Analiza Instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UICM

Walidacja metody HPLC-DAD oznaczania czterech substancji
leczniczych w surowicy.
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Opracowano warunki rozdzialu i przeprowadzono walidacje substancji czynnych
o dziataniu hipotensyjnym z roéznych grup farmakologicznych w wykorzystaniem metody
HPLC-DAD.

Walidacja metody jest systematyczng oceng postepowania analitycznego, majacg na celu
wykazanie, ze jest ono naukowo prawidtowe w warunkach, w ktérych ma by¢ zastosowane.
Walidacja metody wymaga sprawdzenia nastgpujacych parametrow analitycznych:
liniowosci, granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ), precyzji, precyzji

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

Chromatograf cieczowy LaChrom Elite wyposazony w pomp¢ tlokows, degazer, autosampler,
kolumne ACE C18 100A, Advanced Chromatography Technologies (Aberdeen, Scotland)
— 0 S$rednicy ziaren 5 pum, dlugo$ci 250 mm i S$rednicy wewnetrznej 4,6 mm wyposazong

w prekolumne, 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 szybkos$¢ przeptywu fazy ruchome;j: 1,0 ml/min

e temperatura kolumny — 25°C

e cisnienie na wlocie kolumny - 125 bar

e objetos¢ probki dozowanej na kolumne 20 pl

o detekcja spektrofotometryczna przy 230 nm
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Rys 1. Przykladowy chromatogram rozdzialu badanych zwigzkéw  uzyskany

w zastosowanych warunkach chromatograficznych.

Liniowos$¢é

Okre$la zdolno$¢ uzyskiwania warto$ci mierzonych, ktére s3 wprost proporcjonalne
do stezenia analitu w probkach. W celu zbadania liniowos$ci sporzadzono 5 roztwordéw
wzorcowych o réznych stezeniach obejmujacych zakres od 50-150% dla substancji gtoéwnej

w odniesieniu do oczekiwanych wynikéw analizy 1 przeprowadzono analize
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chromatograficzng w podanych powyzej warunkach. Odpowiedz detektora jako funkcja

stezenia wzorcOw powinna by¢ liniowa.

1. Przy pomocy programu Statistica wyznaczy¢ rownanie prostej zaleznosci wielkosci pol

powierzchni pikow substancji badanej od jej stezenia.
Rownanie prostej

y=ax+b

a — wspolczynnik kierunkowy prostej
b - wyraz wolny
2. Oszacowal istotno$¢ wspotczynnika kierunkowego prostej i1 wyrazu wolnego
na podstawie wartosci p.

3. Poda¢ warto$ci wspotczynnika korelacji r oraz determinacji r2,

Weryfikacja zalozen modelu liniowego:

4. Normalnos¢ rozktadu reszt — test Shapiro-Wilka.
Ho — rozktad sktadnika losowego jest rozktadem 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: Wy - warto$¢ krytyczna dla n prob na poziomie istotnosci a.=0.05.

5. Autokorelacja sktadnika losowego — test Durbina-Watsona.
Ho — nie wystepuje autokorelacja sktadnika losowego.
Obliczy¢ wartos$¢ statystyki DW.
Gdy DW < 2 nalezy zweryfikowac istnienie dodatniej autokorelacji:
a. DW < di odrzucamy hipotezg o braku autokorelacji i przyjmujemy, ze w modelu jest
dodatnia autokorelacja,

b. Di<DW <dy brak konkluzji, test nie rozstrzyga,



Analiza Instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UICM

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

Gdy DW > 2 nalezy zweryfikowa¢ wystgpowanie autokorelacji ujemne;j:

a. DW >4-d odrzucamy hipoteze 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-dg brak podstaw do odrzucenia hipotezy o braku autokorelacji.

Jezeli DW =2 brak autokorelacji.

Gdzie: di, dg— dolna i gorna wartosci krytyczne testu.

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

p < 0.05 odrzucamy hipoteze o jednorodnosci wariancji.

Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

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

Mozna j3 rowniez wyznaczy¢ ze wWzoru:

3,38
a

LOD = y

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

Mozna ja rOwniez wyznaczy¢ ze wzoru:

105,

LOQ =
a — wspotczynnik kierunkowy prostej

Sy - standardowy blad estymacji
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Precyzja i precyzja posrednia

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

standardowego wyrazong w procentach (%RSD).

Precyzja posrednia - wyraza precyzj¢ wynikow otrzymanych w roznych dniach

i wykonanych przez innego analityka, ale w tym samym laboratorium.

n—1

RSD = = 100%

xRl W

Na podstawie wynikow uzyskanych dla precyzji i precyzji posredniej otrzymanych

dla 3 poziomdw stezen obliczy¢ wartosci % RSD.

Dokladnos$é

Sprawdza stopien zgodnosci uzyskanych wynikéw z warto$cig rzeczywista. Dokladnos¢
mozna przedstawi¢ jako % odzysku analitu dodanego do znanej ilosci probki lub jako roznice

pomiedzy $rednig i akceptowang warto$cig prawdziwag.
Z uzyskanych na chromatogramach pdl powierzchni i stezenia wzorcéw paracetamolu,
kofeiny 1 witaminy C obliczy¢ procent odzysku:

R—X 100%

R — procent odzysku
X- oznaczone stezenie analitu

Y — rzeczywiste st¢zenie analitu
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Zakres metody

Obejmuje obszar pomigedzy gérnym i dolnym przedziatem stezen, w ktérym wykazano,

ze oznaczenia mozna prowadzi¢ z akceptowang precyzja, doktadno$cig i liniowos$cig.

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

si¢ do analizy iloSciowej badanych zwiazkow w surowicy.
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