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Nowa metoda oznaczania komponentéw skomplikowanych
mieszanin typu specyfiki farmaceutyczne z wykorzystaniem
rozdzielania grupowego i wielowymiarowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

New method of complex mixtures like pharmaceutical specifics
determination using multidimensional high performance liquid
chromatography and group type separation

Streszczenie: Rozdzielanie i oznaczanie poszczegélnych analitbw w skomplikowanych mie-
szaninach jest bardzo trudnym zadaniem analitycznym. Obecnie coraz cze$ciej stosowana jest
wielowymiarowa chromatografia cieczowa.

W pracy poréwnano rézne techniki ekstrakcji/tugowania analitéw ze skomplikowanych
matryc (2 specyfiki farmaceutyczne) oraz wykazano korzy$ci ze stosowania réznego typu ukta-
déw chromatograficznych do ich rozdzielania. Wykorzystano chromatografie wykluczania bez
oraz z jednoczesnymi oddziatywaniami sorpcyjnymi i chromatografie w odwréconym uktadzie
faz. Wyniki kilku tego typu analiz byty podstawg do rozwigzania uktadéw réwnan liniowych i opi-
su sktadnikow mieszaniny.

Stowa kluczowe: skomplikowane mieszaniny sktadnikow, specyfiki farmaceutyczne, ekstrakcje/
fugowanie, chromatografia wielowymiarowa, rozdzielanie grupowe, kalibracja wielowymiarowa,
uktad réwnan

Abstract: A detailed separation and content determination of very complicated mixtures is an
extremely difficult analytical task. Moreover it is time- and solvent-consuming analysis. In re-
searches comparative studies of extraction techniques were investigated for their time consum-
ing and efficiency. The definition of analytical principles and standard procedures for content de-
termination of complicated mixtures of compounds, especially of pharmaceutical specifics with
the use of group—type chromatographic separation (GPC/SEC and NP-HPLC and RP-HPLC)
under isocratic conditions with refractometric (RID) and spectrophotometric (UV-DAD) detection,
the use of back-flow in the column (BF) - (GPC/SEC-NP/RP-BF-2E-HPLC) and solution of the
linear equations based on the detector’s signal of partly resolved peaks — the part of the investi-
gation concerns about cosmetics and pharmaceutical specifics. The number of equations (m)
were more than number of unknowns (n). Such process should minimize uncertainty.
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1. Wstep
(Incroduction)

Leki bywajg podawane w rézny sposob. Jedne z form to masci i zele.
Zele s3 koloidalng dyspersjg ciata statego w cieczy, przy czym w przeci-
wienstwie do roztworow koloidalnych, obie fazy sg fazami ciggtymi. Czastki
ciata statego, w ukfadzie tym, taczg sie sitami Van der Waalsa badz wigza-
niami wodorowymi lub oddziatywaniami dyspersyjnymi [1]. W postaci zeli
wystepujg bardzo czesto specyfiki farmaceutyczne, ktérych uzycie wigze sie
z korzystnymi efektami leczniczymi. ldea przez skérnego podania niektorych
lekow jest bardzo stara, a ostatnio znowu coraz czesciej stosowana. Pod-
stawowg bariere hamujgca wchtanianie substancji leczniczych przez skoére
stanowi zewnetrzna warstwa komoérek naskérka, stagd mozna w ten sposéb
podawacé jedynie preparaty, ktorych skitadniki przenikajg przez skore.
Wchtanianie leku zalezy od wiasciwos$ci fizykochemicznych substancji lecz-
niczych, rodzaju podtoza i jego wiasciwosci, wzajemnego oddziatywania lek
— podtoze — skoéra, jak réwniez obecnosci substancji pomocniczych, ktore
stanowig skfadniki zelu [2].

Potrzeba rozdzielania i oznaczania sktadnikéw produktéw farmaceu-
tycznych jest przede wszystkim zwigzana z kontrolg jakosci. Niekiedy, zna-
czenie ma takze, potrzeba zbadania ewentualnego sfatszowania produktu,
jego zepsucia sie w wyniku skazenia, a takze zbadanie sktadu w celu opisu
sktadu produktéw konkurencyjnych lub wyjasnienia technologii ich otrzymy-
wania.

Tego rodzaju zadania analityczne nalezg do szczegdlnie trudnych ze
wzgledu na najczesciej szeroki zakres mas molekularnych komponentow,
ich polarnos¢, hydrofilowo$¢ i hydrofobowosé oraz wielofazowosé postaci fi-
zycznej. Czesto tez, niektore sktadniki sg bardzo trudno- albo nierozpusz-
czalne w cieczach, a jesli rozpuszczalne to w formie roztwordéw koloidalnych.

Przeglad literatury wykazat, iz istnieje wiele prac nad oznaczaniem
okreslonych wybranych sktadnikdw specyfikéw farmaceutycznych, szcze-
golnie substancji czynnych co jest wymagane przez Farmakopee. Niestety,
w literaturze brak jest informacji na temat sposobow postepowania w celu
rozdzielania i oznaczania wszystkich komponentéw omawianego typu spe-
cyfikow farmaceutycznych, czy produktéw kosmetycznych. W tabeli 1 ze-
stawiono najwazniejsze przyktady techniki rozdzielania i oznaczania okre-
Slonych sktadnikéw specyfikow farmaceutycznych opisane w literaturze oraz
zastosowane techniki detekciji.
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Tabela 1. Przyktady uktadow chromatograficznych wykorzystywanych do
oznaczania sktadnikow specyfikébw farmaceutycznych i kosme-
tycznych (w postaci zeli, masci i kremdw)

Table 1. Examples of chromatographic procedures for determination of
pharmaceutical specifics and cosmetics (in the form of gels,
ointments or creams)

Uktad chromatogra-

. Przygotowa- N
2)“2%:2?:"‘: Probka nie prébki | Kolumna f';fg;’r‘;';e::c';‘ib Detekcja | Literatura
(Substance) (Sample) (Samplc.e pre- | (Column) (Chromatographic (Detection) |(Reference)
paration)
system/eluent)
triamcinolon,
metylo- i propylopa- krem-
raben, Triamcino- rozpuszczenie C18 ACN:H,0 40:60(v/v) uv [3]
hydrokortyzon lon
octowy
. MeOH:bufor 10:90(v/v)
kompleksowane zel pod ro;p:lizecnzggle 20mM wodorosulfonian
selazo prysznic, filtracja przez IP-C18 tetrabutlyloammy, uv [4]
mydto filtr 0.45 um 15mM mréwczan sodu
oM pH4 (kw. mréwkowy)
A: MeOH: H,0
10 mM octanu aminy
ekstrakcja do B: ,\;(;8?_'(%\3 al
. . . . 3
witamina A krem MeOH+CHj3ClI C18 40:60 (vIv) uv [5]
15min 100%A do
100%B, 15 min.
100%B
ekstrakcja Aceton: H,O
metylo- krem do w 60°C, 10 cs (2 mM chlorek sodu, EC (6]
dibromoglutaronitryl ciata min do 80% 20mM sulfonianu so-
MeOH du) 40:60 (v/v)
metylo- ekstrakcja do
’ krem ACN . .
porpyloparaben, farmaceu- 10 min ultra- c18 MeQH:ACN: H,0 uv 7]
octan hydrokorty- t PR 15:27:58(v/vIv)
yczny dzwieki
zonu ) .
odwirowanie
mirystynian (Droparat e'\‘,\f“ffzkigla 18 0,01%TFAACN 2:98 " .
nikotyny ] . (v/v)
giczny ruchomej
ekstrakcja
sktadniki czynne kremy oznaczanych SPE Brak danych uv 9]
kremoéw lecznicze substancji do
eluentu
krem ekstrakcia do ACN:bufor fosforowy
kwas sorbinowy farmaceu- eIuethu PLRP-S (pH 7): H,O uv [10]
tyczny 1:5:94 (viviv)
ACN: 0,01 M octan sodu
ekstrakcja do trihdrat
0,1 N HCI 45:55 (vIv)
odwirowanie 0,02 zawiera 0,06% (w/v)
chinokaina HCI kremy w warunkach C18 s6l sodowa uv [11]
2000 kwasu heptan
obr./min., sulfonowego
10 min. pH 4,5 kwas
octowy
ekstrakcja do A: ACN:THF 95:5 (viv)
DMSO .
) B: bufor fosforanowy FLC
chlorokrezol, . 10 min - .
farmaceutyki . ODS trimetyloaminy Derywaty- [12]
chloroksynelol w tazni )
ultradzwieko- (pH 3, 0,05 M) zac-ja
wej A-B (52:48, v:v)

Konieczne jest wiec, stosowanie réznych technik rozdzielania, w tym z catg
pewnoscig chromatografii. Chromatografia to grupa technik rozdzielania
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szczegolnie przydatna do rozwigzywania zadan analitycznych opisanych na
wstepie substanciji, grup substancji i produktow. Wykorzystanie optymalnego
zestawu detektorow i optymalnie dobranych warunkéw detekcji umozliwia
otrzymanie dodatkowych informacji jakosciowych, oprécz tych, jakie przyno-
szg wartosci parametrow retencji. Na podstawie otrzymanych chromatogra-
mow mozna obliczy¢é parametry retencji dla poszczegdolnych analitow oraz
ich zawartos¢ wykorzystujgc wartosci pola powierzchni, bgdz wysokosci pi-
kow. Jest to tatwe w przypadku, gdy substancje ulegajg catkowitemu roz-
dzieleniu. W przypadku braku petnego rozdzielania pikdw analitbw mozna
zastosowa¢ chromatografie wielowymiarowg (najczesciej dwuwymiarowa,
ale takze wyzszego stopnia). Uzyskuje sie chromatogramy dwuwymiarowe,
umozliwiajgce obliczenie stezen, na podstawie sumy pdl powierzchni lub
sumy wysokosci pikow.

Do oznaczania sktadu skomplikowanych mieszanin, mozna rowniez
zastosowa¢ dwuwymiarowg lub wielowymiarowg kalibracje [13-15]. Zada-
niem tego typu kalibracji jest ustalenie modelu zaleznosci pomiedzy zawar-
tosciami (stezeniami) sktadnikéw w poszczegdlnych probkach, a warto$ciami
absorpcji promieniowania przy réznych dtugos$ciach fali. Jakos¢ i wiarygod-
nos¢ modeli kalibracyjnych zalezy od wielu czynnikéw. Zalicza sie do nich
zaréwno reprezentatywnos$¢ materiatlu badawczego (prébek), jak i rozmaite
aspekty procedury budowy modelu. Dane wektorowe uzyskiwane na pod-
stawie widm absorpcji lub emisji (spektrofotometria, spektrofluorymetria,
podczerwien, bliska podczerwien), czy skandéw elektrochemicznych (voltam-
perogramy) mogq zosta¢ wykorzystane ze wzgledu na prostote stosowania
i tatwos¢ interpretacji [14]. Wielowymiarowa kalibracja moze by¢ wykorzy-
stywana w przypadku mieszanin o skomplikowanym sktadzie, w zakresie
medycyny, botaniki czy produktow rafineryjnych.

W przypadku analityki sktadu mieszaniny substancji o znanych sktad-
nikach, nawet bez ich catkowitego rozdzielania, ,wielowymiarowa” analiza
otrzymanych chromatograméw powinna pozwoli¢ na oznaczanie ich zawar-
tosci w badanej probce. ,Wielowymiarowos¢” oznacza w tym przypadku za-
stosowanie kilku uktadow rozdzielczych, gdzie sktadniki mieszaniny bedg
rozdzielane pod wzgledem réznych wiasciwosci, réznic polarnosci, hydrofo-
bowosci, oddziatywan hydrofilowych, jonowymiennych czy pod wzgledem
zréznicowania mas czasteczkowych. Utworzenie ukfadu réwnan, uwzgled-
niajgcego powierzchnie pikow lub wysokosci pikow lub grup pikow poszcze-
golnych sktadnikéw lub grup sktadnikbw mieszaniny oraz wspoétczynniki kali-
bracyjne dla substancji wzorcowych, powinno umozliwi¢ obliczenie
zawartosci analitow. Celowe bedzie wykorzystanie do tego programow alge-
bry komputerowej oraz zasad wykonywania obliczen przyblizonych. Wazne
jest, aby liczba réwnanh byta rowna lub wyzsza od liczby niewiadomych.

Camera Separatoria Vol. 3, No 1/2011


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Nowa metoda oznaczania komponentéw skomplikowanych mieszanin... 205

2. Metody postepowania
(Experimental methods)

Materiaty
(Materials)

Substancje wzorcowe stanowity nastepujace zwigzki chemiczne: fos-
foran kindamycyny, allantoina, carbopol 934P i 974NF, glikol propylenowy,
makrogol (Renex PEG 400), woda dejonizowana, diklofenak, dietyloamina,
alkohol izopropylowy, eter cetostearylowy makrogolu, glikol propylenowy,
korkozylokaprylokapronian oraz olej parafinowy.

Badaniom poddano dwie prébki rzeczywiste, specyfikow farmaceu-
tycznych dostepnych na rynku — okreslanych jako specyfik 1 i 2, ktorych
sktadnikami byty powyzsze wzorce.

W analizie chromatograficznej wykorzystano kolumny chromatogra-
ficzne, takie jak: dwie LiChrogel PS1 i dwie LiChrogel PS4 250 x 7 mm,
z wypetnieniem cyjanopropylowym 250 x 4 mm, 5 ym i typu RP-18 250 x
x 4 mm 5 pm, oraz rozpuszczalniki organiczne o czystosci do HPLC (Merck,
Niemcy): terahydrofuran, acetonitryl i wode dejonizowang (otrzymang z sys-
temu oczyszczania wody MilliQ). Dodatkowo na etapie przygotowania proé-
bek do analizy stosowano rowniez dichlorometan, metanol, izopropanol,
formamid, heksan (do HPLC, Merck, Niemcy).

Aparatura
(Apparatus)

Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom Merck-Hitachi (Niemcy)
wyposazony w czterokanatowy system do elucji gradientowej z zaworami
proporcjonujgcymi (tzw. gradient niskocisnieniowy), pompe L-6200, zawor
dozujacy Rheodyne Rh-7725i z petlg dozujacg 50 pl, kolumne chromatogra-
ficzng, termostat, detektor UV— DAD 7450A, detektor fluorescencyjny
F 1050, oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w szesciodrozny dwupoto-
zeniowy zawor V 7226 Knauer (Niemcy), do zmiany kierunku przeptywu fazy
ruchomej w kolumnie.

Chromatograf cieczowy wyposazony w pompe model 300C Gynkotek
(Czechy), zawér dozujgcy Rheodyne Rh-7725i z petlg dozujgcg 100 pl, ko-
lumne do chromatografii zelowej, detektor refraktometryczny Waters (Cze-
chy), integrator D-2000 Merck-Hitachi (Niemcy).

Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom Ultra (VWR-Hitachi) wy-
posazony w dwie pompy L-2100, dozownik repetycyjny (autosampler)
L-2200, termostat do kolumn L-2300, detektor UV L-2400 oraz system akwi-
zycji i analizy danych dla zestawu LaChrom Ultra Chrom Elite Merck (Niemcy).

Przygotowanie prébek do analizy
(Samples preparation)

W badaniach rozpuszczano wzorce i specyfiki farmaceutyczne w roz-
puszczalnikach réznego typu: woda, acetonitryl, tetrahydrofuran, dichloro-
metan, metanol, izopropanol, formamid, heksan. Kolejno do rozpuszczalni-
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kéw dodawano stopniowo komponenty badanych probek lub produkty (do
5 ml po 10 mg substancji).

Badaniom poddano rowniez szybkos¢ rozpuszczania biorgc pod uwa-
ge takie techniki roztwarzania, jak wytrzgsanie, homogenizacja mechaniczna
w warunkach wysokich predkosci scinania, zastosowanie ultradzwiekdéw, mi-
krofal. Wykorzystane techniki i badane warunki zestawiono w tabeli ponize;.

Tabela 2. Typy ekstrakcji i warunki stosowane w badaniach nad szybkoscig
rozpuszczania probek rzeczywistych
Table 2. Investigation of extractions type conditions

Typ ekstrakciji Rozpuszczalnik Temperatura Czas
(Type of extraction) (Solvent) (Temperature) (Time)
Ekstrakcja w aparacie Soxhleta woda 90°C ! 2
godziny
Maceracja z wytrzasaniem woda 50°C 47, .1 5
godziny
Ekstrakcja wspomagana uItradz_W|ekam| woda 90°C 3, .5, 7
(w tazni ultradzwiekowej) minut
Ekstrakcja wspomagana mikrofalami woda 90°C ?nliuz
Homogenizacja woda 90°C 3, .5’ !
minut

Efektywnos¢ zastosowanych technik oceniano na podstawie sumy po-
wierzchni wszystkich pikow chromatograficznych.

3. Analizy chromatograficzne
(Chromatographic analysis)

Chromatografia wykluczania
(Size exclusion chromatography)

Badane probki rozpuszczono w tetrahydrofuranie (okoto 50 mg/mi
i 5 mg/ml). Probki w objetosci 50 ul wprowadzano do czterech szeregowo
potaczonych kolumn chromatograficznych, dwéch LiChrogel PS1 i dwoch
LiChrogel PS4, wypetnionych kulistymi czgstkami z porowatego kopolimeru
styren- diwinylobenzen. Kolumny te umozliwiajg selektywne rozdzielenie
substancji rézniacych sie masg czasteczkowa w zakresie od 100 do 10° Da.
Wylot kolumny byt potgczony z detektorem refraktometrycznym. Objetoscio-
we natezenie przeptywu fazy ruchomej, ktorg byt tetrahydrofuran, wynosito
1,5 ml/min. Zawartos¢ skfadnikdéw nierozpuszczalnych w tetrahydrofuranie
oznaczono masowo z zastosowaniem techniki grawimetrycznej.

Chromatografia wykluczania z oddziatywaniami adsorpcyjnymi
(Size exclusion chromatography with adsorption)

W badaniach zastosowano kolumne wypetniong zelem krzemionko-
wym modyfikowanym grupami cyjanopropylowymi (typu CN), a jako faze ru-
chomg wode. Objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito
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1,2 ml/min. Do kolumny wprowadzano 20 ul roztworéw wodnych substancji
wzorcowych o stezeniu 50 i 5 mg/ml oraz probek materiatéw badanych
o stezeniu 50, 25, 5 mg/ml.

W przypadku nierozpuszczalnych w wodzie korkozylokaprylokapro-
nianu i oleju parafinowego do oznaczenia ich zawartosci wykorzystano ana-
lize grawimetryczng.

Chromatografia w odwréconym uktadzie faz
(Revers phase chromatography)

Do rozdzielania sktadnikow specyfikdw, w odwréconym uktadzie faz,
zastosowano kolumne typu RP-18 z zelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami oktadecylowymi, oraz z mieszaning acetonitryl:woda (6:4 v/v) jako
fazg ruchomag. ObjetosSciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito
1,2 ml/min. Do kolumny wprowadzano 20 ul roztworéw wodnych substancji
wzorcowych o stezeniu 50, 25, 10 i 5 mg/ml oraz probek badanych o steze-
niu 50, 25, 5 mg/ml.

Oznaczenie wody metoda Karla-Fishera
(Determination of water with Karl-Fisher method)

Zawarto$ci wody w probkach specyfikow oznaczono metode Karla-
Fishera. Ze wzgledu na duzg zawarto$¢ wody w masciach, analizie podda-
wano 0,5% roztwory specyfikbw w metanolu. Dodatkowo, wykonano analize
zawartosci wody w metanolu, jako Slepg prébe. Otrzymane wyniki zawarto-
Sci wody w metanolu uwzgledniono przy obliczaniu zawartosci wody w prob-
kach specyfikéw farmaceutycznych.

Oznaczanie dietyloaminy metoda ph-metryczna
(Determination of diethylamine with ph-metric method)

Oznaczenie dietyloaminy wykonywano z wykorzystaniem techniki
pHmetrycznej - pomiar pH wodnego roztworu specyfiku 2 oraz sporzadzo-
nych roztwordéw kalibracyjnych (0,05; 0,1; 0,2; 0,4% zawartosci dietyloaminy
w wodzie). Na podstawie 4 punktowej krzywej kalibracyjnej okreslono zawar-
tos¢ dietyloaminy.

4. Wyniki i dyskuja
(Results and discussion)

Badania rozpuszczalnosci probek i ich sktadnikéw
(Solubility tests samples and their components)

Jeden z celéw czastkowych przedstawionych badan byta préba zna-
lezienia rozpuszczalnika, w ktorym wszystkie sktadniki masci bedq sie roz-
puszczacé. Zbadano szereg rozpuszczalnikdw, miedzy innymi wode, acetoni-
tryl, tetrahydrofuran, dichlorometan, metanol, izopropanol, formami, heksan,
jednak nie znaleziono uniwersalnego rozpuszczalnika dla wszystkich kom-
ponentow masci.
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Wiekszos¢ sktadnikdéw rozpuszcza sie jedynie czesciowo w w/w roz-
puszczalnikach. Dodatkowo, tzw. carbopole tworzg Zel z woda, nawet przy
matych zawartosciach zwigzku, co spowodowato koniecznos¢ sporzadzania
roztworow o bardzo matych stezeniach. W zwigzku z powyzszym analizie
nalezy poddawac probki ,rzeczywiste” o réznych stezeniach, aby mie¢ pew-
nos¢, ze wszystkie anality sg rozpuszczone w eluencie. Pomocg w tego typu
badaniach jest stosowanie lasera, wirdwki oraz mikroskopu w celu stwier-
dzenia, odpowiednio, za pomocg efektu rozproszenia swiatta, powstawania
osadu oraz wystepowania ruchow Browna, czy mamy do czynienia z zawie-
sing czy z roztworem koloidalnym albo wiasciwym roztworem. Nierozpusz-
czalng frakcje prébki nalezy usungc, najlepiej przez odwirowanie i zdekan-
towanie supernatantu. Dopiero tak przygotowane probki mozna poddaé
analizie z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej, z wykorzystaniem réznych uktadow rozdzielczych.

Badania obejmowaty réwniez poréwnanie efektywnosci wykorzystania
takich technik roztwarzania lub ekstrakcji wspomaganych czynnikami ze-
wnetrznymi, jak podwyzszona temperatura, ultradzwieki, mieszanie mecha-
niczne, mikrofale. Wyniku uzyskane dla specyfiku 2 przedstawione sg na ry-
sunku 1.
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Rys. 1. Efektywnos¢ roztwarzania sktadnikow probki z zastosowaniem réznych technik ekstrak-
cjitugowania: — — - ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami (taznia ultradzwiekowa),
————— homogenizacja mechaniczna, —-—-— ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
........ maceracja z wytrzgsaniem, ———— metoda Soxhleta.

Fig. 1. The concentration of compound in extract in condition — — -, ultrasonically assisted ex-
traction, ----- extraction with high shear mixer, — - —-— microwave extraction, ........
maceration with shake, ——— Soxhlet’s method.

Zastosowanie ekstrakcji z wykorzystaniem maceracji w podwyzszonej tem-
peraturze oraz techniki ekstrakcji w aparacie Soxhleta nie wymaga specjali-
stycznej aparatury, sg to proste, tatwe w wykonaniu oraz ciggle powszechnie
stosowane techniki. Wadg maceracji i ekstrakcji w aparacie Soxhleta jest
czasochtonnos¢ operacji. W wyniku czego efektywnosc¢ roztwarzania jest
bardzo niska.
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W przeciwienstwie do konwencjonalnych technik ekstrakcyjnych,
techniki wykorzystujgce ultradZzwieki czy promieniowanie mikrofalowe po-
zwolity na uzyskanie znacznie wyzszej efektywnosci ekstrakcji/roztwarzania.
Podobnie stosowanie homogenizatora mechanicznego przyspiesza roz-
puszczanie substancji. Jako czynnik wspomagajacy rozpuszczanie najbar-
dziej korzystne okazato sie zastosowanie ultradzwiekéw. Juz w ciggu 4 mi-
nut mozna osiggna¢ rozpuszczenie wszystkich komponentéw badanych
prébek (tych, ktére sg rozpuszczalne). W przypadku zastosowania aparatu
Soxhleta identyczny wynik otrzymuje sie po 24 godzinnej ekstrakgciji.

Na podstawie powyzszych badan stwierdzono, ze optymalng procedu-
ra przygotowania probek do analizy chromatograficznej jest zawieszanie
w eluencie, nastepnie umieszczenie w tazni ultradzwiekowej na 4 minuty,
oraz odwirowywanie supernatantu. Tak przygotowane probki poddawano
analizie chromatograficznej.

Oznaczanie sktadu specyfikow farmaceutycznych
(Determination of pharmaceutical compounds)

Chromatografia wielowymiarowa jest coraz czesciej powszechnie sto-
sowana do rozdzielania skomplikowanych mieszanin. W przypadku, gdy nie
wszystkie sktadniki prébki rozpuszczajg sie w eluencie pozostaje zastoso-
wanie kilku uktadow chromatograficznych, w wyniku, czego rozdzielaniu
i analizie poddaje sie komponenty i mieszaniny sktadnikow, rozpuszczalnych
w okreslonym eluencie. Wyniki kilku tego typu analiz, wykonanych w réznych
uktadach chromatograficznych, sg podstawg do rozwigzania uktadow row-
nan liniowych i opisu sktadnikbw mieszaniny.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz stosowane
uktady chromatograficzne powinny rézni¢ sie rodzajem oddziatywan, dlatego
zastosowano rozdzielanie, w nastepujgcych warunkach:

- w odwréconym uktadzie faz, z wykorzystaniem faz stacjonarnych
typu zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi,
oktylowymi lub fenylowymi i mieszanin acetonitryl:woda, meta-
nol:woda w réznych proporcjach, jako fazy ruchome;

- pod wzgledem masy czgsteczkowej, czyli wykorzystanie chroma-
tografii wykluczania/zelowej, z wykorzystaniem fazy stacjonarnej-
kopolimer styrenu diwinylobenzenu i tetrahydrofuranu lub dichlo-
rometanu, jako eluentu;

- w normalnym uktadzie faz, z wykorzystaniem nastepujacych faz
stacjonarnych: zel krzemionkowy, zel krzemionkowy modyfikowany
grupami cyjanopropylowymi, aminowymi, typu DIOL, z niepolarny-
mi fazami ruchomymi, takimi jak n-heksan lub n-heptan i ich mie-
szaninami z eterem metylowo tert-butylowym (MTBE), tetrahydro-
furanem (THF). Ograniczeniem stosowania uktadu NP jest mata
rozpuszczalno$¢ komponentéw farmaceutycznych w n-heksanie
czy n-heptanie, a takze niska w rozpuszczalniku takim jak MTBE;

- w ukfadzie potgczenia oddziatywan chromatografii wykluczania
z jednoczesng, kontrolowang adsorpcja, wykorzystujgc takie fazy
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stacjonarne jak SiO,, CN, DIOL, NH2 i inne, ze wzglednie polar-
nymi fazami ruchomymi, takimi jak: woda czy mieszaniny heksanu
Z izopropanolem.

Oprocz technik chromatografii nalezy takze wzig¢ pod uwage inne
techniki analityczne. Mozna w tatwy sposob oznaczy¢ zawartos¢ wody me-
todg Karla- Fishera, badz za pomocg pomiaru pH oznaczy¢ stezenie dimety-
loaminy, jesli jest jedyng substancjg zasadowa.

Zastosowanie chromatografii, wigze sie z koniecznos$cig kalibracji.

W tym celu zastosowano roztwory czystych skladnikdw specyfikow, jako
substancje wzorcowe oraz metode krzywej kalibracyjnej wykorzystujac po-
wierzchnie otrzymanych pikow.
Zawarto$¢ substancji lub grup substancji nierozpuszczalnych w stosowa-
nych eluentach oznaczano grawimetrycznie. Wyznaczano procent nieroz-
puszczalnej czesci specyfiku, co stanowito ilos¢ substancji lub grup substan-
cji. W przypadku specyfiku 1 nierozpuszczalne w THF byly alantoina,
kindamycyny fosforan, carbopol, co stanowito 3,37% masy probki specyfiku.
Komponenty specyfiku2 byt w wiekszosci byly rozpuszczalne w THF, oprocz
carbopolu, ktory stanowit 2,97% masy probki.

Prébki roztworow specyfikow farmaceutycznych rozdzielano w trzech
uktadach chromatograficznych (wyniki przestawiono na rysunku 2):

- chromatografii wykluczania z tetrahydrofuranem, jako eluentem

oraz szeregowo potgczonymi kolumnami dwiema PS1 i dwiema
PS4;

- chromatografii wykluczania z kontrolowang adsorpcjg, z wykorzy-

staniem kolumny typu CN, z wodg, jako eluentem;

- chromatografii w ukfadzie faz odwréconych z kolumng typu C18

oraz mieszaning acetonitryl:woda 6:4 (v/v), jako eluentem.
Analiza otrzymanych wynikoéw, dla trzech réznych uktadéw chromatograficz-
nych, wykorzystanie techniki Karla-Fishera do oznaczania zawartosci wody
oraz pomiaru pH roztworéw wodnych (oznaczanie dietyloaminy) i rozwigza-
nie ukfadu wielu rownan przedstawionego w kolejnym rozdziale, umozliwi
obliczenie zawartosci poszczegolnych analitow w probkach badanych spe-
cyfikow.
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Obliczenie zawartosci poszczegdlnych sktadnikow
specyfikéw farmaceutycznych
(Calculation of the components content in samples)

Na podstawie otrzymanych wynikow rozdzielania grupowego, badz
szczegotowego z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej, ozna-
czania skfadnikow grawimetrycznie (zarébwno grupowo i szczegdtowo, w za-
leznosci od rozpuszczalnosci) oraz oznaczania wody metodg Karla-Fishera
wyprowadzono ukfad réwnan umozliwiajgcy obliczenie zawartosci poszcze-
golnych sktadnikéw specyfikow farmaceutycznych (program algebry kompu-
terowej). Wykorzystang metodologie przedstawiono ponizej.

Przyjmijmy, iz wykonujemy rozdzielanie, w roznych uktadach chromatogra-
ficznych, skomplikowanej mieszaniny sktadnikow z zastosowaniem dwdch
detektorow, selektywnego i uniwersalnego. Otrzymujemy chromatogramy
przedstawione na rysunku 3.

A. DETEKTOR | B. DETEKTORIII
X:

Sygnal [mv]

Sygnal [m¥]

©zas retenc) [min Czas retency [min ]

Sygnal [mv]
Sygnal [mv]

C2as retancy) [min] Czas ratency| [min]

Sygnat [mv]
|

Sygnat [mv]

Il

|

Cazas retencli [min Caas ratancyl [min]

Rys. 3. Przykladowe chromatogramy rozdzielania skomplikowanej mieszaniny w trzech ukfa-
dach chromatograficznych X, Y, Z, z zastosowaniem dwoéch detektorow: A - detektora
uniwersalnego, B - detektora selektywnego

Fig. 3. Examples of chromatograms of complicated mixtures using chromatographic systems:
X, Y, Z, with two detectors: A - universal, B - specific
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Na podstawie chromatogramow, dla kilku uktadéw chromatograficznych L~
z zastosowaniem kilku detektoréw ,j” otrzymujemy zaleznosci:

DETIEKT(?R 1|: | | | |

X: CaI =ka|1 'Fa|1 +ka|2 'Fa|2 + Kaz Fas (1)
Cb|=kb1I'Fb1I+ kb2| 'szl o (2)
Cc =kc1 'Fc1 + kc2 'FCZ + kc3 'Fc3 (3)

Y: Ca kb1 Fb1 |+ ka2 FazI (4)
Cb =ka1 Fa1 +kb2 sz | | | | (9)
Cc kc1 Fc1 + kc2 FCZ + kc3 'FCS + ka3 'Fa3 (6)

Z: Ca|=ka1|'|:a1l+ kaZI'FaZI +kc2|'Fc2| (7)
Cb: =ka:|’>|'FaC|’z| +ka1I'FbI1I+ Kea -Fes (8)
Cc =Kp2 "Fp2 + Ker *Fet (9)

DETEKTOR 2:

X: ¢, =Kg1"Fay" (10)
Co =Kp1 Fp1" (11)
C ”_kc1“ Fc1”+ kaH F02”+ k03 Fc3” (12)

Y: c II-kb1II Fb1 + kc2”'|:c2II+ kcsn'chII (13)
Cb” =Ka1'""Far" + Kot -For'" (14)

Z ”_kc1” F 1|| (15)
Cb”_ka1” Fa1”+kb1” For' (16)
C II_k02”'|:(:2”+kc3” Fc3II (17)

Odpowiednie wartosci wspotczynnikow kalibracyjnych k! dla detektora ,j” sg
takie same dla uktadéw chromatograficznych / warunkéw chromatograficz-
nych X, Y, Z, eluent nie powoduje wytworzenia sygnatu przez detektor. Jesli
powoduje, warunki nie sg takie same i nalezy uwzgledni¢ to w powyzszych
rébwnaniach, co komplikuje wyprowadzone zaleznosci. Stad trzeba dobraé
tylko takie warunki detekcji gdzie eluent nie ma wptywu na sygnat detektora.
Korzystne jest, w przypadku gdy eluent ma wptyw na sygnat detektora, do-
branie takich warunkoéw detekcji (nawet o nizszej czutosci) by takiego wpty-
wu nie byto.
Ostatecznie zmienne dla pracy na bazie powierzchni pikow to:
- grupy substancji oznaczanych - groups of compound: a, b, c, ...

-
- substancje oznaczane - compouns: a4, b4, C4, ...

-

- detektory - detectors: |, I, ... -

- kolumny/ uktady rozdzielania — columns/ separation systems: X, Y, Z, ...
-L
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- stezenia grup substancji — concentration of compounds groups: C,, Cp, Ce,
B -¢l (=X ¢! (L)
- stezenie skfadnikow — concentration of compounds: C,1, Ca2, Caz, .. _
_ -¢l (L= F (L) KIL)

- powierzchnia pikow — area of peaks: F,=Y F.l, Fo=3 Fyl,...

-F (L
- wspdtczynniki kalibracyjne — calibration coefficients: k,, ka”(, k)b', Ko, ...

- ki(L).

Jesli przymnie sie powyzsze oznaczenia mozna dla kazdego z chromato-
gramow, wykonanych w réznych uktadach rozdzielania X, Y, Z: L, z zasto-
sowaniem detektora ,j” napisac:

C =2 C (18)

Ci= Fij kij (19)
W przypadku pikow rozdzielonych nalezy wyznaczy¢ wartosc c..
W przypadku pikéw nierozdzielonych nalezy rozwigzac¢, po wykonaniu analiz
w uktadach rozdzielczych X, Y, Z ( w tym przypadku ,tréjwymiarowy ukfad

rozdzielczy”), z zastosowaniem detektora ,j’- uktad réwnan liniowych (20),
postaci:

X: FI(X)= ¥ F! (X)
Y: FI(Y)= 3 F)(Y) (20)
Z Fi(2)= Y F! (2)

podstawiajgc jako dane wartosci, wyznaczonych podczas kalibracji, wspot-
czynnikow kalibracyjnych k/, ktére w przypadku dobrania odpowiednich wa-
runkow detekciji i braku wptywu sktadu eluentu na sygnat detektora, majg ta-
kie same wartosci w kazdym z zastosowanych ,wymiarow” rozdzielania.

Rozwigzaniem powyzszych uktadow réwnan mogq by¢ wartosci po-
szukiwanych stezen sktadnikow ,i” mieszaniny, tzn. wartos¢ ,c”, a stad ,c/,
gdy chodzi o uzupetnienie kalibracji- wartosci brakujgcych wspoétczynnikow
kalibracyjnych k!, a gdy warto$ci detekcji zaleza od warunkéw rozdzielania-
wartosé k/' (L).

Dodatkowo istnieje mozliwos¢ zastosowania w obliczeniach znanych
wartosci parametrow fizyko-chemicznych substancji oraz wyznaczenia nie-
znanych parametrow fizyko-chemicznych rozdzielanych sktadnikéw miesza-
niny. Idea opisana powyzej moze takze zosta¢ zastosowana w tym celu,
jednak wymaga nastepujgcej modyfikaciji:

- dla pikéw ,izolowanych” o znanym stezeniu sktadnikow rozdzielonych
w prébce dozowanej trzeba wyznaczy¢ srednie catkowe stezenia sktadnika
- average integral component concentration (21):
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L
par; =L [pardt (21)
tpi

i skorzystac z zaleznosci:
AN

par v, = Vv, par;

(22)

gdzie pari- oznaczenie standardowe — standard determination.

Jezeli detektorem jest spektrofotometr typu UV-VIS/DAD lub innego typu de-
tektor umozliwiajgcy otrzymanie widma lub natozonych widm okreslonych
sktadnikow rozdzielanej mieszaniny i jezeli sktadniki mieszany roznig sie
widmami, to mozna dodatkowo utozy¢ i rozwigzac uktadu rownan typu:

A\

1
C_kiz Y oeov,
e W

' (23)

2

bazujgce na wartosciach sumy absorpcji Swiatta czesSciowo natozonych na
widmach. Na tej podstawie w zaleznosci od potrzeby mozna wyznaczyc,
albo stezenie substancji — concentration of component ci, albo wspétczynnik
absorpcji molowej dla substancji - molar absorption coefficient for the sub-
stance ¢Ai, przy okreslonej dtugosci fali - wavelength A, a wybierajgc okre-
Slong wartos¢ A detekcji - takze wartos¢ kij.

Biorac pod uwage powyzszg metodologie obliczen, w przypadku pré-
bek rzeczywistych dwoch specyfikow farmaceutycznych okreslono zawar-
tos¢ ich poszczegdlnych sktadnikow (tabela 3).

Wyniki, zestawiono w tabeli ponize;.

Tabela 3. Zawartos¢ poszczegdlinych sktadnikow specyfikow farmaceu-
tycznych
Table 3. Composition of the components of the pharmaceutical species

Specyfik 1 Sktadniki (compound) [%] RSD
kindamycyny fosforan 1,08 0,01
alantoina 0,37 0,01
carbopol 934P 2,02 0,01
glikol propylenowy 11,48 0,06
makrogol, Renex PEG 400 11,20 0,05
woda 72,80 1,26
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Specyfik 2
diklofenak 0,96 0,01
dietyloamina 0,29 0,01
alkohol izopropylowy 16,40 0,15
makrogol eter cetostearylowy 1,88 0,01
carbopol 2,97 0,01
glikol propylenowy 10,20 0,09
korkozylokaprylokapronian 7,98 0,01
olej parafinowy 0,11 0,01
woda 59,40 1,19

5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna zaproponowac,
przedstawiony na rysunku ponizej (rys. 4), schemat ideowy procedury po-
stepowania podczas oznaczania sktadnikow skomplikowanych mieszanin.

ultradzwiekowa
Sample preparation
ultrasonicextraction—

HPLC analiza typu:
GPC, RP-HPLC -
HPLC analysis
GPC, RP-HPLC,

Analiza HPLC np. Innego typu analizy np.
NP-HPLC - TLC-FID, potencjometria
HPLC analysis —another analysis ex.
NP-HPLC TLC-FID analysis

Rys. 4. Schemat postepowania podczas oznaczania sktadnikéw skomplikowanych mieszanin
Fig. 4.Scheme of procedure during determination of components of complicated mixtures
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Pierwszym krokiem podczas kazdej analizy mieszanin o skompliko-
wanych sktadzie, powinno by¢ zbadanie rozpuszczalnosci probek badanych
materiatow, jak réwniez ich komponentdw w roznych rozpuszczalnikach
o0 szerokim zakresie polarnosci. Wazne jest takze ustalenie zakresu stabil-
nosci termicznej w przypadku materiatow catkowicie niezidentyfikowanych.

Wykazano, ze wielowymiarowe rozdzielanie i zastosowanie metodyki
rozwigzania odpowiedniego uktadu réwnan liniowych umozliwia oznaczenie
petnego sktadu specyfikow farmaceutycznych takze woéwczas, gdy niektére
sktadniki sg niemozliwe do rozdzielenia w zadnym uktadzie rozdzielczym.
Mozna wéwczas poprzestaé na rozdzielaniu grupowym niektérych kompo-
nentow i obliczeniu zawartosci poszczegolnych skfadnikéw z uktadu réwnan
z wieloma niewiadomymi.

W przypadku polarnych komponentéw specyfikdw farmaceutycznych
najbardziej korzystne jest zastosowanie chromatografii, z wykorzystaniem
kolumny na bazie zelu krzemionkowego, modyfikowanego grupami cyjano-
propylowymi oraz wody i roztworow rozpuszczalnych w wodzie cieczy orga-
nicznych jako eluentow.

Stosowanie przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie okazato sie
bardzo korzystne ze wzgledu na mozliwos¢ elucji substancji silnie sorbowa-
nych do fazy stacjonarnej, co umozliwia oznaczenie ich grupowej zawartosci
jako danej uzupetniajace;.

Conclusions

First step in each analysis of the mixture of complex composition
should be examination of the samples’ solubility, and the solubility of their
components (fig. 4).

It was proved that multidimensional analysis allows for the labelling of
the full composition of the pharmaceutical specifics, whereby, the detailed
separation is not necessary, but group component separation can be used
and afterwards calculation of the final content using the set of equations with
many unknowns.

In case of the polar components of the pharmaceutical specifics it is
beneficial to use the hydrophilic influence (interaction), using the column ba-
sed on the silica gel modified with the cyanic-propyl groups.

Feedback flow of the eluent in the column turned out to be beneficial,
due to the elution of the substances (matters) strongly connected with sta-
tionary phase, what additionally allowed for the group labelling.
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