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Temat ¢wiczenia: Walidacja metody oznaczania paracetamolu, kofeiny
I witaminy C metoda RP-HPLC.
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Paracetamol Kofeina Witamina C
Nazwa chemiczna: N-(4- Nazwa chemiczna: 1,3,7-trimetylo- Nazwa chemiczna: (R)-3,4-
hydroksyfenylo)acetamid 1H-puryno-2,6(3H,7H)-dion dihydroksy-5-((S)-1,2-

dihydroksyetylo)furan-2(5H)-on

Opracowano warunki oznaczania paracetamolu, kofeiny i kwasu askorbinowego
w  zlozonych  preparatach  farmaceutycznych o  dzialaniu  przeciwbolowym
1 przeciwgoraczkowym z wykorzystaniem metody RP-HPLC.

W odréznieniu od lekdw przeciwbolowych z grupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, paracetamol wykazuje bardzo stabe dziatanie przeciwzapalne i nie zaburza
procesu krzepnigcia krwi. Dobrze wchtania si¢ z przewodu pokarmowego, osiggajac po 30-60
minutach maksymalne stezenie we krwi. Efekt przeciwbolowy utrzymuje si¢ przez 3-5
godzin. Dziata przez blokowanie enzymu cyklooksygenazy 2 (COX-2) w mozgu i rdzeniu
kregowym, hamujac synteze prostaglandyn. W terapii wykorzystuje si¢ kombinacje
paracetamolu z kodeing, kofeing, kwasem acetylosalicylowym, ibuprofenem, difenhydraminag,
dekstrometorfanem, fenylefryng, tramadolem czy witaming C.

Stosowanie potaczenia kofeiny z paracetamolem w terapii przeciwbdlowej wzmaga
dziatanie paracetamolu i dziala pobudzajaco na osrodkowy uktad nerwowy. Witamina C
(kwas askorbinowy) obecna w wielu preparatach ztozonych paracetamolu, niezbedna w wielu
przemianach metabolicznych  (uczestniczy w procesach utleniania i redukcji, jest
antyoksydantem, bierze m. in. udziat w biosyntezie kolagenu, kwasu foliowego, hormondéw
kory nadnerczy, ulatwia przyswajanie Zzelaza), uzupelnia zwickszone zapotrzebowanie

na kwas askorbinowy, wystepujace w czasie przezigbienia lub grypy.
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Walidacja metody jest systematyczng oceng postepowania analitycznego, majacg na celu
wykazanie, Ze jest ono naukowo prawidlowe w warunkach, w ktérych ma by¢ zastosowane.
Walidacja metody wymaga sprawdzenia nastgpujacych parametrow analitycznych:
liniowos$ci, granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ), precyzji, precyzji

posredniej, doktadnosci i odpornosci metody (robustness).

1. Aparatura

o Chromatograf cieczowy LaChrom Elite z detektorem DAD, wyposazony w pompe ttokowa,
degazer, autosampler, komputerowy system rejestracji i przetwarzania danych.

e Kolumna ACE C18 100A (Aberdeen, Scotland) - o $rednicy ziaren 5 um, dtugosci 250 mm

i Srednicy wewnegtrznej 4,6 mm wyposazona w prekolumne.

2. Warunki rozdziatu i detekcji:

e faza ruchoma: metanol-woda (40 : 60 v/v)

e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 mL/min

e temperatura kolumny — 25°C

e cisnienie na wlocie kolumny do 225 bar

o detekcja spektrofotometryczna przy dtugosci fali 230 nm

e objetos¢ probki dozowanej na kolumne 10 pl
3. Walidacja metody.
Liniowos$¢

Okresla zdolno$¢ uzyskiwania wartosci mierzonych, ktére sa wprost proporcjonalne
do stezenia analitu w probkach. Do badania wykorzystuje si¢ przynajmniej 5 roztworéow
o roéznych stezeniach obejmujacych zakres od 80-120% lub od 50-150% dla substancji
gtowne] w odniesieniu do oczekiwanych wynikow analizy. Odpowiedz detektora jako funkcja

stezenia wzorcow powinna by¢ liniowa.

1. Przy pomocy programu Statistica wyznaczy¢ rownanie prostej zalezno$ci wielkosci pol

powierzchni pikow substancji badanej od jej stezenia.
Rownanie prostej: y=ax+b

a — wspotczynnik kierunkowy prostej

b - wyraz wolny
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2. Oszacowal istotno$¢ wspotczynnika kierunkowego prostej i wyrazu wolnego

na podstawie wartosci p.

Weryfikacja zalozen modelu liniowego:

3. Normalnos¢ rozktadu reszt — test Shapiro-Wilka.
Ho — rozktad sktadnika losowego jest rozkladem normalnym.
Obliczy¢ warto$¢ statystyki W.
Gdy:
W > W+, , brak podstaw do odrzucenia hipotezy o normalnos$ci rozktadu reszt,
W <W*,, odrzucamy hipotez¢ o normalnosci rozktadu reszt.

Gdzie: W*, o, - wartos¢ krytyczna dla n prob na poziomie istotnosci a=0.05.

4. Autokorelacja sktadnika losowego — test Durbina-Watsona.
Ho — nie wystepuje autokorelacja sktadnika losowego.
Obliczy¢ warto$¢ statystyki DW.
Gdy DW < 2 nalezy zweryfikowac¢ istnienie dodatniej autokorelacji:
a. DW <d_ odrzucamy hipotez¢ o braku autokorelacji i przyjmujemy, ze w modelu jest
dodatnia autokorelacja,
b. d.<DW <dy brak konkluzji, test nie rozstrzyga,

c. DW > dy brak podstaw do odrzucenia hipotezy o braku autokorelacji.

Gdy DW > 2 nalezy zweryfikowa¢ wystepowanie autokorelacji ujemne;:

a. DW >4-d_ odrzucamy hipotez¢ o braku autokorelacji i przyjmujemy, ze w modelu
wystepuje ujemna autokorelacja,

b. 4-dy < DW < 4-d_ brak konkluzji, test nie rozstrzyga,

c. DW <4-dy brak podstaw do odrzucenia hipotezy o braku autokorelacji.

Jezeli DW =2 brak autokorelacji.

Gdzie: d, dy— dolna i gérna wartosci krytyczne testu.

5. Jednorodno$¢ modelu (heteroskedastycznosc) — test Bartleta.
Ho — wariancja rozktadu reszt modelu jest stala.
p > 0.05 brak podstaw do odrzucenia hipotezy o jednorodnosci wariancji,

p < 0.05 odrzucamy hipoteze o jednorodno$ci wariancji.
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Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Za granice wykrywalnosci (limit of detection) LOD przyjmuje si¢ takie stezenie (ilo$¢)
analitu, ktory daje warto$¢ sygnatu analitycznego ok. 2-3 razy wigksza od poziomu szumow.

Mozna ja wyznaczy¢ ze wzoru:
LOD=33Sy/a

Za granice¢ oznaczalnosci (limit of quantitation) LOQ przyjmuje si¢ takie minimalne
stezenie (ilo$¢) analitu, ktore daje sygnal, umozliwiajacy uzyskanie precyzyjnych
1 doktadnych wynikéw. Akceptowany jest sygnat ok. 10 razy wiekszy od poziomu szumow.

Mozna ja wyznaczy¢ ze wzoru:

LOQ=10S,/a

a — wspotczynnik kierunkowy prostej

Sy — standardowy btad estymacji

Precyzja i precyzja posrednia

Precyzja wyraza stopien zgodno$ci pomigdzy poszczegdlnymi wynikami analiz,
powtarzanymi wielokrotnie np. dla n=6 na jednym poziomie stezen lub dla n=3 na trzech
poziomach stgzen. Do poréwnania precyzji wykorzystuje si¢ warto$¢ wzglednego odchylenia
standardowego (RSD).

Precyzja posrednia — wyraza precyzje wynikow otrzymanych w réznych dniach

i wykonanych przez innego analityka.

Na podstawie wynikow uzyskanych dla precyzji i precyzji posredniej otrzymanych

dla 3 poziomow stezen obliczy¢ wartosci %0RSD.
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Dokladnos¢

Doktadnos¢ sprawdza stopien zgodnosci uzyskanych wynikéw z wartos$cig rzeczywista.
Doktadnos$¢ mozna przedstawi¢ jako stopien % odzysku analitu dodanego do znanej ilosci

probki lub jako réznicg pomigdzy $rednig i akceptowang wartoscig prawdziwa.

Z uzyskanych na chromatogramach pol powierzchni i stgzenia wzorcoOw paracetamolu,

kofeiny i witaminy C obliczy¢ procent odzysku:
R = X 100%

R — procent odzysku
X- 0znaczone st¢zenie analitu

Y — rzeczywiste st¢zenie analitu

Zakres metody

Obejmuje obszar pomiedzy gornym i1 dolnym przedziatem stezen w ktorym wykazano,

Ze oznaczenia mozna prowadzi¢ z akceptowang precyzja, doktadnoscig i liniowoscia.

Obliczone wyniki walidacji metody oraz Kkryteria akceptacji umiescié
w sprawozdaniu. Wyciagna¢ wnioski czy metoda spelnia kryteria akceptacji i nadaje

si¢ do analizy ilosciowej badanych lekow w preparatach farmaceutycznych.
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