Analiza Instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UICM

Cwiczenie: Walidacja metody oznaczania losartanu, torasemidu,
spironolaktonu i valsartanu metoda RP-HPLC
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kwas

Opracowano warunki rozdzialu 1 przeprowadzono walidacje substancji czynnych
o dzialaniu hipotensyjnym z réznych grup farmakologicznych w wykorzystaniem metody
HPLC-DAD.

Walidacja metody jest systematyczng oceng postgpowania analitycznego, majaca na celu
wykazanie, ze jest ono naukowo prawidlowe w warunkach, w ktorych ma by¢ zastosowane.
Walidacja metody wymaga sprawdzenia nastgpujacych parametrow analitycznych:
liniowos$ci, granicy wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci (LOQ), precyzji, precyzji

posredniej, doktadno$ci, odpornosci metody (robustness).
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1. Aparatura

Chromatograf cieczowy LaChrom Elite wyposazony w pompe¢ tlokowa, degazer, autosampler,
kolumng ACE C18 100A, Advanced Chromatography Technologies (Aberdeen, Scotland)
— 0 $rednicy ziaren 5 pum, dlugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej 4,6 mm wyposazong w

prekolumng, detektor DAD, komputerowy system rejestracji i przetwarzania danych.

2. Warunki rozdzialu i detekcji:

e faza ruchoma: bufor fosforanowy pH= 3,0 - acetonitryl - metanol (30 : 20 : 50 v/v/v)
e szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

e temperatura kolumny — 25°C

e cisnienie na wlocie kolumny - 125 bar

e objetos¢ probki dozowanej na kolumne 20 pl

e detekcja spektrofotometryczna przy 230 nm
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Rys 1. Przykladowy chromatogram rozdzialu badanych zwigzkow uzyskany

w zastosowanych warunkach chromatograficznych.

Liniowos§¢

Okresla zdolnos$¢ uzyskiwania wartosci mierzonych, ktore sg wprost proporcjonalne
do stezenia analitu w probkach. W celu zbadania liniowosci sporzadzono 5 roztwordw
wzorcowych o réznych stezeniach i przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng w podanych

powyzej warunkach.
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Rownanie prostej
y=ax+b
a — wspolczynnik kierunkowy prostej

b - wyraz wolny
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Istotnos$¢ wyrazu wolnego

Blad standardowy wyrazu wolnego b obliczy¢ z wzoru:
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Roéwnanie oceniajace istotnos¢ wyrazu wolnego ma postac

t—b
=3

Jezeli t <t,s (0= 0,05 i f=n - 2) to wyraz wolny jest nieistotny statystycznie.

o - poziom istotno$ci

f— liczba stopni swobody
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Tabela . Warto$¢ wspolczynnika t w zaleznosci od liczby stopni swobody

Stopnie swobody Poziom istotnosci

f a=0,05
12,706
4,403
3,182
2,776
2,571
2,447
2,365
2,306
2,262
2,218
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Na podstawie uzyskanych wynikow oraz podanych wzoréow obliczy¢
wspolczynniki kierunkowe prostych, wyrazy wolne, wspolczynniki korelacji oraz
istotnos¢ wyrazow wolnych. Poprawnos¢ obliczonych wynikow sprawdzi¢ korzystajac
z programu Statystyka. Ponadto przy pomocy ww. programu dokonaé analizy reszt

za pomoc3 testu Shapiro — Wilka a uzyskane wyniki umiesci¢ w sprawozdaniu.
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Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

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

Mozna ja rdwniez wyznaczy¢ ze Wzoru:

3,35,

LOD =

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

Mozna jg rOwniez wyznaczy¢ ze Wzoru:

10s,
LOQ =
a — wspotczynnik kierunkowy prostej
Sy - standardowy blad estymacji
s 2V — %)?
Y n—2

yi— uzyskana warto$¢ y
Y, - warto$¢ y wyliczona z rownania regresji y= ax + b

Korzystajac z podanych powyzej wzoréw oraz wynikow analiz chromatograficznych

obliczy¢ Sy oraz LOD i LOQ.

Precyzja i precyzja posrednia

Precyzja wyraza stopien zgodnosci pomiedzy poszczegdlnymi wynikami analiz,
powtarzanymi wielokrotnie np. dla n=6 na jednym poziomie st¢zen lub dla n=3 na trzech
poziomach stezen. Do poréwnania precyzji wykorzystuje si¢ wartos¢ wzglednego odchylenia

standardowego wyrazong w procentach (%RSD).

Precyzja posSrednia - wyraza precyzje wynikow otrzymanych w rdéznych dniach

1 wykonanych przez innego analityka ale w tym samym laboratorium.
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Na podstawie wynikow uzyskanych dla precyzji i precyzji posredniej otrzymanych

dla 3 poziomow stezen obliczy¢ wartosci % RSD.

Dokladnos$¢

Sprawdza stopien zgodno$ci uzyskanych wynikow z warto$cia rzeczywista. Dokladnos¢
mozna przedstawi¢ jako % odzysku analitu dodanego do znanej ilo$ci probki lub jako réznice

pomiedzy $rednig i akceptowang wartoscig prawdziwa.

Korzystajac z uzyskanych na chromatogramach pol powierzchni i st¢zenia dodanych

wzorcow losartanu, spironolaktonu, torasemidu i valsartanu obliczy¢ odzysk.

Zakres metody

Obejmuje obszar pomigdzy goérnym i dolnym przedzialem stezen w ktorym wykazano,

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

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

si¢ do analizy ilosciowej badanych zwigzkéw w surowicy.
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