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Rezumat In lucrare este prezentatd evaluarea comparativa a eficientei metodelor cu cheltuieli reduse de
preparare a probelor de plasma sau ser sanguin pentru investigarea ulterioara prin metoda HPLC cu
faza inversa, bazate pe deproteinizarea cu diversi precipitand si extractia omogena. S-a determinat do-
meniul posibil de utilizare alfiecarei metode infunctie de proprietatile substantelor analizate. Suntfacute
recomandariprivindselectarea unei metode optime de preparare aprobelor la elaborarea noilor metode de
dozare a substantelor medicamentoase in material biologic.

Summary. The comparative evaluation o flow-cost methods o fbiological samples preparation in pharma-
cokinetic researches. Inpaper the comparative estimation ofsome low-cost methods o fsample preparation
ofbloodplasma and serum to its ulterior research by the reversed-phase HPLC is given, based on depro-
teinization by the various précipitants and single-phase extraction. The limits ofpossible usage of each
method in dependence on properties ofanalytical substances have been determined. The guidelinesfor a
choice ofan optimum method ofbiological samples preparation at new analytical methods developmentfor
the active substances determination are given.

Introducere

Prepararea probelor reprezintd o etapa obli-
gatorie foarte importantd Tn procesul analitic la
dozarea substantelor medicamentoase si me-
tabolitilor in materialul biologic prin metode
cromatografice [1]. De ea depind veridicitatea
rezultatelor obtinute si durata exploatarii co-
loanei cromatografice. Metodele de preparare
a probelor pot fi clasificate conventional in se-
lective si neselective. Scopul de baza al meto-
delor neselective este separarea matricei (poli-
meri biologici) de compusii cu masa moleculard
micd, iar separarea acestora se realizeaza prin
sistemul cromatografic. Astfel de metode tre-
buie sa fie simple, rapide si ieftine, prin aceasta
manifestandu-se avantajul lor fata de metodele
selective.

Tn prezenta lucrare sunt examinate metodele
neselective, care constau dintr-un numar minim
de operatii, excluzand etapele de lunga durata
(cum ar fi, de exemplu, evaporarea extractului,
dializa s.a.). Ele sunt mai avantajoase economic,
reducind considerabil cheltuielile de materiale
si reactivi. Acestea sunt metodele de precipitare

a proteinelor cu diferiti reactivi si metoda de ex-
tractie omogena descrisa anterior de noi [2].

Scopul lucrdrii a constat Tn determinarea
domeniului de utilizare a mai multor variante
al metodelor de preparare a probelor si pe baza
datelor experimentale obtinute de a recomanda
alegerea lor la elaborarea metodelor analitice
noi.
Materiale si metode

in lucrare sunt examinate metodele descri-
se Tn literatura de specialitate: de deproteniza-
re cu acizi tari [3-6], solventi organici [7-10] si
saruri ale unor metale grele [11] precum si cea
de extractie omogena cu acetonitril. Studiul s-a
efectuat pe probe model de substante medica-
mentoase din diferite grupe chimice si farma-
cologice pregatite pe plasma si serul donatorilor
sanatosi. Analiza cromatografica a probelor s-a
efectuat cu cromatograful de lichide "Jasco'\
seria LC-1500, cu detectoarele UV si fluorime-
tric Tn regim cu faza inversa.

Calitatea rezultatelor obtinute s-a evaluat
dupa regasirea substantelor medicamentoase
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analizate si puritatea cromatogramelor (numarul
si intensitatea relativd a picurilor interferente).
Aprecierea modului de preparare s-a efectuat re-
iesind din durata si capacitatea de functionare.
Rezultate si discutii

In majoritatea cercetarilor farmacocinetice,
materialele pentru dozarea substantelor medica-
mentoase si/sau metabolitilor sunt plasma sau
serul sanguin, astfel ca in cercetari am folosit
doar aceste tipuri de material biologic. De re-
guld, aprecierea continutului substantelor deter-
minate Tn ele (plasma si ser) se poate considera
identicd, dar Tn acelasi timp natura anticoagu-
lantului Tn cazul plasmei poate influenta rezulta-
telor obtinute Tn urma utilizarii unor metode de
preparare a probelor.

Drept criterii de selectare a metodelor de
preparare a probelor am folosit, Tn primul rand,
simplitatea si timpul efectudrii, accesibilitatea
reactivilor utilizati, costul procedurii de prepa-
rare a unei probe. Asadar, in studiu efectuat n-au
fost incluse metodele larg raspandite cum sunt:
extractia lichidd in varianta clasica, ce include
operatia de evaporare a extractului si extractia
pe fazd solida cu tehnica de lucru laborioasa si
care necesita utilizarea cartuselor costisitoare.
Metodele de deproteinizare cu utilizarea fiecarui
reactiv sunt descrise in literaturd in diverse vari-
ante, si noi le-am testat Tn laboratorul nostru, iar,
dupa necesitate, le-am optimizat. Ulterior, vom
propune descrierea unor variante ale metodelor
neselective de preparare a probelor care, dupa
parerea noastra, sunt optime.

Cea mai mare parte a experimentului a fost
dedicatd determindrii domeniului de aplicare a
metodelor de preparare a probelor dependente
de polaritatea analitilor. Polaritatea, la randul ei,
a fost apreciata dupa concentratia acetonitrilu-
lui Tn faza mobila necesara obtinerii valorilor
optime ale coeficientului de capacitate pe faza
stationard C-18. O astfel de abordare empirica
este prielnicd Tn practica, fiindcd pana la elabo-
rarea metodelor bioanalitice are loc optimizarea
componentei fazei mobile conform timpilor de
retentie a analitilor in solutiile pure. De regula,
intervalul polaritdtii compusilor de analizat ai
fiecarei metode este limitat din directia polarita-
tiijoase (concentratii Tnalte de acetonitril in faza
mobild), de legarea lor stranse cu proteinele i,
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corespunzator, de regasirea care e de dorit sa fie
cel putin de 80%. Pe de altd parte, capacitatea de
elutie a probei nu trebuie s& depaseasca capaci-
tatea de elutie a fazei mobile, pentru a preveni
inrautatirea formei picurilor cromatografici si,
corespunzator, diminuarea selectivitatii. Aceas-
ta regula este valabila la utilizarea solventilor
organici Tn prepararea probelor. Capacitatea de
elutie a probelor poate fi redusa, diluand centri-
fugatul sau extractul cu apa sau solutie tampon,
metodei; totodatd, addugarea operatiei de dilua-
re devine inca o sursa de erori.

S-a determinat parametrul de regasire a 19
compusi medicamentasi intr-un interval larg de
polaritate la prepararea probelor pe plasma san-
guina cu diverse metode. Rezultatele sunt pre-
zentate Tn tabelul 1.

Ulterior, vor fi descrise metode concrete de
preparare a probelor cu precizarea avantajelor si
dezavantajelor.

Precipitarea cu acid percloric: La 100 pl
probd de plasma de analizat se adauga acelasi
volum de solutie 6% acid percloric in apa (va-
rianta I) sau in metanol (varianta Il), se ames-
tecd, lasandu-se timp de 5 min la rece (de dorit
pe baie de gheatd) si se centrifugheaza 5 min
la 6000 minl Daca este cazul, centrifugatul se
neutralizeaza (cu fosfat sau hidrogenofosfat de
sodiu sau amoniu) si se supune analizei.

Prima varianta a metodei de preparare este
mai indicata pentru compusii mai puternic pola-
ri, datorita faptului ca probele preparate nu con-
tin solventi organici si, corespunzator, pot fi uti-
lizate concentratiilejoase ale solventului organic
in faza mobild incepénd cu zero. Regasire buna
se asigura pentru compusii ce elueaza cu faza
mobild, care contine acetonitril pana la 15%. La
utilizarea celei de a doua variante regasirea este
suficientd pentru compusii cu polaritate medie
(vezi tabelul 1), iar probele contin aproximativ
47% metanol, ce corespunde, conform capacita-
tii de eluare, cu 30% acetonitril. Teoretic, s-ar fi
putut utiliza solutiile de acid percloric in ames-
tec apa - metanol in diferite raporturi, dar prac-
tica ne-a demonstrat, cd Tn cazul dat se obtine un
precipitat de proteine, poros si usor suspendabil.
Dintre neajunsurile metodei mentionam precipi-
tarea uneori incompletd a proteinelor, daca nu
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se racesc probele, si faptul cd mediul puternic
acid poate duce la descompunerea compusilor
acidolabili. Tn cazul hemolizei, probele contin
produsele descompunerii acide ale hemoglobi-
nei si o cantitate majoratd de ioni de fier. Drept
rezultat, apar picuri aleatorii pe cromatograme,
precum si reducerea regasirii unor compusi (de
exemplu cefalexind), care formeaza cu ionii de
fier complecsi putin solubili.

Precipitarea cu acid tricloracetic. La 100 pi
proba de plasma sanguina de analizat se adauga
acelasi volum solutie apoasa 6% acid triclora-
cetic, se amesteca, se lasa timp de 5 min, dupa
care se centrifugheaza alte 5 min la 6000 min

in dependentd de necesitate, centrifugatul se
neutralizeaza cu sare bazica (dar nu cu hidroxizi
alcalini, pentru excluderea hidrolizei acidului
tricloracetic cu formarea cloroformului) si se
supune analizei.

Acidul tricloracetic precipitd proteinele mai
puternic si fara racirea probelor, insa el absoarbe
puternic Tn regiunea UV si se retine pe sorbentii
cu fazd inversa, complicand detectia la lungimi-
le de und@ mai scurte de 260-280 rar,. in plus,
anionul acidului tricloracetic poate forma pere-
chi ionice cu unii compusi cu proprietati bazice
si mareste considerabil timpul lor de retentie.
Domeniul de aplicare a precipitantului dat este
de asemenea si analiza compusilor puternic po-
lari. Tn cazul dat addugarea metanolului nu este
de dorit, deoarece duce la formarea esterului
metilic al acidului tricloracetic, care se retine pe
coloana mai tare decét reactivul de precipitare.
Utilizarea metodei este de asemenea limitata de
valorile joase ale pH-ului Tn probe.

Precipitarea cu metanol. La 100 pl proba
de plasma sanguina se adauga 300 pi metanol,
se amesteca si se centrifugheazd 5 min la 3000
min™*. Supematantul contine aproximativ 75%
metanol, echivalent cu 55% acetonitril; in cazul
unor concentratii mai mici in faza mobila, este
necesara diluarea corespunzatoare a probelor.

Aceasta este unadin cele mai simple metode
de preparare a probelor. Ea asigura valori Tnalte
ale regasirii tuturor substantelor medicamentoa-
se investigate, nu provoaca descompunerea lor,
nu distruge hemoglobina si nu modifica valoarea
pH-ului probei. Principalul neajunsul al metodei
tine de cantitatea mare de metanol Tn probe si in
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majoritatea cazurilor necesitd diluarea lor, care
sunt deja diluate. Dacd admitem diluarea maxi-
ma acceptabila a probelor de 10-12 ori relativ la
ser sau plasma initiald, limita utilizarii continu-
tului de acetonitril Tn faza mobild va constitui nu
mai putin de 15-20%. in general, precipitarea cu
metanol poate fi recomandaté pentru determina-
rea substantelor cu polaritatea medie ce au un
continut destul de mare in materialul biologic
(circa 1-10 mg/1 si mai mult).

Precipitarea cu acetonitril. Acetonitrilul
precipita proteinele mai eficient decat metano-
lul, astfel cd sunt suficiente 1,5-2 volume in ra-
port cu plasma. Din cauza miscibilitatii limitate
a acetonitrilului cu solutiile electrolitilor (pre-
cum si ale polielectrolitilor, cum ar fi proteinele
piasmatice) precipitatul se obtine vascos, sub
forma de bol, iar in urma utilizarii ca anticoa-
gulant a sarurilor acizilor organici pofibazici
(citric, oxalic, etilendiamintetraacetic) este po-
sibila stratificarea in doud faze lichide. Pentru
prevenirea fenomenului dat, noi recomandam
adaugarea 1n reactivul de precipitare a 10-20%
metanol. Propunem urmatoarea metoda de pre-
parare a probelor:

La 100 pi proba de plasma sanguinda se
adauga 200 pl amestec acetonitril - metanol
(9:1), se amesteca si se centrifugheaza 5 min la
3000 minl Supematantul contine aproximativ
67% acetonitril, iar in cazul cand continutul lui
este mai mic Tn faza mobild, se cere diluarea co-
respunzatoare a probelor.

Comparativ cu metoda de precipitare cu
metanol, metoda data asigura o regasire mai in-
altd pentru compusii cu polaritate joasa, iar limi-
ta inferioara (dupa continutul acetonitrilului in
faza mobild) de aplicare poate fi sporitd pana la
10-15%, ceea ce nu Tnseamna prea mult, dar este
un avantaj cert. Volatilitatea mai mica a precipi-
tantului comparativ cu metanolul pur constituie
un alt avantaj. Precipitatul format se sedimen-
teazd usor, ceea ce permite utilizarea centrifu-
gelor cu viteza mica (2000-3000 minJ. in rest.
metoda poseda aceleasi avantaje si neajunsuri,
ca si cea precedenta.

Precipitarea cu metanol acidulat. Devierea
pH-ului Tn directia acida provoaca disocierea
grupelor amino terminale a proteinelor plasma-
tice, majorarea polaritatii celor din urma si sca-
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derea solubilitatii lor in prezenta metanolului.
Astfel, se obtine o precipitare efectiva de protei-
ne, folosind o cantitate mai micad de metanol. in
aceastd metoda acizii se utilizeaza in concentra-
tii relativ mici (circa 0,05 - 0,1N in amestec de
reactie) si trebuie considerati agenti de acidulare
si nu de precipitare. Din sirul de acizii investiga-
ti de noi, rezultate mai bune au fost obtinute la
utilizarea celui sulfuric. Propunem urmatoarea
metoda de preparare a probelor:

La 100 pl proba de plasma sanguind se
adauga acelasi volum de amestec metanol - so-
lutia 2M H2504 (95:5); se amestecd si se cen-
trifugheaza 5 min la 6000 min'l Centrifugatul
contine aproximativ 48% metanol (echivalent
cu 31% acetonitril) si se injecteaza direct sau se
dilueaza corespunzator cu concentratia solven-
tului organic Tn faza mobild. Probele preparate
au pH-ul Tnjur de 2,3-2,5 si o capacitate tampon
relativ micd; de reguld, prezenta tamponului in
componenta fazei mobile exclude necesitatea
corectdrii pH-ului probei. La analiza compusi-
lor acidolabili se poate utiliza un precipitant cu
componenta metanol - solutie IM H-SO (95:5).
In acest caz valoarea pH-ului probelor se men-
tine in limitele 4,0-4,5, dar nu este exclusa si
precipitarea incompletd a proteinelor.

Metoda poate fi recomandatd la analiza
compusilor cu polaritatea medie cu eluarea in
intervalul concentratiei aeetonitrilului de la 5-
6% pana la 45-50% in faza mobila. Totodatd, pe
baza diluarii minime a probelor comparativ cu
metoda de precipitare cu solventi organici puri,
este posibild dozarea concentratiilor mai joase
ale componentilor analitici. Neajunsul meto-
dei poate fi atribuit instabilitatii reactivului de
precipitare la conservare, care formeaza esterul
metilsulfuric. Din acest motiv, reactivul se re-
comanda a fi utilizat in ziua prepararii. Neajun-
sul respectiv se evita prin addugarea separata la
100 pl plasmad a 10 pl solutie acid sulfuric IM si
apoi a 100 pl metanol. Ambii reactivi sunt sta-
bili timp Tndelungat, dar procedura de analiza
sporeste cu o operatie.

Precipitarea cu sarurile unor metale grele.
Metoda se bazeaza pe capacitatea ionilor unor
metale grele de.a se lega cu proteinele si de a le
denatura. insa nu se obtine o precipitare com-
pletd a proteinelor. in plus, ionii de metal ramasi

in solutie se pot precipita pe coloana cromato-
grafica sub forma de complecsi putin solubili ce
duc la contaminarea ei si influenteaza retinerea
altor componenti. De aceea sarurile unor metale
grele se utilizeaza concomitent cu solventii or-
ganici, Tn primul rand cu acetonitrilul. Un astfel
de reactiv combinat precipita mai eficient pro-
teinele, necesitand cantitati relativ mici de ioni
de metal si solvent. De asemenea, la precipita-
rea proteinelor ionii de metale grele se inldtura
complet din proba.

Am studiat ca precipitand ionii de cupru si
zinc (sub forma de sulfati) utilizdnd acetonitril
si metanol. Acetonitrilul a demonstrat o preci-
pitare completd a proteinelor in concentratii cu
mult mai joase, motiv din care 1l recomandam
pentru a fi utilizat. Ca rezultat, propunem urma-
toarea varianta a metodei:

La 100 pl probd de plasma sanguina se
adaugd 10 pl solutie apoasa 5% sulfat de cupru
sau zinc, se amesteca, apoi se adauga acetonitril
in volum de la 50 la 100 pl (la utilizarea sul-
fatului de cupru) si de la 40 pana la 100 pl (la
utilizarea sarii de zinc), se amesteca din nou, se
lasa timp de 5 min si se centrifugheaza 5 min la
6000 min-L Centrifugatul se injecteaza Tn cro-
matograf sau, in caz de necesitate, se dilueaza
preventiv cu apa sau solutie tampon. Variind
volumul aeetonitrilului de la 40 pana la 100 pl,
continutul lui in probele preparate se schimba
corespunzator de la 27 la 48%. Corespunzator,
se modifica si regdsirea compusilor putin polari,
astfel ca recomanddm utilizarea unui volum de
acetonitril, pentru care concentratia in probe sa
fie egald sau putin mai mica decat continutul n
faza mobild. La addugarea a 100 pl acetonitril
in proba am depistat valori Tnalte ale regasirii
chiar si pentru compusii foarte putin polari, de
unde reiese cd n-are sens utilizarea volumelor
mai mari. lesirea din limita de jos a intervalului
depistat poate provoca o precipitare incompleta
a proteinelor, fiind mai indicata diluarea probe-
lor dupd precipitare.

Astfel, avand in vedere diluarea posibild a
probelor, metoda data de preparare este valabila
pentru analiza unui sir destul de mare de analiti,
cu eluarea n intervalul concentratiei acetonitri-
lului in faza mobila de la 4-5% si mai sus. Meto-
da nu poate fi consideratd universald, deoarece
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un sir de compusi ce contin grupe puternic pola-
re (grupa carboxilicd, amino si altele) formeaza
complecsi metalici putin solubili, care copreci-
pita cu proteinele. Acest fenomen se observain
cazul doxiciclinei si cefalexinei. Pe de alta par-
te, Tntr-o mdsurd oarecare aceasta face metoda
mai selectiva. Trebuie mentionat cd, din toate
metodele de precipitare, la aplicarea acesteia se
obtin cele mai clare cromatograme in regiunea
de eluare a componentilor puternic polari din
plasma sanguind, mai ales cand se utilizeaza
sulfatul de zinc, pe care noi il recomandam. Uti-
lizarea sulfatului de zinc duce la o regasire mai
inaltd pentru un sir de compusi medicamentasi
si, doar intr-un singur caz practic, la analiza gli-
benclamidei regasirea a fost mai mare cind s-a
utilizat sulfatul de cupru.

Un alt neajuns al acestei metode de prepara-
re a probelor este imposibilitatea utilizarii ca an-
ticoagulanti a formatorilor de complecsi, deoa-
rece acestia leaga ionii metalelor, conducand la
precipitarea incompletd a proteinelor [12]. Tn
cazul dat trebuie sa se foloseascd heparina sau
analogii ei cu masa moleculara mica.

Utilizarea a doi reactivi de precipitare nu
este comoda dar este necesard, deoarece saruri-
le metalelor sunt insolubile Tn acetonitril, iar so-
lutiile lor apoase se amesteca limitat cu acetoni-
trilul. Noi am reusit s& elaboram doar o singura
compozitie a precipitantului cu continut minim
de acetonitril, nlocuind o parte a lui cu meta-
nol pentru preintdmpinarea stratificarii. Precipi-
tantul se prepard Tn feiul urmator: se amesteca
5 parti volum de solutie apoasa 1% sulfat de
zinc, 1 parte metanol si 5 parti acetonitril. So-
lutia obtinuta se adauga la plasma sau la serul
sanguin Tn raport de 1:1, se amesteca si, dupd 5
minute, se centrifugheaza la 6000 minl Meto-
da este valabilad pentru analitii a caror eluare din
coloana cromatograficd are loc la concentratia
acetonitrilului in faza mobila de la 5-6 pana la
35-40% (continutul sub 25%, necesitd diluarea
probelor).

Extractia omogena (monofazicd). Varian-
td a metodei de extractie lichidd ce consta in
amestecarea probei cu reactiv de extractie, care
formeaza un sistem omogen, cu stratificarea ul-
terioara in doud faze. Metoda a fost descrisa pe
larg de noi intr-o lucrare anterioara [2]. Ea are
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o eficacitate naltd, este foarte economica si ra-
pida, iar la utilizarea acetonitrilului ca agent de
extractie se poate exclude operatia de evaporare
a extractului. Prezentam procedura de preparare
a probelor intr-o varianta universala:

La 250 pi proba de plasma se adauga 200
pi acetonitril, se amesteca, apoi se adauga agen-
tul de salefiere - 50 pl solutie saturata sulfat de
amoniu. Probele se agitd un timp scurt si se cen-
trifugheaza 30-40 s la 2000-3000 minl Alicota
(péna la 100 pl) stratului organic (superior) se
dilueaza cu apa sau solutie tampon péana la con-
tinutul acetonitrilului ce nu-1 depdseste pe cel
din faza mobild, reiesind din continutul lui Tnjur
de 87% in extract. Volumul extractului separat
si, respectiv, concentratia analilitilor din el de-
pind Tntr-o anumitd masura de temperatura; din
acest motiv este de dorit utilizarea standardului
intern, pe care noi Tl recomandam a se introdu-
ce odata cu agentul de extractie, pentru evitarea
majordrii numarului de operatii. La determina-
rea compusilor acizi sau bazici este necesara
micsorarea disocierii lor. Recomanddm ca agen-
tul corespunzator pentru corectia pH-ului sa se
adauge Tn solutia de electrolit.

Extractia omogena Tn varianta propusa asi-
gura valori nalte ale regasirii pentru compusii
cu polaritate medie si joasa ce elueaza la con-
centratii de acetonitril Tn faza mobila de la apro-
ximativ 20% si mai mult. Aceasta determiné si
intervalul de utilizare a metodei. Continutul Tn-
alt al acetonitrilului Tn extracte presupune nece-
sitatea diludrii probelor aproape in toate cazuri-
le. Avand Tn vedere concentrarea componentilor
intr-un volum mic de extract comparativ cu vo-
lumul de material initial, diluarea definitiva nu
este mare. in general, comparativ cu metodele
de precipitare metoda asigurd o sensibilitate mai
bund. Extractia monofazicd asigurd obtinerea
cromatogramelor mai curate, datoritd extractiei
mai slabe a peptidelor si altor componenti po-
lari din materialul biologic. Avantajul metodei
consta in posibilitatea determinarii concentratii-
lor joase (mai putin de 1 mg/l) ale compusilor
medicamentasi.

Domeniile de utilizare recomandate pentru
metodele de preparare a probelor descrise mai
sus in dependentd de polaritatea compusilor de-
terminati si exprimate prin concentratia acetoni-
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trilului Tn faza mobila sunt prezentate schematic
sub forma de diagrama in fig. 1.

Pe baza studiului si observatiilor efectuate
de noi putem propune o schema pentru alegerea
metodei de preparare la elaborarea metodelor
noi de dozare a substantelor medicamentoase in
plasma si ser sanguin si analizate prin cromato-
grafia de lichide cu faza inversd: Compusii cei
mai polari necesitd precipitarea proteinelor cu
solutia apoasa de acid percloric numai daca sub-
stanta este stabila Tn mediu puternic acid. Pentru
substantele cu polaritate medie si medie - in-
altd (concentratia acetonitrilului Tn faza mobila
de la 5-10% si mai mult) se poate aplica pre-
cipitarea cu metanol acidulat sau sulfat de zinc
cu acetonitril. Varianta a doua este de preferat
pentru compusii acidolabili, Tnsa apare riscul de
a pierde analitii pe baza formarii de complecsi
(trebuie controlat experimental). Compusii cu
polaritate slabd (concentratia acetonitrilului in
faza mobild mai mare de 30-40%) pot fi deter-
minati dupd precipitarea proteinelor cu amestec
acetonitril - metanol (9:1) sau sulfat de zinc cu
acetonitril Tn cantitatea maxima (1:1 Tn raport cu
materialul biologic). Daca sensibilitatea sau se-
lectivitatea metodei este insuficientd, iar analitii
nu sunt puternic polari, atunci se poate aplica
metoda extractie omogena, dar, Tn acest caz, se

Extractie omogena

Sulfat de zinc + acetonitril
Metanol + acid sulfuric
Acetonitril + metanol
Metanol

Acid trlcloracetic

Acid percloric + metanol

Acid percloric

0 20

cere utilizarea standardului intern sau pastrarea
strictd a conditiile de preparare a probelor. Daca
varianta nu da rezultate satisfacatoare, trebuie
sa se recurgd la metode selective de preparare a
probelor cu capacitate de lucru mare si mai pu-
tin universale sau sa se incerce selectarea unei
alte faze stationare.
Concluzii

Pe baza criteriilor de selectare a metodelor
de preparare a probelor de material biologic, fo-
losind, in primul rand, simplitatea si timpul efec-
tudrii, accesibilitatea reactivilor utilizati, costul
procedurii de preparare, s-a determinat un sir de
precipitand de proteine care pot fi recomandati
(in ordinea scaderii polaritatii anaiitilor):
* acid percloric - pentru compusii cei mai pola-
ri, dacd substantele sunt stabile in mediu puter-
nic acid,
* sulfat de zinc cu acetonitril sau metanol aci-
dulat - pentru substantele cu polaritate medie
si medie - Tnalta (concentratia acetonitrilului in
faza mobild de la 5-10% si mai mult);
» acetonitril cu adaus de metanol (9:1) - pentru
compusii cu polaritate slaba (concentratia aceto-
nitrilului in faza mobild mai mare de 30-40%).
sau selectivitatii insuficiente recomandam utili-
zarea extractiei omogene.

40 60 80 100

Conc. acetonitrilului in faza mobila, %

Fig. 1. Intervalele de utilitate ale metodelor de preparare a probelor de material
biologic In dependenta de polaritatea anaiitilor.
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Tabelul L
Regasirea unor substantefarmaceutice inplasma sanguina (%) utilizand deproteinizarea cu diferiti precipditanti si extractia omogena.

Regasirea, %

oo Precipitantul Extractia
Substanta determinata HC104 HCIOsTn Acid Metanol Metanol ~ Acetonitril  CUSOs+  ZnSCx+  Omogena
fnapa metanol tricloracetie +h2Zo04 + Metanol  acetonitril  acetonitril
Aciclovir 9% - ap -
Pirazinamida 98 97 98 88 - - - - . .
Paracetamol 3 =100 92 =100 - : - - 63
Amoxicilina =100 S aD =100 - - - - - 2
Cefalexina =100 =100 91 =100 - - 23 61 28
Cofeina 89 92 87 =100 9% =100 - . ' 55
Teofilina %4 =100 9%5 97 99 =100 - - 42
Doxiciclina 3b 74 47 79 55 59 16 =0 22
Acid malonil-bis-p-aminobenzoic 19 82 14 7 99 85 - -
Diazepam 70 88 67 93 =100 =100 96 98 .
Fenobarbital 65 98 61 =100 = oo =100 85 97 8l
Acid salicilic 53 84 47 82 Zoo T oo - - 50
Carbamazepina 23 77 19 86 ‘Zoo =100 =100 =100 89
Diclofenac 5 48 19 56 89 9% 77 7 a
Tolnaftat 2 37" <1 51 84 84 99 99
Lamotrigin . . - . - . =100 9%5
Fenitoina - - . . - . =100 9% 88
Ibuprofen . . - - - - 99 90 93

Glibenclamid - - - - - - 95 83
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