) ANALIZA FARMACEUTYCZNA

Metody izolacji lekéw i ich metabolitow z matrycy
biologicznej stosowane w badaniach

farmakokinetycznych

Franciszek Gtowka, Marta Karazniewicz-tada

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkow-

skiego w Poznaniu

Adres do korespondencji: Franciszek Gtéwka, Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki, ul. Swiecickiego 6,
60-781 Poznan, tel.: 061 854 64 37, faks: 061 854 64 30, glowka@ump.edu.pl

Z czego wynika potrzeba izolacji lekow
z materiatu biologicznego?

Badania farmakokinetyki lekéw przeprowadza sie
najczesciej na podstawie oznaczenia catkowitego
stezenia leku w matrycy biologicznej (krew, surowi-
ca, osocze, mocz, ptyn stawowy czy $lina), podczas
gdy o efekcie terapeutycznym decyduje frakcja nie-
zwigzana. Takie postepowanie jest spowodowane
gtéwnie trudnosciami technicznymi oznaczenia tak
bardzo niskich poziomoéw frakcji niezwigzanej leku,
jak réwniez z problemem ilosciowego rozdzielenia
lekow, ktore sg zazwyczaj zwigzkami o matej masie
czasteczkowej, od zwigzkdw wielkoczasteczkowych,
takich jak biatka. Czesto oznaczanie nawet catkowite-
go stezenia leku macierzystego w ptynach biologicz-
nych sprawia analitykowi duze trudnosci ze wzgledu
na jego niskie poziomy w badanych ptynach ustro-
jowych. To z kolei najczesciej jest wynikiem poda-
wania obecnie matych, miligramowych dawek leku.
Problem oznaczalnosci komplikuje tez zmniejszona
dostepnos¢ biologiczna substancji czynnej z posta-
ci leku, dodatkowo potegowana efektem pierwszego
przejscia. Bardzo szybka eliminacja analitu z ustroju,
przy wolnej jego absorpcji powoduje, ze w organizmie
wystepuja mate poziomy. Zatem izolacja analitu, jak
i jego dalsze zatezanie, stuzy zwiekszeniu oznaczal-
nosci metody, co z kolei przektada sie na uzyskanie
prawidtowego modelu farmakokinetycznego leku czy
tez metabolitu. Szybki metabolizm niektérych lekdw
sprawia, ze oznacza sie tez poziomy aktywnych lub
nieaktywnych biologicznie metabolitow, jak to jest
w przypadku klopidogrelu.

Badania farmakokinetyki lekéw, jak i ich meta-
bolitéw, przeprowadza si¢ z uzyciem odpowiednio

Methods of isolation of drugs and their metabolites

from biological matrix applied in pharmacokinetic

studies Pharmacokinetic studies of drugs, defined as
Therapeutic Drug Monitoring, are based on determination of the
total drug concentrations following its isolation from biological
matrix. The aim of the isolation of a parent drug or its metabolites
from biological fluids is an appropriate preparation of the
samples, in which the drug levels are determined by validated
analytical methods, such as HPLC, GC or HPCE. Due to complexity
of a biological matrix and different physicochemical properties
of drugs, a selection of a suitable method for drug isolation
from biological fluids is of great importance. The paper presents
various methods for isolation of drugs from biological materials.
The methods are based on different interactions between analyte
and sorbent or organic solvent used in extraction process. Apart
from classical methods: liquid-liquid extraction and solid phase
extraction, many other techniques are presented, such as solid
phase microextraction or supercritical fluid extraction, which are
applied to pharmacokinetic studies more and more often.
Keywords: biological material, extraction, partition coefficient,
eluotropic series, adsorbents.

© Farm Pol, 2009, 65(7): 505-510

czutych i selektywnych metod analitycznych. Najczeg-
Sciej stosuje sie w tym celu wysokosprawng chroma-
tografie cieczowa (HPLC), chromatografie gazowa (GC)
czy wysokosprawna elektroforeze kapilarng (HPCE),
stad bardzo wazne jest wtasciwe przygotowanie pro-
bek pobranych od pacjenta do oznaczen. Ze wzgledu
na ztozony charakter materiatu biologicznego, ko-
nieczne jest oddzielenie analizowanych zwigzkéw
od substancji endogennych pochodzgcych z matrycy
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oraz od innych lekéw przyjmowanych przez pacjen-
téw, ktére mogtyby zaktécac wynik oznaczen. Ponad-
to procedura przygotowania probek obejmuje, obok
izolacji analitéw z materiatu biologicznego, czesto
takze ich derywatyzacje w celu zwiekszenia oznaczal-
nosci. Przeprowadzenie w odpowied-
nie pochodne, o wiekszej niz zwiazek
macierzysty zdolnosci do fluorescencji
czy absorpcji promieniowania UV, jest
szczegblnie wazne w przypadku ko-
niecznosci oznaczania matych pozio-
mow leku w organizmie. Ze wzgledu
na fakt, ze derywatyzacji moga ule-
gac réwniez zwigzki endogenne i inne
leki o strukturze podobnej do analizo-
wanych substancji, konieczna jest nie
tylko selektywna izolacja substancji
leczniczej i jej metabolitéw z matryc
biologicznych przed derywatyzacja,
lecz czesto takze oddzielenie utwo-
rzonych pochodnych analitéw od innych produktéw
derywatyzacji, mogacych interferowac z oznaczany-
mi zwigzkami [1].

Walidacja metod analitycznych

Koniecznos¢ selektywnej izolacji substancji ma-
cierzystej i/lub jej metabolitéw z materiatu biologicz-
nego jest bezposdrednio zwigzana z dalszg procedura
analityczng, ktéra ma na celu ilosciowe oznaczenie
wyodrebnionych analitéw. Zgodnie z wytycznymi The
European Medicines Agency (EMEA) oraz Food and
Drug Administration (FDA), metody analityczne sto-
sowane do oznaczania zwigzkéw macierzystych i pro-
duktow ich biotransformacji w surowicy, osoczu, krwi,
moczu czy innych ptynach biologicznych, powinny
by¢ poddane walidacji, ktérej celem jest potwierdze-
nie wiarygodnosci tych oznaczen. Walidacja metod
powinna obejmowac: okreslenie precyzjii doktadno-
$cioznaczen, selektywnosci i czutosci metody, powta-
rzalnosci oznaczen, wydajnosci ekstrakcji analitow
z materiatu biologicznego oraz trwatosci roztworéw
wzorcowych i trwatosci analitéw w ptynach biolo-
gicznych w warunkach przechowywania oraz przy-
gotowania prébek do oznaczen [2, 3]. Selektywnosé
okresla mozliwos$¢ oznaczenia dang metoda analitycz-
na badanych zwigzkéw w obecnosci innych substan-
cji zawartych w prébce, takich jak zwigzki endogenne,
metabolity, produkty transformacji analitéw, oraz
inne leki przyjmowane przez pacjenta. Stad tak waz-
ne jest selektywne wyizolowanie analitu z matrycy
biologicznej. Precyzja okresla stopieh zgodnosci mie-
dzy pojedynczymi wynikami analizy (rozrzut wyni-
kow). Jej miarg jest wspotczynnik zmiennosci (Wz%),
okreslony wzorem (SD/xx 100%), ktdrego wartosc nie
powinna przekraczac 15% dla wszystkich stezen z wy-
jatkiem najnizszego stezenia z krzywej wzorcowej, dla
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ktérego Wz <20%. Z pojeciem precyzji metody zwia-
zana jest powtarzalnosé i odtwarzalnos¢ metody,
czyli mozliwos$¢ uzyskiwania takich samych wynikéw
w réznych odstepach czasowych nie tylko przez da-
nego analityka, lecz réwniez w innych laboratoriach
badawczych. Doktadnos¢ okreéla zgodnosé uzyska-
nych wynikéw (C,) z wartoscig rzeczywista (C ). Mia-
ra doktadnosci moze by¢ wielkos¢ btedu oznaczen,
okreslona wzorem (C,~C )/C_ x 100%, ktérego war-
tos¢, podobnie jak w przypadku precyzji, nie powinna
przekraczac 15% dla wszystkich stezen oraz 20% dla
najnizszego stezenia z krzywej wzorcowej. Badanie
odzysku prowadzone jest w celu stwierdzenia ewen-
tualnych strat analitu w toku analizy oraz wptywu ma-
trycy na wynik badania. Polega ono na poréwnaniu
wynikéw analizy badanej substancji, po jej ekstrakcji
z ptynéw biologicznych, w stosunku do wartosci uzy-
skanych dla substancji nieekstrahowanej. Obecnie nie
ma okreslonych wymagan dotyczacych wartosci od-
zysku, jednakze przyjmuje sie, ze postepowanie anali-
tyczne stosowane do wyodrebnienia analitu z matrycy
powinno umozliwi¢ oznaczenie odpowiednio niskich
stezen w prébkach biologicznych [2, 3].

Metody izolacji lekéw i ich metabolitow
z matrycy biologicznej

Wyizolowanie substancji leczniczej i/lub jej meta-
bolitéw z materiatu biologicznego pobranego od pa-
cjenta jest prawdziwym wyzwaniem dla analityka.
Jest to zwigzane z faktem, Zze krew, $lina, a zwtasz-
€za mocz sg bardzo ztozonymi matrycami, zawiera-
jacymi w swoim sktadzie biatka, sole, kwasy, zasady,
a takze zwigzki organiczne, ktére czesto maja podob-
na budowe chemiczna do analizowanych substancji.
Ponadto w przypadku takich zwigzkéw jak steroidy
czy benzodiazepiny czesto wystepuja oddziatywa-
nia kwasowo-zasadowe, czy tez oddziatywania po-
miedzy ich grupami funkcyjnymi, ktére wptywaja na
rozpuszczalnos¢ analitdw oraz na zmniejszone powi-
nowactwo do sorbentéw stosowanych w ekstrakgji.
Wybor odpowiedniej metody izolacji zwigzkéw macie-
rzystych iich metabolitow z materiatu biologicznego
uzalezniony jest od wtasciwosci fizykochemicznych
badanych substancji, a zwtaszcza od ich polarnosci,
a takze od rodzaju materiatu biologicznego, z ktére-
go lek ma by¢ wyodrebniony.

Ekstrakcja ciecz-ciecz

Ekstrakcja klasyczna ciecz-ciecz jest od wielu lat
najpowszechniej stosowana metoda ekstrakcji anali-
toéw z ptynéw biologicznych. Polega ona na dodaniu
do prébki o charakterze hydrofilowym (osocze, suro-
wica, mocz, slina, ptyn stawowy) odpowiednich ilosci
rozpuszczalnika organicznego. Analit ulega ekstrak-

cji zgodnie z prawem podziatu Nernsta. Wedtug pra-
wa Nernsta stosunek stezef substancji rozpuszczonej
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w dwoch niemieszajacych sie ze sobg fazach ciektych
(rozpuszczalnik organiczny i woda) jest w stanie row-
nowagi wielkoscig stata, niezalezng od ilosci substan-
cji i ilosci uzytych faz.

Tabela 1. Szereg eluotropowy rozpuszczalnikéw dla adsorbentéw polarnych: SiO,

iALO,

Sita elucji £,

) ANALIZA FARMACEUTYCZNA

ALO,

C
K= CO
w najmniej polarny n-Pentan 0,00 0,00
gdzie ¢, i ¢, —stezenia substancji w fazie organicz- n-Heksan 0,03 0,01
nej i fazie wodnej, K —wspotczynnik podziatu. Cykloheksan 003 004
Powyzsze prawo jest spetnione tylko wtedy, gd
y P J, p y i X y g_ y Tetra-chlorek wegla 0,11 0,18
temperatura uktadu jest stata, fazy ciekte nie mie-
L .. . Eter diizopropylowy 0,21 0,28
szaja sie ze soba, roztwory substancji rozpuszczonej
w obu fazach sa roztworami rozcieficzonymi, a sub- Benzen 025 032
stancja rozpuszczona nie ulega dysocjacji i asocjacji Chloroform 0,26 0,40
w cieczach. Jezeli z objetosci V, probki o charakterze Dichlorometan 0,32 0,42
hydrofilowym chcemy wyodrebni¢ m graméw bada- Eter dietylowy 0,38 038
nej substancji za pomocg objetosci V, rozpuszczal- Octan etylu 038 058
nika thamcznego, wspotczynnik podziatu mozna Aceton 047 06
wyrazi¢ wzorem: .
ml/vl Dioksane 0,49 0,56
K —7(m_ml)/vz Acetonitryl 0,50 0,65
gdzie m, — masa substancji, ktora pozostaje Pirydyna - o7t
w probce hydrofilowej po ekstrakeji. n-Propanol 0,63 0,82
Stad K, Etanol 0,69 0,88
m=m-—-1__ e
) KV1+V2 najbardziej polarny ~ Metanol 0,73 0,95

Jesli proces ekstrakcji powtérzymy n-krotnie,
to w warstwie wodnej pozostanie m, graméw sub-

kv, Y
M =M TRV,

stancji:

Z przedstawionego réwnania wynika, ze war-
tos¢ m_bedzie mata, kiedy liczba n bedzie duza,
awartosc V, mata, czyli proces ekstrakgji bedzie bar-
dziej wydajny, jesli prowadzi sie go kilkakrotnie ma-
tymi porcjami rozpuszczalnika [4].

Rozpuszczalnik organiczny, ze wzgledu na niska
temperature wrzenia moze by¢ tatwo usunigty przez
odparowanie, co prowadzi réwniez do zwiekszenia
stezenia analitu. Ma to szczegblne znaczenie w przy-
padku takich zwigzkow, ktérych poziomy w ptynach
biologicznych sg bardzo mate. Z rozpuszczalnikéw
organicznych najczesciej stosuje sie dichlorometan,
eter dietylowy, heksan, chloroform oraz mieszani-
ny tych rozpuszczalnikéw. Wadg tej metody jest fakt,
ze do ekstrakcji nie mozna uzywac rozpuszczalnikow

* Zdolnosc elucji analitow z kolumny wypetnionej niepolarng fazg stacjonarng, np. C

w odwroconym uktadzie faz (Reversed Phase), bedzie odwrotna

pH kwasowego za pomoca kwasu orto-fosforowego,
zastosowano dichlorometan, uzyskujac duza wydaj-
nosc ekstrakgji, powyzej 85%. Wybor odpowiedniego
rozpuszczalnika, jak i jego ilos¢ ma istotne znaczenie
w przypadku ekstrakeji lekéw z ptynéw biologicznych.
Przyktadowo, odzysk enancjomerdw ibuprofenu ziml
0socza przy uzyciu 2 mlheksanu byt nizszy w poréw-
naniu do dichlorometanu uzytego w takiej samej ob-
jetosci i wynosit jedynie 40%. Indobufen praktycznie
nie ulegat ekstrakcji do heksanu [7]. Natomiast, sto-
sujac mieszanine heksan: eter dietylowy (80:20) o ob-
jetosci 5 ml do ekstrakcji enancjomeréw ibuprofenu
z 0,5 ml osocza, wydajnosé ekstrakcji wynosita 80%
[8]. Ekstrakcje ciecz-ciecz zastosowano réwniez do
izolacji enancjomeréw ketoprofenu z osocza, mo-
czu, a w szczegblnosci ptynu stawowego chorych
na reumatoidalne zapalenie stawdw. Probki dopro-
wadzone do pH kwasowego ekstra-
howano za pomoca dichlorometanu,

polarnych mieszajacych sie z woda. Z tego wzgledu
metoda ta nadaje sie jedynie do ekstrakcji zwigzkéw
niepolarnych, ktére rozpuszczaja sie w rozpuszczal-
nikach organicznych. Ekstrakcja ciecz-ciecz znalazta
zastosowanie w badaniach farmakokinetyki enan-
cjomerdéw niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
pochodnych kwasu 2-arylopropionowego (ibupro-
fen, flurbiprofen, ketoprofen) i 2-arylobutanowego
(indobufen) u zdrowych ochotnikdéw [5—7]. Do izolacji
tych zwigzkéw z matych objetosci surowicy i osocza
(0,5-1 ml), po uprzednim doprowadzeniu prébki do

uzyskujac duza wydajnos¢ ekstrakeji
wynoszacg 76% dla osocza, 88% dla
ptynu stawowego i 92% dla moczu
[9]. Skutecznos¢ izolacji analitéw z ma-
teriatu biologicznego za pomoca di-
chlorometanu potwierdzono réwniez
w badaniach farmakokinetyki (+)-S-
naproksenu w surowicy i $linie u ludzi,
uzyskujac duza wydajnosé ekstrakeji
rzedu 83-91% [10]. Pomimo prosto-
ty oraz udowodnionej skutecznosci

Z rozpuszczalnikéw
organicznych najczesciej
stosuje sie dichlorometan,
eter dietylowy, heksan,
chloroform oraz mieszaniny

tych rozpuszczalnikéw. Wada
tej metody jest fakt, ze do
ekstrakcji nie mozna uzywac
rozpuszczalnikéw polarnych
mieszajacych sie z woda.
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zasadowy kwasowy polarny $rednio polarny niepolarny niepolarny
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Rodzaj matrycy:

Rozpuszczalno$é analitu:

Charakter analitu:

Mechanizm rozdziatu wymiana wymiana podziat adsorpcyjny podziat podziat
na kolumienkach: kationow anionéw w normalnym w odwréconym w odwréconym
uktadzie faz uktadzie faz uktadzie faz
Rodzaj sorbentu: krzemionka krzemionka  krzemionka zel krzemionkowy Krzemionka modyfikowana grupami
modyfikowana zwigzana modyfikowana Florisil (Si0,Mg), alkilowymi (C8, C18), fenylowymi
gr. karboksylowymi  zIVrz. aming grupami cyjanowymi, tlenek glinu lub cyjanowymi
lub sulfonowymi lub diaming ~ diolowymi
lub aminowymi
Eluent: kwasy zasady heksan heksan heksan
(wg wzrastajacej bufory bufory chloroform chloroform dichlorometan
polarnosci) dichlorometan dichlorometan aceton
aceton octan etylu acetonitryl
metanol metanol metanol
woda

Ryc. 1. Kryteria doboru adsorbentéw i eluentéw do ekstrakcji substancji leczniczych z materiatu biologicznego metoda SPE

klasycznej ekstrakcji ciecz-ciecz, obecnie istnieje ten-
dencja do stosowania innych metod izolacji zwigzkéw
z materiatu biologicznego. Jest to zwigzane z koniecz-
noscig ograniczenia stosowania rozpuszczalnikéw or-
ganicznych, ktére moga by¢ szkodliwe dla ludzi i dla
Srodowiska. Ponadto, ztozony charakter matrycy bio-
logicznej, czy obecnosé innych lekéw przyjmowanych
przez chorych wymaga czesto zastosowania bardziej

selektywnych metod izolacji.

Ekstrakcja do ciata statego

Metoda ekstrakeji do ciata statego (SPE) spetnia
powyzsze warunki. Do izolacji substancji leczniczych
i ich metabolitéw z matryc biologicznych wykorzy-
stuje sie zmodyfikowane powierzchniowo materia-
ty krzemionkowe i polimerowe, podobne do tych,
ktére sg szeroko stosowane w HPLC. Probki materia-
tu biologicznego, doprowadzone do odpowiedniego
pH, nanosi sie na kolumienki z adsorbentem, uprzed-
nio aktywowane za pomocga okreslonych rozpusz-
czalnikow, np: metanol, woda. Ekstrakcja analitu do
fazy statej zachodzi wéwczas, gdy wigzanie miedzy
adsorbentem a analitem jest silniejsze, niz miedzy
analitem a matryca biologiczna. Wyboér wypetnienia
kolumienek uzalezniony jest od wtasciwosci analitu

(rycina 1). Do najczesciej uzywanych adsorbentow

naleza: zel krzemionkowy, tlenek glinowy, krzemion-
ka modyfikowana grupami alkilowymi (np. C-8, C-18),
fenylowymi, cyjanowymi, a takze fazy stacjonarne
stosowane w chromatografii jonowymiennej. Zasa-
da rozdziatu metodg SPE zalezy gtéwnie od natury
adsorbentu. Sitami warunkujacymi oddziatywania
miedzy analitem a adsorbentem polarnym (np. krze-
mionka modyfikowana grupami diolowymi lub ami-
nowymi) sa wigzania wodorowe, oddziatywania
dipol-dipol oraz dipol indukowany-dipol. Gdy zasto-
sowanym sorbentem jest krzemionka z chemicznie
zwigzana grupa niepolarng, np. oktadecylowa (od-
wrécony uktad faz), oddziatywania miedzy analitem
a adsorbentem zachodza na zasadzie sit dyspersyj-
nych (van der Waalsa). W przypadku analitéw jono-
wych, oddziatywania z adsorbentem odbywaja sie na
zasadzie elektrostatycznego przyciagania grup funk-
cyjnych [11]. Anality zwigzane z wypetnieniem mozna
odzyskiwac poprzez ekstrakcje rozpuszczalnikami or-
ganicznymi (rycina 1). W procesie wymywania eluent
musi posiadac silniejsze powinowactwo do analitu
niz sorbent. Zdolnos¢ rozpuszczalnika do wymywa-
nia substancji z adsorbentu zalezy od jego sity od-
dziatywania z powierzchnia wypetnienia kolumienki
i zwana jest moca elucyjna rozpuszczalnika. Sita ta
wzrasta wraz z polarnoscia rozpuszczalnika. W celu
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doboru odpowiedniego rozpuszczalnika utozono je
w szeregi eluotropowe. Moc elucji rozpuszczalnikdw
dla adsorbentéw polarnych takich jak zel krzemion-
kowy czy tlenku glinu przedstawia sie nastepujaco:
kwas octowy > woda > metanol > acetonitryl > ace-
ton > dichlorometan > eter etylowy > chloroform >
n-heksan [11]. Bardziej szczegdtowg charakterystyke
rozpuszczalnikéw szeregu eluotropowego przedsta-
wiono w tabeli 1[12].

Izolacja analitéw z ptynéw biologicznych meto-
da SPE znalazta szerokie zastosowanie w badaniach
farmakokinetyki wielu substancji leczniczych i ich
metabolitow. Jest to zwigzane nie tylko z mniejszym
zuzyciem odczynnikéw chemicznych i mozliwosciag
wielokrotnego uzycia sorbentu, lecz takze z wysokg
wydajnosciag ekstrakcji i odtwarzalnoscig wynikow.
Metode SPE, przy uzyciu kolumienek wypetnionych
krzemionka zwigzang z faza C18, wykorzystano do
izolacji enancjomeréw ibuprofenu z osocza i moczu
zdrowych ochotnikéw [7]. Metoda ta okazata sie od-
powiednia réwniez dla chiralnych metabolitéw hy-
droksylowych i karboksylowych ibuprofenu, mimo
ze charakteryzuja sie one wiekszg polarnoscig w sto-
sunku do leku macierzystego [13]. Pewnym ograni-
czeniem uniemozliwiajgcym zastosowanie SPE moze
by¢ sam materiat biologiczny. Préba ekstrakcji meto-
da SPE enancjomeréw ketoprofenu z matych objetosci
(0,5 ml) ptynu stawowego chorych z reumatoidalnym
zapaleniem stawdw nie powiodta sie, ze wzgledu na
duzg lepkos¢ ptynu stawowego i obecnos¢ zwigzkow
wielkoczasteczkowych, ktére zamykaty pory wypet-
nienia kolumienek, mimo rozciefnczenia prébki [9].

Izolacja lekéw o charakterze polarnym

Do izolacji lekéw o charakterze hydrofilowym
z prébek biologicznych stosuje sie metode SPE z krze-
mionkg modyfikowang m.in. grupami cyjanowymi,
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leku stosowanego w terapii mieloablacyjnej u dzieci
przed przeszczepem komdrek hematopoetycznych,
procedura przygotowania prébek osocza do analizy
obejmowata mikrosgczenie w zestawie do ultrafil-
tracji. Pozwolito to oddzieli¢ analit od biatek i innych
zwigzkéw o masie wiekszej niz 10 kDa. Uzyskany
przesgcz byt bezposrednio nastrzykiwany na kolum-
ne do HPLC. Natomiast w przypadku prébek moczu
wystarczajace byto rozcienczenie prébki przed anali-
z3. Przedstawiona procedura umozliwiata oznaczenie
z odpowiednia precyzja i doktadnoscia takich pozio-
mow treosulfanu w osoczu i moczu, ktére pozwolity
na uzyskanie odpowiedniego profilu farmakokine-
tycznego leku. Ponadto, nie stwierdzono interferen-
cji ze strony zwigzkéw pochodzacych z matrycy, czy
tez innych lekéw przyjmowanych przez chorych [15].
Nalezy zauwazy¢, ze do oznaczefi wykorzystywa-
no detektor refraktometryczny charakteryzujacy sie
mniejsza czutoscig niz detektor UV czy fluorescen-
cyjny, stad opisang procedure przygotowania prébek
nalezy oceni¢ ponownie w przypadku stosowania de-
tektorow o wiekszej czutosci.

Inne metody ekstrakgji

Opublikowano kilka innych metod izolacji lekéw
z materiatu biologicznego, charakteryzujacych sie
mniejszym zuzyciem rozpuszczalnikow, skroceniem
czasu ekstrakcji, wysoka selektywnoscia i tatwo-
Scig automatyzacji. Nalezy do nich ekstrakcja cie-
cza w stanie nadkrytycznym (SFE, Supercritical Fluid
Extraction), czyli ciecza powyzej krytycznej tempe-
ratury i cisnienia. W tej metodzie ciecze uzywane do
izolacji analitéw z matrycy wykazuja matg lepkosé
i napiecie powierzchniowe oraz charakterystyczna dla
gazow zdolnos¢ do przenikania préobki, dzigki czemu
umozliwiaja bardziej efektywna pe-
netracje matrycy. Najczesciej stosuje

diolowymi czy aminowymi, a takze tlenek glinu i Flo-
risil (Si0,Mg) (rycina 1). Jednakze, w przypadku lekéw
polarnych, ktérych poziomy w ptynach biologicznych
sg duze, bardzo czesto przygotowanie probek do
oznaczen sprowadza sie jedynie do oddzielenia mato-
czasteczkowych substancji leczniczych od zwigzkow
wielkoczasteczkowych, gtéwnie biatek, poprzez ich
stracenie rozpuszczalnikiem organicznym lub zasto-
sowanie odpowiednich filtrow. W badaniach farma-
kokinetycznych kwasu mykofenolowego u chorych po
przeszczepieniu nerki, procedura przygotowania pro-
bek osocza do oznaczeh metoda HPLC obejmowata
stracenie biatek osocza za pomocg acetonitrylu. Na-

sie dwutlenek wegla w stanie nadkry-
tycznym, poniewaz jest stosunkowo
bezpieczny i chemicznie obojetny. Wy-
korzystywany jest on do ekstrakcji nie-
polarnych i sredniopolarnych analitéw,
np.: steroidow z ptynéw ustrojowych
i tkanek [16]. Ponadto do izolacji sub-
stancji leczniczych, m.in. barbitura-
néw z probek biologicznych, uzywa sie
przyspieszonej ekstrakcji za pomoca
rozpuszczalnika (ACE, Accelerated So-
lvent Extraction). W metodzie tej wyko-
rzystuje sie takie same rozpuszczalniki

Selektywnosé okresla
mozliwos¢ oznaczenia
dana metoda analityczna
badanych zwiazkéw

w obecnosci innych

substancji zawartych

w prébce, takich jak zwigzki
endogenne, metabolity,
produkty transformacji
analitéw, oraz inne leki
przyjmowane przez pacjenta.

stepnie po pobraniu supernatantu, odparowywano
rozpuszczalnik organiczny w tagodnym przeptywie
azotu, a suchg pozostatos¢ po rozpuszczeniu w fazie
ruchomej nastrzykiwano na kolumne [14]. Do stra-
cenia biatka, oprocz acetonitrylu, uzywa sie réwniez
innych rozpuszczalnikéw, takich jak metanol, etanol
czy kwas trichlorooctowy. W przypadku treosulfanu,
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jak w metodach klasycznych, lecz pod zwiekszonym
ci$nieniem tj. okoto 1014 MPa i podwyzszonej tem-
peraturze rzedu 50-200°C. Zaletg metody jest lep-
sza penetracja probki przez rozpuszczalnik oraz
skrécenie czasu ekstrakcji [17]. Do izolacji substan-
cji leczniczych z ptynéw biologicznych uzywa sie
rowniez ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem
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Do izolacji substancji
leczniczych z ptynéw
biologicznych uzywa

sie rowniez ekstrakcji
wspomaganej
promieniowaniem
mikrofalowym (MAE,
Microwave-Assisted
Extraction). W metodzie tej
prébka z rozpuszczalnikiem
uzywanym do ekstrakgji
poddawana jest dziataniu
fal elektromagnetycznych
o duzej czestosci, dzieki
czemu uzyskuje sie
znaczne skrécenie czasu
ekstrakcji oraz mniejsze
zuzycie rozpuszczalnikéw
organicznych.

mikrofalowym (MAE, Microwave-Assi-
sted Extraction). W metodzie tej prob-
ka z rozpuszczalnikiem uzywanym do
ekstrakcji poddawana jest dziataniu fal
elektromagnetycznych o duzej czesto-
Sci, dzieki czemu uzyskuje sie znaczne
skrécenie czasu ekstrakeji oraz mniej-
sze zuzycie rozpuszczalnikéw organicz-
nych. MAE stosowano do izolacji m.in.
lidokainy, morfiny, diazepamu z suro-
wicy, 0socza, sliny i moczu [18]. Mikro-
ekstrakcja do fazy statej (SPME, Solid
Phase Microextraction) jest nowocze-
sna metoda przygotowania probki do
analizy chromatograficznej, oparta na
SPE. Sorbent, najczesciej polidimety-
losiloksan (PDMS), poliakryl (PA) i ich
mieszaniny, hanoszony jest na cien-
kie wtokno szklane lub kwarcowe,
ktére umieszcza sie w igle specjalnej

strzykawki. Proces ekstrakeji sktada
sie z absorpcji lub adsorpcji analitéw
z probki do pokrycia wtékna, a nastepnie desorpcji
w komorze nastrzykowej chromatografu. Metoda ta
znajduje coraz szersze zastosowanie do izolacji réz-
nych grup substancji leczniczych z prébek biologicz-
nych, m.in. anestetykoéw, barbituranéw, steroidéw,
co zwigzane jest z krétkim czasem ekstrakcji, bardzo
matym zuzyciem rozpuszczalnikéw organicznych oraz

mozliwoscig automatyzacji procesu [19].

Podsumowanie

Wybdr odpowiedniej metody izolacji substancji
leczniczej i/lub jej metabolitéw z prébek biologicz-
nych pobranych od pacjenta odgrywa kluczowa role
w badaniach farmakokinetycznych. Jest to zwigzane
z koniecznoscia doktadnego i precyzyjnego oznacze-
nia pozioméw wyizolowanych analitéw, co w konse-
kwencji ma wptyw na dalsza farmakoterapie. Mimo
ze w dalszym ciggu powszechnie stosuje sie klasycz-
ne metody ekstrakcji ciecz-ciecz oraz SPE, coraz cze-
sciej wykorzystuje sie inne metody izolacji, takie jak
SFE, MAE czy SPME, umozliwiajace oszczednos¢ od-
czynnikéw chemicznych oraz skrécenie czasu przygo-
towywania prébek do analizy.
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