Analiza instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UJICM

Cwiczenie: Oznaczenie iloSciowe czterech substancji leczniczych w

surowicy metoda HPLC-DAD
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Analiza metodami chromatograficznymi lekow w material biologicznym wymaga

odpowiedniego przygotowania probki, ktore ma na celu uwolnienie leku z miejsc wiazacych w

biatkach, wyizolowanie wolnego leku, usunigcie biatek 1 innych sktadnikéw interferujacych

oraz zatgzenie probki w celu zwigkszenia czuloSci oznaczenia. Ponadto, procedura

przygotowania probek obejmuje, obok izolacji zwigzkoéw badanych z materiatu biologicznego,

czesto takze ich derywatyzacj¢ w celu zwigkszenia oznaczalnosci.

Wybor odpowiedniej metody izolacji zwigzkdw z materiatu biologicznego uzalezniony jest

od wlasciwosci fizykochemicznych badanych substancji, a zwlaszcza od ich polarnosci,

a takze od rodzaju materiatu biologicznego, z ktérego lek ma by¢ wyodrebniony. Najczesciej
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wykorzystuje si¢ ekstrakcje w uktadzie ciecz-ciecz lub ciecz-ciato state. Bezposrednia analiza
chromatograficzna lekéw w materiale biologicznym jest mozliwa bardzo rzadko i tylko
w szczegblnych przypadkach Na og6t probki wymagaja co najmniej odbialczenia.

Typowy sposob odbialczania polega na zmieszaniu 1 objetoSci 0socza lub surowicy
z 3 objetosciami roztworow kwasow (6% kwas chlorowy (VII), kwas trojchlorooctowy) lub
rozpuszczalnikdw organicznych mieszajacych si¢ z woda (etanol, metanol, acetonitryl, aceton).
Po dokltadnym wymieszaniu i odczekaniu kilku minut powstaly osad odwirowuje
si¢ I probke klarownego nadsaczu wprowadza na kolumne HPLC. Mozna w ten sposob usuna¢
z probki do 99% biatek. Wada tej metody jest rozcienczenie probki.

Do najczesciej stosowanych grup lekow stanowiacych podstawe leczenia choroby
nadci$nieniowe] naleza: blokery receptorow angiotensynowych (np. losartan, valsartan),
blokery enzymu konwertujacego angiotensyne (I-ACE) oraz substancje, r6zne pod wzgledem
struktury chemicznej, nalezace do grupy lekow o dzialaniu diuretycznym (np. torasemid,
spironolakton). Stosowane w terapii nadci$nienia tgtniczego potaczenia to: inhibitor ACE
i diuretyk, antagonista receptora angiotensyny II i diuretyk oraz mozliwe jest zastosowanie
dwoch lekow o dzialaniu diuretycznym.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z aparaturg do HPLC i przeprowadzenie analizy
jakosciowej i ilosciowej losartanu, torasemidu, spironolaktonu i valsartanu w surowicy
oraz obliczenie wybranych chromatograficznych parametréw retencyjnych. Cwiczenie ma

réwniez na celu zapoznanie z przygotowaniem probki do analizy.

Roztwory:

Roztwory wzorcowe losartanu, torasemidu, spironolaktonu i valsartanu.

Odczynniki:
e Metanol do HPLC,
e Acetonitryl do HPLC

e Bufor fosforanowy o pH 3,0.

Aparatura
e Chromatograf cieczowy LaChrom Elite wyposazony w pompe tlokowa, degazer,
autosampler, kolumna ACE C18 100A, Advanced Chromatography Technologies

(Aberdeen, Scotland) — o $rednicy ziaren 5 um, dtugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej
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4,6 mm wyposazona w prekolumne, detektor DAD, komputerowy system rejestracji i
przetwarzania danych.

e Wirowka Sigma 1-14K.

Przygotowanie probki do badan.

Do 100 ul surowicy wzbogaconej badanymi lekami, doda¢ 1,5 mL metanolu (odczynnik
odbialczajacy), wytrzasaé przez ok. 1 minute i odstawic¢ na 10 min. Nast¢pnie probki wirowaé
4 minuty przy 4500 rpm. Pobra¢ za pomoca strzykawki nadsacz, przesaczy¢ przez sgczek
strzykawkowy o wielkosci porow 0,45 pum i umie$ci¢ w fiolce zakrecanej korkiem

zaopatrzonym w septe. Probke podpisac.

Warunki chromatograficzne:

e faza ruchoma: bufor fosforanowy o pH 3,0 - acetonitryl - metanol (30 : 20 : 50 v/v/v),
e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 mL/min,

e temperatura kolumny — 25°C,

e cis$nienie na wlocie kolumny do 125 bar,

e objetos¢ probki dozowanej na kolumne 10 L,

o detekcja spektrofotometryczna przy 230 nm,

e Czas analizy: 8 min.

Przyktadowy chromatogram rozdziatu badanych zwigzkéw zamieszczono ponize;j.

1000

TOR

750

—= LOS

mAU
VAL
SPI

500

- L

0 1 2 3 4 5 6 7
Minutes




Analiza instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UJICM

Analiza jakosciowa i iloSciowa

Nastrzykng¢ na kolumne¢ roztwory wzorcowe 1 badane. Po zarejestrowaniu
chromatogramow dla roztworow wzorcowych i badanych, porownujac uzyskane wartosci tr

pikow oraz widma absorpcji dokona¢ identyfikacji sktadu probki badane;.

Na podstawie wielko$ci pol powierzchni pikéw substancji wzorcowych (o znanym
stezeniu) i sktadnikéw probki badanej, wykorzystujgc kalibracje jednopunktowsg obliczy¢ ich
stezenie W nadsaczu.

P, cy
Cp, = Pw

Cb — stezenie badanego sktadnika [mg/mL]
Pb — powierzchnia badanego sktadnika

Pw — powierzchnia wzorca

Cw — stgzenie wzorca [mg/mL].

Nastepnie biorgc po uwage sposob przygotowania probki, obliczy¢ stgzenie lekoéw

W otrzymanej surowicy.

Korzystajac z ponizszych wzoréw dla zidentyfikowanych w prébce zwiazkow obliczy¢:

a) wspotczynnik retencji K,
b) liczbe potek teoretycznych N (przy zatozeniu, ze piki sg symetryczne),
¢) dla kazdej pary zwigzkow obliczyc¢:

- wspOtczynnik rozdzielenia a

- rozdzielczo$¢ pikow Rs.

N iR Wh Stezenie

Zwiazek N k Rs o

probki [min] | [min] [mg/mL]
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tr — Czas retencji
Wp — szerokos¢ przy podstawie piku

tm — czas retencji substancji nie zatrzymywanej wyrazony w minutach

L — dlugo$¢ kolumny w cm

u — predkos$¢ liniowa fazy ruchomej 0,17 cm/s

tg —t
kK= -R_M

ko — wspotczynnik retencji zwigzku silniej zatrzymywanego w kolumnie

trz— tre
R =2—m—F—
Wp1 + Wp
tr1 — czas retencji substancji stabiej zatrzymywanej w kolumnie
tr2 — Czas retencji substancji silniej zatrzymywanej w kolumnie
Wh1 — szeroko$¢ przy podstawie piku 1 w minutach

Wh2 — szeroko$¢ przy podstawie piku 2 w minutach.



