ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA (HPLC)

TABLETEK SALISAL ORAZ KINETYKA UWALNIANIA SUBSTANCJI CZYNNYCH LEKU.
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Skuteczność oraz bezpieczeństwo stosowania leków ziołowych, to główny cel wprowadzanych obecnie coraz bardziej rygorystycznych uregulowań prawnych dotyczących rejestracji tej grupy farmaceutyków. Wzrastające wymagania jakościowe obejmują również surowce i półprodukty pochodzenia roślinnego, które muszą być standaryzowane na określoną zawartość substancji czynnych. Jeżeli substancje te nie zostały zidentyfikowane dla danego zioła, standaryzacja obejmuje zawartość tzw. związków markerowych. Jednoznaczna charakterystyka chemiczna surowców, zawierająca także ilościowe oznaczenia potencjalnie niebezpiecznych dla zdrowia zanieczyszczeń, pozwala otrzymać z tych surowców roślinne preparaty medyczne o sprecyzowanym i powtarzalnym działaniu farmakologicznym. Metody analizy ilościowej stosowane do charakterystyki gotowego preparatu muszą spełniać określone warunki. Powinny być specyficzne, powtarzalne, cechować się liniowością oraz odpowiednim odzyskiem analizowanej substancji.


Pomimo istnienia metody farmakopealnej oznaczania glikozydów fenolowych w korze wierzby (FP V), opracowano nową metodę analizy chromatograficznej HPLC. Służy ona charakterystyce ziołowych tabletek Salisal, wyciągu suchego z kory wierzby oraz surowca – kory wierzby purpurowej. Metoda ta, podobnie jak metoda farmakopealna, polega na alkalicznej hydrolizie glikozydów fenolowych do salicyny, rozdziale HPLC i ilościowym oznaczeniu salicyny wobec krzywej standardowej. Rozdział HPLC zobojętnionego hydrolizatu ekstraktu z kory wierzby został przeprowadzony na kolumnie LiChrospher 100 RP18 (5 (m, 250 mm x 4 mm), z prekolumną. Rozdział przeprowadzono w układzie gradientowym, do elucji użyto dwóch roztworów A: acetonitryl - 1 mM kwas fosforowy 1:9, B: acetonitryl - 1 mM kwas fosforowy 8:2. Analizę przeprowadzono przy przepływie 1 ml/min i długości fali wynoszącej 268 nm. Oznaczenia zawartości glikozydów fenolowych wykonane dla 14 różnych próbek kory wierzby purpurowej potwierdziły informacje o dużym zróżnicowaniu tego surowca. Zawartość glikozydów fenolowych w korze wynosiła od 0,04 % do 9,3 %.


Identyczny rozdział chromatograficzny zastosowano dla wyciągu suchego z kory wierzby purpurowej oraz tabletek Salisal (Rys.1). Opracowaną metodę oznaczania zawartości glikozydów fenolowych w tabletkach cechuje  odzysk 100,13 % i względne odchylenie standardowe wynoszące 0,70 %. Otrzymany profil elucji służy również, jako tak zwany finger print, w trakcie badania stabilności preparatu. Porównanie profili elucji, wykonanych w różnym czasie przechowywania tabletek Salisal, wykazało brak znaczących zmian w składzie eluowanych z kolumny HPLC związków, z których identyfikowana była tylko salicyna. Przeprowadzone badania trwałości tabletek Salisal wykazały, że po okresie jednego roku zawartość glikozydów fenolowych spadła o ok. 5 % ich ilości nominalnej. 
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Rys.1 Profil elucji HPLC dla tabletek                                           Rys.2 Krzywa uwalniania dla tabletek

Wykonano także, zgodnie z wymaganiami FP V, badania czasu uwalniania oraz krzywą uwalniania (Rys.2). Zgodnie z założeniami teorii momentów statystycznych SMT (Statistical moments theory) ustalono wartość stałej szybkości uwalniania glikozydów fenolowych oraz średniego czasu rozpuszczania – MDT (Mean dissolution time). Obliczenia wykonano na podstawie wartości pola powierzchni pierwszego momentu AUMC(0-tlast) (Area under the first moment curve) oraz pola powierzchni pod uzyskanymi krzywymi uwalniania AUC(0-tlast) (Area under curve). Pola powierzchni obliczono metodą sumowania pól trapezów. Szybkość uwalniania leku określona tą metodą wyniosła ok. 2,5 %/min, a MDT dla badanego preparatu ok. 40 min. Zgodnie z założeniami kinetyki procesów pierwszego rzędu obliczono także wartość okresu półtrwania dla procesu uwalniania który wyniósł ok. 28 min. 
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S11.07.01

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+PRE   /   P:830; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 061098 [1], 091000 [2], 011200 [3], 020601 [4]																								Data:		11.07.2001

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5281		0.3021		0.1511				0.0286						1.51800		1.42296		10		106.679

				1		20		0.5281		0.2889		0.1445				0.0274						1.50700		1.42296		10		105.906

						20		0.5183		0.1174		0.0587				0.0113

				2		20		0.5183		0.1233		0.0617				0.0119

						20		0.5243		0.1807		0.0904				0.0172

				3		20		0.5243		0.1844		0.0922				0.0176

						20		0.5296		0.1796		0.0898				0.0170

				4		20		0.5296		0.1808		0.0904				0.0171

										M:		0.0280				M:		0.0174

										1       SD:		0.0009				3        SD:		0.0002

										M:		0.0116				M:		0.0170

										2       SD:		0.0004				4        SD:		0.0001





K11.07.01

		

		Zawartość salicyny w korze wierzby.

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: Nysa [2], AC [1]																								Data:		11.07.2001

								naważka     [g]								zawartość w korze  [%]												Odzysk [%]

						10		0.6098		2.9680		2.9680				4.8672						1.51800		1.42296		10		106.679

				1		10		0.6098		3.0340		3.0340				4.9754						1.50700		1.42296		10		105.906

						10		0.6271				0.0000				0.0000

				2		10		0.6271		0.0047		0.0047				0.0075

																M:		4.9213

																1        SD:		0.0765

																M:		0.0037

																2        SD:		0.0053





T11.07.01

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 030900 [1], 020900 [2], 010900 [3]																								Data:		11.07.2001

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		262.7000		1.0550		10.5500		502.71		20.1888						1.52300		1.42296		10		107.030

				1		10		262.7000		1.0530		10.5300		502.71		20.1505						1.51600		1.42296		10		106.538

						10		280.3000		1.1210		11.2100		502.72		20.1052

				2		10		280.3000		1.1200		11.2000		502.72		20.0873

						10		258.6000		1.0310		10.3100		507.1		20.2173

				3		10		258.6000		1.0240		10.2400		507.1		20.0801

																M:		20.1696

																1        SD:		0.0271

																M:		20.0962

																2        SD:		0.0127

																M:		20.1487

																3        SD:		0.0971





S8.08.01

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+PRE   /   P:830; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:  010501[1,2]; 020501[3,4]																								Data:		7.08.2001

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5247		0.9387		0.4694				0.0895						1.52300		1.42296		10		107.030

				1		20		0.5247		0.9358		0.4679				0.0892						1.51600		1.42296		10		106.538

						20		0.5033		0.8824		0.4412				0.0877

				2		20		0.5033		0.8826		0.4413				0.0877

						20		0.4834		0.8339		0.4170				0.0863

				3		20		0.4834		0.8315		0.4158				0.0860

						20		0.4885				0.0000				0.0000				*

				4		20		0.4885				0.0000				0.0000				*

																M:		0.0885

																1,2        SD:		0.0010

																M:		0.0861

																3,4        SD:		0.0002





K8.08.01

		

		Zawartość salicyny w korze wierzby.

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 28.05.01[1]; 27.0701 [2]																								Data:		7.08.2001

								naważka     [g]								zawartość w korze  [%]												Odzysk [%]

						10		0.6041		4.9340		4.9340				8.1671						1.52300		1.42296		10		107.030

				1		10		0.6041		4.9320		4.9320				8.1638						1.51600		1.42296		10		106.538

						10		0.5977		3.6890		3.6890				6.1724

				2		10		0.5977		3.6920		3.6920				6.1774

																M:		8.1655

																1        SD:		0.0023

																M:		6.1749

																2        SD:		0.0035





T8.08.01

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010701																								Data:		7.08.2001

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		258.2000		1.0310		10.3100		493.0566666667		19.6879						1.52300		1.42296		10		107.030

				1		10		258.2000		1.0300		10.3000		493.0566666667		19.6688						1.51600		1.42296		10		106.538

						10		279.7000		1.0850		10.8500		493.0566666667		19.1264

				2		10		279.7000		1.0850		10.8500		493.0566666667		19.1264

						4892.7										M:		19.4024

						4929.6										1        SD:		0.3187

						4969.4

				M		4930.5666666667		493.0566666667





S20.09.01

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+PRE   /   P:830; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:  01-020901[1,2], 010901 [3]																								Data:		30.09.2001

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.4935		0.5305		0.2653				0.0538						1.60400		1.42296		10		112.723

				1		20		0.4935		0.5355		0.2678				0.0543						1.60600		1.42296		10		112.863

						20		0.4846		0.5459		0.2730				0.0563

				2		20		0.4846		0.5382		0.2691				0.0555

						20		0.5223		1.0340		0.5170				0.0990

				3		20		0.5223		1.0320		0.5160				0.0988

																M:		0.0989

																3        SD:		0.0001

																M:		0.0550

																1,2        SD:		0.0012





T03.10.01 

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010900 [1,2], 020900 [3,4], 030900 [5,6]																								Data:		03.10.2001

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		245.6000		0.9115		9.1150		506.239		18.7881						1.55800		1.42296		10		109.490

				1		10		245.6000		0.9138		9.1380		506.239		18.8356						1.56700		1.42296		10		110.123

						10		242.5600		0.9160		9.1600		506.239		19.1175

				2		10		242.5600		0.9114		9.1140		506.239		19.0215

						10		251.8700		0.9420		9.4200		516.041		19.3001

				3		10		251.8700		0.9397		9.3970		516.041		19.2529

						10		252.4400		0.9424		9.4240		516.041		19.2647

				4		10		252.4400		0.9390		9.3900		516.041		19.1952

						10		262.5400		0.9763		9.7630		513.504		19.0955

				5		10		262.5400		0.9749		9.7490		513.504		19.0681

						10		243.9700		0.9056		9.0560		513.504		19.0609

				6		10		243.9700		0.9086		9.0860		513.504		19.1241

																M1:		19.0695

																[1,2]       SD1:		0.0679

																M2:		19.2532

																[3,4]       SD2:		0.0436

																M3:		19.0872

																[5,6]       SD3:		0.0288





S22.10.01

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+PRE   /   P:830; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:  030901[1]; 040901[2]																								Data:		22.10.2001

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5295		0.5867		0.2934				0.0554						1.58100		1.42296		10		111.106

				1		20		0.5295		0.5853		0.2927				0.0553						1.59600		1.42296		10		112.161

						20		0.4987		0.5538		0.2769				0.0555

				2		20		0.4987		0.5499		0.2750				0.0551

																M:		0.0553

																1        SD:		0.0001

																M:		0.0553

																2        SD:		0.0003





S8.11.01

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+ pre  /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010501(1,2) 020501(3,4)																								Data:		8.11.2001

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5139		0.8267		0.4134				0.0804						1.59800		1.42296		10		112.301

				1		20		0.5139		0.8275		0.4138				0.0805						1.62900		1.42296		10		114.480

						20		0.5111		0.8352		0.4176				0.0817

				2		20		0.5111		0.8279		0.4140				0.0810

						20		0.5246		0.9403		0.4702				0.0896

				3		20		0.5246		0.9424		0.4712				0.0898

						20		0.5290		0.9106		0.4553				0.0861

				4		20		0.5290		0.9087		0.4544				0.0859

				1,2 M:		0.0809				3,4 M:		0.0879

				SD:		0.0006				SD:		0.0022





T8.11.01

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:010701																								Data:		08.11.2001

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		248.9800		0.9680		9.6800		506.239		19.6819						1.59800		1.42296		10		112.301

				1		10		248.9800		0.9704		9.7040		506.239		19.7307						1.62900		1.42296		10		114.480

						10		249.6100		0.9613		9.6130		506.239		19.4963

				2		10		249.6100		0.9627		9.6270		506.239		19.5247

																M:		19.6084

																SD:		0.1153





S7.02.02

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+ pre  /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 020501(1,2) 010501(3,4)																								Data:		7.02.2002

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5145		0.8360		0.4180				0.0812						1.44500		1.42296		10		101.549

				1		20		0.5145		0.8390		0.4195				0.0815						1.46100		1.42296		10		102.673

						20		0.4848		0.7740		0.3870				0.0798

				2		20		0.4848		0.7780		0.3890				0.0802

						20		0.4761		0.7700		0.3850				0.0809

				3		20		0.4761		0.7710		0.3855				0.0810

						20		0.4944		0.8030		0.4015				0.0812

				4		20		0.4944		0.8030		0.4015				0.0812

										1,2 M:		0.0807				3,4 M:		0.0811

										SD:		0.0008				SD:		0.0002





T24.04.02

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010900 [1,2], 020900 [3,4], 030900 [5,6]																								Data:		24.04.2002

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		195.7900		0.7430		7.4300		508.070		19.2807						1.46700		1.42296		10		103.095

				1		10		195.7900		0.7560		7.5600		508.070		19.6180						1.47200		1.42296		10		103.446

						10		196.3500		0.7610		7.6100		508.070		19.6914

				2		10		196.3500		0.7520		7.5200		508.070		19.4586

						10		198.8300		0.7580		7.5800		516.544		19.6922

				3		10		198.8300		0.7600		7.6000		516.544		19.7442

						10		250.8900		0.9480		9.4800		516.544		19.5179

				4		10		250.8900		0.9590		9.5900		516.544		19.7443

						10		266.4100		1.0090		10.0900		516.302		19.5544

				5		10		266.4100		1.0040		10.0400		516.302		19.4575

						10		248.4500		0.9470		9.4700		516.302		19.6795

				6		10		248.4500		0.9480		9.4800		516.302		19.7003

						M1:		19.5122		M2:		19.6746		M3:		19.5979

						[1,2] SD1:		0.1824		[3,4]  D2:		0.1074		[5,6] SD3:		0.1137





K7.05.02

		

		Zawartość salicyny w korze wierzby.

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:																								Data:		7.05.2002

								naważka     [g]								zawartość w korze  [%]												Odzysk [%]

						10		0.6743		4.6480		4.6480				6.8935						1.48000		1.42296		10		104.009

				1		10		0.6743		4.6260		4.6260				6.8609						1.48000		1.42296		10		104.009

						10		0.6284		4.4150		4.4150				7.0261

				2		10		0.6284		4.4180		4.4180				7.0309

						10		0.6183		4.3280		4.3280				6.9997

				3		10		0.6183		4.3310		4.3310				7.0046

						10		0.6410		4.5100		4.5100				7.0359

				4		10		0.6410		4.5360		4.5360				7.0764

																M:		6.9910

																SD:		0.0745





S6.05.02

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+ pre  /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010501[1]; 020501[2];010901[3]																								Data:		6.05.2002

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.4888		1.4110		0.7055				0.1443						1.48000		1.42296		10		104.009

				1		20		0.4888		1.4260		0.7130				0.1459						1.48000		1.42296		10		104.009

						20		0.4683		1.3910		0.6955				0.1485

				2		20		0.4683		1.4010		0.7005				0.1496

						20		0.4932		1.4930		0.7465				0.1514

				3		20		0.4932		1.4940		0.7470				0.1515

				1 M:		0.1451				2 M:		0.1491				3 M:		0.1514

				SD:		0.0011				SD:		0.0008				SD:		0.0001





T6.05.02 

		

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010700 [1,2]																								Data:		6.05.2002

								naważka     [mg]				w próbie  [mg]		ś.m. Tab.  [mg]		zawartość w tabletce  [mg/tab.]												Odzysk [%]

						10		256.7000		1.0300		10.3000		500.000		20.0623						1.48000		1.42296		10		104.009

				1		10		256.7000		1.0290		10.2900		500.000		20.0429						1.48000		1.42296		10		104.009

						10		292.0000		1.1700		11.7000		500.000		20.0342

				2		10		292.0000		1.1700		11.7000		500.000		20.0342

																M1:		20.0434

																SD1:		0.0132





S7.05.02

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+ pre  /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010501[1]; 020501[2];010901[3];020501[4]																								Data:		7.05.2002

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.5089				0.0000				0.0000						1.39700		1.42296		10		98.176

				1		20		0.5089				0.0000				0.0000						1.47900		1.42296		10		103.938

						20		0.5024				0.0000				0.0000

				2		20		0.5024				0.0000				0.0000

						20		0.4795				0.0000				0.0000

				3		20		0.4795				0.0000				0.0000

						20		0.5011				0.0000				0.0000

				4		20		0.5011				0.0000				0.0000

				1 M:		0.0000		2 M:		0.0000		3 M:		0.0000		4 M:		0.0000

				SD:		0.0000		SD:		0.0000		SD:		0.0000		SD:		0.0000





S8.05.02

		

		HPLC2 / Met: 24.03.00  /   K5+ pre  /   P:750; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria: 010501[1]; 020501[2];010901[3]																								Data:		08.05.2002

														Uwaganowa kolumna i prekolumna

								naważka     [g]								zawartość w syropie  [%]												Odzysk [%]

						20		0.53003		1.0980		0.5490				0.1036				*		1.47000		1.42296		10		103.306

				1		20		0.53003		0.8350		0.4175				0.0788						1.47800		1.42296		10		103.868

						20		0.50962		0.7520		0.3760				0.0738

				2		20		0.50962		0.7610		0.3805				0.0747

						20		0.52364		0.8760		0.4380				0.0836

				3		20		0.52364		0.8760		0.4380				0.0836

				1 M:		0.0912		2 M:		0.0742		3 M:		0.0836

				SD:		0.0175		SD:		0.0006		SD:		0.0000

				* ROZDZIAL W ZBYT WYSOKIEJ TEMP. MNIEJSZA ROZDZ.





K28.05.02

		

		Zawartość salicyny w korze wierzby.

		HPLC2 / Met: 11.08.99  /   K5+PRE   /   P:800; F:1,0  /  T:30+5    /   Rozdział:   Salicyna   /   Krzywa:   Salicyna3

		Seria:																								Data:		28.05.2002

								naważka     [g]								zawartość w korze  [%]												Odzysk [%]

						10		0.6824		3.2020		3.2020				4.6924						1.46500		1.42296		10		102.954

				1		10		0.6824		3.2410		3.2410				4.7496						1.42800		1.42296		10		100.354

						10		0.6515		2.5050		2.5050				3.8447				*

				2		10		0.6515		2.5080		2.5080				3.8493				*

						10		0.6391		3.2180		3.2180				5.0350

				3		10		0.6391		3.2150		3.2150				5.0304

																M:		4.8768

																SD:		0.1815





Arkusz1

		

												M		SD

				15		18.36		17.58		20.33		18.7566666667		1.4172626197

				30		53.75		54.37		57.92		55.3466666667		2.2500296294

				45		81.75		78.86		82.57		81.06		1.9488714683

				60		95.64		92.36		97.66		95.22		2.6748457899





Arkusz1

		



Czas pobrania próby [min]

Uwolnienie substancji czynnych [%]
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