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1. UVOD



Metformin-hydrochlorid je peroralni antidiabetikundedna se o derivat biguanidu.
Pouziva se v terapii diabetu mellitu Il. typu u ipatt s nadvahou. Metformin-
hydrochlorid nestimuluje vyktovani inzulinu, nybrz zaffgomnosti inzulinu dokaze
snizit nadnirné vysokou hladinu cukru v krvi. Nezvysuje riziko leyglykémie. [1]
Vysoko&innd kapalinovd chromatografie (HPLC) je jednou ejpouzivagjSich
analytickych metod pro hodnocenicilé Jde o sepatai metodu, kterd umdije
souwasre jak kvalitativni, tak i kvantitativni hodnocenipseovanych slozek sfsi, a to

s vysokou selektivitou, citlivosti a v relatiwrkratkém ¢ase. Pro analyzu postge
velmi malé mnoZstvi vzorku. Z HPLC zaznamu lze aisletailni informace o identijt

obsahu gistot analyzovaného tva. [2]



2. CIL PRACE



Cilem této diplomové prace je nalezeni vhodné metsthnoveni metformin-

hydrochloridu pomoci vysok@inné kapalinové chromatografie (HPLC). Metoda
stanoveni metformin-hydrochloridu a jehaikuzné latky 1-kyanguanidinu bude
aplikovana u l&vych pripravki Diaphage 850, Metfirex 850 mg, Metfogamma 850 mg
a Siofor 850.



3. TEORETICKA CAST
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3.1 METFORMIN-HYDROCHLORID A JEHO VLASTNOSTI

3.1.1 Vzorec a chemické vlastnosti

NH NH
)J\ )’k CHs
HoN N N/ . HCI
H |

CHs

Metformin-hydrochlorid (GH12CINs) je Iékopisna latka. Mr = 165,63.
Je to 1,1-dimethylbiguanid-hydrochlorid. Obsahuje,5%6 az 101,0 % sl¢aniny
C4H12CINs, paiitano na vysusenou latku. [3]

Vlastnosti
Bilé nebo térd bilé krystaly. Snadno rozpustny ve ¥odéZce rozpustny v ethanolu
96 %, prakticky nerozpustny v acetonu a v dichldhaeu. Teplota tani je 222 °C az
226 °C. [3]

Necistoty

* 1-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

* dimethylamin

[3]

3.1.2 Indikace
Metformin-hydrochlorid je peroralni antidiabetikufPouziva se k ¢ diabetu mellitu
Il. typu u dosplych pacient, zvI4S€ u pacieni s nadvahou, vifpad, Ze fedepsana
dieta a cwieni nevedou k dostatee regulaci glykémie. Pouziva sedbu monoterapii

nebo v kombinaci s ostatnimi peroralnimi antididdyetinebo s inzulinem. [4]
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3.1.3 Mechanismus ginku
Jedna se o biguanid s antihyperglykemickymiinkem, ktery sniZzuje bazalni
i postprandialni hladinu glukézy v plazmNestimuluje sekreci inzulinu, a proto
nezmsobuje hypoglykémii. Metformin-hydrochlorid trthe pisobit prostednictvim ti
mechanisn:
» SniZzenim tvorby glukézy v jatrech inhibici glukogeoeze
a glykogenolyzy.
= Ve svalech zvySenim citlivosti na inzulin, zlep$erdbsorpce a vyuziti
glukdzy na periferii.
= Prodlevou absorpce glukdzy véestech.
Dale zvySuje transportni kapacitu vSech drafembranovychignaseéa glukozy.
Také giznivé ovliviiuje metabolismus tuk a to nezavisle na ovli¢ni glykémie.
Metformin-hydrochlorid sniZzuje hladinu celkového otésterolu, LDL cholesterolu
a triglyceridi. [4]

3.1.4 Farmakokinetické vlastnosti
Biologicka dostupnost biguanid je 50-60 %. Metformin-hydrochlorid dosahuje
maximalni plazmatické koncentrace asi za 3 h porpérim podani, eliminmi polatas
je 4,5 h, dinek se udrzi 8-12 h. Vazba na plazmatické albunengizka. Biguanidy

nejsou v organismu metabolizovany, Wi se ledvinami v aktivni neztnéné forne.

[5]

3.1.5 Kontraindikace
Precitlivélost na metformin-hydrochlorid nebo kteroukoli pamnou latku, diabeticka
ketoacidOza, diabetické prekdma, selhani nebo digstiledvin. Akutni stavy, které
mohou ovlivnit funkce ledvin, napdehydratace, zavazna infekce, Sok. Intravaskiularn
podani jodovanych kontrastnich latek. Akutni nebmnickd onemoai, kterd mohou
ve tkanich vyvolat hypoxii, ndp srd€ni nebo respikni nedostat@ost, infarkt
myokardu v nedavné deb Sok. Dale jaterni nedostatmst, akutni intoxikace

alkoholem, alkoholismus a kojeni. [4]
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3.1.6 Nezadouci &inky
P zahajeni léby jsou velmicasté gastrointestinalni poruchy jako nevolnostaezeni,
priajem, bolesti Bicha a ztrata chuti k jidlu. Vestsing pripadi spontant odezni.
Velmi vzacré se mohou vyskytnout kozni reakce jako erytémid@vi a kogivka nebo

sniZzeni absorpce vitaminyB[4]

3.1.7 Interakce

Nedoporduje se sotasné uzivani metformin-hydrochloridu s:

» alkoholem (zvySené riziko vyskytu laktatové acidozy akutni intoxikaci
alkoholem)

»= jodovanymi kontrastnimi latkami (jejich podani mze vést k selhani ledvin
pusobici akumulaci metforminu a riziko vzniku laktaécacidozy).

Zvlastni opatrnost vyZaduje s@asné uzivani metformin-hydrochloridu s:

» glukokortikoidy  (systémové i lokdlni podéani),beta-2-sympatomimetiky
a diuretiky (maji vnitni hyperglykemické &inky)

» ACE-inhibitory (mohou snizovat hladinu glukdzy v krvi)

[4]

3.1.8 Fipravky s obsahem metformin-hydrochloridu

= Adimet, Adimet 1000 Ratiopharm GmbH, Ulm, SRN

=  APO-metformin 500 mg, APO-metformin 850 mg, APO-mdbrmin 1000 mg,
Apotex Europe B.V., Leiden, Nizozemi

» Glucophage 500 mg, Glucophage 500 mg proFipravu peroralniho roztoku
v s&cich, Glucophage 850, Glucophage 850 mg profipravu peroralniho
roztoku v s&cich, Glucophage 1000 mg, Glucophage 1000 mg préigravu
perorélniho roztoku v s&cich, Glucophage XR Merck KgaA, Darmstadt, SRN,
Merck Santé S.A.S., Lyon, Francie

= Langerin 100Q Zentiva a.s., Hlohovec, SR

= Metfirex 500 mg, Metfirex 850 mg, Metfirex 1 g Sanofi — Aventis s.r.o, Praha,
CR

= Metfogamma 500 mg, Metfogamma 850 mg, Metfogamma @0 mg Woérwag
Pharma GmbH und Co. KG, Béblingen, SRN
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Metfogen 500 mg, Metfogen 850 mg, Metfogen 1000 m@enerics (UK) Ltd.,
Potters Bar, Herts, Velka Britanie

Metformin 1000 mg Zentiva, Zentiva a.s., Hlohovec, SR

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 Bnit
Metformin Bluefish 500 mg, Metformin Bluefish 850 ng, Metformin Bluefish
1000 mg Bluefish Pharmaceuticals AB, Stockholm, Svédsko

Metformin Mylan 500 mg, Metformin Mylan 850 mg, Metformin Mylan 1000
mg, Generics (UK) Ltd., Potters Bar, Herts, Velkét&nie

Metformin Pfizer 500 mg, Metformin Pfizer 850 mg, Metformin Pfizer 1000
mg, Pfizer s.r.0., Prah&R

Metformin Pharmacin 500 mg, Metformin Pharmacin 850 mg, Metformin
Pharmacin 1000 mg Generics (UK) Ltd., Potters Bar, Herts, Velkéat&nie
Metformin Teva 500 mg, Metformin Teva 850 mg, Metfomin Teva 1000 mg,
Metformin Teva XR 500 mg Teva Pharmaceutical®R s.r.o., Prah&R

Metformin USV Europe 500 mg, Metformin USV Europe $0 mg, Metformin
USV Europe 1000 mgUSV Europe Ltd., Cambridge, Velka Britanie

Metformin Vale 500 mg, Metformin Vale 850 mg, Metfemin Vale 1000 mg
Generics (UK) Ltd., Potters Bar, Herts, Velka Brita

Normaglyc 500 mg, Normaglyc 850 mg, Normaglyc 100@g, Jelfa S.A., Jelenia
Gora, Polsko

Siofor 500, Siofor 850, Siofor 100erlin-Chemie AG, Berlin, SRN

Stadamet 500, Stadamet 850, Stadamet 1Q(tada Arzneimittel AG, Bad Vilbel,
SRN

[6]
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3.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
(HPLC)

Vysoko&inn& kapalinovd chromatografie — High Performanimpiid Chromatography
(HPLC) je progresivni analyticka metoda, ktera achtuplatiéni ve vSech oblastech
analyzy I€iv.

Chromatografie vyuzivaéteni analyzovanych latek mezi &aa fazemi, z nichz jedna
je stacionarni (nepohyblivd) a druhd je mobilni hydivd). V pribéhu
chromatografického procesu dochazi k postupnémohokrat opakovanéemu vytieni
rovnovaznych stav délenych latek mezi stacionarni fazi, ktera je v kéjoa mobilni
fazi, ktera unaSi separované latkyi Btyku stacionarni i mobilni faze sildnymi
latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jgakladnim pedpokladem pro jejich
separaci. K separaci dochazi na zaklatzné afinity @lenych latek ke stacionarni
a mobilni fazi.

Stacionarni faze se nazyva sorbent. Mobilni faziils& elw&ni ¢inidlo ¢i eluent a jeji
schopnosti vymyvat latky etai sila. Mobilni faze o vysSi dlni sile vymyva latky
z kolony rychleji nez faze o nizsi €hi sile. Podle rostouci &ni (€innosti jsou
rozpoustdla séazena do eluotropriidy: heptan < cyklohexan < tetrachlormethan <
toluen < éther < chloroform < aceton < acetonitilethanol < methanol < octova
kyselina.

HPLC analyzu Ize realizovat za konstantniho slokeatbilni faze v pibéhu celé eluce,
tzv. isokraticka eluce. Je-li vigiehu analyzy programa@v meénéno slozeni mobilni

faze, jedn& se o tzv. gradientovou eluci. [7], [8],

Mezi hlavni vyhody HPLC péit
a) Jedna se o sepand metodu, kterd umaije kvalitativni i kvantitativni
hodnoceni separovanych slozekésm
b) Rychlost analyzy, citlivost stanoveni (v zavidlaa pouzitém detektoru).
c) Pro analyzu postaje minimalni mnozstvi vzorku.

d) Moznost automatizace.

[7]

Separaci latek dzeme ovlivnit volbou stacionarni faze, amami slozek mobilni faze

(protoZe kapalna mobilni faze neni pouze inertn@siem vzorki, ale podili se ifimo
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na interakcich rozpuStych latek se stacionarni fazi), ale izrami dalSich parametr
piedevSim vymsinou kolony, zminou pktokové rychlosti (tlaku) mobilni faze

a znmenami pracovni teploty. [9]

3.2.1 Mobilni faze HPLC
Mobilni faze se vyznan#npodili na sepataim procesu. MozZnosti ztny mobilni faze
jsou v podstat neomezené. Pokud chceme zlepSit rozliSeni latekgparaci, je vzdy
snadrjSi menit sloZzeni mobilni faze, nez pouzit jiné staciomaiaze. Separaci lze
ovlivnit nejen znénou zastoupenitznych rozpougdel v mobilni fazi, ale i z&nou
pH, iontoveé sily, fidanim ionto¥ parovychéinidel.

[9]

3.2.2 Stacionéarni faze HPLC
Pro &inné cleni latek hraje rozhodujici roli ndpkolony, tj. kvalita sorbentu, jeho
velikost a stejnorrnostcastic, ale i tvar, porozita, struktura.
Chromatografické kolony pro analytickécaly jsou nejasgji 10-25 cm dlouhé
o vnittnim pfiméru 3-5 mm. Kolony jsou napény vhodnymi sorbenty. Napinse
piipravuji z porovitych anorganickyah polymernich material Neiasgji se pouzivaji
nemodifikované anebo chemicky modifikované mééstice silikagelu. Podle vazané
skupiny maji chemicky modifikované faziznou polaritu od nepolarnich az po polarni.
Pro cleni latek iontového charakteru se pouZivaji stamini faze s vlastnostmi
lontomenica.
Sorbenty dlime na polarni a nepolarni. Mezi polarni ipatilikagel, oxid hlinity
a chemicky vazané polarni stacionarni faze i(npgntafluorfenylpropyl, kyanopropyl).
Mezi nepolarnitadime chemicky vazané nepolarni stacionarni fakeadecyl, oktyl
nebo fenyl).
Mal& stabilita silikagelu i pH mensSim nez 2 aétsim nez 8 vedla k vyvoji novych
nosca stacionarni faze, které by ro@li pracovni rozsah hodnot pH a teploty.
Zkoumaly se vlastnosti¢kterych kowi (Zr, Ti, Al) a jejich oxidi. Jako perspektivni se
jevil oxid zirkonkity. Oxid zirkonkity je teplotré i chemicky stabilni. PouzZiva se du
nemodifikovany nebo modifikovany oxid zirkaity. Modifikaci povrchu organickymi
polymery (polybutadienem a polystyrenem) byly vyatinnové stacionarni faze stabilni

v celém rozsahu pH (1-14) &ipgeplotach do 200 °C. Separace je zaloZena jedaak
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hydrofébnich interakcich molekul analytse stacionarni fazi, a dale na iortov
vyménnych interakcich s adsorbovanou Lewisovou bazi.

Vedle stacionarnich fazi, které se skladaji z jdouygh castic sorbentu, existuji
i monolitické stacionarni faze (monolity). Moncotiké kolony tvéi jediny kus
porézniho materialu, ktery zcela zagke vnitek separéni kolony. Proti typickym
kolonam plgnym drobnymicésticemi, monolitické kolony neobsahuji m&ticové
prostory, kterymi v klasickych kolonach protéka nhobfaze. Mobilni faze protéka
pory monolitické kolony. Tok péry umagje zn&né zrychleni separaci zejména
velkych molekul (nap bilkovin, nukleovych kyselin atd.). Podle chendcgodstaty
muZzeme monolitické stacionarni faze rélridna anorganické, makroporézni polymerni
a stl&itelné monolity (komprimované gely).

Anorganické monolity jsou na bazi silikagelu. Skladse z dofe usp#adanych
priblizn¢ stejré velikych skeled prostoupenych té&h monodisperznimi im velkymi
pory. Pouzivaji se na separaci malych molekul.

Makroporézni polymerni monolity jsoutipravovany pimo v kolorg, ktera se naplini
polymera&ni snesi, uzave a za tepla je provedena polymeradé&l&em jsou monolity
na bazi glycidylmethakrylatu nebo polystyrenu.

Stlatitelné monolity (komprimované gely) jsou temy gelem, ktery je fijpraven
polymerizaci vodného roztokN,N’-methylenbis-akrylamidu a kyseliny akrylové
v prfitomnosti anorganické soli (rejstji siranu amonného). PouZivaji se k separaci
bilkovin. [7], [8], [9], [10], [11]

3.2.3 Princip separace latek v HPLC
Hlavnimi principy chromatografickéhcsléni na zaklaél nichz dochazi k separaci jsou:
adsorpce, roztlovani mezi d¢ kapalné faze, iontova vyna a siovy efekt. Podle
podstaty sepataiho procesu lze chromatografické metodycleait na adsorni,
rozclovaci, ionto¥ vymeénnou, gelovou a afinitni chromatografii.
[91, [12]

Adsorpni chromatografie
Podstatou separace je rozdilnd adsorbovateln&dsnyath latek na aktivni povrch
adsorbentu (stacionarni faze). Povrch adsorbentigazen molekulami mobilni faze.

Adsorpce solutu je vysledkem s&igni mezi molekulami solutu a mobilni faze
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o aktivni centrum.

Polarni molekuly se obeg&rsilngji adsorbuji na polarnich adsorbentech. Jejich gdso
je dale podporovana nepolarni mobilni fazi. Zvysepolarity mobilni faze se adsorpce
shizuje v dsledku rostouci adsorpce molekul mobilni faze naguw adsorbentu.

Pro separaci latek na zaktaddsorpce se vyuziva nemodifikovany silikagel raoie
volné pristupné skupiny Si — OH na povrchu se polarni lattgorbuji progednictvim
vodikovych vazeb. SuSeninti gvysené teplat se silikagel dehydratuje a Ize tak ziskat
adsorbent s poZadovanou aktivitou. Nevyhodou kiegjklu je jeho mala stabilitaigpH
mensim nez 2 aésim nez 8.

V adsorgni chromatografii s polarnimi adsorbenty se poygivepolarni rozpoustia
(nag. hexan) jako mobilni faze, k nimz s&davaji malad mnozstvi (v obsahu mensim
nez 1%) polarnich modifikatdr (nag. voda, acetonitril, alkoholy, tetrahydrofuran).
Tyto modifikatory maji velky vliv na separaci, pode se pednostd adsorbuji

z mobilni faze na aktivnich mistech adsorbentu, tém stava tento povrch
homogengjSim a zlepSuje secinnost separace.

Adsorgini chromatografie je vhodna pro separaci¢snnizkomolekularnich latek,

slowenin lipofilniho charakteru a geometrickych izoindir], [8], [9]

Roz@lovaci chromatografie
V kapalinové roz&8lovaci chromatografii je podstatou separace roadiozpustnost
délenych latek ve dvou vzajeramemisitelnych kapalinach (LLC)tipemz kapalina
pouzita jako stacionarni faze je zakotvena na vodnosii.
V roz&klovaci chromatografii se pouZzivaji chemicky modifitané stacionarni faze,
u nichZz se na bazi silikagelu silyladigravuji faze siznymi skupinami. Podle vazané
skupiny maji chemicky modifikované fazéznou polaritu od nepolarnich, vysoce
hydrofobnich, pouzivanych pro obraceny systémdazio polarni.
Chemicky modifikované stacionarni faze niaglu vyhod:

1. velkou vSestrannost pouziti
@i zméné mobilni faze se rychle ustavuje rovnovaha
malé zminy v obsahu vody v mobilni fazi neowiivji separaci

neni nutnéiedkEzné nasyceni mobilni faze fazi stacionarni

o b~ 0N

je usnadéna edkEzna Uprava a separace vabikiologického fvodu, nebé
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jako mobilni faze se n&stji pouzivaji vodné roztoky a sorpce biologickych

vzorki je pra¢ nejwtsi z vody.
Chemicky modifikované stacionarni faze Ize kombatow velmi rozmanitymi
mobilnimi fazemi, od jednoduchych vodnych pfpres snési vody s organickymi
rozpoustdly, az po organicka rozpowéta. Krom& zmeén sloZeni lze dale vlastnosti
mobilni faze ndnit Upravou pH a fidanim komplexotvornyclkinidel. Z toho plyne
Siroka aplikovatelnostthto systém pro separace latek 6ané polari¢ a molekulové
hmotnosti. [7], [8], [9]

lontow vynmenna chromatografie

Podstatou separace je rozdilna afinitdenych latek, které jsou zpravidla v iontové
forme, k iontovynennym skupinam iontosmice. Rozdilnost afinity separovanych latek
je dana rozdilnymi hodnotami disogimch konstant ionogennich skupinjznou
velikosti ionfi a fiznym mocenstvim ioit

Stacionarni fazi jsou iontafnice (anexy nebo katexy). Jako stacionarni faze se
pouzivaji materialy na bazi silikagelu nebo orgkéim polymeru, které jsou
modifikovany ionto¥ vyménnymi skupinami. VyuZivaji se tyto futiki skupiny:
sulfonova (silny mni¢ kationti), karboxylova (slaby #mi¢ kationti), aminoskupina
(slaby nEni¢ anionti), tetraalkylamoniovy ion (silny #mi¢ anionti). Jako mobilni faze
se nejastji pouZzivaji vodné roztoky puir

lontovd vymeénna chromatografie se pouziva pro latky iontovéapgvRadi se sem
silné elektrolyty (anorganické silné kyseliny, bdwbo soli), slabé elektrolyty, které Ize
pieveést na iontovou formu disociagiprotonizaci. lonto¥ vyménna chromatografie se

vyuziva k analyze aminokyselin, nukledtidpod. [7], [9], [13]

Gelova chromatografie

Analyzované latky jsou separovany na zaklacklikosti molekul. Princip tohoto
roz&klovani je nerovnovazny a nazyva séosy efekt. Molekuly latky jsou neseny
protékajici mobilni fazi kolonou nagimou poréznim materialem (gelem)igemz
pronikaji (permeaci) do rozpoddtem naplgnych pofi  gelu. Malé
molekuly pronikaji do pdr vSech velikosti, &Si molekuly jen do &Sich pot a velké
molekuly, které pesahuji pimér poéri, vychazeji z kolony bez jakéhokoliv zdrZzeni.
Separace zavisi na velikosti a tvaastic solutu a na velikosti a tvaru p&tacionarni

faze.
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Jako stacionarni faze se pouZivaji anorganické oepanické gely. Anorganické gely
jsou makroporézni,&Sinou na bazi oxiduitmkitého. Organické gely jsou homogenni

nebo heterogennit&ivané organické polymery. [7], [9], [13]

Afinitni (biospecifickd) chromatografie

Afinitni chromatografie je zaloZena na schopnostildgicky aktivnich latek vazat
specificky a reversibikh komplementarni latky (ligandy).iRRladem jsou komplexy
enzymi s inhibitory, substraty, kofaktoryi efektory, komplexy protilatek s antigeny,
komplexy lektiri s glykoproteiny nebo polysacharidy, apod.

Pri piipraw stacionarni faze je nutné pouzit todlosk obsahuje funéni skupinu pro
vazbu ligandu (népstji bilkovina). Jako nosi se pouZiva agarosa a jeji derivaty,
organickeé polymery a nas na bazi silikagelu.

Afinitni chromatografie se pouziva kizolaci enaymjejich inhibitofi a kofaktofi,
protilatek a antigely lektind, polysacharifl a glykoprotei, nukleovych kyselin
a nukleotid, atd. [9]

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)

Ultra Performance Liquid Chromatography je @omd nova technika v oblasti
kapalinové chromatografie. Separace na UPLC prolzidavelmi vysokych tlak
(100 MPa). Pro analyzu postgi velmi mala mnozstvi vzotk Pouziti UPLC zkracuje
dobu analyzy, snizuje sgebu rozpougdel a zvySuje citlivost analyzy.

Jako stacionarni faze se pouzivaji materidly na &iéikagelu, které jsou ipraveny
specialni technologii BEH (bridged ethylsiloxandig technology). BEH technologie
zaji¥uje stabilitu sorbentu za vysokych tiakVelikost ¢astic sorbentu byva nap
1,7 um. [14]
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3.2.4 Instrumentace
Kapalinovy chromatograf se sklad&asti, které zabezpaji transport mobilni faze,

separaci latek a jejich detekci. Schéma kapalinowEmomatografu je na Obrazku 1.

Obrazek 1 Schéma kapalinového chromatografu
Z1, Zo, Z3 — z&sobniky mobilni faze& — vysokotlakécerpadlo,PG - programovaci
jednotka,DZ — davkovaci zidzeni, K — chromatografick4 kolond) — diferencialni
detektor,PC — paitac. (PInouc¢arou je znazorm tok mobilni faze, feruSovanogarou
elektricky signal.)

[7]

Zasobnik mobilni faze

Jako zasobnik mobilni faze (ZZ,, Zs) lze pouZzit libovolnou uzd&enou nadobu
chemicky odolnou &i pouzivanym rozpoudtllim. Odplyrénd mobilni faze setjvadi
ze zésobniku fes filtr, ktery brani pimiku ¢astic pevnych nsstot, docerpadla ).
Odplyreni je nezbytné, aby sequleSlo tvorb bublinek, coz by rusSilo jak detekci, tak
funkci cerpadla. Odplynit mobilni fazi Ize pomoci ultrazwlk podtlaku nebo

probublavanim inertnim plynem (dusikem nebo heligddplyreéni provadi degasér. [9]

Cerpadlo

Cerpadlo €) je jednou z nejilezitgjSich ¢asti kapalinového chromatografu, protoze
musi zajistit konstantni prok mobilni faze. Mobilni faze jéerpanacerpadlem, které
musi umo#ovat konstantni bezpulzni tok mobilni faze a majéhlosti (0,1 —
10 ml/min) za vysokého tlaku az 40 MPa.

Pomoci programovaci jednotky se nastavi pozadogtieni mobilni faze a rychlost

pritoku mobilni faze. [8], [9]
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Davkovaci zézeni

Cerpadlem je mobilni fazetipddéna do davkovaciho #aeni (DZ). Automatické
davkovaci z#izeni je vybaveno zasobnikem vzorktery obsahuje uzéné nadobky
se vzorky (vialky).

Nejcastji se pouzivaji davkovaci ventily se sthpu. Smykové davkovée umoiuji
davkovat libovolny objem vzorku jehlou. Davkovangokky jsou vedeny do kolony

(K). [9]

Kolona

Chromatografické kolony jsou obvykle vygdty z nerezové oceli. Jedna sed&alik

cm dlouhé trubice napiné stacionarni fazi.

Napl kolony musi byt naprosto homogenni a rovioma, proto se staleéast;i
pouzivaji kolony plané a testovanéimo vyrobcem. Spoje mezi kolonou, davkovacim
zarizenim a detektorem jsou kapilarni (¥nit praimér 0,5 mm), nejasgji z nerezové

oceli. [8]

Detektor

Z kolony je eluét veden do detektoru (D). DeteldiouZi k indikaci latek vychazejicich
z chromatografické kolony. Detektor sleduje pometiodného snimm rekterou
z vlastnosti eluatu @Sinou koncentraci separovanych slozek) a signgbcseesileni
privadi do paitace (PC). [12]

Na detektory pro HPLC jsou kladeny miradné pozadavky:
= vysoka citlivost — detekce latek v roztoku v kortcacich ng azig/ml
= reprodukovatelnost a linearita odezvy
» nezavislost odezvy na 2me sloZzeni mobilni fazetpgradientové eluci
» univerzalnost — detekce vSech sldhych slozek vzorku

[8]
K detekci separovanych latek se zpravidla vyuZikdtych jejich vlastnosti, jimiz se

tyto latky liSi od slozek mobilni faze. RozliSujerdea typy detektdr — univerzalni

a selektivni.
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= Univerzalni detektor — #ifi vlastnost systému jako celku, kter4d sénmse
zménou slozeni systému (napindex lomu, tepelnd vodivost, relativni
permitivita apod.). Detegovana latka musi mit viasti podstat& odliSné od
vlastnosti ostatnich slozek mobilni faze, aldy ménach jeji koncentrace
dochazelo k vyrazné zm¢ signalu. Proto je tento detektor mdéaitlivy nez
detektor selektivni.

= Selektivni detektor — aiti vlastnost, kterd selektig¢nzavisi na koncentraci
(mnozstvi) sledované slozky (rfambsorbanceipurcité vinové délce z@ni,
elektricky proud @ ur¢itém potencialu atd.). Bieni je citliwjSi. Selektivita je
vyhodné pi analyzach slozitych sesi latek.

Mezi k&Zné detektory pouzivané v HPLC fiaspektrofotometricke, fluorimetricke,

elektrochemické a refraktometrické. [9], [12]

Spektrofotometrické detektory
Spektrofotometrické detektory jsou &&$e€ji pouzivany pi HPLC analyze I&v.
Vyznaiuji se znanou citlivosti (10 az 10'°g/ml) a Ize je pouZivatipgradientové
eluci. Prondtuji absorbanci elektromagnetickéhorerd ukité vinové délky slozkami
eluatu protékajiciho celou detektoru. K detek¢iviése vyuziva pedevSim UV oblast
spektra, mnohem ménoblast viditelnA a minimaé infratervena oblast spektra.
V praxi se uplatuji predevSim UV detektory, eventuélnUV-VIS detektory.
NejuzivarjSi UV detektory jsou:

» UV-VIS detektor s pronmnou vinovou délkou (libovothmenitelna).

= Scanning UV detektor, snimajicéiem reékolika sekund absotpi spektrum
v maximu piku hodnocenéhcilea.

» Diode array detektorfigeny pditacem, umo#uje trojroznérnou projekci,
snima absokmi spektrum, hodnoti é&vo sowasreé pri nékolika vinovych
délkach, porovnavé patry absorbanci).

= UV detektor s fixni vinovou délkou (ngstji 254 nm nebo 280 nm,ipnichz
absorbuje #tSina I€iv). Jsou porarné jednoduché konstrukce a cegov
nejdostupyjsi.

[7]
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Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou vysoce citlivé priirpzere fluoreskujici latky, pipadré
pro latky, které Ize igvést pomoci vhodnyckinidel na fluoreskujici derivaty.
Fluorimetrické detektory jsou tedy m€mniverzalni nez UV detektory, ale ciigi
(10°az 10 g/ml), selektivijsi a jsou rovis? pouZitelné fi gradientové eluci.
Pt fluorimetrické detekci prochazi eluovana latkaiatpkovou celou detektoru,
absorbuje UV zi&ni u intenzivniho zdroje aippm vydava fluoreskujici zéni o \&tSi
vinové délce nez %ani exciténi. Excita&ni z&eni je gemenéno na elektricky signal,
jehoz velikost je urrnd intenzik fluoresceriniho zéeni.

[71, [9], [12]

Elektrochemické detektory
Elektrochemické detektory nachazeji upkatin u latek, u nichz lze vyuzit éph
souvisejicich s elektrochemickou reakci probihajecrozhrani elektroda — eluent. Jsou
zaloZeny na riteni vodivosti nebo elektrického proudu odpovidhpcbxidaci nebo
redukci analyii. Schopnost elektrochemické redukovatelnosti aawdtelnosti vyuziva
voltametricky, amperometricky a polarograficky dete. Elektrochemické detektory
jsou univerzalni, zrimé citlivé (10° az 10" g/ml), ale ¥tSinu z nich nelze pouZitip

gradientové eluci. [7], [9]

Refraktometrické detektory
M¢ti rozdilny index lomu mezéistou mobilni fazi a eludtem vytékajicim z kolony,
obsahujicim analyzovanou latku. Jsou éitlivé (10°g/ml). V dnesni dob se

pouzivaji jen ojedidle, protoze majfadu nevyhod. [7]

Hmotnostni detektory
Pro detekci l&v je v posledni dob vyuzivano téz spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii (MS). Hmotnostni spektrometrie je odet zaloZzena natipném n&reni
hodnoty pondru hmotnosti a p&iu kladnych nebo zapornych elementarnich naboj
ionta v plynné fazi, ziskanych po ionizaci analyzovaatky. Hmotnostni spektrometr
pracuje za vakua (Iaz 10° Pa).
Po vystupu z HPLC kolony je nutno z eluentu odstranobilni fazi a molekuly l&va

v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometruizimrany narazy elektrdi
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termoionizaci¢i elektroionizaci. Nabit&astice (molekuly i fragmentarni ionty) jsou
v magnetickém nebo vysokofrekwarim poli separovany podle hmotnosti a naboje a je
zaznamenano hmotnostni spektrum (ptnost ionk ve vztahu k porru -
hmotnost/péet nabaj).

Kombinace HPLC-MS je vhodna pro analyzu poléarniotglo €kavych slodenin

a latek tepel& nestalych, které neni mozno analyzovat kombinaCiM& (plynovéa
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii).

Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni, vysoce ai#tlha poskytujefadu uGdaj
pottebnych pro identifikaci v. Hmotnostni detektory jsou finamné velmi nar@né.

[3], [7]

Pocitac
Paita¢ zpracovava vhodnupraveny signal z detektoru, umozni jeho vstupisi@rnu.
Patitac fidi chod celého chromatografu. [7]

3.2.5 Kvalitativni a kvantitativni analyza
Kvalitativni analyza
Hlavnim Ukolem kvalitativni analyzy je zj&ti ¢i potvrzeni identity analyzované
latky. NejlEznéjSim prostedkem identifikace je reténi (elwni) ¢as. Reteéni cas je
zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC. dec¢hs od nasiku vzorku na kolonu
k maximu chromatografického piku. Neg€jSim dikazem totoznosti je shoda
retertnich ¢adi chromatografického piku d&a v analyzovaném vzorku s reteim

¢asem piku standardu. [7]

Kvantitativni analyza
Kvantitativni charakteristikou v HPLC je plocha éeN. vySka) chromatografického
piku.
Pro stanoveni jednotlivych sloZzek ve&inse nejastji pouzivaji d¥ metody:
1. Metoda vgjSiho standardu
Tato metoda spiva ve dvou krocich (dvojim davkovani). V prvninokuo se na
kolonu nastkne roztok analyzovaného vzorku a po registraci
chromatografického zaznamu se ve druhém krokuiikast roztok vijSiho

standardu a @ se registruje jeho chromatogram.

25



Jako vrjSi standard se zpravidla pouzivd u substanci atengtanovované
latky, ozng&ovany CRL (chemicka referéni latka), nebo u sloZenych Iékovych
piipravki jedna z analyzovanych slozek&n

Koncentrace stanovovanych sloZzek ésmse pak vyp&itd z pomdra ploch
(vysek) piki jednotlivych stanovovanych latek a plochy pikéjgiho standardu.
Metoda vnitniho standardu

Ke znamému objemu roztoku vzorku sé&da definovany objem roztoku
vhodného vniiniho standardu a po promichani seiikage na kolonu.

Metoda vnitniho standardu je méasow nar@na a hlava presrgjsi, protoze
neni zatizena chybou dvojiho ndat. Vnitini standard musi byt eluovan
v blizkosti piki, které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou &otraci
jako latky, jejichz obsah je zjisvan a musi byt chemicky inertni. Stanoveni
obsahu se provede opakovanymi fikgtporovnavacich a zkousenych roziok
Ze ziskanych chromatografickych zaznarse vypgita obsah hodnocenych
Iéciv. Koncentrace stanovovanych latek se Wiz pongra ploch (vySek) pik

jednotlivych separovanych slozek a plochy pikuiwiito standardu.

[2]

NejlepSich kvantitativnich vysledkse dosahne minimalizaci moznych zdrahyb

v nasledujicich krocich:

odker reprezentativniho vzorku a jeho skladovani

Homogenni kapalné vzorky jsou reprezentativni. Uhoneogennich vzoik
(nap. mad) je nutné odebrat velké mnozstvi materialu a pstnmio. VVzorky je
nutné uchovavat za vhodnych podminek, aby nedogjck degradaci.
priprava vzork pro davkovani do kapalinového chromatografu

Vzorky je poteba pefiltrovat, aby se neucpaly kapilarni spoje.

davkovéani vzorku

Davkovani v HPLC se provadi davkévase smykou. Davkovani je
reprodukovatelné. Reprodukovatelnostiemi vysky a plochy pikse pohybuje
kolem 1-2 %.

chromatograficka separace

Dulezité je dodrzovat stejné experimentalni podminky.
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= Detekce, zpracovani a interpretace signalu detektor
Zdrojem chyb nmize byt Sum, Unik z&kladni linie i citlivost detekdgeré jsou
ovlivnény zmenami v piatokové rychlosti. Pokud ftok mobilni faze kolis4, je
presrgjsi merit vysku pili. Pri kolisani slozeni mobilni faze jegsrejsSi meieni
plochy pik.
[71, [9]

3.2.6 Praktické aplikace kapalinové chromatografie

Vyuziti  kapalinové chromatografie v praxi je velmiozsdhlé. Kapalinova

chromatografie umailije analyzovat latky v rozmezi molekulovych hmothasl sto

do rekolika stovek tisic.

Pouziva se keSeni&chto hlavnich Ukdi:

1.

o b~ 0N

o

K ckleni a identifikaci latek ve s#sich

Ke kontroletistoty latek

K ¢isténi a mikropreparaci latek

Ke kvantitativni analyze latek ve &sn

Ke kontrole vyroby a to jak redvyrobnich stufi (kontrola surovin), tak
i meziproduki a finalnich vyrobk

Ke kontrole zivotniho prosdi (nap. pesticidy ve vodach)

V Kklinické praxi k analyzam néjzr¢jSich komponent wtnich tekutinach (krvi,
maci) — hormony, steroidy, t#va a jejich metabolity

V potravinéstvi, ke sledovaniistoty vyrobki

9. V biologii a biochemii i analyzach bilkovin, nukleovych kyselin a v dalsic

oblastech biochemické analyzy

10. Viadk dalSich odwtvi pramyslu, v zemidélstvi a vSude tam, kde jéeba sledovat

bud’ ¢istotu surovin anebo sledovat migraciitych preparat v prostedi (nap.
herbicidy v @id¢) anebo prova#d hygienickou (zdravotni) kontrolu finalnich

vyrobki ¢i sledovat dinné slozky v nich.

[12]
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3.2.7 Chromatografické podminky pro stanoveni metfionin-hydrochloridu
kapalinovou chromatografii uvedené v litatu ire
Separaci metformin-hydrochloridu kapalinovou chrtogeafii 1ze proveést &kolika

zpasoby (viz. Tabulka 1.).

Tabulka 1 MoZné chromatografické podminky pro stanoveni metfomin-
hydrochloridu kapalinovou chromatografii
Metoda 1

Stacionéarni faze |pbondapak &g

Mobilni faze Acetonitril, dodecylsulfat sodny, dihydrogensulfgbdny,
destilovana voda
Detekce UV pii 235 nm

pH a prutok pH 5.1, pfitok 1.5 ml/min

Zdroj literatury [16]

Metoda 2

Stacionarni faze |Reverzni fenylova fazeripd0°C

Mobilni faze Fosfatovy pufr a acetonitril
Detekce UV pii 236 nm
pH a pritok pH 7.0, pfitok 1.0 ml/min

Zdroj literatury [17]

Metoda 3

Stacionarni faze |Nova-Pak silikagelovéa kolona

Mobilni faze Dihydrogenfosfat amonny, methanol
Detekce UV pii 232 nm
pH a prutok pH 5.0, pfitok 1.0 ml/min

Zdroj literatury [18]

Metoda 4

Stacionarni faze |Silikagelova kolona

Mobilni faze Acetonitril, dihodrogenfosfat sodny
Detekce UV pii 324 nm
pH a pritok pH 6.0, pfitok 1.3 ml/min

Zdroj literatury [19]
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Metoda 5

Stacionarni faze |HSF5 kolona

Mobilni faze Acetonitril, acetat amonny
Detekce UV pii 233 nm
pH a prutok pH 6.8, pfitok 1.0 ml/min

Zdroj literatury [20]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 CHEMIKALIE A POM UCKY

4.1.1 L&ive pripravky

V této préaci byly pouzity Ppravky:

DIAPHAGE 850, por thl flm 100x850 mg, SVUS Pharma. aHradec Kralové,
CR, 3arze 84003

METFIREF 850 mg, por tbl flm 30x850 mg, Sanofi -eatis s.r.o., Prah&R,
Sarze 9V005

METFOGAMMA 850 mg, por thl flm 30x850 mg, Worwag &ma GmbH und
Co. KG, Bdblingen, SRN, Sarze 0905042

SIOFOR 850, por thl flm 30x850 mg, Berlin-Chemie ABerlin, SRN, Sarze
93775

Slozeni a vzhled:

DIAPHAGE 850

Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné takletlako pomocné latky jsou
obsazeny Cellulosum microcristallinum, Povidonum, 3Droscarmellosum
natricum, Stearinum, Album opadry OY-L-28900. Taplgsou potahové, bilé,
bikonvexni, kulaté.

METFIREX 850 mg

Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné taldle{coZz odpovida 663 mg
metforminu). Jako pomocné latky jsou obsazeny hyglosa, povidon,
magnesium-stearat, makrogol 6000, oxid titaypi Tablety jsou potahované,
bilé, obdélnikové se zkosenymi hranamiiigh ryhou na obou stranéch.
METFOGAMMA 850 mg

Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné talilecoz odpovida 663 mg
metforminu). Jako pomocné latky jsou obsaZzeny mnsignestearat,
hydroxypropylmethylcelulosa, povidon 25, oxid tit&ty, makrogol 6000.
Tablety jsou potahované, bilé, ovalné, bikonvexni.

SIOFOR 850

Metformini hydrochloridum 850 mg v jedné takilefcoZz odpovida 662,9 mg
metforminu). Jako pomocné latky jsou obsazeny hyglosa, povidon,
magnesium-stearat, makrogol 6000, oxid titaypi Tablety jsou potahovane,

bilé, ovalné sici ryhou na obou stranach. [6]
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4.1.2 Chemikalie

1,1-dimethylbiguanid hydrochlorid (metformin hydhberid), Sigma Aldrich,
Némecko

1-cyanoguanidine (dicyanodiamide), Wanbury, Indie

Methanol gradient grade pro kapalinovou chromatidgMerck, Némecko
Acetonitril gradient grade pro kapalinovou chrongatdii, Merck, Nemecko
Dihydrogenfosforénan sodny, Pent&R

Dihydrogenfosforénan draselny, Pent@R

1-octanesulfonic acid sodium salt monohydrate, &igftmecko

Sodium pentanesulfonate, Sigmaniecko

Hydroxid sodny, Pent&R

Hydroxid draselny, Pent&R

Kyselina fosforéna, Penta(CR

Vodacdisténa

4.1.3 Sestava pro HPLC

Kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu
Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu
PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5
UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu
Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

Ridici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu
Chromatografické kolony:

Cig (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

HSF5 (5um) 150 x 4,6 mm, Discovery
Fenylova (5um) 250 x 4,6 mm, Waters
DiamondBond — &g (5 um) 150 x 4,6 mm, ZirChrom
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4.1.4 Histroje
» Digitalni vahy Sartorius AG typ A200S ¢hecko
» Ultrazvukova laze K10, Kraintek, Slovensko
e pH-metr, SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH

4.1.5 Ponticky
kadinky, odnérné baiky, odnerné valce, dené pipety, balének k pipgt
zkumavky, stojan na zkumavky, vialky, laboratordi¢ky, lodicky, trenka

s ®rkou, sticka, frita, injekni stikacky, membranovy filtr 0,4m.

4.2 RIPRAVA ROZTOK U

4.2.1 Riprava standardua
Standardni roztok metformin-hydrochloridu v methano
Do 50 ml odndrné baiky bylo navaZzeno 50 mg metformin-hydrochloridu.drativazka
byla rozpu&tna v methanolu. Objem higy byl doplrtn po rysku a dkladne
promichan. 10 ml tohoto roztoku skedilo do 100 ml odwrné baiky. Vysledny roztok
byl prefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um do vialky a nagtknut na kolonu.
Z diavoda srdZeni tohoto standardu s mobilni fazi obsahagetonitril, byl gipraven
standardni roztok metformin-hydrochloridu ve ¥od

Standardni roztok metformin-hydrochloridu ve ¥od

Do 100 ml odmirné baky bylo navdZzeno 170 mg metformin-hydrochloridu.tora
navazka byla rozpuSta ve vod. Objem baky byl doplren po rysku a tkladns
promichan. 5 ml tohoto roztoku séedilo do 50 ml odrérné baiky. Vysledny roztok

byl prefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um do vialky a nastknut na kolonu.

Standardni roztok 1-kyanguanidinu v methanolu

Do 50 ml odmdrné baky byl navazen 1 mg 1-kyanguanidinu. Tato navazigk b
rozpuséna v methanolu. Objem by byl doplren po rysku a dkladre promichan.

Vysledny roztok byl pefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um do vialky a nastknut na

kolonu.
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Z diavoda srdZeni tohoto standardu s mobilni fazi obsahagetonitril, byl gipraven
standardni roztok 1-kyanguanidinu ve ¥od

Standardni roztok 1-kyanguanidinu ve ¥od

Do 200 ml odnirné baiky bylo navaZzeno 20 mg 1-kyanguanidinu. Tato naadi{da
rozpustna ve vod. Objem baky byl doplren po rysku a @kladné promichan. 4 ml
tohoto roztoku seiedily do 200 ml odrérné baiky. Vysledny roztok byl fefiltrovan
pies mikrofiltr 0,45um do vialky a nagtknut na kolonu.

4.2.2 Riprava pufri
Priprava fosforénanového pufru o pH 6,0 (di&eského Iékopisu 2009):
3,4 g dihydrogenfosfosmanu sodného bylo navazeno do 500 ml &dhér baiky. Tato
navazka byla rozpuita ve vod. Objem b#ky byl doplrén po rysku a tkladns
promichan. pH bylo upraveno hydroxidem sodnym kotrosanym RS. Vysledny
roztok byl gefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um .

Priprava fosforénanového pufru o pH 3,5 (di&eského Iékopisu 2009):

34 g dihydrogenfosfotmanu draselného bylo navazeno do 500 ml @dén baiky.
Tato navazka byla rozpusia ve vod. Objem baky byl doplren po rysku a @kladng
promichan. pH bylo upraveno kyselinou fostoreu R. Vysledny roztok byl
prefiltrovan gres mikrofiltr 0,45um.

Priprava fosforénanového pufru o pH 7,5 (di&eského Iékopisu 2009):

6,8 g dihydrogenfosfotmanu draselného bylo navazeno do 250 ml @dén baiky.
Tato navézka byla rozpusia ve 232,5ml vody. pH bylo upraveno hydroxidem
draselnym R. Roztok byliedn vodou na 250 ml. Vysledny roztok bytefiltrovan
pies mikrofiltr 0,45um.

4.2.3 Kiprava mobilni faze

Pufr o potebném pH byl smichan s methanolem nebo acetonitriéysledny roztok

byl prefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um.
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4.2.4 Kiprava zkouSenych roztoki
ZkouSeny roztok Diaphage 850:
Tablety Diaphage 850 bylyu#lladné rozdrceny vience. 1120,0 mg této tabletoviny
(odpovida 1 tablét s obsahem 850 mg) bylo navazeno do 250 ml éoaén baiky.
Tabletovina byla rozpu&ta ve vod 15 min pomoci ultrazvuku. Po rozpést byl
objem baky doplren po rysku a @kladné promichan. 5 ml tohoto roztoku byléezino
do 100 ml odmarné baiky. Fripraveny roztok byl fefiltrovan ges mikrofiltr 0,45um

do vialky a nastknut na kolonu.

ZkousSené roztoky Metfirex 850 mg, Metfogamma 850arfgiofor 850 byly ppraveny
stejnym zfisobem jako zkouSeny roztok Diaphage 850 (viz. pogyse)

4.3 CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Byly zkoumény #zné druhy stacionarnich fazi & HSF5, DiamondBond-fg,
fenylova faze) aizna slozeni, posny a rychlosti piitoku mobilni faze (methanol,
acetonitril s fosforenanovymi pufry o @izném pH, i s fidavky iontoparovyckinidel

o koncentraci 0,01 mol/l). Chromatografické podnyitlyly vZdy testovany vzhledem
k metformin-hydrochloridu a zaroieszhledem k jehoiflbuzné latce 1-kyanguanidinu.
Nejdiive byla zkouSena g stacionarni faze. Jako mobilni faze byla pouZita#ss
fosfore&nanového pufru o pH 6,0 a methanolu (70:30, pakR®Ov/v) @i pratoku
1,0 ml/min ateplat 25,0 °C. Poté bylo zéméno sloZzeni mobilni fadze na $m
fosforegnanového pufru o pH 6,0 a acetonitrilu (80:20, vpritok zistal zachovén, ale
postup byla zvySovana teplota (z 25°C na 30 °C, 40 °G0°C). Ri téchto
podminkach bylo zkouSeno také pH 3,5 fosfoemoveho pufru. Poté bylo pH
fosfore&nanového pufru upraveno na 7,5 a byla testovarga $msforénanoveho pufru
a acetonitrilu (80:20, pak 95:5, v/v}igeplot 25 °C a piitoku 1,0 ml/min. Také byl
vyzkouSen fdavek iontoparovychiinidel (1-oktansulfonova kyselina a sodnal s
pentansulfonové kyseliny) ke gm fosfor&nanového pufru o pH 6,0 a acetonitrilu
(80:20, v/v) pi pratoku 1,0 ml/min a tepleét 25,0 °C. Ridavek sodné soli
pentansulfonové kyseliny byl testovan také u ésmfosfor&nanového pufru
a acetonitrilu (95:5 a 100:0, v/vfistejném pittoku a teplat.
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Jako druhd byla testovana fenylova stacionarni.fdako mobilni faze byla pouZita
smes fosforénanového pufru o pH 6,0 a methanolu (80:20, pak®O0u/v) @i pratoku
1,0 mi/min a teplat 25 °C. Ri pomeru 80:20 slozek mobilni faze byl zkouSen vliv
iontoparovychéinidel (1-oktansulfonova kyselina, sodnd pentansulfonové kyseliny).
Pridavek 1-oktansulfonové kyseliny byl také zkouSeriznych pomdra slozek (80:20,
95:5 a 90:10, v/v) susi fosforénanového pufru o pH 6,0 a acetonitriléi ptejném
pratoku a teplot.

Dale byla pouzita zirkoniova DiamondBond -gGstacionarni faze. Byla testovana
mobilni faze — sws ciSténé vody a methanolu (80:20, v/v}igratoku 1,0 ml/min

a teplo¥ 50 °C. Poté byla jako mobilni faze zkouSenasrosforénanového pufru
o pH 6,0 a methanolu (80:20, v/vyi pratoku 1,0 ml/min a teplotach 50 °C, 60 °C
a 70 °C. Za stejnych podminek byla také zkouSenss $asforénanoveho pufru o pH
6,0 a acetonitrilu. (80:20, v/v).

Jako posledni byla pouzita HSF5 stacionarni faako Jnobilni faze byla zkouSena
smes fosforénanového pufru o pH 6,0 a methanoluiznych pongrech slozek (70:30;
80:20; 99:1; 95:5; 97,5:2,5)fippratoku 1,0 ml/min a teplet 25,0 °C. B pomgru
97,5:2,5 slozek mobilni faze byla postémvySovana teplota (z 25 °C na 30 °C, 40 °C,
50 °C a 60 °C)  pratoku 1,0 ml/min a 0,8 ml/min.iPteplo& 60 °C byl také testovan

pratok 0,7 ml/min.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Chromatografické podminky byly hledany tak, abyobybzliSeni mezi metformin-
hydrochloridem a 1-kyanguanidinem a aby symetté pila do 1,5.
Pouziti Gg stacionarni faze nebylo vhodné, pik metformin-bgtioridu byl

nesymetricky a eluoval se blizko mrtvého rétehocasu (viz. Obrazek 2).
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Obrazek 2 Nastik roztoku standardu metformin-hydrochloridu
Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (70:30, v/v)
Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 ul
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Uprava porndru slozek a slozeni mobilni faze vedla k zlepSemietrie piku (viz.
Obrézek 3).
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Obrazek 3 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 7,5 a acetonitril (80:20, v/v)

B: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 7,5 a acetonitril (95:5, v/v)

Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 pl
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Zména pH na 3,5 a 7,5 vedla k mirnému zlepSeni syeptkiu. ZvySeni teploty vedlo
ke zkraceni retémiho ¢asu (viz. Obrdzek 4) nebo na retenc¢as nendlo vliv (viz.
Obrazek 5).
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Obrazek 4 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu
A: Teplota: 25 °C

B: Teplota: 30 °C

C: Teplota: 40 °C

D: Teplota: 50 °C

Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (80:20, v/v)
Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Nastik: 20 pl
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Obrazek 5 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu
A: Teplota: 30 °C

B: Teplota: 40 °C

C: Teplota: 50 °C

Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 3,5 a acetonitril (80:20, v/v)
Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Nastik: 20 pl
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Pridavek iontoparovychiinidel vedl k rozmyti piku metformin-hydrochlorid(viz.
Obrézek 6 a Obrazek 7)

uv

2000000
17500001
1500000

12500001

1000000
750000 c
5000001
] B
1 — ——
250000
b A
o]
2BO000F
00 10 20 30 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Obrazek 6 Nastik roztoku standardu metformin-hydrochloridu
A: bez iontoparovéhdinidla

B: s 1-oktansulfonovou kyselinou

C: se sodnou soli pentansulfonové kyseliny

Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (80:20, v/v)
Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 ul
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Obrazek 7 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (80:20, v/v) a sadil
pentansulfonové kyseliny

B: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (95:5, v/v) a sadil
pentansulfonové kyseliny

Kolona: Gg (5 um) 125 x 4,0 mm, Meck

Pratokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 ul
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Vyména fenylové stacionarni faze vedla sice k prodlouzesteniho ¢asu piku
metformin-hydrochloridu, ale zhorSila se jeho symeetZména sloZzeni a poénu slozek
mobilni faze spokné s piidavkem 1-oktansulfonové kyseliny prodlouZzila néte ¢as,

ale nezlepsila symetrii piku (viz. Obrazek 8 a @bka9).
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Obrazek 8 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Mobilni faze: fosforgnanovy pufr pH 6,0 a methanol (80:20, v/v)

B: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (90:10, v/v)

Kolona: Fenylova (um) 250 x 4,6 mm, Waters

Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 pl
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Obrazek 9 Naskik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (80:20, v/v)
a l-oktansulfonova kyselina

B: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (95:5, v/v)
a 1-oktansulfonova kyselina

C: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a acetonitril (90:10, v/v)
a l-oktansulfonova kyselina

Kolona: Fenylova (fum) 250 x 4,6 mm, Waters

Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 ul

45



PouZiti zirkoniové DiamondBond -;&vedlo k vyraznému prodlouzeni retefho ¢asu,
ale pik metformin-hydrochloridu nebyl symetrickywy&eni teploty vedlo ke zkraceni
retertniho ¢asu a ke zlepSeni symetrie piku (viz. Obrazek BbuZziti mobilni faze
o slozeni fosforgnanovy pufr a acetonitril vedlo ke zhorSeni syneefriku a zkraceni

reterénihogasu.
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Obrazek 11 Nastkik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Teplota: 50 °C

B: Teplota: 60 °C

C: Teplota: 70 °C

Kolona: DiamondBond — £g (5 um) 150 x 4,6 mm, ZirChrom

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (80:20, v/v)

Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Nastik: 20 ul
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Pouziti HFS5 stacionarni faze vedlo ke zlepSeni esiyen piku metformin-
hydrochloridu, ale p@&d se eluoval blizko mrtvého retaifho ¢casu. Zndna pongru
slozek mobilni faze (viz. Obrazek 12), zvySeni agpl(viz. Obrazek 13) a snizeni
praitoku mobilni faze (viz. Obrazek 14) vedlo k prodieni retetiniho ¢asu piku

a zlepSeni symetrie.
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Obrazek 12 Nastkik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (70:30, v/v)

B: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (95:5, v/v)

C: Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (99:1, v/v)

D: Mobilni faze: fosforenanovy pufr pH 6,0 a methanol (97,5:2,5; v/v)

Kolona: HSF5 (5um) 150 x 4,6 mm, Discovery

Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 25 °C

Nastik: 20 ul
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Obrazek 13 Nastkik roztoku standardu metformin-hydrochloridu
A: Teplota: 60 °C

B: Teplota: 50 °C

C: Teplota: 40 °C

D: Teplota: 30 °C

Kolona: HSF5 (5um) 150 x 4,6 mm, Discovery

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (97,5:2,5; v/v)
Pritokova rychlost: 0,8 ml/min

UV detekce fi: 230 nm

Nastik: 20 pl
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Obrazek 14 Nastkik roztoku standardu metformin-hydrochloridu a standardu
1-kyanguanidinu

A: Pritokova rychlost: 1,0 ml/min

B: Pritokova rychlost: 0,8 ml/min

C: Pnitokova rychlost: 0,7 ml/min

Kolona: HSF5 (5um) 150 x 4,6 mm, Discovery

Mobilni faze: fosforénanovy pufr pH 6,0 a methanol (97,5:2,5; v/v)

UV detekce fi: 230 nm

Teplota: 60 °C

Nastik: 20 pl

Jako nejlepsi se jevilo pouziti HSF5 stacionaraéf&Chromatografické podminky pro

hodnoceni metformin-hydrochloridu wleéych piipravcich kapalinovou chromatografii
jsou uvedeny v Tabulce 2 (str. 50).
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Tabulka 2 Pouzité chromatografické podminky pro stanoveni mébrmin-

hydrochloridu kapalinovou chromatografii

Kolona HSF5 (5um) 150 x 4,6 mm, Discovery

Slozeni mobilni faze | Fosfor&énanovy pufr a methanol (97,5:2,5; v/v)

pH mobilni faze Nastaveno na 6,0 pomoci koncentrovaného
hydroxidu sodného RS

Pratok 0,7 ml/min

Detekce UV pii 230 nm

Teplota na kolong 60,0°C
Nastiik vzorku 20 pl
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5.2 ANALYZA LE CIVYCH P RIPRAVK U S METFORMIN-
HYDROCHLORIDEM

Metformin-hydrochlorid byl hodnocen vdgych pripravcich Diaphage 850, Metfirex
850 mg, Metfogamma 850 mg a Siofor 850 za chromafmfych podminek
uvedenych v Tabulce 2 (str. 50).
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Obrazek 15 Nastik zkouSenych roztoki Diaphage 850, Metfirex 850 mg,
Metfogamma 850 mg a Siofor @5

A: ZkouSeny roztok Diaphage 850

B: ZkouSeny roztok Metfirex 850 mg

C: ZkouSeny roztok Metfogamma 850 mg

D: ZkouSeny roztok Siofor 850
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Obrazek 16 Nastik roztoku standardu 1-kyanguanidinu (A) a nastik

zkouSeného roztoku Metfogamma 850 mg (B)

1-kyanguanidin v l&vych pripravcich Diaphage 850, Metfirex 850 mg, Metfogamma
850 mg a Siofor 850 nebyl detekovan.
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6. ZAVER
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Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se foamnin-hydrochloridu
a vysokodinné kapalinové chromatografie.

Byla optimalizovana vhodna metoda hodnocenianaih-hydrochloridu.

Pro hodnoceni metformin-hydrochloridu byla ptaidiolona HSF5 (im) 150 x
4,6 mm, Discovery. Jako mobilni faze byl pouzittodz fosfor&nanového pufru
o pH 6,0 a methanolu (97,5:2,5; v/v)iaik mobilni faze byl 0,7 ml/min, teplota na

kolorg 60 °C. VInovéa délka UV detektoru byla nastaven23@nm.

Tato metoda byla aplikovana n&il& pripravky Diaphage 850, Metfirex 850 mg,
Metfogamma 850 mg a Siofor 850.

Metoda byla vyvinuta s ohledem nidjpiznou latku 1-kyanguanidin.

1-kyanguanidin v I@vych pfipravcich Diaphage 850, Metfirex 850 mg,
Metfogamma 850 mg a Siofor 850 nebyl detekovan.

Validace nalezené metodiky budegnttem dalSi prace.

Tato prace byla prezentovana na 39. konferenwité3a a analyza d&,
2.9. -4.9.2010 v Bratislav
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SOUHRN

Hodnoceni biologicky aktivnich latek kapalinovouatmatografii XII.
Diplomova préace
Kendziorova Nela

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové,
Katedra farmaceutické chemie a kontrolive

Byla optimalizovana metoda stanoveni metformin-bgdforidu vysokodinnou
kapalinovou chromatografii Wipravcich Diaphage 850, Metfirex 850 mg,
Metfogamma 850 mg a Siofor 850k Praci bylo pouzita HSF5 kolona. Jako mobilni
faze byl pouzit roztok fosfosmanového pufru a methanolu (97,5:2,5; v/v). pH bylo
nastaveno na 6,0 pomoci koncentrovaného hydroxadaého RS. Rtok mobilni faze
byl 0,7 ml/min. Teplota na kol@énbyla 60,0 °C. VIinova délka UV detektoru byla

nastavena na 230 nm.
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ABSTRACT

Determination of the Biologically Active Substaneesng Liquid Chromatography XiII.
Thesis
Kendziorova Nela

Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiadec Kralové,
Department of Pharmaceutical Chemistry and Drugt@bn

The method for determination of the metformin-hyihoride by high-performance
liquid chromatography in pharmaceutical preparaibmphage 850, Metfirex 850 mg,
Metfogamma 850 mg and Siofor 850 was optimalise&F5 column was used.
A mobile phase composed of phosphate butter antlamet (97,5:2,5; v/v) at a flow
rate 0,7 ml/min was used for the separation. pH aeyssted to 6,0 using concentrated
sodium hydroxide. The temperature was set at 8D, etection was carried out at
230 nm.
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