySenému riziku hypoglykémie by pfipravek
nemél byt poddvan nemocnym s ledvinnou ¢i jaterni nedostateénosti. Ledvinna
nedostate¢nost muze byt predispozici pro laktdtovou acidézu. Metformin-hydrochlorid
by rovnéz nemél byt poddvan nemocnym se srdecni nedostatecnosti a cerstvym
infarktem myokardu, dehydratovanym nemocnym, alkoholikiim a jinym nemocnym, u
nichz se mize vyskytnout predispozice pro vznik laktatové acidozy.

Metformin-hydrochlorid by nemél byt podavan v gravidité a kojeni. [5]

3.1.4 Nezadouci uclinky
Nezadouci ucinky spojené s uzivanim metformin-hydrochloridu jsou obvykle fidké a
prechodné. Mezi relativné cCastéji se vyskytujici nezddouci ucinky patii anorexie,
dyspepsie, flatulence, bolesti hlavy, kovova pachut’ v tstech, nevolnost, zvraceni, ztrata
hmotnosti.
Uzivani samotného metformin-hydrochloridu nevyvolava hypoglykemické stavy. Ty se
vSak mohou vyvinout pifi kombinaci metformin-hydrochloridu sjinymi latkami

vyvolavajici hypoglykémii (s inzulinem, sulfonylmocovinami, alkoholem). [5]

3.1.5 Interakce

Vitamin B12 (riziko anémie), alkohol, cimetidin (zvySeni plazmatickych koncentraci
metformin-hydrochloridu a snizeni jeho rendlni clearence), nifedipin, piipravky
charakteru kationtu (amilorid, digoxin, morfin, procainamid, chinidin, chinin, ranitidin,
triamteren, trimethoprim, vankomycin), furosemid.

Podavani metformin-hydrochloridu je potfeba ukoncit 48 hodin pfed podanim RTG
kontrastnich latek kvili riziku vzniku laktitové acidozy a renalniho selhani. Jeho
podavani je mozno zahajit nejdiive za 48 hodin po podani téchto médii. V ojedin€lych

ptipadech miize metformin-hydrochlorid zvySovat G¢inek warfarinu. [5], [6], [7]
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3.1.6 Farmakologické vlastnosti

Mechanismus ucinku

Biguanidy zvysuji citlivost perifernich tkani — zejména jater a kosterniho svalstva —
k insulinu, proto ke svému ucinku potiebuji zachovanou alesponi Caste¢nou sekreci
inzulinu v B-buiikkdch pankreatu. Metformin-hydrochlorid 1 pfiznivé zasahuje do
metabolismu lipidi. Snizuje koncentraci cirkulujicich lipoproteinii s nizkou denzitou
(LDL) a velmi nizkou denzitou (VLDL), neesterifikovanych mastnych kyselin a
triglyceridd, ¢imz miize byt uziteCny i u pacientil s hyperlipoproteinémii. ZvySuje
fibrinolytickou aktivitu tim, Ze inhibuje PAI-1 (inhibitor plazminogenového aktivatoru).

Tim dochazi ke zlepSeni reologickych vlastnosti krve. [8]

Farmakokinetické viastnosti

Biologickd dostupnost je 50-60%. Metformin-hydrochlorid dosahuje maximalni
plazmatické koncentrace asi za 3 hodiny po peroralnim podéni, elimina¢ni polocas je
4,5 hodiny, doba ucinku je 8-12 hod. Vazba na plazmatické albuminy je nizka.
Metformin-hydrochlorid neni v organismu metabolizovdn a vylucuje se ledvinami

v aktivni nezménéné forme. [8]

3.1.7 Komer¢ni pripravky s obsahem metformin-hydrochloridu

e Adimet, Adimet 1000, Ratiopharm GmbH, Ulm, SRN

e Diaphage 500, Diaphage 850, SVUS Pharma a.s., Hradec Kralové, CR

e Glibomet, Laboratori Guidotti S.p.a. (Menarini group), Pisa, Italie

e Glubrava, Takeda Global Research and Developement Center (Europe) Ltd,
London, Velka Britanie

¢ Glucophage 500 mg, Glucophage 500 mg pro pripravu peroralniho roztoku
v saccich, Glucophage 1000 mg, Glukophage 1000 mg prasek pro pripravu
peroralniho roztoku v saécich, Merck K GaA, Darmstadt, SRN, Merck Santé
S.A.S., Lyon, Francie

¢ Gluformin, Pliva — Lachema a.s., Brno, CR

¢ Glumetsan 500 mg, Glumetsan 850 mg, PRO.MED.CS Praha a.s., CR

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

e Metfirex 500 mg, Metfirex 850 mg, Metfirex 1 g, Sanofi - Aventis s.r.o.,
Praha, CR
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Metfogamma 500, Metfogamma 850, Metfogamma 1000 mg, Woirwag
Pharma GmbH und Co. KG, Boblingen, SRN

Metfogen 500 mg, Metfogen 850 mg, Metfogen 1000 mg, Generics (UK) Ltd.,
Potters Bar, Herts, Velka Britanie

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, Velka Britanie
Metformin Bluefish 500 mg, Metformin Bluefish 850 mg, Metformin
Bluefish 1000 mg, Bluefish Pharmaceuticals AB, Stockholm, Svédsko
Metformin Pharmacin 500 mg, Metformin Pharmacin 850 mg, Metformin
Pharmacin 1000 mg, Generics (UK) Ltd., Potters Bar, Herts, Velka Britanie
Metformin-Teva 500 mg, Metformin-Teva 850 mg, Metformin-Teva 1000
mg, Metformin-Teva XR 500 mg, Teva Pharmaceuticals CR s.r.0., Praha, CR
Normaglyc 500 mg, Normaglyc 850 mg, Normaglyc 1000 mg, Jelfa S.A.,
Jelenia Gora, 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 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
(HPLC)

Vysokoucinné kapalinova chromatografie — High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) je progresivni analytickd metoda, kterd ma stale velké uplatnéni ve vSech
oblastech analyzy 1é¢iv.

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, z nichZ jedna
je stacionarni — nepohyblivd a druhd mobilni — pohyblivd. V prabéhu
chromatografického procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavli délenych latek mezi stacionarni fazi, ktera je v kolon¢, a mobilni
fazi, kterd undsi separované latky. Pfi styku staciondrni i mobilni faze s délenymi
latkami dochdzi ke vzajemnym interakcim, které jsou zékladnim ptedpokladem pro
jejich separaci. K separaci tedy dochdzi na zdkladé rtizné afinity délenych latek ke
stacionarni a mobilni fazi.

Separace zaviseji na vlastnostech analyzovanych latek a jejich interakcich s mobilnimi a
stacionarnimi fazemi, na typu a vlastnostech stacionarni faze, na sloZzeni mobilni faze,

detektoru, na prutoku a pracovni teploté. [2], [10], [11]

Mezi vyhody HPLC patfi zejména:

a) Siroka oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, malo
tekavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni (cca 80% veskerych znamych
latek je mozné analyzovat metodou HPLC).

b) Jednd se o separatni metodu, kterd umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni
hodnoceni separovanych slozek smési.

c) Rychlost analyzy, citlivost stanoveni (v zavislosti na pouzitém detektoru).

d) Pro analyzu postacuje minimalni mnozstvi vzorku.

e) Moznost automatizace.

f) Jednou zhlavnich pfednosti kapalinové chromatografie je i Sirokd moznost
vyuziti riznych vzajemnych interakci mobilni faze se stacionarni fazi a
s délenymi latkami, coz umozituje ovliviiovat retenci chromatografovanych latek
a selektivitu jejich déleni. [2], 117, [12]

Pevna staciondrni faze se nazyva sorbent. Mobilni faze je nazyvana elucni Cinidlo ¢i
eluent a schopnost vymyvat latky z kolony eluéni silou. Cim rychleji jsou vymyvany

latky z kolony, tim mé& mobilni faze vyssi elu¢ni silu. Rozpoustédla sefazena podle
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elucni sily tvofi eluotropickou fadu (heptan < cyklohexan < tetrachlormetan < toluen <

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

Latky lze eluovat:
a) Mobilni fazi o konstantnim sloZeni (konstantni elu¢ni sile) — izokraticka eluce.
Pro analytické tcely se pouziva nejcastéji.
b) Eluc¢ni silu je mozné ménit kontinualné podle urcitého programu — gradientova

eluce.

Pro zlepSeni dé€leni kyselych a bazickych latek se do organického rozpoustédla pridava
malé mnozstvi kyseliny, alkdlie nebo pufru. Pti déleni na reverznich fazich se nejcastéji
pouziva jako mobilni faze voda ve smési s methanolem nebo acetonitrilem. Eluotropni
fada pfitom plati v obraceném potadi a lipofilni metanol mé zde vyssi elu¢ni ucinnost

nez voda. [2], [10], [13]

3.2.1 Stacionarni faze v HPLC

Pro G¢inné déleni latek hraje rozhodujici roli népli kolony, tj. kvalita sorbentu, jeho
velikost a stejnomérnost C¢astic, ale 1 tvar, porozita, struktura. Pfi analytickych
aplikacich byva délka kolony mezi 5 az 25 cm, primér kolon né¢kolik milimetrti, objem
vzorku 1 — 20 pl a pritok mobilni faze vétSinou kolem 1 ml/min.

Népln¢ pouzivané v soucasné HPLC se piipravuji jak z pdrovitych anorganickych
materiald, tak i z organickych polymerd. Nejcastéji se pouzivaji materidly na bazi
silikagelu, bud’ bez uprav nebo chemicky modifikované navazanim nepolarnich stfedné
¢i siln¢€ polarnich staciondrnich fazi, ptipadné i fazi s iontovymi nebo ionizovatelnymi
funkénimi skupinami. Dostupné jsou i kolony plnéné casticemi na bazi jinych
anorganickych materialti ¢i hydrofilnich ¢i lipofilnich organickych polymerd. Naplné
kolon na jiné nez silikagelové bazi maji lepsi chemickou stabilitu pti vysSim pH, ale

casto niz§i separacni U€innost, vyssi cenu a kratsi Zivotnost. [2], [13], [14]

3.2.2 Mobilni faze v HPLC

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale vyznamné se podili na

separa¢nim procesu. Moznosti zmény slozeni mobilni faze jsou prakticky neomezené a
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je vzdy jednodussi zménit slozeni mobilni faze nez pouzit jinou stacionarni fazi. Slozeni
mobilnim faze ovlivilujeme zménami slozeni rozpoustédel, pH, iontové sily, iontové
parovymi Cinidly atd. Mobilni faze je pfedevSim charakterizovana polaritou a

selektivitou. [2]

3.2.3 Principy separace latek v kapalinové chromatografii

V kapalinové chromatografii se pro separace vyuziva adsorpce, rozdélovani mezi 2 faze
na zaklad¢ rizné rozpustnosti (sem patii separace na chemicky vazanych fazich),
iontova vymeéna, biospecifické interakce (molekulové rozpoznavani) a sitovy efekt.
Protoze k dé€leni latek lze pritom vyuzit vSech vratnych dvoufazovych separac¢nich
mechanismi, je mozné nalézt selektivni a GCinny chromatograficky systém k déleni
smési prakticky vSech organickych latek rozpustnych ve vodég, zfedénych kyselinadch
nebo organickych rozpoustédlech.

Adsorp¢ni chromatografie s polarnimi sorbenty jako stacionarnimi fazemi historicky
piredchazi chromatografii s nepolarnimi stacionarnimi fazemi. Klasické adsorpcni
chromatografii s polarni stacionarni a nepoldrni mobilni fazi se casto fika
chromatografie s normalnimi fazemi (normal-phase chromatogramy, NP) a obracenému

typu s nepolarnimi stacionarnimi a polarni mobilni fazi chromatografie s obracenymi

vvvvv

vvvvvv

je aplikovatelna na podstatné $irSi okruh analytii a typa vzorki. [2], [13]

Adsorpce

Podstatou separace je rozdilna sorbce délenych latek na aktivni povrch adsorbentu.
Povrch adsorbentu je obsazen monovrstvou molekul mobilni faze a molekuly analytu s
nimi soutézi o aktivni mista na povrchu adsorbentu. Adsorpéni rovnovahu jde proto
ovlivnit sloZzenim mobilni faze. Na polarnim adsorbentu (stacionarni fazi) se silnéji
adsorbuji polarni latky. Jejich adsorpce je podporovana nepolarni mobilni fazi. Na
nepolarnim adsorbentu je tomu obracené.

Pro separaci latek na zdklad¢ adsorpce se vyuziva nemodifikovany silikagel, na jehoz
voln¢ pfistupné skupiny Si — OH na povrchu se polarni latky adsorbuji prostiednictvim
vodikovych vazeb. SuSenim pii zvySené teploté se silikagel dehydratuje a l1ze tak ziskat

adsorbent s pozadovanou aktivitou. Nevyhodou u silikagelu je jeho malé stabilita pti pH
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mensSim nez 2 a vétsim nez 8. Mezi jeho vyhody patii snadna dostupnost a piijatelna
cena.

Siln€ poldrni adsorbent je alumina, coz je oxid hlinity. MiZze byt bazickd, neutralni i
kysela. Jeji vyznamnou vlastnosti je stabilita v rozsahu pH 2-12. Alkéliemi oSetfena
alumina v kombinaci s alkalickymi mobilnimi fazemi je vhodna pro separaci bazickych
latek.

V adsorpéni chromatografii s polarnimi adsorbenty se pouzivaji jako mobilni faze
nepolarni rozpoustédla (napf. hexan, heptan) a ptidavaji se polarni modifikatory (voda,
alkoholy, acetonitril, tetrahydrofuran atd.) v obsahu pod 1%. Polarni modifikator ma
velky vliv na separaci, nebot’ se prednostné sorbuje na aktivni povrch adsorbentu, tim se
tento povrch stavd homogennéjsi a i¢innost separace se zlepSuje. Nevyhodou vsak je,
ze musime pridavek modifikatoru presné dodrzovat, maji-li byt vysledky
reprodukovatelné.

Adsorp¢ni chromatografie je vhodna k separaci latek liSicich se funkénimi skupinami

nebo izomernich latek. [2], [10], [13]

Rozdélovaci chromatografie

V kapalinové rozd€lovaci chromatografii je podstatou separace rozdilnd rozpustnost
délenych latek ve dvou vzdjemné nemisitelnych kapalinach (LLC), pficemz kapalina
pouzita jako staciondrni faze je zakotvena na vhodném nosi¢i. Mechanicky zakotvena
kapalnd faze vSak neni pro HPLC pfili§ vhodna, protoze pii vysokém tlaku dochazi
k jejimu naruseni. Zde se velmi osvédCily chemicky modifikované stacionarni faze, u
nichz se na bazi silikagelu silylaci pfipravuji faze s riznymi skupinami.

Podle véazané skupiny maji chemicky modifikované faze rlznou polaritu od
nepolarnich, vysoce hydrofobnich, pouzivanych pro obraceny systém fazi (reversed

phase RP) az po polarni. [10], [13]

Chromatografie na chemicky vazanych fazich:
Chemicky vazané faze (zejména nepolarni reverzni faze) patii mezi nejpouzivané;si
stacionarni faze v HPLC, nebot’ maji mnoho vyhod:
a) Dovoluji aplikace pro analyty s Sirokym rozsahem polarity (latky nepolérni,
ionizovatelné i polarni — zhruba 80% vsech aplikaci)

b) Nabidka fazi je pestra, a je tedy velka aplikacni flexibilita
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¢) Lze uzivat relativné€ levné mobilni faze a ustanovovani rovnovahy v kolon¢
je rychlé
d) Reverzni chromatografie je experimentalné jednodusi, rychlej§i a
reprodukovatelnéjsi nez ostatni mody.
Chemicky vazané faze maji vSak i nevyhody:
a) Retencni mechanismus je komplikovany a stale jeSté neni zcela objasnén
b) Chemicky vazané faze na bazi silikagelu jsou stabilni jen v omezeném
rozsahu pH (2,5 — 8). V kyselé oblasti dochédzi k hydrolyze vazanych
funk¢nich skupin, pfi pH vétsim jak 8 je povrch silikagelu atakovan.
Ptes vySe zminéné nedostatky je silikagel stale nejbéznéjSim nosi¢em pro chemicky
vazané faze. Jako nosice chemicky vazané faze se ale stale Castéji pouZzivaji 1 jiné
materialy, napt. oxid zirkonicity a titaniCity, které jsou stale v Sir§im rozsahu pH.
Nejbéznéjsi chemicky modifikované faze jsou oktadecylsiloxanové. Casté jsou téZ
krat$i alkyly, jako je butyl ¢i oktyl. Mezi stfedné polarni faze patii fenylové faze,
polarni pak jsou kyanoethylové faze. Piiklady chemicky modifikovanych fazi jsou

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

Tabulka 1.  Chemicky modifikované baze

Nazev Vazana skupina Oznaceni Charakteristika

Oktadecyl | -C;sHs; Ci5, RP-18, ODS Nepolarni

Oktyl -CgHy7 CsRP-8 !

Ethyl -C,H;s C,, RP-2 !

Amino -(CH;);NH; }

Cyano -(CH,);CN !

Diol -(CH,);-OCH,CH(OH)- Polarni
CH,(OH)

20




lontové vyménna chromatografie (IEC)
Stacionarni fazi jsou iontoménice (katexy nebo anexy). Podstatou separace je rozdilna
afinita délenych latek, které jsou zpravidla viontové formé, k iontovyménnym
skupindm iontoménice. Rozdilnost afinity separovanych latek je dana rozdilnymi
hodnotami disociacnich konstant ionogennich skupin, riznou velikosti iontli a riiznym
mocenstvim iontd.
Jako stacionarni faze se pouzivaji organické polymery ¢i materidly na bazi silikagelu.
Matrice na bazi silikagelu nebo organického polymeru jsou modifikovany iontové
vyménnymi skupinami. Podle disociace funk¢nich skupin rozliSujeme slabé a silné
menice kationtli a aniontll. Vyuzivaji se hlavné tyto funk¢éni skupiny:

- Karboxylova (-COOH) — slaby méni¢ kationtt

- Sulfoskupina (-SO;H) — silny ménic¢ kationtt

- Aminoskupina (- NH») — slaby méni¢ aniont

- Tetraalkylamoniové (-N'(R)3) — silny méni¢ anionttL.
Jako vodné faze se pouzivaji vodné tlumivé roztoky, jejichZ ionty (protiionty) jsou
v dynamické rovnovaze s ionty méniée. Cim vy3si bude koncentrace protionti, tim vice
budou zadrZzovany tyto ionty ménic¢em a tim rychlejsi bude eluce analytt z kolony.
Iontové vyménna chromatografie se pouziva pro latky iontové povahy. Patii sem silné
elektrolyty (silné kyseliny, baze nebo soli) i slabé elektrolyty, které lze na iontovou
formu prevést disociaci €i protonizaci. lontové vyménna chromatografie se velmi casto

pouziva k analyze aminokyselin a pfi ¢isténi peptidi a proteint. [2], [10]

Vylucovaci chromatografie (gelova chromatografie)

Ve vylu€ovaci chromatografii (Size Exclusion Chromatography, SEC) se déli molekuly
podle své velikosti. Princip rozdélovani je nerovnovazny a nazyva se vylucovaci nebo
sitovy efekt. Tato metoda se Casto nazyva gelova chromatografie podle typu stacionarni
faze (gelu) pouzivaného v klasické kapalinové chromatografii. Molekuly latky jsou
neseny protékajici mobilni fazi kolonou naplnénou poréznim materidlem (gelem),
pfi¢emz pronikaji (permeaci) do rozpoustédlem naplnénych poért gelu. Malé molekuly
pronikaji do pora vSech velikosti, vétsi molekuly jen do vétSich port a velké molekuly,
které presahuji pramér pori, vychazeji z kolony bez jakéhokoli zadrzeni. Rozhodujici
ulohu pfi separaci hraje velikost a tvar solutu a velikost a tvar pori stacionarni faze.

SEC se pouziva hlavné pro vysokomolekularni latky v polymerni chemii a v biochemii.

Je vhodna pro separace latek s molekulovou hmotnosti vétsi nez 2 000. [2], [10]
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Afinni (biospecificka) chromatografie

Afinni chromatografie je zalozena na silnych biospecifickych interakcich analytil
s komplementarnimi latkami (nazyvaji se ligandy). Jako pfiklad je moZné uvést
interakce enzymu s inhibitory, substraty, kofaktory ¢i s efektory, komplexy protilatek
s antigeny, lektini s glykoproteiny atd.

Pti ptipravé stacionarni faze pro afinni HPLC je nutné pouzit nosi¢, ktery obsahuje
funkéni skupiny pro vazbu ligandu, kterym je obvykle bilkovina. Jako nosice se
pouzivaji latky jako karosa, sepharosa, organické polymery, nosice na bazi silikagelu a

dalii. [2]

3.2.4 Volba separacniho systému

Jednim ze zékladnich kritérii pro volbu separa¢niho systému je molekulovd hmotnost
analyti. Dulezitym kritériem je 1 jejich rozpustnost ve vodé a v organickych
rozpoustédlech. Obvykle je mozné dosahnout separace na reverzni chemicky vazané

fazi. Tato faze je také obvykle prvni volbou. Je casto rychlejsi, lacingj$i a

experimentalné snazsi nez jiné alternativni metody. [2]

3.2.5 Instrumentace v HPLC

Instrumentalni vyvoj HPLC neustale probiha a sméfuje zejména k miniaturizaci kolon i

celkového zafizeni.

Obrazek 1 Schéma kapalinového chromatografu
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Z1, Z,, Z3 — zasobniky mobilni faze, C — vysokotlaké &erpadlo, PG — programovaci
jednotka pro nastaveni pozadovaného slozeni mobilni faze, DZ — davkovaci zafizeni, K
— chromatograficka kolona, D — diferencialni detektor, PC — pocitac¢

(PInou ¢arou je znazornén tok mobilni faze, pferuSovanou ¢arou elektricky signal.) [10]

Zasobnik mobilni faze
Odplynéna mobilni faze se ptivadi ze zasobniku mobilni faze / Z;, Z,, Zs/ (pii HPLC se
pouzivaji toxicka rozpoustédla, proto zdsobniky mobilni faze musi byt uzaviené nadoby
a kazdy HPLC pfistroj by mél byt pfipojen na odtah) pies filtr (zachycuje mechanické
nedistoty eventualné piitomné v mobilni fazi) do ¢erpadla /C/. Odplynéni je dilezité
proto, aby se v detektoru v dasledku velkého tlakového spadu v systému netvoftily
bublinky. K odplynéni se pouzivd podtlak, ultrazvuk ¢i brobublavani heliem, popf.

kombinace téchto postupti. [2]

Cerpadlo
Mobilni faze je Cerpana Cerpadlem, které musi umoznovat konstantni, bezpulzni tok
mobilni faze o malé rychlosti (0,1 — 10 ml/min.) za vysokého tlaku az 40MPa.
Pomoci programovaci jednotky se nastavi pozadované sloZzeni mobilni faze. Jednodussi
a cenov¢ dostupnéjsi vysokotlaka cerpadla nejsou vybavena programovaci jednotkou a

maji jen jeden zasobnik mobilni faze. Nelze je pouzit pro gradientovou eluci. [10], [13]

Davkovac

Z Cerpadla vede mobilni faze do davkovaciho zafizeni /DZ/. Automaticky davkovac je
vybaven zésobniky s vialkami, obsahujicimi fadu vzorkll. Po naprogramovani sekvence
vzorkd a doby kazdé analyzy mohou chromatografy pracovat nepietrzit¢ i bez dozoru
obsluhy a zpracovavat velké série vzorki.

Témét vyhradné se pouzivaji davkovaci ventily se smyckou. Nejcastéji jsou to
Sesticestné ventily s vyménitelnou smyckou, ktera se plni ddvkovaci jehlou.

Déavkovaci jehlou se probodne septum ze specialni pryze a lze davkovat rtizné objemy.
Objem smycky se pohybuje od desitek nanolitrii po mililitry. Déavkovani je
reprodukovatelné (opakovatelnost nastiiku se pohybuje kolem 0,02%) a lze je snadno

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

Kolony jsou obvykle vyrobeny znerezové oceli, avSsak mohou byt i sklenéné ci
plastové. Jedna se o trubice 5-30 cm dlouhé, jejich vnitini primér se pohybuje fadove
od desitek mikrometrti do cca 1 cm pro analytické kolony az po n€kolik centimetrti pro
preparativni kolony.

Népln kolony musi byt naprosto homogenni a rovnomérnd, proto se stile Castéji
pouzivaji kolony plnéné a testované vyrobcem. Spoje mezi kolonou, davkovacim
zatizenim a detektorem jsou kapilarni (vnitini primér cca 0,5 mm), nejcastéji z nerez

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

Detektor
Signal detektoru se vyhodnocuje pocitacem /PC/. Detektor poskytuje elektricky signal
jako odezvu umérnou zmén¢ sledované vlastnosti integratoru ¢i pocitace s analogove-
digitalnim prevodnikem a sbérnici dat, signdl se automaticky vyhodnocuje a
zpracovava. Elucnich ¢asti maxim chromatografickych pik separovanych latek se
vyuziva k identifikaci slozek vzorku, z vySek nebo ploch piki se urcuje obsah slozek ve

vzorku.

Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimotadné pozadavky:
e Vysoka citlivost — detekce latek v roztoku v koncentracich ng az pg/ml
e Reprodukovatelnost a linearita odezvy
e Nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pfi gradientové eluci

e Univerzalnost — detekce vSech odd€lenych slozek vzorku

K detekci se vyuzivd analyticka vlastnost systému, ktera je ve znamém a
reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozliSujeme detektory
bud’ univerzalni (mé&fi vlastnost systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost,
relativni permitivitu) nebo selektivni (mefi absorbanci pii urCité vinové délce,
elektrolyticky proud pii ur¢itém potencialu atd.). Selektivni detekce je obvykle citlivejsi
a vhodngjsi zejména pfi analyze slozek ptitomnych v komplikovanych matricich. Mezi
bézné detektory pouzivané v HPLC patii spektrofotometrické, fluorimetricke,

elektrochemické, hmotnostni, refraktometrické. [2], [13], [14]
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Spektrofotometrickeé detektory

Nejvice vyuzivané jsou detektory spektrofotometrické registrujici absorbanci eluatu
protékajiciho kyvetou o vnitinim objemu 10 pl a mensim. Vyznacuji se znacnou
citlivosti (10™ az 10" g/ml) a lze je pouzivat p¥i gradientové eluci.

Jednodussi umoznuji méfit pouze pii danych vinovych délkach 220, 254, 436 a 546 nm,
dokonalejsi jsou spektrofotometrické detektory s volitelnou vinovou délkou v oblasti
200 — 800 nm. Nejvice informaci lze ziskat spektrofotometrem s diodovym polem
(diode array) fizenym pocitacem a snimajicim celé absorp¢ni spektrum eludtu kazdou
sekundu. Vysledkem je tfirozmérny (3D) chromatogram jako zavislost absorbance na
vlnové délce a na Case, ze kterého lze rychle identifikovat eluované latky a posoudit

gistotu. [2], [13]

Fluorimetrické detektory
Tyto detektory jsou velmi selektivni pro latky, které maji pfirozenou fluorescenci nebo
je lze na fluoreskujici derivaty prevést. Jsou méné univerzalni nez UV detektory, ale
citlivjsi (10° az 10" g/ml), selektivn&jsi a jsou rovnéz pouzitelné pii gradientové

eluci. [2], [10]

Refraktometricke detektory
Refraktometricky detektor patii mezi univerzalni detektory. Méti se rozdil indexd lomu
solutu v mobilni fazi proti mobilni fazi. Protoze tyto rozdily jsou malé, je
refraktometricky detektor malo citlivy (10° g/ml). Nevyhodou je, Ze oproti ostatnim
detektorim vyZaduje velmi peclivé termostatovani (+0,0001°C) a nelze jej pouZit pro
gradientovou eluci. Refraktometrické detektory se vyuzivaji zejména tehdy, pokud
ostatni detektory neposkytuji pro analyzované latky odezvu (napft. pii analyze cukrit).

(2], [10], [13]

Elektrochemické detektory
Patfi mezi selektivni detektory. Jsou zalozeny bud’ na métfeni vodivosti (pro latky
iontové) nebo elektrického proudu odpovidajiciho oxidaci ¢i redukci analytd. Schopnost
elektrochemické redukovatelnosti a oxidovatelnosti 1éCiv vyuziva voltametricky,
amperometricky a polarograficky detektor. Elektrochemické detektory jsou znaéné
citlivé (107 az 10" g/ml), ale v&tsinu z nich nelze pouzit pro gradientovou eluci. [2],

[10]
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Pro detekci 1éCiv je v posledni dobé¢ vyuzivano téz spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii (MS). Zejména pii analyze 1éCiv, kde predpisy vyZaduji identifikaci vSech
neznamych minoritnich slozek piitomnych v koncentracich vysSich nez 0,1%, se
spojeni HPLC-MS stava standardni analytickou metodou.

Po vystupu z HPLC kolony je nutno odstranit z eluentu mobilni fazi a molekuly léCiva
v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany ndrazy elektrond,
termoionizaci Ci elektronizaci. Nabité Castice (molekularni a fragmentarni ionty) jsou
v magnetickém nebo vysokofrekvenénim poli separovany podle hmotnosti a nédboje a je
zaznamenano hmotnostni spektrum (tj. ¢etnost iontli ve vztahu k poméru — hmotnost
/pocet nabojit). Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni, vysoce citlivé a poskytuje fadu
udajii potiebnych pro identifikaci 1éciv. Hmotnostni detektory jsou finanén¢ velmi

néroéné. [10], [14]

Pocitac
Zpracovava vhodné upraveny signal z detektoru, umozni jeho vystup na tiskarnu a

mimoto fidi chod celého chromatografu. [10]

3.2.6 Gradientova eluce

Pii gradientové eluci ménime béhem analyzy slozeni mobilni faze. Mezi jeji hlavni
vyhody patfi krat$i doba analyzy a zvySeni citlivosti detekce pro pozdéji eluujici latky.
Nejbéznéjsi je linedrni gradient — kontinudlni zvySovani koncentrace silngjsiho eluentu

v rozpoustédle. [2]

3.2.7 Kbvalitativni analyza

Zékladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni (elu¢ni) Cas tg, coz je Cas od
nastiiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. NejcastéjSim ditkkazem
je shoda retencnich casii chromatografického piku lé¢iva v analyzovaném vzorku
s reten¢nim ¢asem piku standardu.

Idealni pro identifikaci latek je propojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii.
Reprodukovatelnost retencnich dat v HPLC zavisi na sloZeni mobilni faze, pracovni

teploté a reprodukovatelnosti pfipravy staciondrni faze. Reprodukovatelného slozeni
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mobilni faze se dosdhne vazenim pfislusnych slozek. Vyznamny je vliv teploty. Pro

pfesna méteni je nutné termostatovat kolony. [2], [11]

3.2.8 Kvantitativni analyza

Pro vlastni kvantitativni hodnoceni 1é¢iv je zakladem plocha (event. vyska)
chromatografického piku. Stanoveni 1é¢iv metodou HPLC je v fad¢ Iékopisnych ¢lankt

spojeno se zkouskami na Cistotu.

Zdroje chyb pri kvantitativni analyze:

Odbér reprezentativniho vzorku

Homogenni kapalné vzorky jsou reprezentativni. U vzorkl s proménnym sloZenim jako
je napt. moc, je nutné odebrat velké mnozstvi vzorku a misit ho. Je rovnéz nutné zajistit
takové prechovavani vzorki, aby nedoslo k jejich degradaci.

Uprava vzorku

Pravé roztoky se pted davkovanim filtruji (aby se neucpaly kapilarni spoje), tuhé vzorky
se doporucuje rozpustit v mobilni fazi.

Davkovani

Déavkovani v HPLC se provadi vyhradné smyckovymi davkovaci. Davkovani je
reprodukovatelné, reprodukovatelnost méteni plochy a vysky pikl se pohybuje kolem 1
- 2%.

Chromatograficka separace

Pokud jde o rovnovazny proces, jsou chyby zpiisobené separaci malé.

Instrumentace, zpracovani signalu a interpretace

Zdrojem chyb mize byt Sum — drift a unik nulové linie zptsobeny nestabilitou pritoku.
Pokud priitok mobilni faze kolisa, je presnéjsi méfit vysku pikti. Naopak pii kolisani

slozeni mobilni faze je presnéjsi méteni plochy pikt. [2], [11]

3.2.9 Chromatografické podminky pro stanoveni metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografii v literature

Separaci metformin-hydrochloridu pomoci kapalinové chromatografie je mozno provést

nekolika zptsoby, jak ukazuje Tabulka 2.
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Tabulka2.  MoZné chromatografické podminky pro stanoveni metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografii

Metoda cislo 1

Mobilni faze Fosfatovy pufr a acetonitril
Stacionarni faze Reverzni fenylova faze pii 40°C
Detekce UV pfi 236 nm
pH/prutok Pratok 1,0 ml/min
Zdroj literatury [15]
Metoda cislo 2
Mobilni faze Metanol, acetonitril, octan amonny, kyselina octova
Stacionarni faze Capcell Pak SCX (kolona potaZena polymerem umoziujici

vymeénu kationtil)

Detekce MS/MS

pH/prutok Jedna se o gradientovou eluci, pratok v rozsahu 0,25 — 1 ml/min

Zdroj literatury [16]

Metoda cislo 3

Mobilni faze Acetonitril, kafrsulfonova kyselina + voda
Stacionarni faze Inertsil® Cig

Detekce UV (diode array detektor) pii 225 nm
pH/prutok ph 7 za pouziti NaOH, pritok 1 ml/min

Zdroj literatury [17]

Metoda cislo 4

Mobilni faze Acetonitril, dodecylsulfat sodny, dihydrogenfosfat sodny,
destilovana voda

Stacionarni faze ubondapak C;g

Detekce UV pii 235 nm

pH/priitok pH 5.1, priitok 1.5 ml/min

Zdroj literatury [18]

Metoda cislo 5

Mobilni faze roztok dihydrogenfosfore¢nanu amonného R (17 g/1)

Stacionarni faze Nerezové ocelové kolony délky 0,25 m a vnitiniho priméru 4,6
mm naplnéné nepravidelnym poréznim silikagelem s chemicky

vazanymi skupinami kyseliny benzensulfonové (10 um), nebo
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nerezove ocelové kolony 0,11 m dlouhé s vnitinim primérem
4,7 mm naplnéné pravidelnym poréznim silikagelem s

chemicky vazanymi skupinami kyseliny benzensulfonové (5

um).
Detekce UV pfi 218 nm
pH/prutok pH upraveno kyselinou fosfore¢nou R na hodnotu 3,0

Prutok 1 ml/min

Zdroj literatury [4]

3.3 VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

vvvvvv

metody. Smyslem validace je demonstrovat, Ze vypracovana metoda je pro dany ucel
vhodna. Cilem validace je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a
zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti v jedné nebo i vice laboratotich.

Validace se provadi pifi vyvoji nové metody, jestlize byla metoda zménéna, ma-li byt
prenesena do jiné laboratofe, nebo pfi prikazu rovnocennosti dvou metod. Zjisténé
hodnoty valida¢nich parametri se zaznamenavaji do valida¢niho protokolu, ktery musi

obsahovat téz patficnou dokumentaci (napt. chromatogramy). [11]

3.3.1 Spravnost (accuracy)

Vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. Zjistit spravnou
hodnotu miize byt problém. Spravnou hodnotu lze zjistit bud’ jinou nezavislou metodou
s oveéfenou spravnosti, nebo se pripravi modelovy vzorek ze vSech slozek ptipravku a
presné pridaného standardu. Nejsou-li k dispozici vSechny slozky ptipravku, analyzuje
se pripravek se zndmym piidavkem standardu. Spravnost se obvykle zjisti analyzou
nejméné Sesti vzorkl a vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo jako

vytéznost:

100 - nalezena hodnota

vytéinost (recovery) = —
spravna hodnota

[11]
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3.3.2 Presnost (precision)

Pfesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Obvykle se tento vzorek nezavisle Sestkrat analyzuje
kompletnim postupem vcetné ptipravy vzorku. Piesnost se vyjadii jako relativni
smérodatnd odchylka téchto Sesti stanoveni. Podle podminek opakovani se rozlisuji tfi
urovné presnosti:

Opakovatelnost (repeatability) - metoda se opakuje stejnym zplisobem jednim
pracovnikem se stejnymi ¢inidly na tomtéz pfistroji.

Mezilehla presnost (intermediate precision) - metoda se provadi s riznymi cinidly,
analytiky i pfistroji, v rizny den, ale v jedné laboratofi a se stejnym zhomogenizovanym
vzorkem.

Reprodukovatelnost (reproducibility) - provedeni je stejné jako u mezilehlé presnosti
s tim rozdilem, ze probihd v riznych laboratofich.

Pozn. Pro spravnost a ptesnost analytické metody plati stejné pozadavky a kriteria, i
kdyz jsou definice spravnosti a presnosti odliSné. Zatimco spravnost je odchylka
naméfené pramérné hodnoty od hodnoty nomindlni, piesnost je definovéana relativni
smérodatnou odchylkou. Spravnost a pfesnost musi byt testovany nejméné na 5
vzorcich. Pfesnost musi byt ovéfovdna v Case (opakovatelnost) pfipadné pfi pouziti

rizného zafizeni, reagencii, laboratofi nebo pfi provadéni riiznymi analytiky. [11], [19]

3.3.3 Selektivita, specifita (specifity)

Selektivita metody je vlastnost zméfit spravné a specificky danou latku v pfitomnosti
jinych latek, jez Ize o¢ekavat. To mohou byt dalsi uc¢inné latky u slozenych ptipravki,
pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla. Tento
parametr se dolozi vysledky analyzy standardu, a dale napt. vzorka bez analyzované
latky obsahujicich vSechny slozky ptipravku, rozkladné produkty, necistoty. Na zavéer
by méla byt uvedena vytéznost analytu, o ktery se zajimame, a vlivy pfedpokladanych
interferenci. O metodé¢, ktera je zcela selektivni pro analyt nebo skupinu analyti fikame,

ze je specificka. [11], [20]
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3.3.4 Detekéni limit (limit of detection, LOD)

Vyjadiuje citlivost metody. Je to nejniz$i detekovatelnd koncentrace latky
nestanovované kvantitativné. U neinstrumentilnich metod se detekéni limit hleda
experimentalné. U instrumentdlnich metod se mize urcit jako trojnasobek smérodatné
odchylky odezvy slepého pokusu — Sumu. Nalezeny detekéni limit se ovéfi analyzou

prislusné koncentrace vzorku. [3], [11]

3.3.5 Kbvantitativni limit (limit of quantitation, LOQ)

cwwr

s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se
povazuje 10 %, proto je mozné kvantitativni limit vyjadfit jako koncentraci, pii jejiz
analyze se dosahne této relativni smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojnasobek

detekéniho limitu. Casto se vyjadiuje jako desetinisobek smérodatné odchylky $umu.

[3], [11]

3.3.6 Linearita (linearity)

Je to schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované latky. Obvykle
se stanovuje minimalné pét raznych koncentraci v rozmezi 50 - 150 % nebo 80 — 120%
deklarovaného obsahu. Muze se pracovat sroztoky standardii, nebot rusivé vlivy
u redlnych vzorkl jsou hodnoceny jinymi parametry validace. Pokud je metoda linearni,
1ze s vyhodou urcit smérnici z jednoho kalibraéniho bodu. Pokud neni, je tfeba vysledky

vyhodnocovat z celé kalibra¢ni kiivky. [11]

3.3.7 Rozsah (range)

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumi se jim koncentraéni
hranice, v kterych mtze byt metoda pouzivana. Dolnim limitem muaze byt napiiklad
detek¢ni limit a horni mize byt ur€en maximalni odezvou, pfi jejimz piekroCeni uz

pristroj nepracuje presné. [11]
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3.3.8 Robustnost (robustness, ruggedness)

Vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Sbiraji se poznatky
z vyvoje metody a cilem je upozornit na podminky, které mohou ovlivnit vysledky.
Naptiklad u metody vyuZzivajici vysokotuc¢innou kapalinovou chromatografii se sleduji
vlivy: slozeni mobilni faze, pH vodné slozky mobilni faze, teplota na kolong&, rychlost
pritoku, stabilita analyzovanych vzorki, rozdil mezi kolonami riznych Sarzi pfipadné i
vyrobcll. Obecné je tfeba brat v uvahu velké mnozstvi faktorti, ale protoze vétSina
z nich mé zanedbatelny vliv, ménime obvykle n¢kolik faktori soucasné.

Analytickd metoda je robustni, jestlize pfesnost stanoveni neni ovlivnéna malymi

zménami pracovnich podminek. [3], [11], [20]

3.3.9 Test zpuisobilosti (system suitability test)

Test zpusobilosti analytického systému je nedilnou soucasti validace analytické metody.
U instrumentéalnich fyzikalné-chemickych metod (pfedev§im separacnich) neni
v podstat¢ mozné presné definovat vSechny podminky, za kterych ma byt metoda
pouzita, aby poskytovala spolehlivé vysledky. Pii kazdém novém pouziti metody se
neopakuje celd validace, ale jsou definovana urcitd kritéria, kterd musi byt splnéna a
kterd se obecné nazyvaji test zpisobilosti analytického systému. Pfi splnéni pozadavkl
testu zpisobilosti se predpoklada, ze diive provedena validace plati.

Pomoci porovnavacich roztoka se nejcastéji zjiStuji nésledujici parametry: ucinnost,
kapacitni faktor, rozliSeni, retence a faktor symetrie a testuje se téZ opakovatelnost
nastiiku, které musi odpovidat pfedepsanym limitim. V ptipadé¢, Ze néktery parametr
nebo vice parametri neodpovida, upravi se chromatografické podminky v rozsahu, aby
byla splnéna kritéria zptsobilosti chromatografického systému, aniz by ptitom doslo
k podstatnému pozménéni metody, napi. pomér jednotlivych sloZzek mobilni faze nebo
jeji pratokova rychlost kolonou. Jestlize podminky stanoveni odpovidaji pozadavkim,
provede se stanoveni obsahu opakovanymi nastfiky porovnavaciho a zkouSeného

roztoku. [11]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 MATERIALY A POMUCKY

4.1.1 Chemikalie
V této praci byl pouzit ptipravek:

e DIAPHAGE 500, por tbl flm 100x500 mg, SVUS Pharma a.s., Hradec Kralové,
CR, Sarze 84001 41

e DIAPHAGE 850, por tbl flm 100x850 mg, SVUS Pharma a.s., Hradec Kralové,
CR, Sarze 84001 41

Slozeni a vzhled:

e Metformini hydrochloridum 500 mg v jedné tableté. Jako pomocné latky jsou
obsazeny cellulosum microcristallinum, Povidonum 30, Croscarmellosum
natricum, Stearinum, Album Opadry OY-L-28900. Tablety jsou potahované,
bilé, bikonvexni, kulaté.

e Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné tableté. Jako pomocné latky jsou
obsazeny cellulosum microcristallinum, Povidonum 30, Croscarmellosum
natricum, Stearinum, Album Opadry OY-L-28900. Tablety jsou potahované,
bilé, bikonvexni, ovalné. [5]

Dalsi pouzité chemikalie:

e 1,1- dimethylbiguanid hydrochlorid (metformin hydrochlorid), Sigma Aldrich,
Némecko, (obsah 99,9%)

e l-cyanoguanidine (dicyanodiamide), Merck, Némecko, (obsah 99,56%)

e Tabletovina SVUS Pharma, CR

e Methanol gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Némecko

e Acetonitril gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Némecko

e Kyselina fosfore¢na, Penta

e Pentansulfonan sodny, Sigma

e Chlorid sodny, Dr. Kulich Pharma

e Voda ¢isténa

4.1.2 Sestava pro HPLC

e Kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu
e Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu
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e Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

e PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5

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

e Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

e Ridici jednotka: CBM-20A Shimadzu

e Chromatograficka kolona: puBondapack C18 (10um) 3,9 x 300 mm, Waters;
Part. No.: Wat027324 Lot No: W21651

4.1.3 Pristroje

e Digitalni vahy Sartorius AG typ A200S, Némecko
e Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko

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

4.1.4 Pomiicky

kadinky, odmérné banky, odmérné valce, délené pipety, nedélené pipety, balonek
k pipeté, mikropipeta, zkumavky se zabrusem, zatky se zabrusem, stojan na
zkumavky, kapatko, vialky, lodicky, laboratorni 1Zic¢ky, tfenka s térkou, stficka,
frita, injekeni stifkacky, membranovy filtr - Chromafil AO - 45/25, membranovy

nylonovy filtr 0,45 pm — Whatman, Velka Britanie

4.2 CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Byla zkoumdna riznd sloZeni, poméry arychlosti priitoku mobilni fize (methanol,
acetonitril s fosforecnanovymi pufry o rdzném pH a ptidavky iontoparovych cinidel) a
rizné druhy stacionarnich fazi (C;s, fenylova faze). Chromatografické podminky byly
vzdy testovany i vzhledem k ptibuzné latce 1-kyanguanidinu.

Byly zkouSeny chromatografické podminky popsané v metodé¢ €. 1 (viz kapitola 3.2.9).
Nasledovala vyména fenylové stacionarni faze za fazi C;s a podminky stanoveni byly
upraveny dle metody ¢. 4 a 5 (metoda ¢. 5 je metodou lékopisnou). Pii téchto
podminkach bylo zkouseno rizné pH fosfore¢nanového pufru (3,5; 5,1; 6,5). Dale byl

testovan ptidavek iontoparového Cinidla. Také byl sledovan vliv teploty na koloné¢.
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Vysledné podminky pouzité pii validaci stanoveni metformin-hydrochloridu

kapalinovou chromatografii jsou shrnuty v Tabulka 3.

Tabulka 3.  Pouzité chromatografické podminky pro stanoveni metformin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografii

uBondapack Cig (10pum) 3,9 x 300 mm, Waters; Part. No.:

Kolona Wat027324 Lot No: W21651

Slozeni mobilni 0,087% w/v pentansulfonan sodny a 0,12% w/v chlorid sodny

faze

pH mobilni faze | hastaveno na 3,5 pomoci 1% kyseliny fosforecné

Priitok 1,5 ml/min
Teplota na 25.0 °C
koloné

Nast¥ik vzorku | 20 ul

4.3 PRESNOST — OPAKOVATELNOST

Priprava vzorku pro analyzu obsahu
Bylo zvazeno 10 tablet Diaphage 500 a 850 a poté byla urena primérnd hmotnost

jedné tablety.

Tabulka 4.  Stanoveni priitmérné hmotnosti tablet I.

Sila pripravku Diaphage | Hmotnost deseti tablet (g) | Primér (g)

500 6,5313 0,6531

850 11,3894 1,1389

Tablety se dikladné rozdrtily v tfence a nésledné byly pouzity pro vyrobu zkouSeného
roztoku. Analyzovalo se Sest nezavislych zkousenych roztokl ptipravenych z jednoho

homogenizovaného ptipravku.
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Zkouseny roztok Diaphage 500:

Do 250 ml odmérné baiiky bylo navazeno 670,0 mg tabletoviny (odpovida 1 tableté
s obsahem 500 mg). Tabletovina byla rozpusténa ve vodé 15 min pomoci ultrazvuku. Po
rozpusténi byl objem banky doplnén po rysku a promichan. 10,0 ml tohoto roztoku bylo
ziedéno do 100,0 ml odmérné banky. Piipraveny roztok byl piefiltrovan pfes mikrofiltr

do vialky a nastiiknut na kolonu.

Zkouseny roztok Diaphage 850:

Do 250 ml odmérné banky bylo navazeno 1120,0 mg tabletoviny (odpovida 1 tableté
s obsahem 850 mg). Tabletovina byla rozpusténa ve vod¢ 15 min pomoci ultrazvuku. Po
rozpusténi byl objem banky doplnén po rysku a promichédn. 5,0 ml tohoto roztoku bylo
ziedéno do 100,0 ml odmérné banky. Pfipraveny roztok byl prefiltrovan pies mikrofiltr

do vialky a nastiiknut na kolonu.

Piiprava standardi

Standardni roztok Diaphage 500

Do 25 ml odmérné banky bylo navazeno 25 mg (navsisoo = 0,02596 g) pracovniho
standardu metformin-hydrochloridu. Tato navazka byla rozpusténa ve vodé pomoci UZ
15 min. Poté byl objem baiiky doplnén po rysku a dikladn€é promichan. 10 ml tohoto
roztoku se ziedilo do 50 ml odmérné banky. Vysledny roztok byl prefiltrovan pies

mikrofiltr do vialky a nastfiknut na kolonu.

Standardni roztok Diaphage 850

Do 25 ml odmérné banky bylo navazeno 17 mg (navsgso = 0,01768 g) pracovniho
standardu metformin-hydrochloridu. Tato navazka byla rozpusténa ve vodé pomoci UZ
15 min. Poté byl objem baiiky doplnén po rysku a dikladné promichan. 5 ml roztoku se
ziedilo do 50 ml odmérné banky. Vysledny roztok byl prefiltrovan pies mikrofiltr do

vialky a nasttfiknut na kolonu.

Z odectenych ploch pikd se dle nasledujicich vzorcii vypocital procentuelni obsah

metformin-hydrochloridu v jednotlivych vzorcich.
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Ar,, - Nav,, - Obsah,, - PriimHm-10

Pro Diaphage 500: % =
Ar,, - Nav, -500
Ar_-Nav_ -Obsah_ -PrumHm-5
Pro Diaphage 850: O = Lhn NV (LN, U
Ar,, - Nav,_ -850
Alyziiiiiiiiiiini. plocha piku vzorku
-\ plocha piku standardu
Navg.oovennnenn... navazka standardu v mg
Obsahy............ obsah metformin-hydrochloridu ve standardu
Navyz..oooeveenenn navazka vzorku v mg

Presnost se nasledné¢ vyjadfila jako relativni smérodatnd odchylka ze stanoveni

jednotlivych obsahil.

4.3.1 Mezilehla presnost

Pro zjisténi mezilehlé presnosti se celé stanoveni obsahu provedlo stejnym postupem
jeste jednou s Sesti nove pripravenymi vzorky. Méfeni se provadélo v jiny den a jinym
pracovnikem. Méfeni na jiném pfistroji nebylo bohuzel proveditelné.

Ze stanovenych obsahti II se taktéZ vypocitala ptesnost a urcil se praimér obou pifesnosti,

coz odpovida mezilehlé presnosti.

Tabulka 5.  Stanoveni primérné hmotnosti tablet II.

Sila piipravku Diaphage | Hmotnost deseti tablet (g) | Primér (g)

500 6,5440 0,6544

850 11,3496 1,1350

4.4 SPRAVNOST

Analyzovalo se Sest nezavislych modelovych piipravk.

Piiprava zkouSeného roztoku Diaphage 500 pro stanoveni spravnosti
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Do 250 ml odmérné baiiky bylo navazeno 531,0 mg metformin-hydrochloridu a 139,0
mg tabletoviny (navazky uvedeny v Tabulka 21). Odmérna banka byla vlozena na 15
min do ultrazvuku. Objem baiikky byl doplnén po rysku a roztok byl dikladné
promichan. 10,0 ml tohoto roztoku bylo ztedéno do 100,0 ml odmérné banky. Vysledny
roztok byl prefiltrovan pies mikrofiltr do vialky a byl nastfiknut na kolonu. Timto

zpisobem se pfipravilo vSech 6 zkouSenych roztoki.

Priprava zkouSeného roztoku Diaphage 850 pro stanoveni spravnosti

Do 250 ml odmérné banky bylo navazeno 871,0 mg metformin-hydrochloridu a 249,0
mg tabletoviny (navazky uvedeny v Tabulka 24). Odmérna baiika byla vlozena na 15
min do ultrazvuku. Objem banky byl doplnén po rysku a roztok byl dikladné
promichan. 5,0 ml tohoto roztoku bylo zfedéno do 100,0 ml odmérné baiiky. Vysledny
roztok byl prefiltrovan ptfes mikrofiltr do vialky a byl nastiiknut na kolonu. Timto

zpusobem se ptipravilo v§ech 6 zkouSenych roztokd.

Priprava standardniho roztoku Diaphage 500 pro stanoveni spravnosti

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno 50,0 mg (navsggo = 0,05192 g) pracovniho
standardu metformin-hydrochloridu. Tato navazka byla rozpusténa ve vodé pomoci UZ
15 min. Poté byl objem banky doplnén po rysku a diikladné promichén. 10 ml tohoto
roztoku se zfedilo do 50 ml odmérné banky. Vysledny roztok byl prefiltrovan pies

mikrofiltr do vialky a nastiiknut na kolonu.

Priprava standardniho roztoku Diaphage 850 pro stanoveni spravnosti

Do 100 ml odmérné banky bylo navazeno 170,0 mg (navgigso = 0,17680 g) pracovniho
standardu metformin-hydrochloridu. Tato navazka byla rozpusténa ve vodé¢ pomoci UZ
15 min. Poté byl objem batiky doplnén po rysku a dikladné promichan. 5 ml roztoku se
zfedilo do 50 ml odmérné banky. Vysledny roztok byl prefiltrovan pies mikrofiltr do

vialky a nastfiknut na kolonu.

Obsah metformin-hydrochloridu byl stanoven nasledovne:

Ar, - Nav,, -Obsah,,
10- Ar,,

Pro Diaphage 500 m=

39



Pro Diaphage 850

Ar,, - Nav, - Obsah,,

20- Ar,

Ze spravné a ziskané hodnoty obsahu metformin-hydrochloridu byla vypocitana

vytéznost (recovery).

4.5 LINEARITA

Byly pfipraveny roztoky s obsahem 80, 90, 100, 110 a 120 % koncentrace standardniho

roztoku. 100% roztok je stejné koncentrace jako standardni roztok pfipraveny pfi

stanoveni spravnosti.

Priprava roztoki prislusné koncentrace pro Diaphage 500

Do 50 ml baiky bylo navdazeno 50 mg metformin-hydrochloridu (skutecna navazka

50,61 mg). Tato navazka byla rozpusSténa ve vod¢ pomoci ultrazvuku 15 minut. Objem

baniky byl doplnén po rysku a po dikladném rozmichdni byly pfipraveny roztoky

pozadované koncentrace nasledovné:

80%
90%
100%
110%
120%

4 ml ptipraveného roztoku se odpipetovaly do 25 ml banky

4,5 ml ptipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml banky

5 ml ptfipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baiiky

5,5 ml pfipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml banky

6 ml pfipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baiky

Po doplnéni objemu vzniklo pét roztokii o koncentraci uvedené v Tabulka 6

Tabulka 6.  Diaphage 500 - piiprava pracovnich roztoki pro linearitu

Navazka metformin-

Koncentrace metformin-

Vzorek
hydrochloridu (mg) hydrochloridu (mg/ml)
A 80 0,16
B 90 0,18
C 100 50,61 0,2
D 110 0,22
E 120 0,24
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Priprava roztoki prislusné koncentrace pro Diaphage 850

Do 50 ml banky bylo navaZzeno 42,5 mg metformin-hydrochloridu (skutecnd navazka
42,64 mg). Tato navazka byla rozpusténa ve vod¢é pomoci ultrazvuku 15 minut. Objem
baiikky byl doplnén po rysku a po dikladném rozmichéni byly pfipraveny roztoky

pozadované koncentrace nasledovneé:

80% 4 ml ptipraveného roztoku se odpipetovaly do 25 ml baiiky
90% 4,5 ml ptipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml baiky
100% 5 ml pfipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml banky
110% 5,5 ml ptipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml banky
120% 6 ml pfipraveného roztoku se odpipetovalo do 25 ml banky

Po doplnéni objemu vzniklo pét roztokti o koncentraci uvedené v Tabulka 7

Tabulka 7. Diaphage 850 - pFiprava pracovnich roztokiu pro linearitu
Navazka metformin- Koncentrace metformin-
Vzorek
hydrochloridu (mg) hydrochloridu (mg/ml)
A 80 0,14
B 90 0,15
C 100 42,64 0,17
D 110 0,19
E 120 0,20

Na zaklad¢ znamé koncentrace a ziskanych ploch pikl byla stanovena kiivka linearni

regrese.

4.6 SELEKTIVITA

Priprava zkouSeného roztoku bez pritomnosti metformin-hydrochloridu (placebo)
pro Diaphage 500

Do 250 ml odmérné banky bylo navdzeno 670,0 mg tabletovaciho praSku a obsah banky
byl rozpustén ve vodé pomoci ultrazvuku 15 minut. Objem banky byl doplnén po rysku

a roztok byl dikladné promichan. 10,0 ml tohoto roztoku bylo zfedéno do 100,0 ml
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odmérné banky. Vysledny roztok byl piefiltrovan pies mikrofiltr do vialky a nastfiknut

na kolonu.

Priprava zkouSeného roztoku bez pritomnosti metformin-hydrochloridu (placebo)
pro Diaphage 850

Do 250 ml odmérné banky bylo navazeno 1120,0 mg tabletovaciho praSku a obsah
baiiky byl rozpustén ve vod€ pomoci ultrazvuku 15 minut. Objem baniky byl doplnén po
rysku a roztok byl dikladn€ promichén. 5,0 ml tohoto roztoku bylo zfedéno do 100,0 ml
odmérné banky. Vysledny roztok byl prefiltrovan pies mikrofiltr do vialky a nastiiknut

na kolonu.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Pouziti fenylové staciondrni faze nebylo vhodné, pik metformin-hydrochloridu byl
nesymetricky a hodné€ rozmyty. Ani uUprava pH a slozeni mobilni fiaze nevedly
k vyraznéjSimu zlepSeni. Zména stacionarni faze na C;s vedla ke zlepSeni tvaru piku
metformin-hydrochloridu. Pfidanim sodné soli pentansulfonové kyseliny se zlepsila i
symetrie piku, hodnota se pohybovala pod 1,5. Zvysujici se teplota na kolon¢ snizovala
retenci metformin-hydrochloridu, ale zaroven 1 1-kyanguanidinu, ktery se eluoval velmi
brzy. Proto byla teplota na koloné¢ ponechana na 25°C. Nakonec byla vynechana
organicka slozka mobilni faze. Retence obou latek byla optimalni a faktor symetrie piku
se nezhorsil.

Pro nejlepsi dostupnost byla zvolena kombinace metod 4 a 5 viz kapitola 3.2.9. Metoda
¢. 5 je lékopisny postup pro stanoveni necistot metformin-hydrochloridu

chromatograficky. Jedna se o iontové vyménnou chromatografii.
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5.2 PRESNOST

5.2.1 Presnostl

Nasttiky na kolonu byly provedeny v nésledujicim potadi:

e 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

e 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.  Presnost - naméiené hodnoty standarda pro Diaphage 500 (I.)

Priamér ploch
. Navazka Plocha piku
Cislo nastiiku piki RSD (%)
standardu (g) standardu
standardu
1 8432698
2 8431159
3 8431016 8435013 0,06
4 8439706
0,0519
5 8440487
6 8431484
7 8433847 8433287 0,02
8 8434529
Tabulka 9.  Presnost - naméfFené hodnoty metformin-hydrochloridu pro
Diaphage 500 (1.)
Plocha piku Primér ploch piki
Y Navazka vzorku
Cislo vzorku ® metformin- metformin-
g
hydrochloridu hydrochloridu
Al 8590537
A2 0,6776 8581763 8583079
A3 8576936
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] Navizka vzorku Plocha piku Prumér ploch piku
Cislo vzorku metformin- metformin-
® hydrochloridu hydrochloridu
B1 8455664
B2 0,6701 8444334 8447161
B3 8441484
Cl 8612825
C2 0,6773 8603922 8600270
C3 8584064
Dl 8503449
D2 0,6713 8510479 8502303
D3 8492982
El 8421062
E2 0,6799 8416418 8418212
E3 8417157
F1 8615319
F2 0,6730 8618946 8615615
F3 8612581

Tabulka 10.  Stanoveni obsahu metformin-hydrochloridu

pripravku Diaphage 500 (I.)

a presnosti Vv

Obsah
metformin-
Vzorek Navazka (g) Primér RSD (%)
hydrochloridu
(%)
A 0,6776 101,74
B 0,6701 101,25
C 0,6773 101,99
101,50 0,53
D 0,6713 101,75
E 0,6799 101,67
F 0,6730 102,85
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Tabulka 11.

Piesnost - namérené hodnoty standardi pro Diaphage 850 (I.)

Priamér ploch
. Navazka Plocha piku
Cislo nastiiku piku RSD (%)
standardu (g) standardu
standardu
1 7218561
2 7218619 7219591 0,02
3 7221594
4 7222296
0,1768
5 7229089
6 7228021 7226021 0,04
7 7227282
8 7223418
Tabulka 12. Presnost - naméFené hodnoty metformin-hydrochloridu pro
Diaphage 850 (1.)
Plocha piku Priamér ploch piki
. Navazka vzorku
Cislo vzorku © metformin- metformin-
8 hydrochloridu hydrochloridu
Al 6806853
6800778
A2 1,1147 6795719
A3 6799762
B1 6812743
6806890
B2 1,1177 6806306
B3 6801620
C1 6785644
6787217
C2 1,1124 6794349
C3 6781659
Dl 6783214
6784055
D2 1,1100 6790636
D3 6778316
El 6809951
6817509
E2 1,1153 6822425
E3 6820151
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Plocha piku Primér ploch piki
Y Navazka vzorku
Cislo vzorku ® metformin- metformin-
g
hydrochloridu hydrochloridu
F1 6918208
6914987
F2 1,1304 6908307
F3 6918446
Tabulka 13.  Stanoveni obsahu a piesnosti metformin-hydrochloridu v

pripravku Diaphage 850 (I.)

Obsah
metformin-
Vzorek Navazka (g) Primér RSD (%)
hydrochloridu
(%)
A 1,1147 100,00
B 1,1177 99,82
C 1,1124 100,00
99,91 0,12

D 1,1100 100,08
E 1,1153 100,10
F 1,1304 100,17
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5.2.2 Presnost II

Sekvence vzorkt byla stejna jako v pfedchozim pripadé.

Tabulka 14.  Presnost - namérené hodnoty standardii pro Diaphage 500 (I1.)

Primér ploch
. Navazka Plocha piku
Cislo nastriku piki RSD (%)
standardu (g) standardu
standardu
1 8424816
2 8422498
3 8424003 8421112 0,05
4 8424003
0,0519
5 8415223
6 8423829
7 8412921 8417582 0,07
8 8415996
Tabulka 15.  Presnost - naméiené hodnoty metformin-hydrochloridu pro
Diaphage 500 (I1.)
Plocha piku Primér ploch piki
. Navazka vzorku
Cislo vzorku © metformin- metformin-
8 hydrochloridu hydrochloridu
Al 8341079
A2 0,6700 8352235 8343151
A3 8336138
Bl 8299166
B2 0,6719 8300205 8299568
B3 8299332
Cl 8309651
C2 0,6756 8306140 8305938
C3 8302024
D1 8257784
D2 0,6750 8237746 8245018
D3 8239525
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] Navizka vzorku Plocha piku Prumér ploch piku
Cislo vzorku metformin- metformin-
® hydrochloridu hydrochloridu
El 8437964
E2 0,6804 8431657 8433610
E3 8431209
F1 8329723
F2 0,6682 8329690 8329281
F3 8328429
Tabulka 16. Stanoveni obsahu metformin-hydrochloridu a p¥esnosti v pripravku
Diaphage 500 (I1.)
Obsah
metformin-
Vzorek Navazka (g) Primér RSD (%)
hydrochloridu
A 0,6700 100,38
B 0,6719
C 0,6756 99,98 0,78
D 0,6750
E 0,6804
F 0,6682 100,53




Tabulka 17.

Piesnost - namérené hodnoty standardii pro Diaphage 850 (I1.)

Priamér ploch
Cislo nast¥iku Navizka Plocha piku piki RSD (%)
standardu (g) standardu standardu
1 7216319
2 7223980 7216883 0,09
3 7210349
4 7230006
0,1768
5 7229528
6 7226607 7224814 0,10
7 7212111
8 7225816
Tabulka 18.  Presnost - naméfené hodnoty metformin-hydrochloridu pro
Diaphage 850 (I1.)
] Navizka vzorku Plocha piku Priamér ploch piki
Cislo vzorku metformin- metformin-
® hydrochloridu hydrochloridu
Al 6623067
A2 1,1142 6629812 6627484
A3 6629572
B1 6655580
B2 1,1194 6674436 6657096
B3 6641272
Cl1 6645927
C2 1,1187 6646044 6645370
C3 6644139
Dl 6701373
D2 1,1182 6691043 6697080
D3 6698825
El 6732917
E2 1,1324 6733942 6731516
E3 6727688
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Plocha piku Primér ploch piki
. Navazka vzorku
Cislo vzorku ® metformin- metformin-
g
hydrochloridu hydrochloridu
F1 6579759
F2 1,1182 6581633 6582041
F3 6584732
Tabulka 19.  Stanoveni obsahu metformin-hydrochloridu a presnosti Vv
pripravku Diaphage 850 (I1.)
Obsah
metformin-
Vzorek Navazka (g) Primér RSD (%)
hydrochloridu
(%)
A 1,1142 97,19
B 1,1194 97,17
C 1,1187 97,06
97,18 0,56
D 1,1182 97,75
E 1,1324 97,02
F 1,1182 96,07
Pozadavek:
RSD <2,0 %
Vyhodnoceni:

Relativni smérodatnd odchylka pro Diaphage 500 byla pifi prvnim stanoveni obsahu

0,53%, pti druhém 0,78%

Relativni smérodatnd odchylka pro Diaphage 850 byla pifi prvnim stanoveni obsahu

0,12%, pti druhém 0,56%.

5.2.3 Mezilehla presnost

Pozadavek:

RSD <4,0 %
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Vyhodnoceni:

Relativni smérodatnd odchylka pro Diaphage 500 byla 7,52%.

Relativni smérodatna odchylka pro Diaphage 850 byla 2,73%.

5.3 SPRAVNOST

Nastiiky na kolonu byly provedeny v nasledujicim potadi:

e 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

e 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.  Spravnost — namérené hodnoty standarda pro Diaphage 500
Primér ploch
. Navazka Plocha piku
Cislo nastiiku piki RSD (%)
standardu (g) standardu
standardu
1 8427731
2 8423270
8423076
3 8415241 0,06
4 0,0519 8426562
5 8422574
6 8424551
8425829
7 8430319 0,05
8 8422616
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Tabulka 21.

Spravnost — navazky k pripravé zkouSenych roztoki pro Diaphage

500
Spravna Spravny
Navazka P P Y
Navazka Navazka hmotnost obsah
metformin-
Vzorek tabletoviny | vzorku metformin- metformin-
hydrochloridu
© (2) (2) hydrochloridu | hydrochloridu
g
(8) (Y0)
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.  Spravnost — namérené hodnoty metformin-hydrochloridu pro
Diaphage 500
Stanovena Stanoveny
Plocha piku hmotnost obsah VytéZnost
VytéZnost
Vzorek metformin- metformin- metformin- %) priamér
o
hydrochloridu | hydrochloridu | hydrochloridu (%)
(® (Y0)
A 8540335 0,5259 80,51 100,75
B 8556007 0,5269 74,65 100,17
C 8323741 72,04 100,70
0,5126 100,46
D 8205827 0,5051 78,32 99,59
E 8359810 0,5146 79,54 100,32
F 8371895 0,5154 78,86 99,73

5
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Tabulka 23.

Spravnost — namérené hodnoty standardii pro Diaphage 850

Priamér ploch
. Navazka Plocha piku
Cislo nastiiku piku RSD (%)
standardu (g) standardu
standardu
1 7286333
2 7274011 7276227 0,13
3 7268337
4 7267085
0,1768
5 7273044
6 7274947 7270845 0,05
7 7268075
8 7271072
Tabulka 24.  Spravnost — navazky k pripravé zkouSenych roztoki pro Diaphage
850
Spravna Spravny
Navazka P P Y
Navazka Navazka hmotnost obsah
metformin-
Vzorek tabletoviny | vzorku metformin- metformin-
hydrochloridu
® (2) (2) hydrochloridu | hydrochloridu
g
(@ (%)
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

57




Tabulka 25.  Spravnost — namérené hodnoty metformin-hydrochloridu pro

Diaphage 850

Stanovena Stanoveny
Plocha piku hmotnost obsah VytéZnost
Vzorek | metformin- metformin- metformin- V)’ftezinost priumér
hydrochloridu | hydrochloridu | hydrochloridu ) (%)
(8 (“o)

A 6928522 0,8409 73,78 99,35

B 7078109 0,8591 76,60 98,22

C 7254779 0,8805 78,51 99,73 98,79

D 7375951 0,8959 76,25 99,31

E 7292404 0,8857 74,46 99,87

F 7019272 0,8526 76,93 99,84
Pozadavek:

Vytéznost 98,0 — 102,0 %

RSD <2,0 %

Vyhodnoceni:
Vytéznost pro Diaphage 500 byla 7100,46%. Relativni smérodatna odchylka 0,48%.
VytéZnost pro Diaphage 850 byla 98,79%. Relativni smérodatna odchylka 0,63%.

5.4 LINEARITA

Nastiiky na kolonu byly provedeny v nasledujicim potadi:

e 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 — namérené hodnoty pro linearitu

Koncentrace
Plocha piku Primér ploch piki
metformin-
Vzorek metformin- metformin-
hydrochloridu
hydrochloridu hydrochloridu
(ng/ml)

A 80 1 6818029

6826770
A 80 2 160 6838056
A 80 3 6824225
B 90 1 7238552

7241261
B 90 2 180 7248895
B 90 3 7236337
C 100 1 8348206

8343639
C 100 2 200 8341661
C 100 3 8341050
D 110 1 9062510

9075616
D 110 2 220 9094479
D 110 3 9069860
E 120 1 9955638
E 120 2 240 9948191 9950828
E 120 3 9948654

59




Graf linearni regrese pro Diaphage 500
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Zavislost y na x byla prokazana na hladiné¢ vyznamnosti 0,001

PozZadavek:
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Tabulka 27.  Diaphage 850 — naméfené hodnoty pro linearitu
Koncentrace
Plocha piku Primér ploch piki
metformin-
Vzorek metformin- metformin-
hydrochloridu
hydrochloridu hydrochloridu
(ng/ml)

A 80 1 5610580

5618750
A 80 2 140 5622413
A 80 3 5623256
B 90 1 6018329

6027891
B 90 2 150 6025151
B 90 3 6040192
C 100 1 6942288

6941504
C 100 2 170 6935194
C 100 3 6947029
D 110 1 7883471

7889196
D 110 2 190 7894731
D 110 3 7889385
E 120 1 8391698
E 120 2 200 8392047 8391352
E 120 3 8390311
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Graf linearni regrese pro Diaphage 850
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absolutni ¢len q=-9,0E+5 + 1,2E+5
koeficient korelace R =0,9997

rezidualni odchylka Srez = 3,43E+4

Zavislost y na x byla prokazana na hladiné vyznamnosti 0,001

PozZadavek:

Korelac¢ni koeficient r >0,999
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5.5 SELEKTIVITA

V misté metformin-hydrochloridu se na chromatogramu neobjevily zadné jiné piky.
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6. ZAVER
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. Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie, validace analytickych metod a metformin-hydrochloridu.

. Byla optimalizovana vhodna metoda validace stanoveni metformin-
hydrochloridu a aplikovana na 1é¢ivé ptipravky Diaphage 500 a Diaphage 850.
Metoda byla validovéna.

. Byla prozkousena pifesnost metody. Relativni smérodatnd odchylka byla ve

vSech pripadech nizsi nez 2,0%.

. Zaroven byla prozkousena 1 mezilehla pfesnost. Relativni smérodatna odchylka

byla ve vSech ptipadech nizsi nez 4,0%.

. Dale byla prozkousena spravnost metody. Pro oba dva ptipravky byla vytéznost
metody v rozmezi 98,0 — 102,0 % a relativni smérodatna odchylka byla mensi

nez 2,0%.

. Jako dalsi parametr validace metody byla prozkousena linearita. A to
v rozmezich koncentraci 160 — 240 pg/ml pro Diaphage 500 a 140 - 200 pg/ml
pro Diaphage 850. Pro Diaphage 500 byl korela¢ni koeficient roven 0,9995, pro
Diaphage 850 0,9997. Koeficient korelace byl u obou ptipravkl vyssi nez 0,999.

. Metoda vyhovuje testovanym valida¢nim parametrim.

. Metoda byla vyvinuta s ohledem na ptibuznou latku 1-kyanguanidin a ostatni

necistoty. Tato problematika bude pfedmétem dalsi prace.

. Tato prace byla prezentovana na 38. konferenci Syntéza a analyza 1éCiv, 14. —

16.9.2009 v Hradci Kralové [21]
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SOUHRN

Hodnoceni biologicky aktivnich latek kapalinovou chromatografii IX
(Validace stanoveni metformin-hydrochloridu vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii)

Diplomové prace

Sommernitzova Nora

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Byla optimalizovana metoda stanoveni metformin-hydrochloridu vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii v ptipravcich Diaphage 500 a Diaphage 850. Pti praci bylo
vyuzito principu iontové vyménné chromatografie na koloné¢ pBondapack C;g (10um).
Jako mobilni faze byl pouzit roztok pentansulfonanu sodného a chloridu sodného. pH
bylo nastaveno na 3,5 pomoci kyseliny fosfore¢né. Pritok mobilni faze byl 1,5 ml/min,
teplota na koloné 25,0 °C. VInova délka UV detektoru byla nastavena na 218 nm.

Za téchto podminek byla metoda validovana, dale byla ovéfena piesnost stanoveni,
spravnost stanoveni, linearita metody a selektivita. VSechny testované parametry splnily

predepsana 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
Sommernitzova Nora

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

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 uBondapack C;g (10um) 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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