“*Instrukcja Badania Peptydéw za pomocg HPLC**

## 1. Cel Instrukcji*

Instrukcja ta zostata opracowana w celu standaryzacji badan “*peptydéw** za pomoca **HPLC
(High-Performance Liquid Chromatography)**. Dokument ten zawiera szczegdtowe wytyczne
dotyczgce:

- **Przygotowania prébek** peptydow do analizy.

- **Optymalnych warunkéw pracy HPLC** dla wiekszosci peptydow.

- *Interpretacji wynikdw** w analizie jakosciowej i ilosciowe;.

- **Zalecanych praktyk laboratoryjnych** w celu zapewnienia powtarzalnosci i wiarygodnosci
wynikow.

Instrukcja jest odpowiednia do badania wiekszosci **peptyddw liofilizowanych** dostepnych w
postaci proszku, zaréwno w wersjach iniekcyjnych, jak i oralnych.

## 2. Materiaty i Aparatura™

### 72.1. Materiaty:**

- *Fiolka z peptydem (liofilizowany proszek)** — dowolny peptyd w ilosci odpowiedniej do badan
analitycznych (np. 1-5 mg).

- *Woda dejonizowana klasy HPLC** lub odpowiedni rozpuszczalnik (np. bufor fosforanowy, 0,1%
TFA w wodzie, acetonitryl).

- **Filtry strzykawkowe (0,2 pm)** klasy HPLC do usuwania zanieczyszczen przed analiza.

- **Strzykawki jatowe™ do rozpuszczania peptydu.

- *Pipety automatyczne** i koncowki jednorazowe.

- **Fiolki autosamplera™ kompatybilne z urzgdzeniem HPLC.

### 72.2. Sprzet:**
- **Aparat HPLC** z detektorem:
- **Detektor UV** (najczesciej stosowany dla peptyddw, optymalna dtugosé fali: 220 nm).
- Alternatywnie: **MS (Mass Spectrometry)*™* dla bardziej precyzyjnej analizy strukturalnej.
- **Kolumna HPLC** odpowiednia do analizy peptyddw:
- **Kolumna C18** (150 x 4,6 mm, 5 ym) — najczesciej stosowana do rozdziatu peptyddw.
- Alternatywnie: kolumny C8 lub kolumny z fazg odwrécong dla specyficznych peptydow.
- *Termostat do kolumny HPLC** zapewniajgcy stabilng temperature w zakresie **25-40°C**.

## **3. Przygotowanie Roztworu Peptydu™*

### **3.1. Rozpuszczanie liofilizatu:**
1. **Przygotowanie fiolki:**
- Usun plastikowy kapsel.
- Zdezynfekuj gumowy korek alkoholem izopropylowym (70%) w celu zachowania sterylnosci.

2. **Dodanie rozpuszczalnika:**

- Wprowadz odpowiednig ilo$¢ rozpuszczalnika (np. **1 ml wody klasy HPLC** lub
odpowiedniego buforu) za pomocg jatowej strzykawki przez gumowy korek.

- **Stezenie poczatkowe:** Zalecane stezenie to **1-5 mg/ml**, w zaleznosci od wymagan
analitycznych.

3. **Mieszanie:**
- Delikatnie mieszaj fiolke ruchem kolistym, az proszek catkowicie sie rozpusci.
- **Nie wstrzgsaj gwattownie**, aby unikngé denaturacji peptydu.



### **3.2. Filtrowanie roztworu:**
1. *Filtracja:**
- Przefiltruj roztwor przez **filtr strzykawkowy (0,2 pm)** do czystej fiolki autosamplera.
- Celem filtracji jest usuniecie ewentualnych zanieczyszczen mechanicznych mogacych
wptywaé na wyniki HPLC.

2. **Kontrola jakosci roztworu:**

- **Przezroczystos¢**: Roztwor powinien by¢ klarowny, bez widocznych czagstek statych.

- **Stabilnos¢**: Uzywaj roztworu w ciggu **24 godzin** od przygotowania, przechowujac go w
lodéwce (2-8°C).

## **4. Warunki Pracy HPLC™*

### **4.1. Faza ruchoma:**
- **Faza A:** 0,1% TFA (kwas trifluorooctowy) w wodzie klasy HPLC.
- *Faza B:** 0,1% TFA w acetonitrylu.
- **Gradient elucji:**
- **0d 5% do 50% fazy B** w ciggu **30 minut**.
- Gradient moze by¢ dostosowany w zaleznosci od specyficznego peptydu.

### **4.2. Kolumna:™*
- **Kolumna C18** (150 x 4,6 mm, 5 ym) — zalecana do wiekszosci peptydow.
- *Temperatura kolumny:** **25-40°C**, optymalnie 30°C.

#i## *4.3. Detekcja:™
- **Detektor UV**: Dtugos¢ fali **220 nm** (optymalna dla wiekszosci peptydow).
- Alternatywnie: **MS (Mass Spectrometry)** dla szczegotowej analizy strukturalnej i masowej.

### **4.4. Predkos¢ przeptywu i objetosé prébki:*
- **Predkos¢ przeptywu:** **1 ml/min** (chyba ze protokét wymaga inacze;j).
- **Objetos¢ prébki:** **10-50 pl**, w zaleznosci od czutosci aparatu i stezenia prébki.

## **5. Analiza Danych i Interpretacja Wynikow**

### **5.1. Analiza jakosciowa:**

- **|ldentyfikacja pikdw:** Na podstawie **czasu retencji** w poréwnaniu do wzorcow
referencyjnych.

- **Profil czystosci:** Oceniaj czystos¢ peptydu na podstawie “*jednorodnosci pikow™**.
- **Charakterystyka zanieczyszczen:** Dodatkowe piki moga wskazywac na obecnosc
zanieczyszczen.

### **5.2. Analiza iloSciowa:*
- *Krzywa kalibracyjna:** Przygotuj na podstawie **roztworéow wzorcowych** o znanym stezeniu.
- **Obliczenia stezenia:** Na podstawie powierzchni pikdw i krzywej kalibracyjne;.

## 6. Uwagi i Zalecenia™

- **Przechowywanie:** Gotowy roztwér przechowywacé w **lodéwce (2-8°C)** i uzywac w ciggu 24
godzin.

- **Ochrona przed swiattem:** Roztwory peptydéw sg wrazliwe na $swiatto UV — przechowuj w
ciemnych fiolkach.

- **Kontrola jakosci:** Regularnie sprawdzaj stan kolumny HPLC oraz jakos$¢ faz ruchomych.

- **Utylizacja:** Zuzyte prébki oraz odpady chemiczne utylizuj zgodnie z lokalnymi przepisami.



## **7. Wnioski i Praktyczne Zastosowanie™*

- Instrukcja jest **uniwersalna* i moze by¢ stosowana do badania réznych peptydéw, zaréwno
**iniekcyjnych™, jak i **oralnych™*.

- **HPLC** zapewnia **wysoka rozdzielczo$¢** i **precyzyjna identyfikacje** peptyddw, co jest
niezbedne w badaniach analitycznych i kontrolach jakosci.

Instrukcja ta moze by¢ modyfikowana i dostosowywana w zaleznosci od specyficznych wymagan
analitycznych oraz charakterystyki badanego peptydu.



