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ANOTACE

Tato bakaléska prace je tv@na d¥ma ¢astmi — teoretickou a experimentalni. Prvni
Cast je zamena na problematiku antidiabetik, jejich struktumopis, vyskyt a
stanoveni v iznych matricich. Druhd&ast se zabyva izotachoforetickym stanovenim
raiznych antidiabetik. Byl vybran optimalni elektralyy system s vedoucim
elektrolytem o pH 5 tvi@nym 0,01 M octanem draselnym a kyselinou octovapriaw

pH. Jako koncovy elektrolyt byla vyuzita 0,01 M klisa octova. Tento postup

stanoveni antidiabetik byl pouZzit pro stanoveniforetinu v I&€ivych piipravcich.

KLi COVA SLOVA

Antidiabetika, izotachoforéza, stanoveni, metfornbiuformin, phenformin

TITLE
Antidiabetic drugs

ANNOTATION

This bachelor thesis is consisted of two partseotbtical and experimental. The first
part is focused on antidiabetic drugs, their strest description, occurrence and
determination in various matrices. The second mpmheals with isotachophoretic
determination of various antidiabetic drugs. Animjal electrolyte system with 0.01 M
potassium acetate and acetic acid (pH 5.0) asrigaalectrolyte and 0.01 M acetic acid
as terminating electrolyte was selected. Validgbeacedure was used to determine

metformin in pharmaceutical products.
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UvoD

e

Diabetes mellitus¢esky uplavice cukrova neboli cukrovka, je jednimepilezitéjSich
a nefasgjSich zdravotnich probléim ktery se tyka lidi na celém & Nikdo neni
imunni va¢i této nemoci - ani muzi, ani Zeny aritid Aktualnost hledani dinnych Iéki
je zpisobena rychlym a velkym ngtem pdtu pacieni s cukrovkou a jejich

piredasnou smrti, protoze tato chorobaistava nerfnna, vyviji se kazdy den.

Diabetes je endokrinni onemaen charakterizované chronickym zvySenim hladiny
cukru v krvi (cukr je hlavnim zdrojem energie v angsmu) v dsledku absolutniho

nebo relativniho nedostatku pankreatického hormoznuiinu.

Historie diabetu z&na v davnych dobach. Tehdy lidé &énrozpoznat tuto nemoc, ale
neznali Zzadny zjsob, jak tuto nemoc ¢4, a kuili tomu byli pacienti odsouzeni k
piecasné smrti. Byly znamyfit hlavni giznaky: ¢asté vyldovani mdi, intenzivni
Zizer a nahla ztrata hmotnostifidmnost &chto @iznaki nazné&ovala, Ze fic¢inou
onemocgni by mohla byt porucha ledvin nebo gastrointestié traktu. V dob
antiky bylo zjiS€no, Ze m¢ diabetiki ma sladkou chiizpisobenou fitomnosti cukru.

Tehdy se tato choroba stala zndmou pod nazvem\dkero

V sowasnosti je diabetes mellitus nejrde$jSi metabolickou chorobou. V roce 2015
se paet registrovanych diabefikv Ceské republice pohyboval okolo 858 tisic, dnesni
odhady hov& o jednom milionu a vice. Z uvedenych 858 tisianoenych nglo
priblizn¢ 58 tisic diagn6zu diabetes mellitus 1. typu. Teecharakterizovan absolutnim
nedostatkem inzulinu Apobenym destrukcf-bunék pankreatu aclovek s timto
onemocgnim je celozivotd zavisly na podavani inzulinu. Zbylych 786 tisic
nemocnych rdo diabetes mellitus 2. typu, u kterého se projedw poruchy. Prvni je
snizend tvorba inzulinu a druhd je ztrata citlivtisini na inzulin. Mira&hto dvou

poruch u nemocného seie lisit piipad od pipadu’

Cukrovka je nevyl&telné onemocni, jedina |éba spgéiva ve zmirgni jejich

symptont.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Diabetes mellitus

Vyskyt onemociini diabetem vyraznpiekonal @éekavané parametry a v s@asnosti je
incidence diabetu charakterizovana Mezinarodnietiekou federaci jako epidemie. Na
obrdzku je znazoema mapa s#a, kde procento lidi trpicich diabetem se zvySuje
smirem od tmaw modré barvy fes oranZovou po tmayialovou (Obr. 1).

e

o Obrézek 1: Odhad ptu lidi s cukrovkou v roce 2017 v jednotlivych zemf

U diabetu 2. typu existuji seasré dw hlavni poruchy: inzulinova rezistence a
dysfunkce B-burgk. Inzulinova rezistence je snizeni citlivosti Bknzavislych na
inzulinu na fisobeni inzulinu, nasledované poruSenim metaboligiokozy. B-bunky
produkuji hormon inzulin jako odp&¥ na zvyseni koncentrace glukozy v krvi. Pokud
B-bunky nejsou schopny udrZzet dostaie vysokou urové sekrece inzulinu Kk
piekonani inzulinové rezistence, vyvine se hyperghike To je typické jak pro
pacienty s metabolickym syndromem, tak pro pacisntgrmalnidlesnou hmotnosti.

Cukrovka zpisobuje tizné dalSi poruchy. Akutni metabolické komplikaceujs
hypoglykemicky Sok a diabeticka ketoaciddza (vysbkaina ketolatek). Komplikace
projevujici se s pokgilym stadiem diabetu jsou makro- a mikroangiopdfiestizeni
velkych a malych cév), které mohou vést az k @riaeu infarktu a cerebrovaskularni
porucham. Row¥ se niize vyvinout retinopatie (nezétivé onemocgni ocni sitnice),
pop. diabeticka katarakta (Sedy zakal), ktera jéspbena akumulaci sorbitolu ¥ra

socce?
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1.2 Lécéba diabetu

Léceni diabetu 2. typu je zaloZeno naémnzivotniho stylu pacienta. Dieta a &eni u
pacienti jsou cennymi nastroji v boji proti vysokym hladmaukru v krvi, stejs jako
pii udrzovani fyzického a duSevniho zdravi. Pokudtgo znEné v Zivot zastane
hladina glukézy v krvi fliS vysoka, pedepisuji se peroralni antidiabetika. Jako
koneinétreSeni nize byt podavan inzulin.

Evropska asociace pro studium diabetu (EASD) a Agké@rdiabetologicka asociace
(ADA) doporiiuje, aby se vediSire pripadi v prvni fazi I€by diabetu 2. typu krom
zmeén Zivotniho stylu podavala antidiabetika na bazitforeinu. Pokud nebudou
dosazeny cile glykemické kontroly, mohou byt vehdrdazi &by piidany dalSi léky
(ptipravky sulfonylm@oviny, thiazolidindiord). V tieti fazi je mozn& kombinacéeth
peroralnich Iék. Kombinace inzulinové terapie s peroralnimi hyg&ghmickymi léky,
jako jsou biguanidy a thiazolidindiony, vedla Kkolika pozitivnim @&inkam v
nékterych studiich: minimalizaceripastku hmotnosti a sniZzeni dennichipbtinzulinu
pii zlepSovani metabolické kontroly (Tab.?1).

Tabulka 1: Klasifikace peroralnich antidiabetfk.

Skupina Uginné latky

1. Derivaty biguanid metformin, buformin

2. Léatky zvysujici sekreci inzulinu

tolbutamid, glibenclamid, gliclazid,

2.1 Derivéty sulfonylméoviny glipizid, glimepirid, gliguidon

2.2 Meglitinidy repaglinid, nateglinid

3. Inhibitory a-glukosidazy acarbdza, miglitol

4. Derivaty thiazolidindiony
= glitazony rosiglitazon, pioglitazon
= agonisté PPAR-

Jednou z nevyhod inzulinovycttipravki je nemoznost enteralniho uzivani. V tomto
ohledu se po dlouhou dobu pro¥adgokusy o nalezeni hypoglykemickych latek, které
jsou &inné @i peroralnim podani. V sdéasnosti jsou tyto léky Siroce pouZzivany u
diabetes mellitus 2. typu. Maji jiné mechanisndinku nez inzulin a jsou roztény do
n¢kolika tid.
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1.2.1 Biguanidy

Do skupiny biguanitl pati metformin a buformin, jejichZ struktury jsou uesy na
obrazku 2. Metformin (obsazeny \Eigych péipravcich s nazvy Glukofag, Gliformin,
Siofor) je v dnesSni dabjedina latka, kterd je zastupcem této skupiny daatdbietik.
Hypoglykemicky @inek metforminu neniisledkem zvySeni sekrece inzulipidoungk
pankreatu. Podrobny mechanismysku neni zcela jasny, ale je znamo, Ze metformin
shiZuje absorpci culirv stew a produkci glukozy, snizuje hladinu glukagonu vikr
zvysuje citlivost na inzulin, snizuje hladinu cheilerolu a triglyceriél v krevni plazn

a snizuje chtik jidlu a glesnou hmotnost. Klinicky je pouzivan v kombinadlistou s
vysokym obsahem bilkovin a s nizkym obsahem satihadsi obnoveni normalnich
menstrudnich cykii u dospivajicich zen a je faaen do Klinickych studii s HIV k
posouzeni jehodinnosti @i lécbé¢ metabolickych poruch spojenych se syndromem HIV

lipodystrofie.

Hlavnimi neZzadoucimidinky metforminu jsou nevolnost, zvracenifjem, plynatost,
bolest Zaludku. Kromh toho se mize také objevit laktatova acidoza. Jeji vyskyt je
dusledkem skuinosti, Ze metformin stimuluje anaerobni glykolymjimz kon€nym
produktem je kyselina mt@a. Symptomy laktatové acidézy jsou slabost, ospalo
bolesti sval, dychavénost a hypotermi&®?

NH  NH H,N NH NH\/\/CH3
N NH NH; Y T CI-H
| NH NH
CH,
metformin buformin

Obrazek 2: Strukturni vzorce biguatid

1.2.2 Derivéty sulfonylmocoviny
Derivaty sulfonylm@oviny jsou nejasgji pouzivana skupina syntetickych antidiabetik
(Obr. 3). Hlavni slozkou hypoglykemickéhgiriku je schopnostéthto latek zvySovat
sekreci inzulinu stimulagi-burgk pankreatu. Tentocinek I&iv je vysledkem blokady
adenosintrifofat-dependentnich draslikovych kandFbunék. Mimo to derivaty
sulfonylmaoviny obnovuiji citlivost3-bungk na glukdzu, zvysuji hustotu inzulinovych
receptott v tk&nich zavislych na inzulinu a zvySuji citlivagceptoi na inzulin a

zlepSuji transdukci postreceptorového signalu.
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Skupina |ék na bazi sulfonylméoviny je obec doke snaSena, ale nfadu dalSich
farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnostZa prvé, derivaty
sulfonylmaioviny zvysuji chti k jidlu. Za druhé, derivaty sulfonylmoviny se vazou
na plazmatické proteiny, proto mohou vstupovat dombkokinetické interakce s

nesteroidnimi protizatlivymi Iéky, negimymi antikoagulancii atd. Zasti, tyto 1éky

O\\S/NHW/NH\/\/CH?’
tolbutamid /©/\\O o)
H4C
i
ch@s_w
[N
gliklazid SR

Cl

glibenklamid @WNH
I I \/\©\ o O
HaC™ & J\
o
Hch\N
glipizid N%{'\‘H Q

o HN
A

1 N CHa
glimepirid NH—ﬁ@J

Obrazek 3: Strukturni vzorcekterych derivai sulfonylmaoviny.
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pronikaji do placentarni bariéry, coz jeha vzit v Uvahu ip predepisovani éhem
tehotenstvi. Zactvrté, derivaty sulfonylm@viny nemaji dostatmou selektivitu pro
draslikové kanalg-buntk a mohou proto blokovat draslikové kanaly kardiooyi a
angiomyocyti, coz miZe vést ke zvySeni umrtnosti na choroby kardioviadskiho
systému. Neni pravidlem, Ze hypoglykemiclk§ingk se zvySuje s@asré s natistem
davky €chto l&iv. Krom¢ toho @i dlouhodobém uZzivani vysokych davelcil@
dochazi k nefjjemnému snizeni citlivosti receptosulfonylmaoviny s a v dsledku

toho ke snizenidinnosti samotného &va %112

1.2.3 Meglitinidy

Meglitinidy jsou Upl& nova skupina latek, strukturn odliSnd od derivét
sulfonylmaioviny (Obr. 4). Vazou se na sulfonyldavinovy receptor a jejichdinek -
zvySeni sekrece inzulinu - &na rychleji a ma pozitivni vliv na postprandialni
hyperglykémii. Meglitinidy nejsou vhodné pro padierse zavaznym jaternim nebo
renalnim selhanim. Nejbre¢jSi vedlejSi dinky jsou hypoglykémie, nevolnost,pem,

bolesti hlavy, bolesti v kloubech nebo zadech &ial

H5C CH,4 (CH3
. NH (0]
repaglinid
N O H
O

nateglinid

Obrazek 4: Strukturni vzorcekterych meglitinid.

1.2.4 Inhibitory a-glukosidazy

Inhibitory a-glukosidazy jsou latky, které blokuj-glukosidazu ve s¢&w a zpomaluji
rozklad polysacharida oligosacharidl (Obr. 5). V disledku inhibice tohoto enzymu se
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shizuje postprandialniist glykémie (objevuje se po jidle), ale také seijejvtypické
vedlejsi @inky. Nejbszngjsi latkou z této skupiny & je akarbdza, pak miglitdf:
Hlavnim vedlejSim &inkem je meteorizmus (plynatost), zejmérfavysokém pijmu

sacharid. Inhibitory intestinalnin-glukosidazy se &r¢ pouzivaji v kombinéni terapii

s derivaty sulfonylm&oviny.?

OH
HO,,

HO

HO

akarbdza ightol
Obrazek 5: Strukturni vzorce&kterych inhibitofi a-glukosidazy.

1.2.5 Thiazolidindiony

Jedna se o zcela novou skupinuilé®br. 6). Thiazolidindiony (glitazony) maiji vlivan
expresi gef jak primo aktivnich v procesu aktivace recefitamzulinu, tak nefimo
ovliviujicich metabolismus glukézy v jatrech a kosterngsalech metabolismem
mastnych kyselin nebo hladingityych hormori (leptinu). Tiazolidindiony tedy sniZuji
inzulinovou rezistenci a hyperglykémii (jak po @dltak nalano). Thiazolidindiony
jsou kontraindikovany u paciaentse zavaznym srdeim selhanim a selhanim jater.

Mezi nejl&zrejSi vedlejsi dinky paki bolesti hlavy, zad, zvySendélésné hmotnosti a

anémie®
CHg
> .
O P \ /
\/\’Tj N
CHy
O O
N
0
S S
y i HN\\\/
Ho o
rosiglitazon pioglitazon

Obrazek 6: Strukturni vzorcekterych derivéi thiazolidindiori.
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1.3 Metody pro stanoveni peroralnich antidiabetik

Ve specialni literatte je nejldzngji pouzivanou sepatai metodou kapalinova

chromatografie, pak tenkovrstva chromatografiekonac kapilarni elektroforéza.

1.3.1 Stanoveni kapalinovou chromatografii

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou gyvite roz&enych
separanich metod. Vyznaije se vysokou dinnosti, dobrou opakovatelnosti a
spolehlivosti. Tato metoda je vhodna pro separacived nerozpustnych, mén
tekavych kapalin a pevnych latek rozpustnych v orgaych rozpou&tlech nebo
zredsnych kyselinach?

Derivaty sulfonylm@oviny (glibenklamid, gliklazid, glipizid, glimepid a tolbutamid)
byly separovany pomoci kolony Cadenza CD-C18. Rrion&ni spekter byl pouzit
fotometricky detektor s diodovym polem. Mobilni édlayla tvdena acetonitrilem (faze
A) a 0,01 M octanem amonnym upravenym na pH 4,@lkysu octovou (faze B). Na
zatatku pokusu se mobilni faze obsahovala 30 % sldkky 70 % slozky B. Po 5
minutach byl obsah slozky A line&azvySen na 50 % a byl 7 minut udrzovan. Zaznam
chromatografickych pikbyl provagn pfi 230 nm a 247 nm (Obr. 7). Standardni roztok
(A, B) obsahoval 10 pg/ml tolbutamidu, acetohexamichlorpropamidu, gliklazidu,
glibenklamidu a glimepiridu. Davkovano bylo 10 pktoku. Pro kazdy detekovany pik,
odpovidajici vZdy jedné sloZzce standardniho roztdkdo znefeno UV spectrum v
rozmezi od 210 do 360 nnByly stanoveny hodnoty meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) (Tab. 2). Sledovani chromaadigkych piki bylo provadno i

A 01 0.1

i B .
0.0+ v—’\ﬁ 2 | 3 q ‘
2 ST E s 2
| ‘g l‘ 3 3
7 3 \
0.1 LJL“"""" 00+ I j‘] ;“ 1 A J \
5.00 ] 10.00 15.00 5.00 10.00 15,00
min min
C @ 246.3 b79.2 p23.2 p23.2
230.4
| - 263.4 2634 3013
CHL ACE TOL GLC GLB GLM

Obrazek 7: HPLC chromatogramy roztoku stantgtil230 nm (A) a 247 nm (B)
a UV spektra detekovanych latek (€).
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230 nm pro chlorpropamid (CHL), tolbutamid (TOLJjképzid (GLC), glibenklamid

(GLB), glimepirid (GLM) a i 247 nm pro acetohexamid (ACE).

Tabulka 2: Hodnoty meze detekce (LOD) a meze sitelnwusti (LOQ)™

Derivat LOD [ng/10ul] LOQ [ng/10ul]
chlorpropamid 1,2 3,9
acetohexamid 1,1 3,7
tolbutamid 1,8 6,0
gliklazid 1,8 6,1
glibenklamid 0,8 2,5
glimepirid 0,9 2,9

Pomerné nedavno se ve spojeni s HPLC réi&inova metoda detekce, tzv. CAD
(Charged Aerosol Detection). Jedna se o univerzddniéktor pracujici na principu
detekce klad& nabitych ¢astic, které maji rozdilnou pohyblivost (hmotno&thmoci
tohoto a dalSich detekiotj. UV a ELSD (Evaporative Light Scattering Detagtbyly
stanoveny ¢tyii druhy antidiabetickych Iév, glipizid, gliklazid, glibenklamid a
glimepirid (Tab. 3). VSechny experimenty byly prdédy na kolog C18 s vodou a
acetonitrilem jako mobilni fazi, sestavajici z 35skZzky A (90 % voda + 0,1 %
kyselina mrave#i + 10 % acetonitril) a 65 % slozky B (90 % acetdni 10 % voda).
Davkovano bylo 10 ul roztoku. Bylo zj&to, Ze CAD vykazovala nejvysSi citlivost s
LOD priblizné 25, 16, 48 a 21 ng pro glipizid, gliklazid, glitamid a glimepirid.
Hodnoty LOD pro CAD byly podobné hodnotam UV deteskale byly mnohem lepsi
nez u ELSD. Ukazalo se, Zze CAD je nejcif8i druh detekce pro analyzu zréfych
antidiabetik. Diky svému vynikajicimu vykonu, snadmu pouZziti, porrné nizkym
nakladim a zejména jednotnym odezvdm ma CAD potencial toyiverzalnim
detektorem prvni volby pro stanoveni antidiabetitkj&iv a jevi se nagJné také pro
dal$i pouZiti ve farmaceutické analyZe.

Tabulka 3: Hodnoty meze detekce (LOD) pro UV, CABL:SD detektor?

Derivét UV [ng/10ul] CAD [ng/10pul] ELSD [ng/10ul]
glipizid 36 25 73
gliklazid 47 16 76
glibenklamid 45 48 76
glimepirid 27 21 77
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V dalsi praci byla pouzita metoda HPLC pro &msné stanoveni metforminu a
glipizidu, gliklazidu, glibenklamidu nebo glimepéu v plaznd (Tab. 4). Sotasné
stanoveni dchto analyli je dilezité pro rutinni monitorovani diabetickych padigen
ktefi uZivaji kombinované léky, a pro farmakokineticktudium kombinovanych
lékovych forem. Separace byla provedena za poahisilytické kolony C18 a UV
detektoru. Mobilni faze byla sloZzena z 2 mM dodsalfatu sodného, acetonitrilu
(37,5%) a 0,0125 M dihydrogenfosfénanu draselného (62,5 %). Pro metodu 1
(kombinace metforminu a glibenklamidu nebo glimehiy bylo pH upraveno na 7,3
pomoci NaOH a pro metodu 2 (kombinace metformiglimzidu nebo gliklazidu) bylo
pH upraveno na 5,3 pomoci HCI. Na zaklddV spektra analyit byla vinova délka

detektoru nastavena na 225 Him.

Tabulka 4: Hodnoty meze detekce (LOD) pro UV deiekt

Derivét LOD [ng/ml] LOQ[ng/ml]
metformin (methoda 1) 3,0 5,0
metformin (methoda 2) 9,9 16,5
glibenklamid 4,0 7,0
glimepirid 4,5 7,5
glipizid 4,5 7,5
gliklazid 13,5 22,5

V praci z roku 2014 byla provedena kinetick&d studegradace dvou peroralnich
antidiabetik, gliklazidu a glipizidu, s pouzitim vi® HPLC metody, ktera byla
validovana z hlediska selektivity, citlivosti, limgty a gesnosti. V sild kyseléem a
alkalickém progtedi byl gliklazid ténsi Uplné degradovan, zatimco glipizid vykazoval
mnohem vySSi stabilitu. Meze detekce gliklaziddigizjdu byly 3,9ug/ml a 4,5g/ml.

Tato studie ukazala, Ze¢heem rozkladu gliklazidu a glipizidu v sdnkyselém a
alkalickém prosedi byly mozné tzné cesty degradace. Pouze jeden z prddukt
degradace (vifpact glipizidu) byl identifikovan jako n&stota uvedena v 7. vydani
Evropského Iékopisu. Byly porovnavanyinky pH a teploty na stabilitu oboucig, z
analyz bylo zji&no, Ze glipizid je vice rezistentnii& velmi vysokému nebo velmi
nizkému pH a ma tedy vyssi stabilitu v ptedi s diferencovanym pH ve srovnani s

gliklazidem. Souasr rychlosti rozkladu obou &v byly nejmensi ji pH 8,3’
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Od roku 1999 pét inzulin do seznamu zakédzanych latek Mezinarodwoilgmpijského
vyboru a S¥tové antidopingové agentury. Vyjimku tfosportovci trpici inzulin-
dependentnim diabetem, v ostatnickippdech neni podavani inzulinu dovoleno.
Terapeutika, vyvinuta pro ¢éu diabetes mellitus nezavislého na inzuliniggbi jako
uvoliujici faktory endogerhprodukovaného inzulinu nebo zlep3Suji jeltonost. Tyto
sloweniny jsou pouzivany prodbu sportové a je poteba kontrolovat jejich hladiny
v télesnych tekutinach. Z tohotoudodu byl vyvinut robustni a citlivy test pro
identifikaci 12 peroralnich antidiabetickychcié nebo gislusnych hydroxylovanych
metabolifi v lidské mdi: metformin, tolbutamid, tolazamid, glibenklamidliklazid,
gliquidon, glimepirid, glipizid, glibornurid, glinly nateglinidu (derivat D-fenylalaninu)
a repaglinidu (derivat kyseliny benzooveé), rosagin a pioglitazon. Vzorky niobyly
enzymaticky hydrolyzovany. Cilové analyty byly eiovany pomoci extrakce
kapalina-kapalina a identifikovany kapalinovou c¢hedografii s tandemovou
hmotnostni detekci. lonizace andlybyla provedena pomoci elektrospreje. Meze
detekce fislusnych léiv se pohybovaly mezi 10 a 30 ng/ml. Vysledné dpe@
iontové gechody mohou byt vyuzity k identifikaci peroralniahtidiabetik nebo jejich
metabolifi v lidské m@i, protoze tatoifda slodenin mize byt zneuzita ve sportu v

dasledku jeho inzulin-uvébijiciho nebo inzulin-senzibilizujicihasimku.*®

1.3.2 Stanoveni tenkovrstvou chromatografii

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je dalSi separamnetoda, kde stacionarni fazi je
silikagel, oxid hlinity atd., mobilni fazi je s rozpousdtdel (cyklohexan, toluen,
chloroform, dichlormetan, aceton, ethanol, methanotia, amoniak, kyselina octova a
jejich snesi). Vzorek se aplikuje ve velmi malém mnozstyil) (na za&atek
chromatografické desky spolu se standardy. Po osutsnesenych vzoikse deska
umisti do vyvijeci komory s vhodnou &sh rozpoustdel (mobilni faze).
Chromatograficka deska se poté vyjme, vysuSi eedéap detekce latek obsazenych ve
vzorku pro stanoveni poloHy.

V TLC analyze bylo dosazeno dobré separace pomuési sn-butylacetatu s 0,4%
kyselinou mraveti jako mobilni fazi (Obr. 8), jako stacionarni farg pouzit silikagel
60. Pro detekci bylo pouZito ultrafialovéieai o vinové délce 254 nm. K detekci byla
pouZzita ¢tyfi raznd ¢inidla: Dragendorfiv roztok (DD), 10% methanolovy roztok
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kyseliny fosfomolybdenové (PM) a 30% methanolovytot kyseliny sirové (SA)
(Tab. 5)*

Tabulka 5: Hodnoty meze detekce (LODii @LC stanoveni swsi antidiabetik.
Mobilni faze: n-butylacetat s 0,4% kyselinou mra¥énDD — Dragendorffv
roztok, PM — 10% methanolovy roztok kyseliny fosfugibdenové, SA — 30%
methanolovy roztok kyseliny sirova.

Derivat UV [ng] DD [ng] PM [ng] SA [ng]
tolbutamid 2,0 - - -
chlorpromamid 0,5 - - -
glibenklamid 0,5 0,5 - 0,25
acetohexamid 0,01 - - -
gliklazid 0,5 2,0 0,25 -
glimepirid 0,25 1,0 - -
[ J [

12 3456M

Obrazek 8: TLC chromatogram TOL (1), ACE (2), CH),(GLC (4), GLB (5),
GLM (6) a snssi standardnich roztakM).**
V dalsi praci byla pomoci tenkovrstvé chromatograikoumana nova peroralni
antidiabetika pioglitazon, rosiglitazon a repaglinMobilni faze obsahovala 1,4-dioxan
s fosfatovym pufrem. Byl také zkouman vliv pH ngaeci |€iv. Pro kvantitativni
stanoveni pioglitazonu v tabletdch pomoci vyseékutié tenkovrstvé chromatografie
byla vyvinuta a validovana jednoducha, rychla abiia metoda. Analyza byla
provadna s 1,4-dioxan-fosfatovym pufrem o pH 4,4 jako imibfazi. Detekce a
kvantifikace byla provedena klasickou denzitomepiii vinové délce absotmiho
maxima pioglitazonu (266 nm). i€snost byla a%ena opakovanymi analyzami

standardnich roztdgka analyzou vzorkse standardnimifalavkem. Mez detekce (LOD)
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byla 0,06ug/10 ul pioglitazonu. Souhrn) tfi nové peroralni antidiabetika, pioglitazon,
rosiglitazon a repaglinid, byly separovany pomodiCTna obracenych fazich na
destékach s vazanym kyanopropylem. Rozdily v selektigitstént rozpoustdel byly
zkoumany na separaci blizcéiuznych slotenin, pioglitazonu a rosiglitazonu. Tyto
analyzy umoznily vybr vhodného chromatografického systému pro iderdika
kvantifikaci pioglitazonu, rosiglitazonu a repagtin.*

1.3.3 Stanoveni kapilarni elektroforézou

Kapilarni elektroforéza byla Siroce pouzivana v uém desetileti pro separaci a
stanoveni mnoha latek ve farmaceutické analyze.ékterych oblastech kapilarni
elektroforéza v saiasné dob vytésinuje kapalinovou chromatografii diky mnoha
vyhodnym vlastnostem, jako je extrénmysoka @innost, vysoké rozliSeni, rychla

analyza a mala speta vzorku &inidel.

Kombinace metformin hydrochloridu (M) s rosiglitazmaleatem (R) nabizi racionalni
terapeuticky fistup k I€b¢ diabetu 2. typu. Tato dvéinidla mohou byt pouzita v
kombinaci pro dosazeni aditivnéianosti snizujici hladinu glukozyiplécbe diabetu 2.
typu, aniz by byla stimulovana sekrece inzulinu ez thypoglykémie. Optimalni
separaceéthto analyt bylo dosazeno s pouzitimidmenné kapilary a acetatového
pufru pii pH 4,0. Detekni vinova délka UV detektoru byla nastavena na @3 Mez
detekce pro ablatky byla 0,5ug/ml a mez stanovitelnosti 1;@/ml.
T
20 mAu TOL
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GLl

ACE!
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Obrazek 9: Kapilarni elektroferogram &nétyt syntetickych antidiabetik:
acetohexamid (ACE), chlorpropamid (CHL), glibenkldrtGLI) a tolbutamid (TOLF*
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Dale mizeme uvést vysledky separace antidiabetik v TclajuvCtyii syntetick&
antidiabetika, acetohexamid, chlorpropamid, glidamid a tolbutamidkteré Ize nalézt
jako cizorodé latky v tradnich ¢inskych I€ivech, byly testovany s@asreé s pouzitim
vysokowinné kapilarni elektroforézy (HPCE) s UV detekdi OO nm (Obr. 9).
Elektrolytem byl 100 mM fosfat-boratovy pufr (NaPO/NaB4O7, pH 7,5). Meze
detekceityi syntetickych antidiabetik byly 0dg/ml pro ACE, 0,2ug/ml pro CHL, 0,4
ug/ml pro GLB a 0,21g/ml pro TOL*

Kapilarni elektroforéza je cennym nastrojem pro lana riznych analyi vcetrg
malych molekul. Ukazalo se, Zze micelarni elektrekitka kapilarni chromatografie
(MEKC) je zvlas¢ winnd pro analyzu farmaceutickych i lékovych ésinjak ve
standardni fory, tak v biologickych tekutinach. Micelarni elektmo&ticka
chromatografie ve spojeni s detektorem diodovéhie pi 190 az 350 nm a UV
detektorem pi 200 nm, byla vyuZzita jako analytickd metoda pepaaci a detekci
sulfonylmaiovinovych l&€iv  tolzamidu, acetohexamidu, chlorpropamidu,
glibenklamidu, glipizidu a tolbutamidu. Byl pouzitifr obsahujici 5 mM borat / 5 mM
fosfat / 75 mM cholat sodny. Tato metoda umozninavit peroralni antidiabetika

v mai po davce 5 mg lva, co? je koncentrace 300 aZ 500 ngfml.

SPE-CE (Solid-phase extraction-capillary electraphis) je technika,ipkteré mohou
byt velmi Zedné analyty selektivh extrahovany z matrice vzorku a koncentrovany
online pro analyzu. Tato studie popisuje prvni fagvoje metody vyuZivajici tuto
techniku pro gfimou analyzu hypoglykemickych l&kv masi. Uginna separace a
detekce Sesti standdrdsulfonylma@ovinového Iéiva (tolzamidu, acetohexamidu,
chlorpropamidu, glibenklamidu, glipizidu a tolbutmlm) bylo dosazeno ftp
koncentracich pod mezi detekc&ziwch kapilarnich elektroforetickych technik. Byl
pouzit pufr slozeny z 250 mM boritanu a 5 mM fosfét pH 8,4 a UV detekcefip
200 nm. Mez detekce byldiblizng 20 ng/mI*

SPE byla pouzita i pro stanoverti zakladnich a neutralnich antidiabetickyckiivé
(metformin, fenformin a glibenklamid) v lidské ptaZ Analyza kapilarni
elektroforézou byla provedena za pouZziti nevodngiiiou acetonitril / 5 mM octan
amonny / 5% kyselina octova, coZz umoznilo rychlepasaci metforminu a fenforminu
béhem 3 minut. Tyto dva analyty migrovaly dalekoeg teofylinem a kofeinem
(pridany jako modelové sl@eniny z kategorii I&v a potravin pro testovani selektivity

této metody pro stanoveni metforminu a fenformirkigré eluovaly jako igkryvajici
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se piky (8,9 az 9,2 min) (Obr. 10). Byla pouzita d&tekce i 240 nm. Meze detekce
byly 12 ng/ml pro metformin a 6 ng/ml pro fenformi@libenklamid je peroralni &&o
snizujici hladinu glukézy v krvi zifdy derivati sulfonylmaoviny, které se obvykle
kombinuje s hydrochloridem metforminu. Metoda SPE-£ UV detekci byla pouZzita
pro sodasnou analyzu metforminu, fenforminu a glyburididgké plaznd. P pouZiti
3% kyseliny octové v methanolu jako matrice vzobpktliglibenklamid zcela odden od
metforminu a fenforminu (Obr. 11). Tyto vysledkyazaly, jak snadné je pomoci CE
odcglit neutralni molekuly glyburidu od poziti¢nnabitych kationt metforminu a
fenforminu?
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Obrazek 10CE analyza eluatu methanolu s 3 % kyseliny octdsabujiciho
metformin (signal fi 1,75 min), fenformin (signalip2,70 min) a teofylin s kofeinem
(signél ¥ 8,9 aZ 9,2 min§.
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Obrazek 11CE analyza eluatu methanolu s 3 % kyseliny octdag@abujiciho
metforminu (signél 1,78 min) a fenforminu (signakip2,50 min) a glibenklamid
(signal (i 6,43 min)’
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1.4 Kapilarni elektroforéza

1.4.1 Historie kapilarni elektroforézy

Elektroforézu jako metodu separace iontovych afahgvrhl v 30. letech 20. stoleti
Svedsky biochemik Arne Tizelius, ktery umistil &msérovych protein do roztoku
pufru a @i aplikaci elektrického pole zjistil, Ze slozky vko migruji ve smiru a
rychlosti ugené jejich velikosti a elektrickym nabojem, coz olde védci oddlit
albumin oda-, B-, y-globulini. V roce 1948 ziskal&dec Nobelovu cenu za chemii za

sérii praci na elektroforéze.

Vyznamnymi omezenimi této jiz Siroce pouZzivané metdyly nizka dinnost a
nedostaténd selektivita separaceNasledné pouZziti antikonvémiho prostedi
(zelatinové, agar6zové a polyakrylamidové gelyjderobléméaste&né odstranilo.

Od roku 1980 se elektroforéza stala alternativaw@ninim vysokodinné kapalinové
chromatografie (HPLC), ipdevSim @i separaci ionogennich a polarnich skenin.
Hlavni vyhody kapilarni elektroforézy jsou zvySemitinnosti, malé mnozZstvi
davkovaného vzorku, jednodussSi postufpravy vzorku, jednoduchy a levny névrh

pistroje, moZnost online detekce a automatiZace.

1.4.2 Charakteristika kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je zaloZzena na separaciesidkomplexni sw@si v kiemenné
kapil&e pisobenim elektrického pole (Obr. 12). MikroobjemIgpavaného roztoku se
zavede do kapilary, ktera je nagha vhodnym elektrolytem. Vlivem vysokého ®Hp
vloZeného na kapilaru se slozky&nzanou pohybovat kapilarouiznymi rychlostmi

v zavislosti pedevsSim na naboji a hndofpresrji elektroforetické mobili), a tudiz
dosahuji detedni zény v fiznych ¢asech. Vysledny zaznam analyzy se nazyva
elektroforeogram. Kvalitativni charakteristikou jeteréni parametr (doba migrace),

plocha piku je Grtné& koncentraci latk§”
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Obrazek 12: Zakladni instrumenta@E 2°

1.4.3 Elektroforeticka mobilita

s

Nejdilezit¢jSi vlastnosti penosu hmoty &em elektroforézy je elektroforeticka
mobilita ¢astic - tj. rychlost pohybu vztazena na jednothy sliektrického pole. Doba
migrace nabitych latek (resp. celkovéa rychigsstic) v kapilarni elektroforéze jedena
dvéma parametry: vnihi elektroforetickou rychlosticastic (e, a rychlosti

elektroosmotického tokwy):

V = Vep + Veor
Elektroforetickd rychlost, ktera je stinem elektroforetické mobility i) a sily

elektrického pole (E), je nezbytna pro separacigéidsych latek:

Vep = ,UexE
Elektroforetickd mobilita iize byt vypdtena podle nize uvedeného vzorce, kde

naboj iontuy je viskozita roztokur, je polon®r ionu:

__ 4
6nnr

He

Z rovnice vyplyva, Zze malé ionty s velkym nabojeradbu mit elektroforetickou
mobilitu tSi, nez ty s malym nabojem. Elektroforeticka mitdoizavisi také na tepkat
S rostouci teplotou klesa viskozita elektrolytuwysuje se elektroforeticka mobilita.

Z davodu, Ze elektroforetickd mobilita je spojena shigsti, ma mensi molekula s

vétSim ndbojem vySSi rychlost neé#ts$i molekula s menSim nabojem. Na detektoru se

jako prvni projevuje odpad’ malé molekuly.*>***"
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1.4.4 Elektroosmoticky tok

Pri provadni separace v kapilarach je obzwaédtilezity elektroosmoticky tok (EOF)
spojeny s pohybem difuziasti dvojvrstvy, ktera tvd relativre nabity povrch vnini
sttny kapilary. Povrchovy naboj je zpravidlacen gitomnosti negatiwh nabitych
silanolovych skupin SIOH na povrchu nemodifikovamykiemennych kapilar (Obr.
13). Kuili zachovani elektroneutrality se kationty z elekttu kumuluji v blizkosti
negativié nabitych skupin za tvorby dvojvrstvy, kter& mékolik ¢asti. Na vnini
straré kapilary je stacionarni vrstva pouzéchto negativl nabitych silanolovych
skupin, které jsou kompenzovany stacionarni vrstepagného naboje, vznikajici z
kationt1 - Sternovou vrstvou. Na Sternovu vrstvu navazugbypliva difazni vrstva
tvoiena ionty vazanymi elektrostatickymi silami, ktekémpenzuji zbytek naboje
vnitini Sternovy vrstvy. ProtoZe tyto ionty jsou solwatné, jejich pohyb Zisobuje, Ze

cely roztok proudi v kapité ke katod.

®
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Sternova vrstva

Obrézek 13: Rozdleni naboj v kapil&de 2>

Elektroforetickd mobilita elektroosmotického tokud) a rychlost elektroosmotického

toku (Veo) Se utuji jako:

Heof = ———
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Kdee¢ je dielektricka konstantd,je zeta potencial & je intenzita elektrickeho pole.

VSechny slozky, které maji byt stanoveny, se byatwhybovat ve siru detektoru jako
dusledek EOF. Ale rychlost pohybu idgnse stejnym sirem elektroforetickych a
elektroosmotickych pohyb se zvysSi a sopaym sneérem poklesne. V ippad
nemodifikované kemenné kapilary existuje v difuzédsti elektrické dvojvrstvy dity
piebytek koncentrace katiantv jehoz dsledku dochazi k elektroosmotickému toku
snerem ke katod. V dusledku toho se kationty budou pohybovat rychlejpuadou
detekovany ped elektroosmotickym tokem, anionty jsou pomalajudou detekovany
po elektroosmotickém toku, neutralni molekuly sehylmji s elektroosmotickym

tokem.

Unikatni vlastnosti elektroosmotického toku je pip@rofil pritoku v kapil&e. Takovy

profil je vyhodny, protoZe se snizi rozmyvani zéparovanych latek.

Pro analyzu je nutné mit moznost regulovat velikostnotického toku, protoZefip
vysokych tocich niize vzorek projit detektorem bez reélhi. Naopak, pokud je
rychlost velmi nizk4, separace je zhkyie zpoZzdna, Stka zony se zvySuje vidledku
disperze a anionty nemusi migrovat do detektarbee. Nejjednodussi #apob, jak
ovlivnit rychlost, je zndnit silu elektrického pole volbou odliSného pH, tave sily
nebo gidanim povrcho¥ aktivnich latek, které pokryvaji vimiti povrch kapilary a

méni rychlost a swér proudsni ?+2>2728

1.4.5 Migraéni ¢as

Migracni ¢as () je doba patbna k tomu, aby slozka proskinnou délkou kapilary ze

zény zavedeni vzorku (zatek kapilary) do deteki zony:

lef les

v - (.ue +Meof) XE

Kde t, je migr&ni cas, les je efektivni délka kapilaryy je celkova rychlostE je

tm

intenzita elektrického poleye je elektroforetickd mobilita aeor je elektroforeticka

mobilita elektroosmotického toku.
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Doba migrace e byt snizena zmenSenim efektivni délky kapildepan pouzitim
silngjSiho elektrického pole. Intenzita elektrickéhog@@ omezena Joulovym teplem a

zmenseni efektivni délky kapilary zapsmwvlivni (¢innost separacg:®

1.4.6 Jouleovo teplo

Proud protékajici vodem je pohyb elektrického ndboje pod vlivem elek&lwo pole.
TakzZe elektrické pole konagjakou praci. Tato prace jeémovana vytagni vodie.
Jinakie¢eno, elektricka energiegchazi do jiné podoby — na teplo:
L

Q=1I°Rt= w Xt
Kde Q je Jouleovo tepld, je elektricky proudR je odporit je ¢as aU je naygti.
Jouleovo teplo zjsobuje roz§ovani piki, zménu nebo destrukci nestalé rozpungt
latky a, gedevsim v fpact kapilar naplgnych gelem, nehomogenity fyzikalnich

vlastnosti sepataiho systému.

Ucinné chlazeni kapilary je tteZité pro snizeni dinka Jouleova tepla. Kapilarni
chlazeni nmize byt zvySeno pouzitim kapilary z tepelodivych materidl a pouzitim

kapilary s tenSi ghou. Kiemen a sklo jsou povazovany za nejvhgéinmaterialy, které
poskytuji maximalni tepelnou vodivost spolu s vyguok elektrickym odporem.
Chlazeni kapilary rize byt také podgeno relativnim z#tSenim obvodu kapilary k

plose piirezu®*3!

1.4.7 Uéinnost a selektivita

Metoda kapilarni elektroforézy se vyzuige vysokou dinnosti:

(Aue + :ueof) X E X lef
2XD
Kde N je paiet teoretickych pateb) je difazni koeficient|¢ je efektivni délka kapilary,

N =

E je intenzita elektrického polee je elektroforeticka mobilita aeoje elektroforeticka

mobilita elektroosmotického toku.

Teoreticka hodnotdN presahuje hodnotucinnosti ziskanou v praxi, protoZe rovnice
zohlediuje pouze podélnou difazi. SloZzky vzorku s nizkyiitiznimi koeficienty tvei
uzsi piky. Existuje mnozstvi faktorkteré niize vést ke snizentimnosti, nap. zvyseni
objemu davkovaného vzorku (dano délkou vzorku vilagg) nebo tvorba teplotniho

gradientu (v dsledku teplotniho rozdilu vefstlu a na vnihi sén¢ kapilary). Vysledny
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gradient viskozity vede ke skuteosti, Ze latka na &t¢ se pohybuje pomaleji nez ve
stredu, coz zfisobuje roz&eni piki a sniZzeni &innosti separace. (Rné varianty
kapilarni elektroforézy poskytujiaznou selektivitu separace vasledku tiznych

mechanisni:

_
M2
Kde o je selektivita separacg; je elektroforetickd mobilita rychlejSiho iontwa je

(04

elektroforetickd mobilita pomalejsiho iontu.

Zvyseni selektivity separacetwe byt dosazeno zZmou pH pracovniho elektrolytu
nebo pouzitim aditiv (povrch@vaktivnich latek). Tyto faktory ovliwji rychlost

EOF 24,27,29,32

1.5 Varianty kapilarni elektroforézy

Metoda kapilarni elektroforézy je zaloZena na smpanabitych sloZzek komplexni
metody CE paf: kapilarni zonova elektroforéza (CZE), micelaeiéektrokineticka
chromatografie (MEKC), kapilarni gelova elektrofoa& CGE), kapilarni izoelektricka
fokusace (CIEF), kapilarni izotachoforéza (CITPgzWnda kapilarni elektroforéza
(NACE).

1.5.1 Kapilarni zonova elektroforéza

Pri kapilarni zénové elektroforéze secené latky dli v kapil&e obsahujici pouze
roztok elektrolytu bez jakéhokoliv protiproudého digé V této metod je separace
zpusobena migraciaznych slozek vzorkuiznymi rychlostmi ve forra oddclenych
padi. Rychlost pohybu kazdého pasu zavisi na elektetiftké pohyblivosti¢astic
roztoku a elektroosmotickém toku v kapdd Pro zlepSeni separace latek
adsorbovanych narddmenném povrchu Ize pouzit kapilary s modifikovargoarchem.
Pt pouZziti tohoto typu kapilarni elektroforézy je im@ analyzovat jak malé, tak velké
molekuly. Metoda je Siroce pouZzivan#é ptanoveni peptitl proteini, aminokyselin,

lécivych piipravki, anorganickych ioita mnoha dal$ich latéR2"2°%2

1.5.2 Micelarni elektrokinetickd chromatografie

V micelarni elektrokinetické chromatografii (MEKQ@ochazi k separaci v roztoku

elektrolytu, ktery obsahuje povrchoaktivni latku v koncentraci vySSi nez je kriticka
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micelarni koncentrace. Rozp&$é molekuly jsou rozleny mezi vodnym roztokem
pufru a fazi tvéenou micelami v souladu s jejich distrémim koeficientem. Tuto
metodu lze tedy povaZovat za hybrid elektroforézhematografie. Mze byt pouZzita
k déleni jak nabitych tak neutralnichastic @i zachovani &innosti, rychlosti a
vybaveni, které je vlastni kapilarni elektroforézednim z povrchavaktivnich¢inidel
Siroce pouzivanych v MEKC je aniontovy tenzid dodsalfat sodny. Také se pouZivaji
dalSi povrchow aktivni latky. Rikladem kationtovych tenzig pouzivanych v MEKC,

jsou cetyltrimethylamoniové soli.

Separani mechanismus je nasledujici: V neutralnim nelaliekém prostedi vznika
silny elektroosmoticky tok, ktery pohybuje iontyfpu smérem ke katod. Pokud se
jako povrcho¥ aktivni latka pouzije dodecylsulfat sodny, dochkzélektroforetické
migraci aniontovych micel v opaém sngru, tj. snérem k anod. Vysledkem je snizeni
celkové migré&ni rychlosti micel ve srovnani sigokem roztoku elektrolytu. Vifpack
neutralnich latek, které maji byt separovany, bogslost migrace analytu zaviset
pouze na velikosti jejich distridnich koeficieni mezi micelou a vodnym roztokem

pufru 25,27,29,32

1.5.3 Kapilarni gelové elektroforéza

Pii kapilarni gelové elektroforéze (CGE) probiha sepa uvnit kapilary naplgné
gelem, ktery psobi jako molekularni sito. ProtoZze mensi molelangdiji pronikaji
do struktury gelu a migruji rychleji nez velké mialéy, dochazi k separaci molekul s
podobnymi hodnotami pognu naboj k hmotnosti v souladu s jejich velikosietodou
kapilarni gelové elektroforézy tak mohou byt sepany 1zné biologické
makromolekuly (nafiklad proteiny a fragmenty DNA), které majasto podobné

hodnoty néboje a hmotno$fi*?

1.5.4 Kapilarni izoelektricka fokusace

Pri kapilarni izoelektrické fokusaci (CIEF) migrujiatekuly pod viivem elektrického
pole v systtmu s gradientem pH. Amfolyty migrujizavislosti na jejich celkovém
naboji snérem ke katod nebo ano#& dokud nedosahnou hodnoty pH odpovidajici
jejich izoelektrickému bodu (pl). V tomto bédlojde k jejich zastaveni, protozZe jejich
celkovy néboj je vtomto b&dnulovy a tudiz nerize dochazet k dalSi migragchto
latek v elektrickém poli. Metoda je Siroce pouzigamii stanoveni peptitl a

aminokyselirf."?
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1.5.5 Kapilarni izotachoforéza

Pri kapilarni izotachoforéze (CITP) jsou slozky vzoréleny vlivem rozdilu v jejich
elektroforetickych mobilitdch. V této met&idna rozdil od jinych metod, jednotlivé
frakce migruji v ustdleném stavu stejnou rychloZtiny jednotlivych ioni migruji
tésné za sebou jako sendvmezi vedoucim a koncovym elektrolytem. Mobilitunid
Ize ovlivnit pouzitym protiiontemProtoZze mobilita slabych iolntzavisi na stupni

disociace, miZze byt nénéna znénou pH vedouciho elektrolytu.

Vedouci elektrolyt by rl byt vybran takovym zfisobem, aby mobilita vedouciho iontu
byla vySSi nez mobilita ostatnich slozek. Naopakyplivost koncoveho iontu by ¢ta
byt mensi neZz mobilita sloZzek vzorku. Izotachofaréxize byt pouzita pro stanoveni
kationti nebo aniont, coz je vhodné ip analyze organickych kyselin a zéasad,
aminokyselin, peptitl nukleotidi, biopolymet, syntetickych polymér, anorganickych

soli atd®®

1.6 Instrumentace

Schema zZazeni pro kapilarni elektroforézu je na nasledajici

Termoste

Detekto

Kapilare

Zdroj vysokého naii

Néadoba s pufre

Obrézek 14: Schemaitzeni pro kapilarni elektroforéZg.
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1.6.1 Zdroj vysokého napsti
Kvalitni zdroj je schopen generovat gtpod 5 do 30 kV a proud od 0 do 308. Pro
dobry vysledek nesmi odchylkaakrazit 0,1 %2’

1.6.2 Detektor

Ackoliv pro kapilarni elektroforézu je mozné pouziizmé druhy detekce, ¢etrg
fluorescekini, elektrochemické a konduktometrické (Tab. 6§tSwa paimyslow

vyrakenych gistroja je vybavena fotometrickymi detektory.

Tabulka 6: Metody detekce v kapilarni elektrofor&ze

Detekce Definované Mez detekce | Specifiénost
slouw¢eniny [mol/l]

Fotometricky: aromaticke nejrozstere)si,

piima detekce sloweniny, 107 — 10° detekce latek, které
proteiny, nukleoveé neabsorbuji v UV oblast
kyseliny

Fotometricky: ionty kovi, aminy, detekce latek, které

nepima detekce organické a 10° — 10 neabsorbuji v UV oblast
anorganické
anionty, cukry

Fluorescetni: derivaty je nutné pipravit

piiméa detekce aminokyselin, 10° - 10* | fluoreskuijici derivaty
peptidy, proteiny

Fluorescetni: alkoholy, aminy, pouziti pro omezeny

negima detekce cukry, anorganické| 10°—10° | poset latek
anionty, kationty

Laserovy derivaty jen zidka, velmi drahé

fluorescekini aminokyselin, 105 - 10’
fragmenty DNA

Amperometricky biogenni aminy, vhodné pro kapilary
fenolické 108 -10° | s vnitnim pimérem do
sloweniny 2 mikroni

Konduktometricky ionty kotr, aminy, tézko menit kapilaru
karboxylové 107 - 10°
kyseliny

Potenciometricky ionty alkalickych obtiznost ziskavani
kovi a kovi 108 iontowé selektivnich
alkalickych zemin mikroelektrod

Hmotnostr proteiny, peptidy, 10 s | velké mozZnosti, ale

S : PRV 10— -10 Lz
spektrometricky monitorovani léiv vysoké naklady
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1.6.3 Déavkovani

Vzorek mize byt zaveden do kapilary elektroforetickym, ealekinetickym nebo
vytlacovacim z@isobem. Objem injektovaného vzorku regahuje 2 nl, relativni
smerodatna odchylka je 3 az 4 %¢liem elektroforetického vskovani vzorku se na
konce kapilary aplikuje vysoké n&p po stanovenou dobu, zatimco vstupni konec
kapilary se poni do roztoku vzorku. lonty vzorku se&gmesou do kapilary pomoci
jejich elektroforetické pohyblivosti. Vifpact elektrokinetické injekce vstupuji slozky
vzorku do kapilary v dsledku kombinace elektroendosmotického tlaku a
elektroforetické pohyblivosti. Davkovani w@avanim vzorku se dosadhne du
vytvoienim nadrarného vijSiho tlaku inertniho plynu aplikovaného na nadolsieu
vzorkem nebo vytvienim vakua na vystupu kapilary neboénou hladiny vzorku

vzhledem k hladié elektrolytu na vystupu kapilary (tzv. gravitd zavedeni vzorkuy,

37



2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikale

Dale je uveden seznam pouzitych chemikalii (Tab. 7)

Tabulka 7: Seznam pouzitych chemikalii.

Chemikalie Cistota Vyrobce

Kyselina octova 99% p.a. Lach:Ner

Octan draselny p.a. Sigma-Aldrich
Metformin hydrochlorid p.a. Glentham Life Sciences
Buformin hydrochlorid p.a. Sigma-Aldrich
Phenformin hydrochlorid p.a. Sigma-Aldrich

2.2 Pristroje a zaizeni

Electroforetic Analyser EA 102 (Villa Labeco, SgiddNovéa Ves, Slovensko)
Analytické vahy ABT 120-4M (Kern, Balingen,éhhecko)

Laboratorni pH-metr HI-4221 (Hannagikecko)

Ultrazvukova laze K-2 (Kraintek Podhajska, Slovensko)

2.2.1 Elektroforeticky analyzator EA 102

Pristroj je vhodny pro izotachoforézu katiGna aniont. Jedna se o dvoukolonovy
izotachoforeticky analyzator. Pouzita bylegseparéni kolona o vnitnim piméru 0,8

mm a délce 160 mm a analyticka kolona oiwiih piaiméru 0,3 mm a délce 160 mm,
ob¢ z teflonu. Vzorek je vnaSen davkovacim kohouteabjemu 30 pl. Zaznamenavan

byl signal vodivostnich detektinr

2.3 Elektrolytové systémy

Vedouci elektrolyt: 0,01 M CH;COOK + CH3;COOH

Bylo navazeno 0,4907 g octanu draselného, obsalpibykeden do 500 ml odimé
baiky a dopl@n destilovanou vodou po rysku. K tomuto roztokuabgilidavana 1 M
CH3COOH tak, aby bylo dosazeno pH 6,0. Obdobnynmisapem byly fipraveny
vedouci elektrolyty otizném pH (4; 4,5; 5; 5,5).
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Koncovy elektrolyt: 0,01 M CH3;COOH
Ze zasobniho roztoku 1 M kyseliny octové byl odfopén 1 ml do 100 ml odénné

baiky, ktera byla nasled¢ndoplnina destilovanou vodou po rysku.

2.4 Priprava roztoki

2.4.1 Priprava standardnich roztoki pro volbu elektrolytového systému

Bylo navazeno 67,5 mg metforminu, 75,9 mg buform&d23,0 mg phenforminu,
navazena mnozstvi bylairqyedena do jedné 100 ml o&mé baiky, ktera byla

doplréna destilovanou vodou po rysku. Roztok bsggpouzitim 10xizdin.

2.4.2 Priprava kalibra énich roztoki

Do 100 ml b#ky byl pripraven zasobni roztok navazenim 20,8 mg metforn2@,6
mg buforminu a 20,7 mg phenforminu a daplim destilovanou vodou po rysku.
Z tohoto zasobniho roztoku byly daléigraveny kalibrani roztoky o koncentracich
metforminu 3,24 mg/l, 6,49 mg/l, 16,22 mg/l, 32,44/, 81,1 mg/l a 162,2 mgl/l,
buforminu 3,34 mg/l, 6,69 mg/l, 16,72 mg/l, 33,44/m 83,6 mg/l a 167,2 mg/l a
phenforminu 3,52 mg/l, 7,03 mg/l, 17,58 mg/l, 35/06/l, 87,89 mg/l a 175,8 mgll
odpipetovanim 1, 2, 5, 10 a 25 ml do 50 midkan

2.4.3 Priprava roztoka vzorki

Z&sobni roztok pouzity pro standardniidavek byl pipraven navdZzenim 30 mg
metforminu do 100 ml biky a doplnim destilovanou vodou po rysku. Tableta Siofor
500 byla rozdrcena, nasypana do 100 mikgaa doplna destilovanou vodou po
rysku. Poté byly ppraveny roztoky doiech 50 ml bagk odpipetovanim 0 ml, 2,5 ml a
5 ml ze zasobniho roztoku standardnititdgvku, ke kterym bylo idano 0,5 ml

roztoku realného vzorku. By pak byly doplgny destilovanou vodou po rysku.

Obdobnym zfisobem byly gipraveny roztoky vzonk Siofor 850, Siofor 1000,
Stadamet 850, Glucophege XR 500 mg.

2.5 Redalné vzorky

Pro tuto praci byly k analyze vybrangktera antidiabetika, obsahujicéianou latku
metformin v fiznych koncentracich. V nasledujicim seznamu jsqus&®/ pouzité
vzorky, jejich vyrobce a slozZeni.
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Siofor 500: potahované tablety (Berlin-Chemie Ag, Berlirgniecko)
Slozeni (obsahové latky v 1 talet500 mg metformin hydrochloridu, hypromelosa,

povidon, magnesium stearat, makrogol 6000, oxashitiity.

Siofor 850: potahované tablety (Berlin-Chemie Ag, Berlirgnecko)
Slozeni (obsahové latky v 1 taldet850 mg metformin hydrochloridu, hypromelosa,
povidon, magnesium stearat, makrogol 6000, oxaahitiity.

Siofor 1000:potahované tablety (Berlin-Chemie Ag, Berlirgnhecko)
Slozeni (obsahové latky v 1 taldpt1000 mg metformin hydrochloridu, hypromelosa,
povidon K 25, magnesium stearat, makrogol 6000] Gtaniity.

Stadamet 850:potahované tablety (STADA Arzneimittel AG, Bad M, Nmecko)
Slozeni (obsahové latky v 1 taldet850 mg metformin hydrochloridu, hypromelosa,

makrogol 6000, magnesium stearat, povidon 25, titadicity.

Glucophege XR 500 mgtablety s prodlouzenym uvgvanim (Merck Serono, Lyon,
Francie)

Slozeni (obsahové latky v 1 taklet 500 mg metformin hydrochloridu (390 mg
metforminu), magnesium stearat, sodaldkarmelosy, hypromelosa 2208, hypromelosa

2910, mikrokrystalicka celulosa.

2.6 Zpracovani experimentalnich dat

Data ziskand pomoci ITP analyzatoru byla vyhodnegeomoci programu ITPPro,
ktery je dodavan vyrobcem spolu iégtrojem. Nasledh byla data zpracovana na
pocitati pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel 204 3textového editoru

Microsoft Word 2013. Zpracovavana byla dataedseparéni i analytické kolony.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Volba elektrolytového systému

K analyze smsného standardu metforminu, buforminu a phenformioyli vyuzit
kationtovy mod s elektrolytovym systémem sloZenywedouciho elektrolytu 0,01 M
octanu draselného s kyselinou octovou pro Upravunpthodnotu 6,0 a z koncového
elektrolytu tvdeného 0,01 M kyselinou octovou, tzn. Ze vedoucimteim byl K a
koncovym H. Tento elektrolytovy systém se jevil jako vhodpgoto byl dale zkouman
pouze vliv pH vedouciho elektrolytu nautpgh analyzy. Takto byly vyzkouSeny
vedouci elektrolyty o pH 4, 4,5, 5, 5,5 a 6¢&iehi bylo vzdy provedendikrat pro
kazdou hodnotu pH. V grafu 1 je uvedena zavislotnzity signalu na pH vedouciho
elektrolytu a v grafu 2 nasleéinzavislost délek zon jednotlivych andlyha pH
vedouciho elektrolytu. Bylo vybrano pH 5,0 (Obr. @pravo), @i kteréem jsou zény
analyti oste ohraniené, délka zo6n je dostateé, odstup koncového elektrolytu od
posledniho analytu (phenforminu) je vySSi nezZipat pH 4,5. V gipac potreby
nizSi meze kvantifikace je vyhogsi pouzit pH 4,5 (Obr. 15 vlevo), jelikoZigomto
pH je separace dostété a délky zon analytjsou nejvyssi. pH 4,0 je nevhodné,
pohyblivosti analyi jsou filis vysoké. V pipad pH 5,5 a 6,0 jsou zony od8éné, ale
jejich prechod neni dostatee ostry jako v pipac pH 5,0 a 4,5. Ziskané hodnoty, které
slouzily ke zvoleni vhodného pH vedouciho elektiwlysou uvedeny v tabulce 15
v priloze.
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Graf 1: Zavislosti intenzity signalu koncového dtekytu (horni Kivka), phenforminu,
buforminu a metforminu (dolnitkrka) na pH vedouciho elektrolytu.
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Graf 2: Vliv pH vedouciho elektrolytu na délku zgolyenforminu (hornikvka),
buforminu a metforminu (dolnirkrka).
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Obrazek 15: Izotachoforeogramy standardnich rdztoklevo vedouci elektrolyt
pH 4,5, vpravo pH 5,0.

3.2 Kalibra ¢ni zavislost

Byla vytvaoiena zavislost velikosti signalu naiznych koncentracich sisného
kalibractniho roztoku, ktery obsahoval metformin, buforminphenformin. Srésné
kalibratni roztoky byly pipraveny tak, jak je popséano v kapitole 2.4.2 aybyl
analyzovany v elektrolytovém systému s vedoucinktedgytem o pH 5,0. Dale byla
ze ziskanych hodnot sestavena kalibfezavislost, ktera je uvedena v grafu 3, jehoz
soutasti jsou i rovnice regrese a hodnoty spolehlivastijednotlivé analyty. Na#iené

hodnoty pouzité k sestaveni kalitiméch Kivek jsou uvedeny v tabulce 16 ¥ilpze.
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Graf 3: Kalibr&ni zavislosti pro metformin (horniikka), buformin
a phenformin (dolniikvka).

3.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

LOD a LOQ byly uteny zrovnic kalibréni kiivky. LOQ odpovida koncentraci
poskytujici zonu o délce 1 s (pro vyt byla nastavena hodnota Useku rovna 0) a LOD

byl vypccten jako tetina LOQ.

Mez detekce Mez stanovitelnosti
Metformin — 0,3 mg/I Metformin — 0,9 mg/I
Buformin — 0,33 mg/l Buformin — 1,0 mg/l
Phenformin — 0,47 mg/l Phenformin — 1,4 mg/l

3.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je vyjéha jako relativni sgmodatna odchylka (RSD) délek
z6n @t po sokk nasledujicich r¥eni. Pro analyzu bylo do odmé 100 ml baky
navazeno 5,5 mg metforminu, 5,3 mg buforminu andglphenforminu, tato &a byla
doplntna vodou po rysku. Z naffenych hodnot byla wyslena RSD v programu
Microsoft Excel. RSD byla ziskana jako podilé&odatné odchylky a gméru délky
zény, vynasobené 100, aby byla ziskana hodnotaoweptech. Opakovatelnost pro

jednotlivé analyty je uvedena v tabulce 8.
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Tabulka 8: Opakovatelnost metody pro metforminpbmin a phenformin.

metformin buformin phenformin

(s) (s) (s)

1 17 13,7

2 16,45 20,55 13,85

3 16,5 17,75 14,15

4 17,95 18,9 15,2

5 17,2 17,6 14,5
primeér (s) 17,0 18,7 14,3
sm. odchylka (s) 0,6 1,4 0,6
RSD (%) 3,6 7,3 4,2

3.5 Vytéznost

Vytéznost byla peéitana z kalibrani kiivky, jako pongr nantifené a skuiné
koncentrace standardnich roziok koncentraci okolo 80 mg/li@sné koncentrace pro
jednotlivé analyty ¥etrg hodnot vyEznosti jsou udany v tabulce 9. Ve vSeéfpadech
byla vytZnost rovna fiblizné 100 %.

Tabulka 9: Vy&Znost metody pro metformin, buformin a phenformin.

skuteéna konc. (mg/l) naméfena konc. (mg/l) vytéznost (%)
metformin 81,1 81,2+0,1 100,1 £0,2
buformin 83,6 80,9+0,6 96,8 +£0,7
phenformin 87,89 91,3+0,7 103,8+0,8

3.6 Analyza realnych vzorki

Realné vzorky byly analyzovany pomoci optimalizcétam postupu. Pro &eni byla
vybrana antidiabetika obsahujici metformin jakandou latku. Buformin a phenformin

jsou VCR zakéazany ki riziku laktatové acidozy.

Obsah metforminu ve vzorcich byl stanoven metodalibkni kiivky a metodou
standardnich fidavki (grafy 5 az 9). Experimentairziskané hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 17 v filoze. Vysledky jsou uvedeny v grafu 4 a v tabulkkdt0 az 14
metodou standardnihotigavku ze zén v iedseparéni kolors. V témet vSech

piipadech byly nagteny nizsi obsahy, nez bylo deklarovano vyrobcem.
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Graf 4: Nandtené obsahy metforminu a obsahy deklarované vyrohcitivych
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Graf 5: Stanoveni obsahu metforminu metodou staimilao Fidavku
v pripravku Siofor 500.
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Graf 6: Stanoveni obsahu metforminu metodou staimdao Fidavku
v pripravku Siofor 850.
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Graf 7: Stanoveni obsahu metforminu metodou staimdao Fidavku
v pripravku Siofor 1000.
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Graf 8: Stanoveni obsahu metforminu metodou staimdao Fidavku
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Graf 9: Stanoveni obsahu metforminu metodou staimdao Fidavku
v piipravku Glucophage XR 500 mg.

47



ZAVER

Cilem této prace bylo shrnout zakladni znalostntidéabetikach, zagiit se na metody
jejich stanoveni a pokusit se pomoci izotachofoamlyzovat vybrana antidiabetika.

V teoretickécasti prace byly popsany obecné informace tykapcamtidiabetik, jejich
vlastnosti, struktury a moznosti stanoveniuanych matricich. V literaiie jsou

popsany stanoveni antidiabetik nejen metodou kayil&lektroforézy, ale také
metodami HPLC a TLC.

V experimentélni ¢asti byla Ukolem této prace optimalizace izotacteifokého
stanoveni metforminu, buforminu a phenforminu aledi® stanoveni koncentrace
metforminu v I€ivych pfipravcich. Z experimedit bylo zjiS€no, Ze nejvhod¥jsi
elektrolytovy systém k separaci byl tem vedoucim elektrolytem o slozeni 0,01 M
octan draselny s kyselinou octovou k ugraid na 5 a koncovym elektrolytem 0,01 M

kyselinou octovou.

Oweteni spravnosti metody bylo zjio pomoci stanoveni metforminu, buforminu a
phenforminu metodou kalib¢ai kiivky. VytéZnost metody byla okolo 100 %. Déle
byly urceny: LOD (metformin 0,3 mg/l; buformin 0,33 mg/lphenformin 0,47 mg/l),
LOQ (metformin 0,9 mg/l, buformin 1 mg/l a phenfonmi,4 mg/l), RSD (metformin
3,6 %, buformin 7,3 % a phenformin 4,2 %). Protbaérmin a phenformin jsou ¢R
zakazany kili riziku laktatové acidézy, byl v redlnych vzorbistanovovan pouze
metformin. Pro analyzu byla pouZita metoda kalihfekiivky a metoda standardniho
piidavku. Byl zjiSten obsah metforminu v tabletachof@& 500, Siofor 850, Siofor
1000, Stadamet 850, Glucophege XR 500 mg. Nejviegragbcem shodné vysledky
byly ziskany metodou standardnihdidavku utené z délek zon vipdseparéni
koloneé. Celkow byly nangéreny obsahy metforminu s wnosti od 83 do 108 %.
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PRILOHY

Vysledky analyzy reélnych vzoik

Tabulka 10: Vysledky stanoveni obsahu metformimiipravku Siofor 500.

zpulsob vypoctu

zjisténa koncentrace

konc. udavana vyrobcem

vytéZznost

kalibra¢ni kfivka
st. pfidavek horni kolona

st. pridavek dolni kolona

380,5 + 4,0 mg/tab
394,6 + 5,4 mg/tab

422,8 + 5,6 mg/tab

390 mg/tab

97,6 +1,0%
101,2+1,4%

108,4+1,4 %

Tabulka 11: Vysledky stanoveni obsahu metformimiipravku Siofor 850.

zpusob vypoctu zjisténa koncentrace konc. udavana vyrobcem vytéZnost

kalibra¢ni kfivka 582,5 + 2,2 mg/tab 87,9+0,3%
st. pfidavek horni kolona 640,1 + 6,0 mg/tab 662.9 mg/tab 96,6 +0,9%
st. pridavek dolni kolona 579,1 + 5,4 mg/tab 87,4£0,8%

Tabulka 12: Vysledky stanoveni obsahu metformimiipravku Siofor 1000.

zpusob vypoctu zjisténa koncentrace konc. udavana vyrobcem vytéZnost

kalibra¢ni kfivka 704,5 + 0,5 mg/tab 90,3+0,1%
st. pfidavek horni kolona 760,8 + 2,7 mg/tab 780 mg/tab 97,5+0,4%
st. pridavek dolni kolona 685,2 + 2,4 mg/tab 87,8+0,3%

Tabulka 13: Vysledky stanoveni obsahu metformimiipravku Stadamet 850.

zpusob vypoctu zjisténa koncentrace konc. udavana vyrobcem vytéZnost

kalibra¢ni krivka 609,6 + 3,8 mg/tab 92,0+0,6 %
st. pfidavek horni kolona 639,5 + 3,1 mg/tab 662,9 mg/tab 96,5+0,5%
st. pridavek dolni kolona 640,4 + 3,1 mg/tab 96,6 £0,5%

Tabulka 14: Vysledky stanoveni obsahu metformimpiipravku Glucophage XR 500 mg.

zpulsob vypoctu zjiSténa koncentrace konc. udavana vyrobcem vytéZnost

kalibraéni krivka 326,0 + 1,0 mg/tab 83,6£0,3%
st. pfidavek horni kolona 356,1+2,7 mg/tab 390 mg/tab 91,3+0,7%
st. pridavek dolni kolona 341,1 + 2,6 mg/tab 87,5+0,7%
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Volba vedouciho elektrolytu. Vliv pH vedouciho dleltytu na signal detektoru
délku zony

Tabulka 15: pH vedouciho elektrolytu.

metformin
pH | rozdil signald X-LE (mV) | pramér | sm. odchylka délka zony (s) primér | sm. odchylka
6 | 2780 | 2769 2747 2765 17 72,1 72,8 71,6 72,2 0,6
5,5 | 2390 | 2368 2343 2367 24 69,4 68,94 68,6 69,0 0,4
5 1925 | 1915 1900 1913 13 69,9 70,1 70,8 70,3 0,5
4,5 | 1386 | 1364 1351 1367 18 86,3 82,95 85,25 84,8 1,7
4 925 924 912 920 7 147,06 | 146,84 | 143,11 145,7 2,2
buformin
pH | rozdil signald X-LE (mV) | pramér | sm. odchylka délka zony (s) primér | sm. odchylka
6 | 3412 | 3419 3497 3443 47 68,8 68,8 69,9 69,2 0,6
55 | 2955 | 2923 2940 2939 16 70 73,35 72,85 72,1 1,8
5 | 2349 | 2353 2335 2346 9 72,05 70,4 70,2 70,9 1,0
4,5 | 1597 | 1604 1602 1601 4 92,8 92,7 93,3 92,9 0,3
4 926 922 916 921 5 195,24 | 183,25 | 190,23 189,6 6,0
phenformin
pH | rozdil signald X-LE (mV) | pramér | sm. odchylka délka zony (s) primér | sm. odchylka
6 3945 | 3957 3995 3966 26 93,1 91,7 92,8 92,5 0,7
5,5 | 3295 | 3297 3279 3290 10 92,75 91,1 90,05 91,3 1,4
5 2656 | 2651 2647 2651 5 92,75 93,05 92,45 92,8 0,3
4,5 | 1861 | 1864 1865 1863 2 125,75 | 123,85 123,1 124,2 1,4
4 - - - - - - - - - -
koncovy elektrolyt (TE)
pH | rozdil signald X-LE (mV) | pramér | sm. odchylka
6 | 8271 | 8224 8136 8210 69
55 | 7122 | 6958 7040 116
5 4797 | 4784 4791 9
4,5 | 2542 | 2538 2542 2541 2
4 873 860 867 9
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Kalibragni kiivka

Tabulka 16: Kalibrani zavislost.

metformin
koncentrace (mg/l) délka zony (s) pramér sm. odchylka RSD (%)
3,24 8,00 7,95 7,85 7,93 0,08 0,96
6,49 12,45 12,25 12,25 12,32 0,12 0,94
16,22 22,80 23,15 22,85 22,93 0,19 0,83
32,44 36,60 36,50 35,85 36,32 0,41 1,12
81,10 88,20 88,40 88,30 0,14 0,16
162,20 171,55 | 171,95 171,75 0,28 0,16
buformin
koncentrace (mg/l) délka zény (s) pramér sm. odchylka RSD (%)
3,34 10,50 9,80 9,50 9,93 0,51 5,17
6,69 13,10 12,95 12,85 12,97 0,13 0,97
16,72 22,25 22,50 22,10 22,28 0,20 0,91
33,44 34,65 34,40 33,80 34,28 0,44 1,27
83,60 81,95 81,15 81,55 0,57 0,69
167,20 165,64 | 162,94 164,29 1,91 1,16
phenformin
koncentrace (mg/l) délka zény (s) pramér sm. odchylka RSD (%)
3,52 7,75 7,60 7,45 7,60 0,15 1,97
7,03 11,55 11,15 11,15 11,28 0,23 2,05
17,58 17,80 18,10 17,75 17,88 0,19 1,06
35,16 27,20 27,20 26,60 27,00 0,35 1,28
87,89 66,95 66,30 66,63 0,46 0,69
175,80 122,01 122,72 122,37 0,50 0,41
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Analyza realnych vzork

Tabulka 17: Analyza reélnych vzdrk

siofor 500
konc délka zény dolni ramar sm. RSD délka zény horni . sm. RSD
(mg/1) kolona (s) P odch. (%) kolona (s) P odch. (%)
wbez 0 44.35 43.70 44.03 0.46 1.04 6.80 6.80 6.80 0.00 0.00
pridavku
1. st. prid 11.7 57.15 56.05 56.60 0.78 1.37 8.75 8.55 8.65 0.14 1.63
2. st. pfid. 234 68.60 67.35 67.98 0.88 1.30 11.10 10.55 10.83 0.39 3.59
siofor 850
konc délka zény dolni ramar sm. RSD délka zény horni . sm. RSD
(mg/l) kolona (s) P odch. | (%) kolona (s) P odch. | (%)
wbez 0 64.60 64.95 64.78 0.25 0.38 9.95 10.75 10.35 0.57 5.47
pridavku
1. st. prid 11.7 78.00 79.00 78.50 0.71 0.90 12.10 12.55 12.33 0.32 2.58
2. st. pfid. 234 91.65 90.45 91.05 0.85 0.93 14.30 14.00 14.15 0.21 1.50
siofor 1000
konc délka zény dolni ramar sm. RSD délka zény horni . sm. RSD
(mg/1) kolona (s) P odch. | (%) kolona (s) P odch. | (%)
wbez 0 76.90 77.70 77.30 0.57 0.73 12.00 12.15 12.08 0.11 0.88
pridavku
1. st. pfid 11.7 91.15 90.70 90.93 0.32 0.35 14.05 13.50 13.78 0.39 2.82
2. st. pfid. 234 103.95 103.55 103.75 0.28 0.27 15.85 15.70 15.78 0.11 0.67
stadamet 850
konc délka zény ramer sm. RSD délka zény rmér sm. RSD
(mg/1) dolnikolona (s) | P odch. | (%) horni kolona (s) | © odch. | (%)
ez 0 67.85 | 6725 | 67.55 | 042 | 063 | 10.70 1055 | 1063 | 011 | 1.00
pridavku
1. st. pfid 11.7 81.85 81.30 81.58 0.39 0.48 12.70 12.85 12.78 0.11 0.83
2. st. prid. 23.4 92.30 92.55 92.43 0.18 0.19 14.70 14.40 14.55 0.21 1.46
glucophage XR 500
konc délka zény ramer sm. RSD délka zény rimér sm. RSD
(mg/1) dolnikolona (s) | P odch. | (%) horni kolona (s) | © odch. | (%)
ez 0 3850 | 3835 | 3843 | 011 | 028 | 5.5 580 | 573 | 011 | 185
pridavku
1. st. pfid 11.7 51.30 51.85 51.58 0.39 0.75 7.80 7.95 7.88 0.11 1.35
2. st. prid. 23.4 64.90 64.65 64.78 0.18 0.27 9.75 9.35 9.55 0.28 2.96
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