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Nowa metoda oznaczania komponentów 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 poszczególnych analitów w skomplikowanych mie-
szaninach jest bardzo trudnym zadaniem analitycznym. Obecnie coraz cz ciej stosowana jest 
wielowymiarowa chromatografia cieczowa.  

W pracy porównano ró ne techniki ekstrakcji/ ugowania analitów ze skomplikowanych 
matryc (2 specyfiki farmaceutyczne) oraz wykazano korzy ci ze stosowania ró nego typu uk a-
dów chromatograficznych do ich rozdzielania. Wykorzystano chromatografi  wykluczania bez 
oraz z jednoczesnymi oddzia ywaniami sorpcyjnymi i chromatografi  w odwróconym uk adzie 
faz. Wyniki kilku tego typu analiz by y podstaw  do rozwi zania uk adów równa  liniowych i opi-
su sk adników mieszaniny. 

 
S owa kluczowe: skomplikowane mieszaniny sk adników, specyfiki farmaceutyczne, ekstrakcje/ 
ugowanie, chromatografia wielowymiarowa, rozdzielanie grupowe, kalibracja wielowymiarowa, 
uk ad równa  
 
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. Wst p  
 (Incroduction)  

 
 Leki bywaj  podawane w ró ny sposób. Jedne z form to ma ci i ele. 

ele s  koloidaln  dyspersj  cia a sta ego w cieczy, przy czym w przeci-
wie stwie do roztworów koloidalnych, obie fazy s  fazami ci g ymi. Cz stki 
cia a sta ego, w uk adzie tym, cz  si  si ami Van der Waalsa b d  wi za-
niami wodorowymi lub oddzia ywaniami dyspersyjnymi [1]. W postaci eli 
wyst puj  bardzo cz sto specyfiki farmaceutyczne, których u ycie wi e si  
z korzystnymi efektami leczniczymi. Idea przez skórnego podania niektórych 
leków jest bardzo stara, a ostatnio znowu coraz cz ciej stosowana. Pod-
stawow  barier  hamuj c  wch anianie substancji leczniczych przez skór  
stanowi zewn trzna warstwa komórek naskórka, st d mo na w ten sposób 
podawa  jedynie preparaty, których sk adniki przenikaj  przez skór . 
Wch anianie leku zale y od w a ciwo ci fizykochemicznych substancji lecz-
niczych, rodzaju pod o a i jego w a ciwo ci, wzajemnego oddzia ywania lek 
– pod o e – skóra, jak równie  obecno ci substancji pomocniczych, które 
stanowi  sk adniki elu [2].  

Potrzeba rozdzielania i oznaczania sk adników produktów farmaceu-
tycznych jest przede wszystkim zwi zana z kontrol  jako ci. Niekiedy, zna-
czenie ma tak e, potrzeba zbadania ewentualnego sfa szowania produktu, 
jego zepsucia si  w wyniku ska enia, a tak e zbadanie sk adu w celu opisu 
sk adu produktów konkurencyjnych lub wyja nienia technologii ich otrzymy-
wania.  

Tego rodzaju zadania analityczne nale  do szczególnie trudnych ze 
wzgl du na najcz ciej szeroki zakres mas molekularnych komponentów, 
ich polarno , hydrofilowo  i hydrofobowo  oraz wielofazowo  postaci fi-
zycznej. Cz sto te , niektóre sk adniki s  bardzo trudno- albo nierozpusz-
czalne w cieczach, a je li rozpuszczalne to w formie roztworów koloidalnych.  

Przegl d literatury wykaza , i  istnieje wiele prac nad oznaczaniem 
okre lonych wybranych sk adników specyfików farmaceutycznych, szcze-
gólnie substancji czynnych co jest wymagane przez Farmakope . Niestety, 
w literaturze brak jest informacji na temat sposobów post powania w celu 
rozdzielania i oznaczania wszystkich komponentów omawianego typu spe-
cyfików farmaceutycznych, czy produktów kosmetycznych. W tabeli 1 ze-
stawiono najwa niejsze przyk ady techniki rozdzielania i oznaczania okre-
lonych sk adników specyfików farmaceutycznych opisane w literaturze oraz 

zastosowane techniki detekcji. 
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Tabela 1.  Przyk ady uk adów chromatograficznych wykorzystywanych do 
oznaczania sk adników specyfików farmaceutycznych i kosme-
tycznych (w postaci eli, ma ci i kremów) 

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

 

Substancja  
rozdzielana  
(Substance) 

Próbka 
(Sample) 

Przygotowa-
nie próbki  

(Sample pre-
paration) 

Kolumna 
(Column) 

Uk ad chromatogra-
ficzny/eluent lub 

program eucji 
(Chromatographic 

system/eluent) 

Detekcja 
(Detection) 

Literatura  
(Reference) 

triamcinolon,  
metylo- i propylopa-

raben, 
hydrokortyzon 

octowy 

krem- 
Triamcino-

lon 
rozpuszczenie C18 ACN:H2O 40:60(v/v) UV [3] 

kompleksowane  
elazo 

el pod 
prysznic, 

myd o 

rozpuszczenie  
w eluencie 

filtracja przez 
filtr 0,45 µm 

IP-C18 

MeOH:bufor 10:90(v/v) 
20mM wodorosulfonian 

tetrabutyloaminy, 
15mM mrówczan sodu 
pH4 (kw. mrówkowy) 

UV [4] 

witamina A krem 
ekstrakcja do 
MeOH+CH3Cl 

 
C18 

A: MeOH: H2O  
10 mM octanu aminy 

70;30 (v/v) 
B: MeOH: CH3Cl 

40:60 (v/v) 
15min 100%A do 
100%B, 15 min. 

100%B 

UV [5] 

metylo-
dibromoglutaronitryl 

krem do 
cia a 

ekstrakcja  
w 60°C, 10 
min do 80% 

MeOH 

C 8 

Aceton: H2O  
(2 mM chlorek sodu, 
20mM sulfonianu so-

du) 40:60 (v/v) 

EC [6] 

metylo-,  
porpyloparaben, 
octan hydrokorty-

zonu 

krem 
farmaceu-

tyczny 

ekstrakcja do 
ACN 

10 min ultra-
d wi ki 

odwirowanie 

C18 
MeOH:ACN: H2O 
15:27:58(v/v/v) 

UV [7] 

mirystynian  
nikotyny 

preparat 
dermatolo-

giczny 

ekstrakcja  
w fazie 

ruchomej 
C18 

0,01%TFA:ACN  2:98 
(v/v) 

UV [8] 

sk adniki czynne 
kremów 

kremy  
lecznicze 

ekstrakcja 
oznaczanych 
substancji do 

eluentu 

SPE Brak danych UV [9] 

kwas sorbinowy 
krem 

farmaceu-
tyczny 

ekstrakcja do 
eluentu 

PLRP-S 
ACN:bufor fosforowy 

(pH 7): H2O 
1:5:94 (v/v/v) 

UV [10] 

chinokaina HCl kremy 

ekstrakcja do 
0,1 N HCl 

odwirowanie 
w warunkach 

2000  
obr./min.,  
10 min. 

C18 

ACN: 0,01 M octan sodu 
trihdrat 

45:55 (v/v) 
0,02 zawiera 0,06% (w/v) 

sól sodowa 
kwasu heptan  
sulfonowego 
pH 4,5 kwas  

octowy 

UV [11] 

chlorokrezol,  
chloroksynelol 

farmaceutyki 

ekstrakcja do 
DMSO 
10 min  
w a ni  

ultrad wi ko-
wej 

ODS 

A: ACN:THF 95:5 (v/v) 
B: bufor fosforanowy  

trimetyloaminy 
(pH 3, 0,05 M) 

A–B (52:48, v:v) 

FLC 
Derywaty-

zac-ja 
[12] 

 
 
Konieczne jest wi c, stosowanie ró nych technik rozdzielania, w tym z ca  
pewno ci  chromatografii. Chromatografia to grupa technik rozdzielania 
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szczególnie przydatna do rozwi zywania zada  analitycznych opisanych na 
wst pie substancji, grup substancji i produktów. Wykorzystanie optymalnego 
zestawu detektorów i optymalnie dobranych warunków detekcji umo liwia 
otrzymanie dodatkowych informacji jako ciowych, oprócz tych, jakie przyno-
sz  warto ci parametrów retencji. Na podstawie otrzymanych chromatogra-
mów mo na obliczy  parametry retencji dla poszczególnych analitów oraz 
ich zawarto  wykorzystuj c warto ci pola powierzchni, b d  wysoko ci pi-
ków. Jest to atwe w przypadku, gdy substancje ulegaj  ca kowitemu roz-
dzieleniu. W przypadku braku pe nego rozdzielania pików analitów mo na 
zastosowa  chromatografi  wielowymiarow  (najcz ciej dwuwymiarow , 
ale tak e wy szego stopnia). Uzyskuje si  chromatogramy dwuwymiarowe, 
umo liwiaj ce obliczenie st e , na podstawie sumy pól powierzchni lub 
sumy wysoko ci pików. 

Do oznaczania sk adu skomplikowanych mieszanin, mo na równie  
zastosowa  dwuwymiarow  lub wielowymiarow  kalibracj  [13-15]. Zada-
niem tego typu kalibracji jest ustalenie modelu zale no ci pomi dzy zawar-
to ciami (st eniami) sk adników w poszczególnych próbkach, a warto ciami 
absorpcji promieniowania przy ró nych d ugo ciach fali. Jako  i wiarygod-
no  modeli kalibracyjnych zale y od wielu czynników. Zalicza si  do nich 
zarówno reprezentatywno  materia u badawczego (próbek), jak i rozmaite 
aspekty procedury budowy modelu. Dane wektorowe uzyskiwane na pod-
stawie widm absorpcji lub emisji (spektrofotometria, spektrofluorymetria, 
podczerwie , bliska podczerwie ), czy skanów elektrochemicznych (voltam-
perogramy) mog  zosta  wykorzystane ze wzgl du na prostot  stosowania  
i atwo  interpretacji [14]. Wielowymiarowa kalibracja mo e by  wykorzy-
stywana w przypadku mieszanin o skomplikowanym sk adzie, w zakresie 
medycyny, botaniki czy produktów rafineryjnych. 

W przypadku analityki sk adu mieszaniny substancji o znanych sk ad-
nikach, nawet bez ich ca kowitego rozdzielania, „wielowymiarowa” analiza 
otrzymanych chromatogramów powinna pozwoli  na oznaczanie ich zawar-
to ci w badanej próbce. „Wielowymiarowo ” oznacza w tym przypadku za-
stosowanie kilku uk adów rozdzielczych, gdzie sk adniki mieszaniny b d  
rozdzielane pod wzgl dem ró nych w a ciwo ci, ró nic polarno ci, hydrofo-
bowo ci, oddzia ywa  hydrofilowych, jonowymiennych czy pod wzgl dem 
zró nicowania mas cz steczkowych. Utworzenie uk adu równa , uwzgl d-
niaj cego powierzchnie pików lub wysoko ci pików lub grup pików poszcze-
gólnych sk adników lub grup sk adników mieszaniny oraz wspó czynniki kali-
bracyjne dla substancji wzorcowych, powinno umo liwi  obliczenie 
zawarto ci analitów. Celowe b dzie wykorzystanie do tego programów alge-
bry komputerowej oraz zasad wykonywania oblicze  przybli onych. Wa ne 
jest, aby liczba równa  by a równa lub wy sza od liczby niewiadomych. 
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2. Metody post powania 
 (Experimental methods) 
 
Materia y 
(Materials) 

Substancje wzorcowe stanowi y nast puj ce zwi zki 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 próbki rzeczywiste, specyfików farmaceu-
tycznych dost pnych na rynku – okre lanych jako specyfik 1 i 2, których 
sk adnikami by y powy sze wzorce. 

W analizie chromatograficznej wykorzystano kolumny chromatogra-
ficzne, takie jak: dwie LiChrogel PS1 i dwie LiChrogel PS4 250 x 7 mm,  
z wype nieniem cyjanopropylowym 250 x 4 mm, 5 µm i typu RP-18 250 x  
x 4 mm 5 µm, oraz rozpuszczalniki organiczne o czysto ci do HPLC (Merck, 
Niemcy): terahydrofuran, acetonitryl i wod  dejonizowan  (otrzyman  z sys-
temu oczyszczania wody MilliQ). Dodatkowo na etapie przygotowania pró-
bek do analizy stosowano równie  dichlorometan, metanol, izopropanol, 
formamid, heksan (do HPLC, Merck, Niemcy). 
 
Aparatura 
(Apparatus) 
 Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom Merck-Hitachi (Niemcy) 
wyposa ony w czterokana owy system do elucji gradientowej z zaworami 
proporcjonuj cymi (tzw. gradient niskoci nieniowy), pomp  L-6200, zawór 
dozuj cy Rheodyne Rh-7725i z p tl  dozuj c  50 l, kolumn  chromatogra-
ficzn , termostat, detektor UV– DAD 7450A, detektor fluorescencyjny  
F 1050, oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w sze ciodro ny dwupo o-
eniowy zawór V 7226 Knauer (Niemcy), do zmiany kierunku przep ywu fazy 

ruchomej w kolumnie. 
Chromatograf cieczowy wyposa ony w pomp  model 300C Gynkotek 

(Czechy), zawór dozuj cy Rheodyne Rh-7725i z p tl  dozuj c  100 l, ko-
lumn  do chromatografii elowej, detektor refraktometryczny Waters (Cze-
chy), integrator D-2000 Merck-Hitachi (Niemcy). 

Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom Ultra (VWR-Hitachi) wy-
posa ony 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 próbek do analizy 
(Samples preparation) 

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

Badaniom poddano równie  szybko  rozpuszczania bior c pod uwa-
g  takie techniki roztwarzania, jak wytrz sanie, homogenizacja mechaniczna 
w warunkach wysokich pr dko ci cinania, zastosowanie ultrad wi ków, mi-
krofal. Wykorzystane techniki i badane warunki zestawiono w tabeli poni ej.  
 
Tabela 2.  Typy ekstrakcji i warunki stosowane w badaniach nad szybko ci  

rozpuszczania próbek rzeczywistych 
Table 2.  Investigation of extractions type conditions 
 

Typ ekstrakcji 
(Type of extraction) 

Rozpuszczalnik 
(Solvent) 

Temperatura 
(Temperature) 

Czas 
(Time) 

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta woda 90ûC 
1, 2 

godziny 

Maceracja z wytrz saniem woda 50ûC 
4, 7, 15 
godziny 

Ekstrakcja wspomagana ultrad wiekami 
(w a ni ultrad wi kowej) 

woda 90ûC 
3, 5, 7 
minut 

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami woda 90ûC 
3, 5, 7 
minut 

Homogenizacja woda 90ûC 
3, 5, 7 
minut 

 
Efektywno  zastosowanych technik oceniano na podstawie sumy po-
wierzchni wszystkich pików chromatograficznych. 
 

3. Analizy chromatograficzne 
 (Chromatographic analysis) 
 
Chromatografia wykluczania 
(Size exclusion chromatography) 

Badane próbki rozpuszczono w tetrahydrofuranie (oko o 50 mg/ml  

i 5 mg/ml). Próbki w obj to ci 50 l wprowadzano do czterech szeregowo 
po czonych kolumn chromatograficznych, dwóch LiChrogel PS1 i dwóch 
LiChrogel PS4, wype nionych kulistymi cz stkami z porowatego kopolimeru 
styren- diwinylobenzen. Kolumny te umo liwiaj  selektywne rozdzielenie 
substancji ró ni cych si  mas  cz steczkow  w zakresie od 100 do 10

5
 Da. 

Wylot kolumny by  po czony z detektorem refraktometrycznym. Obj to cio-
we nat enie przep ywu fazy ruchomej, któr  by  tetrahydrofuran, wynosi o 
1,5 ml/min. Zawarto  sk adników nierozpuszczalnych w tetrahydrofuranie 
oznaczono masowo z zastosowaniem techniki grawimetrycznej. 

 
Chromatografia wykluczania z oddzia ywaniami adsorpcyjnymi 
(Size exclusion chromatography with adsorption) 

W badaniach zastosowano kolumn  wype nion  elem krzemionko-
wym modyfikowanym grupami cyjanopropylowymi (typu CN), a jako faz  ru-
chom  wod . Obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej wynosi o  
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1,2 ml/min. Do kolumny wprowadzano 20 l roztworów wodnych substancji 
wzorcowych o st eniu 50 i 5 mg/ml oraz próbek materia ów badanych  
o st eniu 50, 25, 5 mg/ml.  

W przypadku nierozpuszczalnych w wodzie korkozylokaprylokapro-
nianu i oleju parafinowego do oznaczenia ich zawarto ci wykorzystano ana-
liz  grawimetryczn . 
 
Chromatografia w odwróconym uk adzie faz 
(Revers phase chromatography) 

Do rozdzielania sk adników specyfików, w odwróconym uk adzie faz, 
zastosowano kolumn  typu RP-18 z elem krzemionkowym modyfikowanym 
grupami oktadecylowymi, oraz z mieszanin  acetonitryl:woda (6:4 v/v) jako 
faz  ruchom . Obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej wynosi o 

1,2 ml/min. Do kolumny wprowadzano 20 l roztworów wodnych substancji 
wzorcowych o st eniu 50, 25, 10 i 5 mg/ml oraz próbek badanych o st e-
niu 50, 25, 5 mg/ml.  
 
Oznaczenie wody metod  Karla-Fishera 
(Determination of water with Karl-Fisher method) 

Zawarto ci wody w próbkach specyfików oznaczono metod  Karla- 
Fishera. Ze wzgl du na du  zawarto  wody w ma ciach, analizie podda-
wano 0,5% roztwory specyfików w metanolu. Dodatkowo, wykonano analiz  
zawarto ci wody w metanolu, jako lep  prób . Otrzymane wyniki zawarto-
ci wody w metanolu uwzgl dniono przy obliczaniu zawarto ci wody w prób-

kach specyfików farmaceutycznych.  
 
Oznaczanie dietyloaminy metod  ph-metryczn   
(Determination of diethylamine with ph-metric method) 

Oznaczenie dietyloaminy wykonywano z wykorzystaniem techniki 
pHmetrycznej - pomiar pH wodnego roztworu specyfiku 2 oraz sporz dzo-
nych roztworów kalibracyjnych (0,05; 0,1; 0,2; 0,4% zawarto ci dietyloaminy 
w wodzie). Na podstawie 4 punktowej krzywej kalibracyjnej okre lono zawar-
to  dietyloaminy. 
 

4. Wyniki i dyskuja 
 (Results and discussion) 
 
Badania rozpuszczalno ci próbek i ich sk adników   
(Solubility tests samples and their components) 

Jeden z celów cz stkowych przedstawionych bada  by a próba zna-
lezienia rozpuszczalnika, w którym wszystkie sk adniki ma ci b d  si  roz-
puszcza . Zbadano szereg rozpuszczalników, mi dzy innymi wod , acetoni-
tryl, tetrahydrofuran, dichlorometan, metanol, izopropanol, formami, heksan, 
jednak nie znaleziono uniwersalnego rozpuszczalnika dla wszystkich kom-
ponentów ma ci.  
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Wi kszo  sk adników rozpuszcza si  jedynie cz ciowo w w/w roz-
puszczalnikach. Dodatkowo, tzw. carbopole tworz  el z wod , nawet przy 
ma ych zawarto ciach zwi zku, co spowodowa o konieczno  sporz dzania 
roztworów o bardzo ma ych st eniach. W zwi zku z powy szym analizie 
nale y poddawa  próbki „rzeczywiste” o ró nych st eniach, aby mie  pew-
no , e wszystkie anality s  rozpuszczone w eluencie. Pomoc  w tego typu 
badaniach jest stosowanie lasera, wirówki oraz mikroskopu w celu stwier-
dzenia, odpowiednio, za pomoc  efektu rozproszenia wiat a, powstawania 
osadu oraz wyst powania ruchów Browna, czy mamy do czynienia z zawie-
sin  czy z roztworem koloidalnym albo w a ciwym roztworem. Nierozpusz-
czaln  frakcj  próbki nale y usun , najlepiej przez odwirowanie i zdekan-
towanie supernatantu. Dopiero tak przygotowane próbki mo na podda  
analizie z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej, z wykorzystaniem ró nych uk adów rozdzielczych. 

Badania obejmowa y równie  porównanie efektywno ci wykorzystania 
takich technik roztwarzania lub ekstrakcji wspomaganych czynnikami ze-
wn trznymi, jak podwy szona temperatura, ultrad wi ki, mieszanie mecha-
niczne, mikrofale. Wyniku uzyskane dla specyfiku 2 przedstawione s  na ry-
sunku 1. 
 

 
Rys. 1. Efektywno  roztwarzania sk adników próbki z zastosowaniem ró nych technik ekstrak-

cji/ ugowania:  ekstrakcja wspomagana ultrad wi kami ( a nia ultrad wi kowa), 
 homogenizacja mechaniczna,  ekstrakcja wspomagana mikrofalami, 

…….. maceracja z wytrz saniem,  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 podwy szonej tem-
peraturze oraz techniki ekstrakcji w aparacie Soxhleta nie wymaga specjali-
stycznej aparatury, s  to proste, atwe w wykonaniu oraz ci gle powszechnie 
stosowane techniki. Wad  maceracji i ekstrakcji w aparacie Soxhleta jest 
czasoch onno  operacji. W wyniku czego efektywno  roztwarzania jest 
bardzo niska. 



Nowa metoda oznaczania komponentów skomplikowanych mieszanin… 

Vol. 3, No 1/2011  Camera Separatoria 

209 

W przeciwie stwie do konwencjonalnych technik ekstrakcyjnych, 
techniki wykorzystuj ce ultrad wi ki czy promieniowanie mikrofalowe po-
zwoli y na uzyskanie znacznie wy szej efektywno ci ekstrakcji/roztwarzania. 
Podobnie stosowanie homogenizatora mechanicznego przyspiesza roz-
puszczanie substancji. Jako czynnik wspomagaj cy rozpuszczanie najbar-
dziej korzystne okaza o si  zastosowanie ultrad wi ków. Ju  w ci gu 4 mi-
nut mo na osi gn  rozpuszczenie wszystkich komponentów badanych 
próbek (tych, które s  rozpuszczalne). W przypadku zastosowania aparatu 
Soxhleta identyczny wynik otrzymuje si  po 24 godzinnej ekstrakcji.  

Na podstawie powy szych bada  stwierdzono, e optymaln  procedu-
r  przygotowania próbek do analizy chromatograficznej jest zawieszanie  
w eluencie, nast pnie umieszczenie w a ni ultrad wi kowej na 4 minuty, 
oraz odwirowywanie supernatantu. Tak przygotowane próbki poddawano 
analizie chromatograficznej.  
 
Oznaczanie sk adu specyfików farmaceutycznych  
(Determination of pharmaceutical compounds) 

Chromatografia wielowymiarowa jest coraz cz ciej powszechnie sto-
sowana do rozdzielania skomplikowanych mieszanin. W przypadku, gdy nie 
wszystkie sk adniki próbki rozpuszczaj  si  w eluencie pozostaje zastoso-
wanie kilku uk adów chromatograficznych, w wyniku, czego rozdzielaniu  
i analizie poddaje si  komponenty i mieszaniny sk adników, rozpuszczalnych 
w okre lonym eluencie. Wyniki kilku tego typu analiz, wykonanych w ró nych 
uk adach chromatograficznych, s  podstaw  do rozwi zania uk adów rów-
na  liniowych i opisu sk adników mieszaniny. 

Na podstawie przeprowadzonych bada  stwierdzono, i  stosowane 
uk ady chromatograficzne powinny ró ni  si  rodzajem oddzia ywa , dlatego 
zastosowano rozdzielanie, w nast puj cych warunkach: 

-  w odwróconym uk adzie faz, z wykorzystaniem faz stacjonarnych 
typu el krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi, 
oktylowymi lub fenylowymi i mieszanin acetonitryl:woda, meta-
nol:woda w ró nych proporcjach, jako fazy ruchome; 

-  pod wzgl dem masy cz steczkowej, czyli wykorzystanie chroma-
tografii wykluczania/ elowej, z wykorzystaniem fazy stacjonarnej- 
kopolimer styrenu diwinylobenzenu i tetrahydrofuranu lub dichlo-
rometanu, jako eluentu; 

-  w normalnym uk adzie faz, z wykorzystaniem nast puj cych faz 
stacjonarnych: el krzemionkowy, el 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 uk adu NP jest ma a 
rozpuszczalno  komponentów farmaceutycznych w n-heksanie 
czy n-heptanie, a tak e niska w rozpuszczalniku takim jak MTBE; 

-  w uk adzie po czenia oddzia ywa  chromatografii wykluczania  
z jednoczesn , kontrolowan  adsorpcj , wykorzystuj c takie fazy 
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stacjonarne jak SiO2, CN, DIOL, NH2 i inne, ze wzgl dnie polar-
nymi fazami ruchomymi, takimi jak: woda czy mieszaniny heksanu 
z izopropanolem. 

Oprócz technik chromatografii nale y tak e wzi  pod uwag  inne 
techniki analityczne. Mo na w atwy sposób oznaczy  zawarto  wody me-
tod  Karla- Fishera, b d  za pomoc  pomiaru pH oznaczy  st enie dimety-
loaminy, je li jest jedyn  substancj  zasadow .  

Zastosowanie chromatografii, wi e si  z konieczno ci  kalibracji.  
W tym celu zastosowano roztwory czystych sk adników specyfików, jako 
substancje wzorcowe oraz metod  krzywej kalibracyjnej wykorzystuj c po-
wierzchnie otrzymanych pików. 
Zawarto  substancji lub grup substancji nierozpuszczalnych w stosowa-
nych eluentach oznaczano grawimetrycznie. Wyznaczano procent nieroz-
puszczalnej cz ci specyfiku, co stanowi o ilo  substancji lub grup substan-
cji. W przypadku specyfiku 1 nierozpuszczalne w THF by y alantoina, 
kindamycyny fosforan, carbopol, co stanowi o 3,37% masy próbki specyfiku. 
Komponenty specyfiku2 by  w wi kszo ci by y rozpuszczalne w THF, oprócz 
carbopolu, który stanowi  2,97% masy próbki. 

Próbki roztworów specyfików farmaceutycznych rozdzielano w trzech 
uk adach chromatograficznych (wyniki przestawiono na rysunku 2): 

-  chromatografii wykluczania z tetrahydrofuranem, jako eluentem 
oraz szeregowo po czonymi kolumnami dwiema PS1 i dwiema 
PS4; 

-  chromatografii wykluczania z kontrolowan  adsorpcj , z wykorzy-
staniem kolumny typu CN, z wod , jako eluentem; 

-  chromatografii w uk adzie faz odwróconych z kolumn  typu C18 
oraz mieszanin  acetonitryl:woda 6:4 (v/v), jako eluentem. 

Analiza otrzymanych wyników, dla trzech ró nych uk adów chromatograficz-
nych, wykorzystanie techniki Karla-Fishera do oznaczania zawarto ci wody 
oraz pomiaru pH roztworów wodnych (oznaczanie dietyloaminy) i rozwi za-
nie uk adu wielu równa  przedstawionego w kolejnym rozdziale, umo liwi 
obliczenie zawarto ci poszczególnych analitów w próbkach badanych spe-
cyfików. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Nowa metoda oznaczania komponentów skomplikowanych mieszanin… 

Vol. 3, No 1/2011  Camera Separatoria 

211 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 R

y
s
. 

2
. 

 R
ID

 c
h

ro
m

a
to

g
ra

m
y
 r

o
z
d

z
ie

la
n

ia
 s

p
e

c
y
fi
k
u

 f
a

rm
a

c
e

u
ty

c
z
n

e
g

o
 1

 i
 2

 z
 z

a
s
to

s
o

w
a

n
ie

m
 u

k
a

d
ó

w
 C

h
ro

m
a

to
g

ra
fi
c
z
n

y
c
h

: 
A

- 
G

P
C

/S
E

C
-H

P
L

C
 (

k
o

-

lu
m

n
y
 2

x
P

S
1

+
2

x
P

S
4

, 
e

lu
e

n
t-

 T
H

F
),

 B
- 

R
P

- 
H

P
L

C
 (

k
o

lu
m

n
a

 C
1

8
, 

e
lu

e
n

t:
 a

c
e

to
n

it
ry

l:
 w

o
d

a
 6

:4
 p

H
 7

,6
),

 C
- 

G
P

C
 z

 k
o

n
tr

o
lo

w
a

n
 a

d
s
o

rp
c
j

 (
k
o
-

lu
m

n
a

 C
N

, 
e

lu
e

n
t:

 w
o

d
a

),
 s

u
b

s
ta

n
c
je

 r
o

z
d

z
ie

la
n
e

 A
-k

in
d

a
m

y
c
y
n
y
 f

o
s
fo

ra
n

, 
B

-a
la

n
to

in
a

, 
C

-c
a

rb
o

p
o

l 
9

3
4

P
, 

D
-g

lik
o

l 
p

ro
p

y
le

n
o

w
y
; 

E
-m

a
k
ro

g
o

l 

R
e

n
e

x
 P

E
G

 4
0

0
 F

-w
o

d
a

, 
G

-d
ik

lo
fe

n
a

k
 d

im
e

ty
lo

a
m

in
y
; 

H
- 

iz
o

p
ro

p
a

n
o

l,
 I

-d
ie

ty
lo

a
m

in
a

, 
J
-m

a
k
ro

g
o

l 
e

te
r 

c
e

to
s
te

a
ry

lo
w

y
, 

K
-c

a
rb

o
p

o
l 

9
7

4
 N

F
, 

 

L
-k

o
rk

o
z
y
lo

k
a

p
ry

lo
k
a

p
ro

n
ia

n
, 

- 
p

a
ra

fi
n

a
 c

ie
k

a
 

F
ig

. 
2

. 
 
E

x
a

m
p

le
s
 o

f 
R

ID
 c

h
ro

m
a

to
g

ra
m

s
 o

f 
tw

o
 p

h
a

rm
a

c
e

u
ti
c
a

l 
s
p

e
c
if
ic

s
 (

„1
” 

a
n

d
 „

2
”)

 u
s
in

g
 A

) 
G

P
C

/S
E

C
-H

P
L
C

 (
c
o
p

o
ly

m
e

r 
o

f 
s
ty

re
n

e
 d

iv
in

y
lo

b
e

n
z
e

n
e

 

c
o

lu
m

n
 –

L
ic

h
ro

g
e

l 
2

x
P

S
1

+
2

x
P

S
4
 (

M
e

rc
k
),

 e
lu

e
n

t 
- 

te
tr

a
h

y
d

ro
fu

ra
n

e
),

 B
) 

R
P

-H
P

L
C

 (
R

P
1

8
e

 c
o

lu
m

n
 (

M
e

rc
k
),

 e
lu

e
n

t 
- 

a
c
e

tr
o

n
it
ri
le

:w
a

te
r 

6
:4

 (
v
/v

),
 

p
H

 7
,6

) 
C

) 
G

P
C

/S
E

C
 W

IT
H

 S
IM

U
L

T
A

N
E

O
U

S
 A

D
S

O
R

P
T

IO
N

 (
C

N
 c

o
lu

m
n
 (

M
e
rc

k
),

 e
lu

e
n
t 

- 
w

a
te

r)
 

1
A

 
1

B
 

2
A

 
2

B
 

1
C

 
2

C
 



 G. Ga zowska, M. Kami ski  

Camera Separatoria  Vol. 3, No 1/2011 

212 

Obliczenie zawarto ci poszczególnych sk adników  
specyfików farmaceutycznych 
(Calculation of the components content in samples) 

Na podstawie otrzymanych wyników rozdzielania grupowego, b d  
szczegó owego z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej, ozna-
czania sk adników grawimetrycznie (zarówno grupowo i szczegó owo, w za-
le no ci od rozpuszczalno ci) oraz oznaczania wody metod  Karla-Fishera 
wyprowadzono uk ad równa  umo liwiaj cy obliczenie zawarto ci poszcze-
gólnych sk adników specyfików farmaceutycznych (program algebry kompu-
terowej). Wykorzystan  metodologi  przedstawiono poni ej. 
Przyjmijmy, i  wykonujemy rozdzielanie, w ró nych uk adach chromatogra-
ficznych, skomplikowanej mieszaniny sk adników z zastosowaniem dwóch 
detektorów, selektywnego i uniwersalnego. Otrzymujemy chromatogramy 
przedstawione na rysunku 3. 
 

A. DETEKTOR I   B. DETEKTOR II 
X:  

 
Y: 

 
Z: 

 
 
Rys. 3.  Przyk adowe chromatogramy rozdzielania skomplikowanej mieszaniny w trzech uk a-

dach chromatograficznych X, Y, Z, z zastosowaniem dwóch detektorów: 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 chromatogramów, dla kilku uk adów chromatograficznych „L”  
z zastosowaniem kilku detektorów „j” otrzymujemy zale no ci: 
 
DETEKTOR 1: 
X: ca

I
 =ka1

I
·Fa1

I
 +ka2

I
·Fa2

I
+ ka3

I
·Fa3

I    
(1)

 

    cb
I
=kb1

I
·Fb1

I
+ kb2

I
·Fb2

I      
(2) 

    cc
I
=kc1

I
·Fc1

I
+ kc2

I
·Fc2

I
+ kc3

I
·Fc3

I     
(3)

 

 
Y: ca

I
=kb1

I
·Fb1

I
+ ka2

I
·Fa2

I      
(4) 

    cb
I
 =ka1

I
·Fa1

I
 +kb2

I
·Fb2

I
       (5) 

    cc
I
=kc1

I
·Fc1

I
+ kc2

I
·Fc2

I
+ kc3

I
·Fc3

I
+ ka3

I
·Fa3

I
   (6)

 

 
Z: ca

I
=ka1

I
·Fa1

I
+ ka2

I
·Fa2

I
 +kc2

I
·Fc2

I
     (7) 

    cb
I
 =ka3

I
·Fa3

I
 +kb1

I
·Fb1

I
+ kc3

I
·Fc3

I
    (8) 

    cc
I
=kb2

I
·Fb2

I
+ kc1

I
·Fc1

I
      (9) 

 

DETEKTOR 2: 
 
X: ca

II
 =ka1

II
·Fa1

II
       (10) 

cb
II
=kb1

II
·Fb1

II
       (11) 

  cc
II
=kc1

II
·Fc1

II
+ kc2

II
·Fc2

II
+ kc3

II
·Fc3

II
    (12) 

  
Y:  ca

II
=kb1

II
·Fb1

II
 + kc2

II
·Fc2

II
+ kc3

II
·Fc3

II
     (13) 

cb
II
 =ka1

II
·Fa1

II
 + kc1

II
·Fc1

II
     (14) 

    
 

 Z: ca
II
=kc1

II
·Fc1

II
       (15) 

  cb
II
=ka1

II
·Fa1

II
+kb1

II
·Fb1

II
     (16) 

cc
II
=kc2

II
·Fc2

II
+kc3

II
·Fc3

II
     (17) 

 
Odpowiednie warto ci wspó czynników kalibracyjnych ki

j
 dla detektora „j” s  

takie same dla uk adów chromatograficznych / warunków chromatograficz-
nych X, Y, Z, eluent nie powoduje wytworzenia sygna u przez detektor. Je li 
powoduje, warunki nie s  takie same i nale y uwzgl dni  to w powy szych 
równaniach, co komplikuje wyprowadzone zale no ci. St d trzeba dobra  
tylko takie warunki detekcji gdzie eluent nie ma wp ywu na sygna  detektora. 
Korzystne jest, w przypadku gdy eluent ma wp yw na sygna  detektora, do-
branie takich warunków detekcji (nawet o ni szej czu o ci) by takiego wp y-
wu nie by o.  
Ostatecznie zmienne dla pracy na bazie powierzchni pików to: 
- grupy substancji oznaczanych - groups of compound: a, b, c, …   

- l 
- substancje oznaczane - compouns: a1, b1, c1, … 
       - i 
- detektory - detectors: I, II, ...    - j 
- kolumny/ uk ady rozdzielania – columns/ separation systems: X, Y, Z, …
       - L 
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- st enia grup substancji – concentration of compounds groups: ca, cb, cc, 
…       - cl

j
 (L)=  ci

j
 (L) 

- st enie sk adników – concentration of compounds: ca1, ca2, ca3, … 
       - ci

j
 (L)= Fi

j
 (L) ki

j
(L) 

- powierzchnia pików – area of peaks: Fa=  Fai
j
, Fb=  Fbi

j
,…  

       - Fi
j 
(L)  

- wspó czynniki kalibracyjne – calibration coefficients: ka
I
, ka

II
, kb

I
, kb

II
, … 

       - ki
j
(L). 

 
Je li przymnie si  powy sze oznaczenia mo na dla ka dego z chromato-
gramów, wykonanych w ró nych uk adach rozdzielania X, Y, Z: L, z zasto-
sowaniem detektora „j” napisa : 

cl =  ci     (18) 
  

ci= Fi
j
 ki

j
     (19)  

 
W przypadku pików rozdzielonych nale y wyznaczy  warto  ci.  
 
W przypadku pików nierozdzielonych nale y rozwi za , po wykonaniu analiz 
w uk adach rozdzielczych X, Y, Z ( w tym przypadku „trójwymiarowy uk ad 
rozdzielczy”), z zastosowaniem detektora „j”- uk ad równa  liniowych (20), 
postaci: 

X:  Fl
j
(X)=  Fi

j
 (X)    

Y:  Fl
j
(Y)=  Fi

j
 (Y)     (20) 

Z:  Fl
j
(Z)=  Fi

j
 (Z) 

 
podstawiaj c jako dane warto ci, wyznaczonych podczas kalibracji, wspó -
czynników kalibracyjnych ki

j
, które w przypadku dobrania odpowiednich wa-

runków detekcji i braku wp ywu sk adu eluentu na sygna  detektora, maj  ta-
kie same warto ci w ka dym z zastosowanych „wymiarów” rozdzielania.  

Rozwi zaniem powy szych uk adów równa  mog  by  warto ci po-
szukiwanych st e  sk adników „i” mieszaniny, tzn. warto  „ci”, a st d „cl”, 
gdy chodzi o uzupe nienie kalibracji- warto ci brakuj cych wspó czynników 
kalibracyjnych ki

j
, a gdy warto ci detekcji zale  od warunków rozdzielania- 

warto  kl
j
 (L). 

Dodatkowo istnieje mo liwo  zastosowania w obliczeniach znanych 
warto ci parametrów fizyko-chemicznych substancji oraz wyznaczenia nie-
znanych parametrów fizyko-chemicznych rozdzielanych sk adników miesza-
niny. Idea opisana powy ej mo e tak e zosta  zastosowana w tym celu, 
jednak wymaga nast puj cej modyfikacji: 
- dla pików „izolowanych” o znanym st eniu sk adników rozdzielonych  
w próbce dozowanej trzeba wyznaczy  rednie ca kowe st enia sk adnika  
- average integral component concentration (21): 
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dt
ki

t

pi
t

i
par

t

1
ipar      (21) 

i skorzysta  z zale no ci: 

ip pariipar     

(22) 

  
gdzie pari- oznaczenie standardowe – standard determination. 
 
Je eli detektorem jest spektrofotometr typu UV-VIS/DAD lub innego typu de-
tektor umo liwiaj cy otrzymanie widma lub na o onych widm okre lonych 
sk adników rozdzielanej mieszaniny i je eli sk adniki mieszany ró ni  si  
widmami, to mo na dodatkowo u o y  i rozwi za  uk adu równa  typu:  

ii
i

k

i

i c
w

lc

   (23) 
 
bazuj ce na warto ciach sumy absorpcji wiat a cz ciowo na o onych na 
widmach. Na tej podstawie w zale no ci od potrzeby mo na wyznaczy ,  
albo st enie substancji – concentration of component ci, albo wspó czynnik 
absorpcji molowej dla substancji - molar absorption coefficient for the sub-
stance i, przy okre lonej d ugo ci fali - wavelength , a wybieraj c okre-
lon  warto   detekcji - tak e warto  kij. 

Bior c pod uwag  powy sz  metodologi  oblicze , w przypadku pró-
bek rzeczywistych dwóch specyfików farmaceutycznych okre lono zawar-
to  ich poszczególnych sk adników (tabela 3). 
Wyniki, zestawiono w tabeli poni ej. 
 
Tabela 3.  Zawarto  poszczególnych sk adników specyfików farmaceu-

tycznych 
Table 3.  Composition of the components of the pharmaceutical species 
 

Specyfik 1 Sk adniki (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 bada  mo na zaproponowa , 
przedstawiony na rysunku poni ej (rys. 4), schemat ideowy procedury po-
st powania podczas oznaczania sk adników skomplikowanych mieszanin. 

 

 
 
Rys. 4. Schemat post powania podczas oznaczania sk adników skomplikowanych mieszanin 
Fig. 4.Scheme of procedure during determination of components of complicated mixtures 
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Pierwszym krokiem podczas ka dej analizy mieszanin o skompliko-
wanych sk adzie, powinno by  zbadanie rozpuszczalno ci  próbek badanych 
materia ów, jak równie  ich komponentów w ró nych rozpuszczalnikach  
o szerokim zakresie polarno ci. Wa ne jest tak e ustalenie zakresu stabil-
no ci termicznej w przypadku materia ów ca kowicie niezidentyfikowanych.  

Wykazano, e wielowymiarowe rozdzielanie i zastosowanie metodyki 
rozwi zania odpowiedniego uk adu równa  liniowych umo liwia oznaczenie 
pe nego sk adu specyfików farmaceutycznych tak e wówczas, gdy niektóre 
sk adniki s  niemo liwe do rozdzielenia w adnym uk adzie rozdzielczym. 
Mo na wówczas poprzesta  na rozdzielaniu grupowym niektórych kompo-
nentów i obliczeniu zawarto ci poszczególnych sk adników z uk adu równa  
z wieloma niewiadomymi. 

W przypadku polarnych komponentów specyfików farmaceutycznych 
najbardziej korzystne jest zastosowanie chromatografii, z wykorzystaniem 
kolumny na bazie elu krzemionkowego, modyfikowanego grupami cyjano-
propylowymi oraz wody i roztworów rozpuszczalnych w wodzie cieczy orga-
nicznych jako eluentów. 

Stosowanie przep ywu zwrotnego eluentu w kolumnie okaza o sie 
bardzo korzystne ze wzgl du na mo liwo  elucji substancji silnie sorbowa-
nych do fazy stacjonarnej, co umo liwia oznaczenie ich grupowej zawarto ci 
jako danej uzupe niaj cej. 
 

 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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