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Chromatografia wykorzystujaca hydrofobowe
wlasciwosci czasteczek: chromatografia fazy
odwroconej cz. 11

[*lZaréwno paracetamol, teofilina jak i salicylany moga by¢ w latwy sposéb ekstrahowane
z osocza, dzieki czmu mozliwe jest okreslenie ich stezenia w osoczu. Ekstrakcje tych lekow

prowadzi sie przy zastosowaniu mieszaniny chlorek metylenu/propanol wystepujacych
w stosunku 9:1.

Nastepnie, tak wyekstrahowany materiat rozdziela sie metoda fazy odwroconej z zastosowanej
kolumny C18 w izokratycznym systemie HPLC, ktory wyposazony jest w detektor UV oraz integrator
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[1]. Identyfikacje np. salicylanéw dokonuje sie na podstawie wyznaczonego czasu retencji, z kolei
okreslenie ilosci wyekstrahowanego leku dokonuje sie na podstawie zastosowania wewnetrznego
standardu. W przypadku salicylanéw standardem jest 8-C1-teofilina [2].

Analityczne metody oznaczania lekéw w plynach fizjologicznych
Wykonanie:

Materiat do badan: Jako material nalezy wykorzysta¢ osocze ludzkie wolne od lekoéw, oraz osocze
pochodzace od osoby chorej - musi to by¢ osoba przyjmujaca analizowane leki!

1) Przygotowanie probek do chromatografii: ekstrakcja lekow

Na poczatku nalezy przygotowac¢ mieszanine ekstrakcyjna wg przepisu: chlorek metylenu/2-propanol
w stosunku 9:1, z dodatkiem wewnetrznego standardu (8-C1-tefilina) o stezeniu 7uM. Z kontrolnego
oscza, tj. wolnego od lekéw przygotowac osocze wzorcowe w objetosci 1 ml, zawierajace:
paracetamol (w stezeniu 0,4 mM) , teofiline (75uM) oraz salicylan ( 1 mM). Rownolegle nalezy
prowadzi¢ ekstrakcje trzech préobek , tj:

1) Osocza wolnego od lekow
2) Osocza wzorcowego oraz
3) Osocza, ktore zawiera nieznang ilosc lekow.

Do 0,5 ml osocza dodac¢ 0,5 ml 1M roztworu HCI, a takze 5 ml mieszaniny ekstrakcyjnej . Catos¢
miesza¢ przez 1 minute, po czym odwirowac przy 10 000xg w ciagu 10 minut. Po wirowaniu, zebra¢
3 ml powstatego supernatantu, w ktérej znajdowac sie beda rozpuszczalniki organiczne, supernatant
przenies¢ do szklanej probowki, po czym odparowaé w tazni wodnej w temp. 50[JC (w atmosferze
azotu). Powstaly osad rozpusci¢ w eluencie (13% metanol-75% CH3COOH -0,02M CH3COONa) w obj.
100puL i zastosowaé do rozdziatu na kolumnie C18(ODS2, 5um , 4x100 mm). Zastosowana ekstrakcja
charakteryzuje sie duza wydajnoscia, ktora dla badanych lekéw przekracza 90% [1].

1) Analiza zawartosci lekow w probkach

Kolumne C18 nalezy zrownowazy¢ eluentem (13% metanol-75% CH3COOH -0,02M CH3COONa) ,
predkos¢ przeptywu ustali¢ na 1 ml/min, zas w detektorze UV wybra¢ dtugos¢ fali réwna A=280 nm.
Do petli nanies¢ 10 pl analizowanej probki, a po ustaleniu sie warunkow nastrzykna¢ probke na
kolumne. Caly rozdziat chromatograficzny prowadzi¢ w czasie 20 minut, po kolei analizujac
przygotowane probki.

W prébce, ktéra jest wolna od lekdw powinien pojawi¢ sie tylko wewnetrzny standard czyli
8-Cl-teofilina . Czas retencji dla tej probki to ok. 19 min.

W prébce wzorcowej powinny pojawic sie doktadnie 3 szczyty chromatograficzne, ktdre odpowiadaja:

- paracetamolowi (ok. 4 min)
- teofilinie (ok. 7 min)
- oraz salicylanowi (ok. 8 min).

Wewnetrzny standard powinien pojawié¢ sie doktadnie w tym samym miejscu co w osoczu, ktdre byto
wolne od lekéw, z kolei w prébie badanej ( charakteryzujacej sie nie znana zawartoscia lekow),
szczyty chromatograficzne odpowiadajace poszczegdélnym lekom powinny pojawiac sie przy tych



samych czasach retencji co w osoczu wzorcowym. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze szczyty te moga
by¢ roznej wysokosci w poréwnaniu do osocza wzorcowego. Wysokosé kazdego szczytu
chromatogarficznego zalezna jest od stezenia danego leku w osoczu. W zakresie badanych stezen
oraz mierzonych przez detektor zmian gestosci optycznej przeptywajacej cieczy, mozna przyjac
liniowa zalezno$¢ mierzonej gestosci optycznej od stezenia kazdego z lekow [1].
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Zdjecie: Analiza salicylandw w osoczu krwi ludzkiej, [2].

Pierwszy z chromatogramow przedstawia rozdzial materiatu zawierajacego jedynie wewnetrzny
standard (8-Cl-teofilina). Srodkowy chromatogram reperezentuje rozdziat osocza kontrolnego
(wzorzec o znanej ilosci salicylanu). Trzeci chromatogram prezentuje separacje réznych substancji
z 0socza pacjenta [2].

Korzystajac z ponizszego wzoru mozliwe jest policzenie stezenia (c) kazdego z analizowanych lekéw
w prébie badanej, gdzie uwzglednia sie wartosci absorbancji uzyskane dla wewnetrznego standardu:

Cleku = C wzorca leku X (A leku proby /A leku wzorca) X (A standardu wzorca /A standardu préby)
Gdzie:
C leku i C wzorca leku - stezenia badanego leku, odpowiednio w osoczu badanym i wzorcowym;

A leku proby i A leku wzorca - zmierzone wartosci maksymalnej absorbancji w szczycie badanego
leku, odpowiednio w prébie badanej i wzorcowej;

A standardu wzorca i A standardu proby - zmierzone wartosci maksymalnej absorbancji
w szczycie odpowiadajacym standardowi wewnetrznemu, odpowiednio w prébie wzorcowej i badanej

[1].
Po zakonczeniu rozdziatu chromatograficznego i oznaczen, kolumne nalezy przemy¢ 20% metanolem
w objetosci 30 ml i przechowywac¢ kolumne w temperaturze pokojowej. Kolumna musi by¢

przechowywana szczelnie zamknieta ( z obu koncéw) lub podtaczona do systemu HPLC [1], [2].

Zastosowanie chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych do rozdzielania



i oznaczania naftochinonow.

Naftochinony to pochodne naftalenu. Zazwyczaj sa to: 1,4-naftochinony albo 1,4-naftohydrochinony-
czesto wystepujace z wbudowana grupa fenolowa. Zwiazki te wystepuja u bakterii, grzybdéw i roslin
wyzszych. Ich rozpowszechnienie w swiecie roslinnym jest dos¢ ograniczone, cho¢ czasami stanowia
sktadniki czynne niektérych surowcow roslinnych [3], [15].

Do najwazniejszych barwnikéw naftochinonowych naleza: juglon, plumbagina, droseron czy
szikonina. Pochodne naftochinonu wykazuja wielokierunkowa aktywnos¢ farmakologiczng, za$
szczegolnie duzo leczniczych wlasciwosci posiada wlasnie szikonina. Przeciwzapalne wtasciwosci
szikoniny, oraz przyspieszajace gojenie ran znane sa juz od dawna i wykorzystywane do leczenia
ciezkich owrzodzen oraz oparzen skory, a takze egzemy czy odlezyn [4]. Jak wykazaly badania,
przeciwzapalne dziatanie szikoniny (oraz jej pochodnych) zwigzane jest wieloma mechanizmami,w
tym m.in. z hamowaniem biosyntezy leukotrienu B4 i kwasu 5-hydroksyeikozatetraenowego, ktére
zaliczane sa do mediatorow stanu zapalnego [5]. Ponadto, zmniejszeniem produkcji TNF-a,
interleukiny 1-b i tlenku azotu, a takze inhibicja cyklooksygenazy-2 [6], [15].

Szikonina i jej pochodne wykazuja roéwniez aktywnos¢ antybakteryjna. Dziatanie takie odnosi sie
zaréwno do bakterii Gram-dodatnich (G+), np. Staphylococcus aureus [7], [8], jak réwniez bakterii
Gram-ujemnych(G-) w tym Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa (Karyagina et al., 2001). Inny
barwnik: plumbagina- wykazuje dziatanie przeciwko Helicobacter pylori [9].

Jak udowodniono, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe naftochinonéw nie ogranicza sie tylko do
bakterii i grzybdw. Zwiazki te posiadaja takze aktywno$¢ przeciwwirusowa, dzieki czemu moga by¢
one stosowane np. przeciwko wirusowi zapalenia watroby HCV [10], z kolei wykazano, ze szikonina
posiada dziatanie supresyjne na wirusa HIV-1 [11]. Ponadto, w wielu doniesieniach udowodniono
przeciwnowotworowe wtasciwosci szikoniny oraz jej pochodnych. Dziatanie to wynika z kilku
mechanizméw, w tym m.in. z hamowania proliferacji komérek nowotworowych [12], inhibicji DNA
topoizomerazy-1 [13] czy indukcji apoptozy [14], [15].

Najczesciej do rozdzielania zwiazkow nalezacych do grupy naftochinonéw z wykorzystaniem
chromatografii cienkowarstwoej w ukladzie faz odwréconych (tzw. chromatografia RP-TLC), stosuje
sie plytki z faza stacjonarng (C18). Jako eluent wykorzystuje sie wodne rpztwory metanolu badz
kwasu mrowkowego. Detekcje pzreprowadza sie w swietle UV.

W przypadku zastosowania wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz ,
jako faze stacjonarna stosuje sie zel krzemionkowy, ktéry poddawany jest modyfikacji
z wykorzystaniem grup oktadecylowych. W wiekszosci stosowanych metodyk rozdzielania zwigzkdéw
wykorzystuje sie elucje izoakratyczna , gdzie eluentem jest wodny roztwor acetonitrylu lub metanolu,
z dodatkiem kwasu octowego badz mrowkowego.

Do detekcji zwiazkdéw nalezacych do grupy naftochinonéw powszechnie wykorzystuje sie detektory
spektrofotometryczne UV-VIS ( z matryca fotodiodowa - DAD, lub z detektorem fluorescencyjnym).

Zastosowanie elucji izokratycznej pozwala na tatwiejsze odzyskanie sktadnikow eluentu, a ponadto
wplywa na bardzo wazny aspekt catej metodyki: czyni zaprojektowany proces rozdzielczy bardziej

ekonomicznym [16].

Autor: Lidia Koperwas
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