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I. WSTEP

,,Szlachetne zdrowie nikt sie nie dowie jako smakujesz, az sie zepsujesz”

Jan Kochanowski

Kazdy chciatby w nieprzerwany sposob cieszy¢ si¢ zdrowiem, niestety udaje sig to
nielicznym, ci za$§ ktorych zdrowie pogorszyto si¢, pragngliby zazy¢ lek tani i skuteczny.
Wspotczesne leki, w porownaniu z ogromnym bezrobociem i niskim dochodami, nie sa
tanie. Za$§ na ich skuteczno$¢ sklada si¢ wiele czynnikow: diagnoza lekarska,
zdyscyplinowanie pacjenta w przyjmowaniu lekéw oraz ich jako$¢. Wspotczesna ocena
jakos$ci leku oparta jest na zasadach GMP (ang. Good Manufacturing Practice) — Dobrej
Praktyki Wytwarzania i Kontroli Jakosci Lekow (Rozporzadzenie MZ, 2002).

Jest to zbior zasad, wynikajacych z dos$wiadczenia, ktérych przestrzeganie
gwarantuje, ze wyprodukowany wyrdb spelnia ustalone wymagania. Zasady GMP
regulowane sa przez polskie prawo farmaceutyczne, na podstawie ktorego Minister
Zdrowia wydaje stosowane rozporzadzenia (Rozporzadzenie MZ, 2002) oraz przepisy Unii
Europejskiej (European Agency for the Evaluation of Medical Products, 2001).

Scisty panstwowy nadzor na produkcja lekéw wynika z obowiazku zapewnienia
nalezytego bezpieczenstwa obywatelom. Nadzor nad produkcja lekéw w Polsce sktada si¢
z dwoch rownolegltych systeméw (Wieniawski, 2004). Pierwszy z nich dotyczy
wprowadzania lekow do obrotu, dziata na zasadzie wydawanych indywidualnie decyzji o
dopuszczeniu danego produktu leczniczego do obrotu, drugi to system nadzoru nad
produkcja farmaceutyczna. Spelnienie wymagan GMP jest warunkiem na uzyskanie
zezwolenia na wytwarzanie leku, a dla oséb chorujacych gwarantem jakosci leku. W
Polsce przemyst farmaceutyczny jako pierwszy wprowadzil zasady GMP do produkcji.

Dobra Praktyka Wytwarzania dotyczy zaréwno produkcji, jak i1 kontroli jakos$ci.
Prawne uwarunkowania stawiane kontroli jakoSci obejmuja: ,,pobieranie prob,
specyfikacje, badania, a takze organizacj¢, dokumentacje 1 procedury zwalniania do obrotu

zapewniajace, ze wszystkie wymagane badania zostaly przeprowadzone oraz ze materialy



nie sa zwalniane do uzytku ani produkty do obrotu i sprzedazy, zanim ich jako$¢ nie
zostanie oceniona jako zadowalajaca” (Rozporzadzenie MZ, 2002).
Zarzadzenie to powoduje, ze producent lekow zobowiazany jest do:
e utworzenia dzialu kontroli jakosci i zatrudnienia w nim o0séb o odpowiednich
kwalifikacjach i doswiadczeniu,
e wyposazenia pomieszczen w odpowiednie urzadzenia i instalacje,
e opracowania, walidacji i stosowania procedur kontroli jakosci,
e walidacji procesOw krytycznych oraz oceny produktu koncowego.
W procesie oceniania jakosci preparatu farmaceutycznego istotne jest:
1. potwierdzenie tozsamosci substancji czynnej lub jej identyfikacja,
2. badanie czystos$ci substancji czynnej,
3. okreslenie zawarto$ci substancji czynnej w badanym preparacie.

Potwierdzenie tozsamos$ci odbywa si¢ na podstawie danych fizykochemicznych,
reakcji specyficznych opisanych w monografiach farmakopealnych lub wedlug norm
producenta. W przypadku preparatow ztozonych i przy braku reakcji specyficznych,
konieczne jest wczesniejsze wyizolowanie analizowanych substancji z gotowych postaci
leku (Zejc, Gorezyca, 2002).

Czystos$¢ substancji stosowanych w produkcji farmaceutycznej jest problemem
niezwykle istotnym. Zanieczyszczajace je substancje moga pochodzi¢ z réznych zrédet: od
substratow uzytych do syntezy, z rozpuszczalnikow lub moga by¢ wynikiem reakcji
ubocznych towarzyszacych syntezie.

Zmiany w skladzie preparatu farmaceutycznego moga wynika¢ roOwniez
z niewlasciwego przechowywania lub dziatania na niego czynnikow zewngtrznych
przyspieszajacych rozktad, takich jak wilgo¢ lub $wiatto stoneczne. Podczas badania
czystos$ci substancji leczniczej nalezy zwroci¢ uwage na typ zanieczyszczenia. Do kontroli
tego etapu produkcji leku wymagane jest uzycie wielu metod identyfikacyjnych, gdyz
zanieczyszczenia moga by¢ pochodzenia organicznego i nieorganicznego.

Badanie zawarto$ci substancji czynnej jest dziataniem rutynowym w procesie
produkcji preparatu farmaceutycznego, ale techniki uzywane do tej analizy sa roznorodne.
Stale prowadzone sa badania na opracowywaniem warunkow analiz substancji leczniczych
nowymi, doktadniejszymi technikami. Zawarto§¢ badanej substancji oraz odchylenia od

wartos$ci teoretycznej sa $cisle okreslone normami. Szczegdlnie wazny jest dobor takich



metod analitycznych, ktére gwarantowatyby oznaczanie substancji leczniczej nawet na
poziomie mikrogramow.

Duzy wplyw na trwato§¢ preparatu farmaceutycznego oraz na uwalnianie
i wchianianie w organizmie substancji czynnej maja substancje pomocnicze, ktore sa
sktadnikiem kazdego leku. Obecnie substancje pomocnicze poddaje si¢ réwniez
szczegotowej analizie jakosciowe;j 1 iloSciowe;.

Do kontroli przebiegu produkcji oraz do kontroli jakosci gotowego preparatu
farmaceutycznego wykorzystywane sa rézne techniki analityczne. Czg$¢ z nich to
sprawdzone i od dawna uzywane techniki, np. spektrofotometria UV-Vis, a pozostate to
nowe techniki, np. spektrometria mas. Wybodr techniki analitycznej zalezy nie tylko od
sktadu leku, ale réwniez od ilo$ci probki jaka dysponujemy i jej trwatos$ci.

Dla kazdej analizowanej substancji nalezy dobra¢ wlasciwa metodg analityczna.
O wyborze metody analitycznej decyduje wiele czynnikow, na przyklad zawartos$¢
oznaczanej substancji czy czas trwania analizy. Metody szybkie szczego6lnie cenione sa
w analizie lekow ze wzgledu na niska trwato$¢ substancji leczniczych i1 w przypadku
monitorowania stezenia lekow 1 ich metabolitéw w ptynach ustrojowych oraz podczas
kontroli proceséw syntezy substancji leczniczych w przemysle. Waznym kryterium
wyboru metody analitycznej jest koszt aparatury i odczynnikow oraz rodzaj informacji

oczekiwanej po analizie (doktadno$¢, precyzja, czutos¢, selektywnose).



II. CZESC TEORETYCZNA

I. Techniki instrumentalne w analizie lekow

Aktualnie wiele technik analizy instrumentalnej jest wykorzystywanych do analizy
substancji organicznych, ktore sa zwykle sktadnikami lekéw. Do najczgséciej uzywanych
zalicza sig: spektrofotometrie¢ UV-Vis (Kleszczewski, Kleszczewska, 2002; Ferreyra,
Ortiz, 2002), chromatografi¢ cieczowa (Zhang et al., 2004, Raines et al., 1998;
Simonovska et al., 1999) i chromatografi¢ gazowa (Herrmann et al.,, 2001).
W  piSmiennictwie znajduja si¢ takze przyktady zastosowania w analizie leku:
spektrometrii mas (Song et al. 1994; Fauler et al., 1996), woltamperometrii (Obendorf,
Stubauer, 1995; Balon et al., 2002) i polarografii (Yardimci, Ozaltin, 2001; Jain et al.,
2003). W celu doktadnego oddzielenia substancji leczniczych od pozostatych sktadnikow
preparatu farmaceutycznego sa taczone ze soba rézne techniki, np. spektrometria mas
z chromatografia gazowa lub wysokosprawna chromatografia cieczowa. Wyzej
wymienione metody charakteryzuja si¢ tez rdzna granica wykrywalnos$ci, przyktadowe

granice wykrywalno$ci przedstawiono w Tabeli II.1 (Abu Zuhri, Voelter, 1997).

Tabela II.1. Przeglad wybranych technik instrumentalnych stosowanych w analizie lekow.

Granica

Technika analityczna wykrywalnoSci
[mol/l]
Potencjometria 5-10°
Polarografia zmiennopradowa 5-10°
Spektrofotometria 5-10°
Absorbeyjna spektrometria atomowa 5107
Spektrometria mas 1-107
Polarografia pulsowa i zmiennopradowa prostokatna 5-10*
Woltamperometria 1-10°




I1. Analiza woltamperometryczna

Woltamperometria  jest  technika  elektroanalityczna  (elektrochemiczna)
(Szczepaniak, 2005). Elektrochemia jest dzialem analizy instrumentalnej, ktory zajmuje si¢
badaniem zjawisk fizycznych i chemicznych zachodzacych na granicy faz, migdzy
elektrolitem a elektroda, zwigzanymi z podwojna warstwga elektryczna oraz przemianami
energii elektrycznej w chemiczna i odwrotnie.

Wsrod metod elektroanalitycznych wyrdznia si¢ trzy podstawowe grupy. Pierwsza
stanowia metody, w ktorych reakcje elektrodowe przebiegaja przy zerowym pradzie
Faraday’a, czyli bez przylozonego napigcia zewngtrznego. Metoda taka jest
potencjometria, w ktorej do celow analitycznych wykorzystuje si¢ pomiar sily
elektromotorycznej (SEM) ogniwa galwanicznego zbudowanego z dwodch elektrod
niespolaryzowanych zanurzonych w roztworze elektrolitu. Druga grupa obejmuje metody,
w ktorych reakcje elektrodowe przebiegaja pod wplywem przylozonego napigcia
z zewngtrznego zrddla pradu stalego. Do tej grupy metod zalicza si¢ m.in.
elektrograwimetri¢, polarografig, woltamperometri¢, amperometri¢ i kulometrig. Ostatnia
grupa to metody, w ktorych nie przebiega reakcja elektrodowa. Zalicza si¢ do nich
konduktometrig, oscylometri¢ i dielektrometrig.

Podstawowym elementem zestawu pomiarowego w metodach elektroanalitycznych
jest elektroda (potogniwo). Pod pojeciem elektrody nalezy rozumie¢ uktad zlozony
z metalu zanurzonego w roztworze elektrolitu. Na granicy faz migdzy metalem
a elektrolitem wytwarza si¢ podwodjna warstwa elektryczna. Uktad dwoch elektrod
(potogniw) potaczonych z zewngtrznym zrédtem pradu tworzy z kolei ogniwo galwaniczne
(elektryczne), a zjawisko przeptywu pradu w takim ukladzie jest wykorzystywane
w monitorowaniu réznych reakcji zachodzacych podczas elektrolizy. Elektroliza stanowi
takze podstawg m.in. woltamperometrii, techniki, ktéra wykorzystano w niniejszej pracy.

Woltamperometria nazywa si¢ zespot metod elektroanalitycznych polegajacych na
pomiarze zalezno$ci miedzy nat¢zeniem pradu plynacego przez stacjonarna elektrode
wskaznikowa 1 potencjatem tej elektrody. Zaleznos¢ tg opisuje funkcja I = f (E), w ktorej
I oznacza natgzenie pradu plynace przez roztwdr podczas elektrolizy, natomiast
E — napigcie przylozone do elektrod. Pomiar odbywa si¢ w warunkach wymuszenia

okreslonych zmian potencjatu elektrody lub napigcia ogniwa w czasie.



1. Uklad pomiarowy

Woltamperometryczne ogniwo pomiarowe sktada si¢ z uktadu trzech elektrod,
ktore zanurzone sa w naczynku o ksztalcie gruszkowatym zwezajacym si¢ ku dotowi. Taka
konstrukcja utatwia zanurzenie elektrod w minimalnej objgto$¢ roztworu (Cyganski, 1999;
Suchacz, 2006). Do pomiarow woltamperometrycznych wykorzystujemy nastgpujace
elektrody:

e clektroda pracujaca (wskaznikowa),
e clektroda odniesienia,
e clektroda pomocnicza.

Schemat ogniwa mikroelektrolitycznego przedstawia Rys. II.1.

elektroda gaz obojetny

/ pracujgca

elektroda
odniesienia

elektroda / )

pomocnicza

Rys. II.1. Schemat ogniwa mikroelektrolitycznego.

Wraz z elektrodami w roztworze analizowanym znajduje si¢ przewod
doprowadzajacy gaz obojetny oraz umieszczone jest mieszadio.

Przez elektrode odniesienia nie ptynie prad, co powoduje, ze potencjat tej elektrody
ma stata warto$¢ 1 nie zalezy od stezenia analizowanej substancji. Elektroda odniesienia
jest przewaznie elektroda chlorosrebrowa Iub nasycona elektroda kalomelowa. Na
elektrodzie pracujacej zachodzi proces elektrodowy, przez co potencjat elektrody
pracujacej zmienia si¢, a pomiar nat¢zenia pradu tej elektrody jest podstawa analizy
woltamperometrycznej. Elektroda pomocnicza nie odgrywa roli w procesie pomiaru

nat¢zenia pradu, a jest odpowiedzialna jedynie za przenoszenie pradu. Powinna by¢



wykonana z elektrochemicznie obojetnego przewodnika dobrze przewodzacego prad.
Funkcje elektrody pomocniczej petnig zwykle elektrody wykonane z metali szlachetnych.
W woltamperometrii problem wystgpowania maksiméw tlenowych tworzacych si¢
w skutek redukcji tlenu na elektrodzie pracujacej rozwiazano poprzez przepuszczanie
przez badany roztwdr gazu oboj¢tnego. Najczesciej stosowanym gazem jest azot o duzej

klasie czystosci.

2. Elektrody wskaznikowe

W woltamperometrii wykorzystywane sa nastgpujace elektrody wskaznikowe

(Szczepaniak, 2005):

o clektroda rtgciowa w postaci wiszacej kropli,

btonkowa elektroda rteciowa,

e statyczng elektroda rtgciowa,

elektrody state o podtozu z metalu szlachetnego lub wegla szklistego,

elektrody modyfikowane chemicznie.
Elektrode w postaci wiszacej kropili (ang. Hanging Mercury Drop Electrode,
HMDE) skonstruowali polscy uczeni z Uniwersytetu w Warszawie, profesorowie Kemula
1 Kubik. W sklad elektrody wchodzi szklany zbiorniczek wypeliony rtecia (wysokiej
klasy czystosci). Zbiorniczek zamyka polietylenowa nasadka, w ktorej znajduje sig
mechanizm wyciskajacy krople rteci (Cyganski, 1999). Zbiorniczek z rtecia potaczony jest
z silikonowana kapilara, z ktorej wyplywa rtec.

W statycznej elektrodzie rteciowej (ang. Static Mercury Drop Electrode, SMDE) 1
w elektrodzie rtgciowej w postaci wiszacej kropli analiza odbywa si¢ na jednej kropli rteci,
ktora jest po analizie usuwana, za$ do kolejnej analizy jest formowana nowa kropla. Dzigki
takiemu procesowi produkty poprzedniej analizy sa usuwane. Mechanizm wyciskania rteci
powoduje, ze w najnowszych elektrodach HMDE i SMDE nie wystgpuje problem
nierownej wielkosci kropli rtgei, nierdéwnomiernej polaryzacji rtgci czy nierOwnego
napigcia powierzchniowego kropli rteci.
Szerokie zastosowanie HMDE i1 SMDE w analizie zwiazkow organicznych

1 pierwiastkow wynika z duzego zakresu potencjatéw, w ktorych mozna dokonywac analiz



1 stale odnawialnej powierzchni elektrody, na ktorej nie znajduja si¢ produkty poprzednich
analiz (Smyth, Vos, 1992).

W btonkowe;j elektrodzie rtgciowej na powierzchni elektrody wykonanej ze srebra,
platyny lub wegla szklistego osadzana w specjalnym procesie bardzo cienka warstewka
rteci, ktorej grubos¢ wynosi od 1-100 pm. Proces osadzania polega na zanurzeniu
elektrody w roztworze rozpuszczalnych soli rteci(Il), a nastgpnie przeprowadzane jest
elektrolityczne osadzanie jonow rteci(Il) na powierzchni elektrody. Mozliwos¢
wykorzystania rozpuszczalnych soli zawierajacych jony rteci(Il) ma duze znacznie dla
srodowiska oraz zdrowia 0sob wykonujacych analizy woltamperometryczne.

Aktualnie duzym powodzeniem ciesza si¢ rowniez elektrody modyfikowane
chemicznie, ktore konstruowane sa do analiz pojedynczych substancji chemicznych. Wada
tego typu elektrod jest to, ze nie moga by¢ zastosowane w analizie wigkszej grupy

zwiazkow.

3. Analiza jakosciowa i iloSciowa

Woltamperometria wywodzi sig historycznie z polarografii. W obu tych technikach
mierzona jest ta sama zaleznos¢ 1 = f (E) (Kocjan, 2002). Roznia si¢ za§ rodzajem
stosowanych elektrod, przez co ich doktadno$¢ i precyzja sa rézne. Rodzaj stosowanych
elektrod w woltamperometrii jest tez istotny ze wzgledu na toksyczny wplyw rteci na
srodowisko. Substancje, ktore sa analizowane obiema metodami musza spelni¢ te same
wymagania, mianowicie musza ulega¢ procesom utleniania lub redukcji w warunkach
analizy. Zachodzacy w roztworze proces (w obu metodach) polega na dyfuzji oznaczanych
substancji w kierunku elektrody pracujacej, na ktorej oznaczane substancje ulegaja
redukcji lub utlenieniu, przez co elektroda ulega depolaryzacji.

Analiza jako$ciowa oparta jest na pomiarze warto$ci potencjatu poétfali. Potencjat
potfali jest to wielkos¢, przy ktorym natezenie pradu dyfuzyjnego stanowi potowe wartosci
granicznej. Jest to warto§¢ charakterystyczna dla danej substancji i stanowi podstawg
analizy jako$ciowej w woltamperometrii. Pomimo, Ze jest to warto$¢ charakterystyczna,
to nieznaczny wplyw na nia wywiera rodzaj uzytego rozpuszczalnika i pH badanego
roztworu. Na Rys. I1.2 przedstawiono krzywa woltamperometryczna dwoch substancji. Na
osi odcigtych zaznaczony jest potencjal przytozony do elektrody pracujacej, za§ na osi

rz¢dnych natgzenie pradu ptynacego przez badany roztwor.



Rys. I1.2. Krzywa woltamperometryczna.

Analiza iloSciowa oparta jest na wprost proporcjonalnej zalezno$ci pomigdzy
natgzeniem pradu i st¢zeniem analizowanej substancji. Krzywe woltamperometryczne dla
roztworéw o wzrastajacym stezeniu przedstawiono na Rys. I1.3. Cyframi (1-4) zaznaczono
fale woltamperometryczne dla roztwor6w o coraz wyzszych stgzeniach. Warto$¢ natgzenia
pradu jest tez w praktyce uzalezniona od innych parametréow, takich jak obecno$c
w roztworze substancji o podobnym potencjale depozycji i wigkszym st¢zeniu od
sktadnika oznaczanego oraz pH roztworu (Ly et al., 2004; Zen et al., 1999; Hotta et al.,
2002).
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Rys. I1.3. Krzywa analizy woltamperometrycznej roztworé6w o wzrastajacym stgzeniu depolaryzatora.



4. Zaklocenia w analizie woltamperometrycznej

W zwiazku z duza czulo$cia metod woltamperometrycznych pojawienie si¢
zaktocen w analizie ma bardzo duzy wplyw na wynik oznaczeh. Czgsta praktyka
stosowang w woltamperometrii jest dodawanie do badanego roztworu elektrolitu
podstawowego, w sklad ktorego zwykle wchodza: elektrolit przewodzacy prad (sole
mocnych kwaséw 1 zasad), substancje powierzchniowo czynne, bufory i zwiazki
kompleksotworcze (Szczepaniak, 2005; Smyth, Vos, 1992). Sole mocnych kwasow i1 zasad
sa odpowiedzialne za przewodnictwo elektryczne roztworu, dzigki czemu mozna mierzy¢
tylko natgzenie granicznego pradu dyfuzyjnego w badanym roztworze. Zwiazki
powierzchniowo czynne (np. zelatyna) thumia maksima pradowe. Roztwory buforowe
pozwalaja na rozsunigcie nie rozdzielonych fal, za§ zwiazki kompleksotworcze sa
najczesciej wykorzystywane w analizie metali do zwiazania w kompleksy jonow
przeszkadzajacych w analizie.

Podczas oznaczen woltaperometrycznych i polarograficznych nalezy usunaé
rozpuszczony w roztworze tlen, ktory ulega redukcji na elektrodzie pracujacej. Tlen
redukuje si¢ przy dwoch potencjatach depozycji: przy —0,05 1 —0,9 V (Szczepaniak, 2005).
Fale te przeszkadzaja w analizie. Tlen z badanego roztworu, bez wzgledu na rodzaj
rozpuszczalnika, jego pH czy tez rodzaj analizowanej substancji (metale lub zwiazki
organiczne), usuwany jest poprzez przepuszczenie przez roztwor azotu o wysokiej klasie
czystosci. Zabieg ten przeprowadzany jest przed analiza przez 100-300 s.

Oznaczane woltamperometrycznie substancje nalezy rozpusci¢ w rozpuszczalniku
gwarantujacym catkowite przeprowadzenie oznaczanej substancji do roztworu oraz
wlasciwe przewodnictwo roztworu. Problem niedostatecznego przewodnictwa roztworu
mozna rozwiaza¢ poprzez dodatek soli obojgtnych lub zmiang pH roztworu (Szczepaniak,
2005).

Istotnym problemem w analizie woltamperometrycznej sa zanieczyszczenia
pochodzace z rozpuszczalnika. Nawet najmniejsza 1lo$¢ zanieczyszczen moze miec istotny
wpltyw na wynik analizy, gdyz zar6wno metale jak i zwiazki organiczne moga ulegaé
w warunkach analizy procesom utleniania i redukcji. Z zagadnieniem obecno$ci innych
substancji w analizowanym roztworze wiaze si¢ problem analizy probek srodowiskowych,

na przyktad materiatu roslinnego. W tym przypadku, w zaleznosci od tego czy



analizowane sa pierwiastki metaliczne czy zwiazki organiczne, procedury postgpowania
z zanieczyszczeniami sa rozne. JeSli w badanym materiale analizowane sa pierwiastki
metaliczne, to zanieczyszczenia natury organicznej mozna usunaé poprzez mineralizacje
probki, za§ pozostatle przeszkadzajace w analizie pierwiastki metaliczne mozna
skompleksowac.

W  przypadku gdy analizowane sa zwiazki organiczne (w preparatach
farmaceutycznych lub materiale sSrodowiskowym), problem zanieczyszczen lub obecno$ci
innych substancji organicznych jest bardziej zlozony. Jesli oznaczana substancja ulega
depozycji przy potencjale réoznym od pozostalych sktadnikéw matrycy, problem nie
istnieje, jesli zas potencjaly substancji oznaczanej i innych substancji obecnych w probce
sa zblizone na tyle, ze ich piki analityczne nakladaja si¢ na siebie, to jest mozliwe lekkie
ich przesunigcie poprzez dodatek roztworéw buforowych. Gdy ten zabieg nie daje
zadowalajacych wynikéw nalezy wyizolowa¢ analizowany skladnik z prébki. W tym
przypadku nalezy jednak liczy¢ si¢ z wydtuzeniem procedury analitycznej oraz stratami

zwiazanymi z procesem izolacji.

I11. Zastosowanie woltamperometrii

Techniki  woltamperometryczne stwarzaja mozliwo$¢ analizy  kationéw
pierwiastkow metalicznych i anionéw nieorganicznych oraz zwiazkdéw organicznych. Przy
zastosowaniu odpowiedniej techniki 1 elektrody mozna badaé specjacjg¢ pierwiastkow
metalicznych w  materiale biologicznym, wodach naturalnych 1 pozywieniu.
Woltamperometria cykliczna umozliwia badanie proceséw elektrodowych, za$
woltamperometria inwersyjna uzywana jest do oznaczania sladowych ilosci pierwiastkow.
W analizie woltamperometrycznej nie wykorzystuje si¢ specjalistycznych i drogich
rozpuszczalnikdw, a pojedyncza analiza trwa kilka minut. Woltamperometria daje
mozliwo$¢ analizy kilku pierwiastkow lub zwiazkoéw organicznych jednocze$nie. Techniki
woltamperometryczne sa tez czgsto stosowane w analizie preparatow farmaceutycznych,
zarowno w analizie iloSciowej 1 jakosciowej substancji czynnych jak rowniez

pomocniczych.



1. Analiza woltamperometryczna jonow nieorganicznych

Techniki woltamperometryczne sa jednymi z pre¢zniej rozwijajacych sig. Dzieje sig
tak dlatego, ze mozna za ich pomoca oznaczy¢ okolo 30 pierwiastkow oraz w wielu
przypadkach, mieszaniny kilku pierwiastkow jednocze$nie. Oprdcz kationdw mozna
woltamperometrycznie oznacza¢ niektore aniony. Innym niezmiernie waznym czynnikiem
jest mozliwo$¢ badania specjacji pierwiastkow. Najwigksze zastosowanie w tym
przypadku znalazta woltamperometria inwersyjna, ktora uwazana jest za jedna
z najczulszych, a jednocze$nie najtanszych metod analizy $ladowej (Kocjan, 2002).
Woltamperometria jest tez tansza w poréwnaniu z innymi czulymi metodami, takimi jak
absorpcyjna spektrometria atomowa, emisyjna spektrometria atomowa czy wysokosprawna
chromatografia cieczowa.

Aktualnie, w przypadku preparatéw farmaceutycznych oznacza si¢ zawartos$¢
pierwiastkoéw metalicznych jako potencjalnych zanieczyszczen (Pravda, Vytras, 1996) lub
oznacza si¢ wybrane pierwiastki stosowane w psychiatrii jako leki psychotropowe np.
preparaty litu (Teixeira et al., 2003). Krotki przeglad gtownych kierunkéw zastosowania
woltamperometrii w analizie pierwiastkow metalicznych przedstawiono w Tabeli I1.2, za$

innych zwiazkow nieorganicznych w Tabeli I1.3.



Tabela I1.2. Wybrane przyktady zastosowania woltamperometrii w analizie pierwiastkow metalicznych.

Analizowany material

Oznaczany pierwiastek

Literatura

Woda morska

Cd, Pb, Cu

Truzzi et al., 2002

Zwierzeta morskie

As, Se, Cu, Pb, Cd, Zn, Hg

Locatelli, Torsi, 2001

Wody rzeczne Zn, Cd, Pb, Cu Alonso et al., 2004
Scieki Ni, Na, Iébé,%j%g[g;m’ Zn, Zufiaurre et al., 1998
Se Stoica et al., 2002
Preparaty farmaceutyczne
Zn Lutka et al., 2004
Zanieczyszczenia lekow Pb, Cd Opoka et al., 2004
Slina ludzka Pb, Cd Hardcastle et al., 2002
Sztuczny sok zotadkowy Pb Oomen et al., 2003
Watroba, nerki i §ledziona myszy Ni Pereira et al., 1998
Krew, surowica, mig$nie Se Raghunath et al., 2002
Mocz Zn, Cd, Pb, Cu Pan et al., 1993
Warzywa Pb, As, Cd Queirolo et al., 2000
Mileko krowie Se, Pb Inam, Somer, 2000

Tabela I1.3. Zastosowanie woltamperometrii w analizie anionéw nieorganicznych.

Analizowany material

Oznaczany anion

Literatura

azotany(V)
Woda Peel et al., 2003
tlenek azotu(II)
bromki
Osocze Arai et al., 1996

chlorki




2. Analiza woltamperometryczna zwigzkow organicznych

Woltamperometrycznie mozna analizowa¢ zwiazki organiczne, ktéore w swej
strukturze posiadaja ugrupowania ulegajace procesom utleniania i redukcji. Przyktady grup
funkcyjnych ulegajacych procesom redoks przedstawiono w Tabeli 11.4 (Smyth, Vos,
1992). Proces wymiany elektronow przez analizowana substancj¢ jest niezbgdnym
kryterium w wigkszosci technik analizy woltamperometrycznej zwiazkdéw organicznych.
Tylko technika adsorpcyjnej woltamperometrii inwersyjnej oparta jest na innym procesie,

tj. na osadzaniu oznaczanego sktadnika na powierzchni elektrody.

Tabela I1.4. Ugrupowania ulegajace procesom redoks w warunkach analizy woltamperometryczne;j.

Ugrupowania ulegajace procesom redoks
-NH, -NH;"
=C=0 -NH-
-NO =P-O-
-NO, -SH
=C=C= -NH-CO-NH-
=C=S -NH-CS-NH-
=C=N- -NH-R|R,"
-N=N- -NH-NH,
-0-0O- -SO,
=SO -OH (fenol)




2.1 Analiza woltamperometryczna substancji biologicznie czynnych

Aktualnie woltamperometria jest czgsto stosowana w analizie substancji
biologicznie czynnych. Podobnie jak w przypadku analizy pierwiastkdw, mozna oznaczac
kilka substancji organicznych jednocze$nie, warunkiem takiego oznaczenia jest
konieczno$¢ zajécia procesu utleniania lub redukcji badanego zwiazku i1 wystapienie
réznicy w potencjale depozycji pomigdzy badanymi substancjami. Przyktady oznaczen
woltamperometrycznych réznych zwiazkdéw biologicznie czynnych przedstawiono
w Tabeli II.5. Istotnym problemem w analizie zwiazkdw organicznych jest ich niska
trwalo$¢. Substancje biologicznie czynne rozktadaja si¢ po przeprowadzeniu ich do
roztworu pod wplywem rozpuszczalnika, pH roztworu, promieni §wiatla stonecznego.
Dlatego analizowane probki trzeba przygotowywac tuz przed pomiarami, za$ analizy
woltamperometryczne przeprowadza¢ najsprawniej jak tylko jest to mozliwe. W zaleznos$ci

od substancji proces rozktadu trwa od kilkudziesigciu minut do kilku godzin.

Tabela I1.5. Przyktady zastosowania woltamperometrii w analizie
substancji biologicznie czynnych.

Analizowana substancja Literatura

Jelen et al., 2000

Kwasy nukleinowe Trnkova et al., 2002

Cholestrol Nakaminami, 1999
Tiole Al-Farawati, Van den Berg, 2001
Fenole Kilmartin et al., 2001
Rakotworcze zanieczyszczenia Barek et al., 2001

Nitrowe pochodne wielocyklicznych

. Barek et al., 1999
weglowodorow aromatycznych




2.2 Analiza woltamperometryczna substancji leczniczych

Zdecydowana wigkszo$¢ substancji leczniczych to zwiazki organiczne. Aktualnie
jest kilka wiodacych technik analizy substancji leczniczych w preparatach
farmaceutycznych, ktore maja poréwnywalne parametry dotyczace granicy oznaczalnosci,
czulo$ci i doktadnosci. Woltamperometria w poréwnaniu z nimi jest mniej kosztowna na
etapie przygotowania probki do analizy. W chwili obecnej opracowywane sa metody
analizy wigkszosci substancji leczniczych. W Tabeli 11.6 zestawitam wybrane przyktady

oznaczen woltamperometrycznych substancji leczniczych z r6znych grup lekow.



Tabela I1.6. Wybrane przyktady zastosowania technik woltamperometrycznych w analizie substancji leczniczych.

Substancja lecznicza

Rodzaj elektrody

Technika
woltamperometryczna

PiSmiennictwo

Leki dzialajace na oSrodkowy uklad nerwowy

chlordiazepoksyd HMDE Ccv El-Hefnawey et al., 2004
paroksetyna elektroda z wegla szklistego CV, DPV, SWV Erk, Biryol, 2003
zuklopentyksol elektroda z wegla szklistego CV, LSV, DPV Senturk et al., 2000
sertralina HMDE CV, LSV, DPV, SWV Vela et al.,2001
nitrazepam
flurazepam
medazepam HMDE ()% Correia dos Santos et al., 2002
diazepam
klonazepam
haloperydol elektroda z wegla szklistego LSV Saponjic et al., 1994
klozapina HMDE AdSV Hammam et al., 2004
trazodon wirujaca elektroda platynowa DPV Dogrukol-Ak et al., 1999
wenlafaksyna HMDE SWV Lima et al., 1999
kwas acetylosalicylowy elektroda modyfikowana SV, DPV Campanella et al., 2004
tramadol elektroda z wegla szklistego Ccv Halfpenny et al., 1999
prokaina modyfikowana elektroda weglowa DPV Wang et al., 2002




kokaina

elektroda modyfikowana (6\Y Wieczorek, Kruk, 1994
metoheksytal HMDE AdSV Farghaly et al., 1999
Leki dzialajace na uklad sercowo-naczyniowy
kaptopryl HMDE SWCAdSV Ioannides et al., 2003
trimetazydyna elektroda z wegla szklistego CV, SWV, AdSV Ghoneim et al., 2002a
dipirydamol HMDE SWV, SWCAdSV Ghoneim et al., 2002c
SWAdSV, CV, SWV Ghoneim et al., 2003
nifedypina HMDE
SWAdSV, SWV Ozaltin et al., 2002
cylazapryl AdSV, DPV
ramipryl HMDE SWV, CV Prieto et al., 2003
quinapryl SwWv
doksazosyna elektroda weglowa i modyfikowana SWV de Betono et al., 1999
prazosyna elektroda z wegla szklistego DPV Arranz et al., 1999
fenofibrat HMDE CV, SWV Yardimci, Ozaltin, 2004
amlodypina elektroda z wegla szklistego DPV Altiokka et al., 2002
lacydypina elektroda modyfikowana ()% Crespi et al., 2001
werapamil HMDE AdSV Kasim et al., 2002
nikardypina HMDE AdSV Obendorf , Stubauer, 1995
diltiazem HMDE AdSV, CV, LSV Ghandour et al., 2001
amiloryd HMDE SWAdSV Hammam, 2004
indapamid elektroda weglowa i modyfikowana CV, DPV, AdSV

Radi, 2001




Leki stosowane w chorobach ukladu oddechowego

kodeina elektroda modyfikowana SWV Shih et al., 2002
salbutamol
orcyprenalina clektroda z Wﬁﬁ:jﬁiiii(l)oiwrgodyﬁkowana CV, DPV Boyd et al., 1994
fenoterol
klenbuterol elektroda modyfikowana DPV Moane et al., 1996
terbutalina elektroda z wegla szklistego CV, SWV Yilmaz et al., 1998
terfenadyna HMDE AdSV Ghoneim et al., 2001a
loratadyna HMDE CAdSV Ghoneim et al., 2001b
akriwastyna elektroda z wegla szklistego Ccv Torres et al., 2002
terbutalina elektroda z wegla szklistego CV, SWV Yilmaz et al.,1998
Leki dzialajace na przewéd pokarmowy i metabolizm
lansoprazol elektroda modyfikowana CV, DPV Radi, 2003a
pantoprazol HMDE SWV Radi, 2003b
omeprazol elektroda z wegla szklistego CV, DPV Radi, 2003¢c
Witaminy
witamina K elektroda z wegla szklistego LSV, AdSV Hart et al., 1989
witamina Bg elektroda z wegla szklistego DP, CV, LSV Uslu et al., 2001
witamina PP elektroda z wegla szklistego SV Song et al., 2002




witamina C elektroda z wegla szklistego CvV Kleszczewska, Mielech-Lukasiewicz, 2002
witamina E elektroda z wegla szklistego DPV Galeano Diaz et al., 2004
witamina B, modyfikowana elektroda weglowa CV, LSV Marian et al., 2001
koenzym Q-10 modyfikowana elektroda weglowa Ccv Ferri et al., 1994
Hormony
metimazol wirujaca elektroda platynowa SWV Aslanoglu, Peker, 2003
tyroksyna elektroda z wegla szklistego CvV Hu et al., 2004
melatonina elektroda z wegla szklistego Ccv Corujo-Antuna et al., 2003
Leki stosowane w zakazeniach, przeciwpasozytnicze i przeciwgrzybicze
cefoperazon elektroda z wq'gla. szklistego, elektroda SWV, CV
modyfikowana, wirujaca elektroda platynowa . .
- Yilmaz, Biryol, 1998
cefotaksym elektroda z wegla szklistego, elektroda ASV
modyfikowana, wirujaca elektroda platynowa
cefepim HMDE AdSV, LSV Palacios et al., 2003
azytromycyna elektroda z wegla szklistego CV, LSV, DPV Nigovic, Simunic, 2003
. elektroda z wegla szklistego, elektroda .
ampicylina modyfikowana, SMDE ASV, CV Abo El-Maali, 2004
ceftriakson HMDE DP-AdSV Altinoz et al., 1994
ketokonazol HMDE AdSV-DP, LSV Arranz et al., 2003
mikonazol HMDE CSvV Pereira et al., 2002
klotrimazol HMDE LSV Fijatek et al., 1992
prazykwantel HDME DPV Ghoniem et al., 2002b




niklozamid

elektroda z wegla szklistego SWV, CV Alemu et al., 2002
pefloksacyna HMDE SWCAdSV Beltagi, 2003
nitrofurantoina HMDE CV, SWCAdSV Hammam, 2002
norfloksacyna elektroda z wegla szklistego CV, SWV Ghoneim et al., 2001c
metronidazol HMDE Ccv Tocher, Edwards, 1994
Leki dzialajace na uklad mi¢§niowo-szkieletowy
ketorolak
elektroda modyfikowana DPV Hall et al., 1999
ibuprofen
SWV, DPV, SWV Radi et al., 2001
meloksykam HMDE
DPV Beltagi et al., 2002
Leki przeciwnowotworowe
dakarbazyna HMDE DPV, CV Ordieres et al., 1988
doksorubicyna HMDE SWV, CV Hahn, Lee, 2004
bleomecyna HMDE AdSV Tan et al., 1997
Inne
dorzolamid elektroda z wegla szklistego DPV, CV, LSV Erk, 2003
Ly et al., 2004
kofeina elektroda z wegla szklistego SWV

Zen et al., 1998




Techniki woltamperometryczne:

CV- woltamperometria cykliczna (ang. cyclic voltammetry)

AdSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna (ang. adsorptive stripping voltammetry)

SWYV — woltamperometria fali prostokatnej (ang. square wave voltammetry)

DPV- woltamperometria pulsowa roznicowa (ang. differential pluse voltammetry)

LSV- woltamperometria z liniowo zmieniajacym si¢ potencjatem (ang. linear sweep voltammetry)

CAdSV- katodowa woltamperometria adsorpcyjna (ang. cathodic adsorptive stripping voltammetry)

SWAdSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna fali prostokatnej (ang. square wave cathodic adsorptive stripping voltammetry)

ASV- anodowa woltamperometria inwersyjna (ang. anodic stripping voltammetry)

DPAdSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna z impulsem rézniczkowym (ang. adsorptive stripping differential pulse voltammetry)
SWCAdSV- katodowa adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna fali prostokatnej (ang. square wave cathodic adsorptive stripping voltammetry)



IV. Analizowane substancje lecznicze

1. Acenokumarol

Acenokumarol, 4-Hydroksy-3-[1-(4-nitrofenylo)-3-oksobutylo]-2H-1-benzopiran-
2-on, jest syntetyczna pochodna hydroksykumaryny i nalezy do grupy doustnych lekow
przeciwzakrzepowych (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Dziatanie tego
leku polega na hamowaniu w watrobie syntezy czynnych postaci czynnikéw krzepnigcia
krwi. Acenokumarol jest antagonista witaminy K. Stosowany jest w zapobieganiu
zakrzepicy zylnej, w nawracajacych zatorach tetniczych, w skrzeplinach wewnatrz
sercowych, w niektorych postaciach choroby niedokrwiennej serca oraz w leczeniu zylne;j
choroby zakrzepowo-zatorowej 1 zatorowosci ptucnej (Pharmindex, 2006). Bardzo dobrze
wchtania si¢ z uktadu pokarmowego i az w 98% wiaze sig z biatkami osocza (Farmakopea
Polska VI, 2002).

Farmakopea Polska VI zaleca jako metode¢ analizy ilosciowej, analizg
spektrofotometryczng UV-Vis przy dtugosci fali 283 1 306 nm. Acenokumarol analizowaé

mozna réwniez z wykorzystaniem HPLC (Sanchez Vilegas et al., 1992).

2. Acetazolamid, diuramid

H4C NH Il SO,——NH,



Acetazolamid, N-(5-Sulfamoilo)-1,3,4-tiadiazol-2-ilo)-acetamid, nalezy do grupy
diuretykow (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Dziala na poziomie cewek
nerkowych i powoduje zwigkszenie wydzielania wody, jondw wodorowgglanowych oraz
w mniejszym stopniu jonéw sodowych i1 potasowych. W galce ocznej powoduje obnizenie
ci$nienia $rodgatkowego. Zmniejsza wydzielanie plynu rdzeniowo-moézgowego. Dziala
réwniez przeciwdrgawkowo. Stosowany miejscowo, dziata przeciwobrzgkowo.
Acetazolamid stosowany jest w leczeniu jaskry, padaczki i w przypadku ostrego przebiegu
choroby wysokos$ciowej. Podawany jest przy obrzekach spowodowanych niewydolnoscia
uktadu krazenia i wywotanymi przez inne leki (Pharmindex, 2006).

Farmakopea Polska VI zaleca jako metode¢ analizy ilosciowej, analizg
spektrofotometryczng UV-Vis przy analitycznej dtugosci fali 240 1 292 nm. Do analizy
diuramidu stosuje si¢ takze analiz¢ polarograficzna (Gomez de Balugera et al., 1994),
analiz¢ z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Zarghi, Shafaati,
2002) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z spektrometriag mas (Yu

et al., 2005).

3. Atenolol

0 O\)\/ NH—<

CHj,

H,N

Atenolol, 4-{2-hydroksy-3-[(1-metyloetylo)-amino]-propoksy }-benzenoacetamid,
nalezy do lekow wptywajacych na obwodowy uktad nerwowy, ale przede wszystkim jest
czesto stosowanym lekiem kardioselektywnym (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska,
2007). Wykazuje zdolno$¢ do blokowania receptorow 3. Obniza skurczowe i rozkurczowe
ci$nienie tetnicze. Stosowany jest w leczeniu ci$nienia nadtg¢tniczego w monoterapii
1 leczeniu skojarzonym, w chorobie niedokrwiennej serca i w arytmii.

Farmakopea Polska VI nie opisuje tej substancji. Atenolol moze by¢ analizowany
potencjometrycznie (Hassan et al., 2003), spektrofotometrycznie (El-Gindy et al., 2005),
woltamperometrycznie (Goyal et al., 2006; Goyal, Singh, 2005) oraz z wykorzystaniem
HPLC (El-Gindy et al., 2005).



4. Baklofen

OH
H,N

Cl

Baklofen, kwas (RS)-4-amino-3-(4-chlorofenylo)mastowy, jest analogiem kwasu
y-aminomastowego 1 nalezy do grupy lekow wplywajacych na obwodowy uktad nerwowy
(Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Dziata na poziomie rdzenia krggowego
1 tagodzi bolesne przykurcze. Zmniejsza odruchowe wzmozone napigcie mig$niowe. Nie
zmnigjsza przewodnictwa nerwowo-mig¢s$niowego na poziomie ptytki motoryczne;.

Baklofen stosowany jest w stanach skurczowych migsni szkieletowych
pochodzenia rdzeniowego, na przyklad w stwardnieniu rozsianym na tle infekcyjnym,
zwyrodnieniowym, urazowym, nowotworowym. Preparaty zawierajace baklofen
podawane sa przy uszkodzeniach rdzenia kregowego, udarach naczyniowych mozgu,
porazeniu mozgowym i zapaleniu opon mozgowych. Przez to ze zmniejsza dolegliwosci
bolowe, daje pacjentom mozliwos¢ leczenia usprawniajacego (Zejc, Gorezyca, 2002).

Farmakopea Polska VI zaleca jako metode analizy iloSciowej, analize
spektrofotometryczna UV-Vis przy analitycznej dtugo$ci fali 259, 263 1 275 nm. Baklofen
analizowa¢ mozna z wykorzystaniem HPLC (Sagirli et al., 2006), polarografii

(Jain et al., 2003) 1 woltamperometrii (Balon et al., 2002; Doherty, Gratton, 1999).

5. Chloropropamid

Cl



Chloropropamid, 1-[(4-chlorofenylo)sulfonylo]-3-propylomocznik, jest pochodna
sulfomocznika 1 nalezy do doustnych $rodkéw przeciwcukrzycowych (Podlewski,
Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Jest to lek o silnym dziataniu hipoglikemizujacym
i tagodnym dziataniu antydiuretycznym. Chloropropamid stosowany jest w cukrzycy
niepowiklanej typu drugiego oraz w moczowce proste;.

Farmakopea Polska VI =zaleca analiz¢ spektrofotometryczna UV-Vis przy

analitycznej dlugosci fali 232 nm jako metodg analizy ilo$ciowe;.

6. Etionamid

S—— NH,
fl
NN
N CoHs

Etionamid, 2-Etylopirydyno-4-karbotioamid, jest pochodna kwasu tioizo-
nikotynowego (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Etionamid dziata
bakteriostatycznie, a w duzych dawkach bakteriobdjczo na pratki gruzlicy. Lek ten jest
stosowany pomocniczo w leczeniu gruzlicy ptuc i pozaplucnej. Dobrze si¢ wchtania
z uktadu pokarmowego i dobrze przenika do ptynu mézgowo-rdzeniowego. Etionamid jest
stosowany w skojarzeniu z innymi lekami przeciwpratkowymi. Preparat nalezy podawac
przez dtuzszy czas, tj. 3-12 miesiecy (Zejc, Gorezyca, 2002).

Farmakopea Polska VI zaleca analiz¢ spektrofotometryczna UV-Vis przy
analitycznej dlugosci fali 291 nm jako metodg analizy ilo$ciowej. Etionamid mozna

réwniez analizowa¢ za pomocg HPLC (Conte et al., 2001).

7. Karbamazepina

D

A

0~ "NH,



Karbamazepina, = 5H-Dibenzo[b,f]azepino-5-karboksyamid, dziata  przeciw-
padaczkowo, psychotropowo 1 reguluje nastrdj (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska,
2007). Mechanizm dziatania polega na stabilizacji bton komoérkowych poprzez wptyw na
napigciowo zalezne kanaty Na'. Karabmazepina zapobiega rozchodzeniu si¢ sygnatow
pojawiajacych si¢ w mozgu, ktore poprzedzaja napad padaczki, dzigki czemu czgsto
udaremnia pojawienie si¢ napadu. Podawana jest w padaczce grand-mal, padaczce
czgsciowej, w  padaczce z  dominujagcymi  zaburzeniami  psychicznymi
1 w migdzynapadowym zaburzeniu zachowania. Lagodzi bole neuralgiczne nerwu
trojdzielnego twarzy 1 jezykowo-gardlowego. Wykazuje dziatanie psychotropowe
1 regulujace nastréj (Zejc, Gorczyca, 2002). Stosowana jest w leczeniu psychozy
maniakalno-depresyjnej, @~ w  leczeniu  stanow  hipomaniakalnych,  zespolow
abstynencyjnych, schizofrenicznych, schizoafektywnych oraz w leczeniu arytmii
1 moczowki prostej.

Farmakopea Polska VI poleca jako metode analizy iloSciowej spektrofotometrig
UV-Vis przy analitycznej dlugosci fali 237 1 285 nm. Karbamazepina moze by¢ tez
analizowana innymi metodami, jak polarografia (Zhang et al., 1993) i woltamperometria

(Hishida, 1996).

8. Kofeina
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Kofeina, 1,3,7-Trimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion, jednowodna, zaliczana
jest do lekow o dzialaniu analeptycznym, czyli do lekow pobudzajacych osrodkowy uktad
nerwowy  (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Pobudza o$rodki:
naczynioruchowy, oddechowy, osrodek nerwu blednego, rozszerza migsnie gladkie
oskrzeli, zwigksza sil¢ skurczu i wydajno$¢ pracy migsni prazkowanych oraz dziata
moczopgdnie. Dziatanie kofeiny na migénie gtadkie naczyn krwiono$nych polega na ich

rozszerzeniu. Kofeina pobudza o$rodek oddechowy, na skutek zwigkszenia jego



wrazliwo$ci na dziatanie dwutlenku wegla. Wykazuje dziatanie na uktad przewodzacy
serca powodujac przyspieszenie jego czynno$ci. Wyraznie pobudza kor¢ mozgu
powodujac nasilenie aktywnos$ci psychicznej i ulatwienie percepcji wrazen.

Pozytywnym efektem dziatania kofeiny jest przyspieszenie i1 usprawnienie
procesOw myslowych, zmniejszenie uczucia zmgczenia, sennosci 1 glodu. Kofeina znosi
bole glowy, gdy jest zazywana ze stabo dzialajacymi lekami przeciwbolowymi. Lek ten
pobudza réwniez os$rodki analomiczne, tj. os§rodek przemiany materii (nasilenie glikolizy
1 lipolizy) 1 os$rodek termoregulacji (podwyzszenie temperatury ciata). W nadmiarze
kofeina moze zmniejszy¢ zdolno$¢ koncentracji, wywota¢ bezsennos¢, niepokoj, bol glowy
czy niemozno$¢ skupienia uwagi. W bardzo duzych dawkach wywotuje owrzodzenie
zotadka, dusznosci, drzenie konczyn, czgstomocz i dusznosci.

W zwiazku z tym, ze kofeina jest trudno rozpuszczalna w wodzie, dostgpne
w handlu preparaty sa mieszaninami kofeiny z benzoesanem sodu lub salicylanem sodu.
Najczesciej jednak kofeina jest dodatkowym sktadnikiem lekow przeciwbolowych. Jako
lek wchiania si¢ réwnie dobrze po podaniu doustnym, doodbytniczym lub pozajelitowym.
Ulega prawie catkowitemu metabolizmowi i z moczem jest wydalana w postaci kwasu
I-metylomoczowego, I-metyloksantyny oraz okoto 1% kofeiny nie podlega
metabolizmowi.

Kofeina stosowana jest w zapa$ci pochodzenia sercowego i naczyniowego,
w stanach wyczerpania fizycznego i1 umystowego, zatruciu alkoholowym, doraznie
u chorych z podci$nieniem tgtniczym oraz z lekami wykrztusnymi i przeciwdychawiczymi
(Zejc, Gorezyca, 2002).

Farmakopea Polska VI poleca jako metodg analizy ilosciowej spektrofotometri¢
UV-Vis przy analitycznej dlugosci fali 273 nm. Kofeing analizowa¢ mozna takze innymi
metodami, takimi jak chromatografia gazowa (Satinsky et al., 2004), wysokosprawna
chromatografia cieczowa (Foenander et al., 1980), woltamperometria (Zen, Ting, 1997,

Zen et al., 1998) lub amperometria (Lewis, Johnson, 1978).



9. Metronidazol
13. Tinidazol
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Obie substancje lecznicze: metronidazol, 2-(2-metylo-5-nitro-1H-imidazol-1-
ylo)etanol, 1 tinidazol, 1-[2-(Etylosulfonylo)etylo]-2-metylo-5-nitroimidazol, sa
pochodnym  5-nitroimidazolu  (Podlewski, = Chwalibogowska-Podlewska,  2007).
Metronidazol i tinodazol dziataja przeciwbakteryjnie i przeciwpierwotniakowo. Dziataja
na bakterie: Bacteroides, Fusobacterium, Megasphaera, Clostridium oraz pierwotniaki
Entamoeba histolytica, Lamblia intestinalis. Leki zawierajace te substancje podawane sa
réwniez w stanach zapalnych dziasetl i zgbow oraz w infekcjach pochwy. Najwazniejszym
jednak zastosowaniem metronidazolu i tinidazolu jest leczenie zakazen wywotanych przez
rzesistka pochwowego 1 inne pierwotniaki.

Farmakopea Polska VI poleca jako metodg analizy ilosciowej spektrofotometrig
UV-Vis przy analitycznej dlugosci fali: dla metronidazolu 276 nm i dla tinidazolu 310 nm.
Obie substancje analizowa¢ mozna takze innymi metodami; metronidazol
— woltamperometrycznie (Yarnitzky, Smyth, 1991), z wykorzystaniem wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (Tavakoli et al., 2007), polarograficznie (Gratteri, Cruciani,
1999), za$ tinidazol: woltamperometrycznie (Abu Zuhri et al., 1999), polarograficznie

(Abu Zuhri et al., 1999) i z wykorzystaniem HPLC (Shukla et al., 2006).



10. Salicylamid
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Salicylamid, 2-Hydroksybenzamid, jest amidem kwasu salicylowego (Podlewski,
Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Ma dziatanie przeciwgoraczkowe, przeciwzapalne i
przeciwbolowe. Hamuje syntezg prostaglandyn. Zmniejsza obrzgk zapalny oraz osrodkowo
1 obwodowo rozszerza naczynia krwionos$ne skory. Nie wykazuje dziatania drazniacego na
btong $luzowa zotadka. Podawany jest doustnie lub pozajelitowo. Bywa tez sktadnikiem
lekow zlozonych. Stosowany jest w chorobach reumatycznych, lumbago, zapaleniu
korzonkéw nerwowych.

Farmakopea Polska VI poleca jako metode analizy iloSciowej spektrofotometrig

UV-Vis przy analitycznej dlugosci fali 302 nm. Salicylamid analizowany jest rowniez

z wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Xu, Pang, 1987).

11. Teobromina
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Teobromina, 3,7-Dimetylo-3,7-dihydro-/H-puryno-2,6-dion, (Zejc, Gorczyca,
2002) réwniez zaliczana jest do lekow analeptycznych pochodzenia naturalnego, lecz ma
stabszy w poréwnaniu do kofeiny wpltyw na osrodkowy uktad nerwowy. Wystepuje
gléwnie w nasionach drzewa kakaowego Theobroma Cacao. Wptywa na uktad krazenia,
oskrzela, uktad nerwowy, migsnie gladkie, szkieletowe i nerki. Dziata rozszerzajaco na

naczynia wiencowe oraz na kigbuszki nerkowe. Wptywa na zwigkszenie przesaczu moczu



pierwotnego oraz na hamowanie zwrotnego wchtaniania jonéw chlorkowych w cewkach
kretych.

Teobromina jest najtrudniej rozpuszczalna sposrdd ksantyn. Rozpuszcza sig
w wodzie w ilosci okoto 0,1%, nie rozpuszcza si¢ w etanolu i eterze etylowym.
Rozpuszcza si¢ natomiast w roztworach rozcienczonych wodorotlenkéw 1 kwasach
nieorganicznych. W preparatach farmaceutycznych wystgpuje w postaci wolnej lub soli
podwdjnych z salicylanem sodu, salicylanem wapnia lub octanem sodu. Gléwnym
narzadem metabolizujacym teobroming jest watroba. Metabolitami teobrominy
wydalanymi w najwigkszej ilosci sa 3- i 7-metyloksantyny. Okoto 10% teobrominy
wydalane jest w formie niezmienionej. Teobromina stosowana jest zwykle jako sktadnik
lekow ztozonych 1 proszkéw galenowych.

Farmakopea Polska VI =zaleca analiz¢ spektrofotometryczna UV-Vis przy
analitycznej dlugosci fali 273 nm. Teobroming analizowa¢ mozna tez wysokosprawna
chromatografia cieczowa (Abuirjeie et al., 1992), potencjometrycznie (Sell, 1975) lub
wykorzystujac chromatografi¢ gazowa sprzgzona ze spektrometria mas (Dyke, Sams,

1998).

12. Teofilina
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Teofilina, 1,3-Dimetylo-3,7-dihydro-/H-puryno-2,6-dion, jednowodna, podobnie
jak teobromina 1 kofeina zaliczana jest do grupy lekéw analeptycznych (Podlewski,
Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Jej dzialanie ocenia si¢ jako stabsze od kofeiny, za$
silniejsze od teobrominy. Teofilina wystgpuje gtownie w lisciach herbaty Thea sinensis,
cho¢ obecnie produkowana jest syntetycznie. Jej wlasciwosci sa identyczne jak teobrominy
1 kofeiny.

W zwiazku z tym, Ze jest to substancja trudno rozpuszczalna w wodzie 1 czgsto

w postaci czystej drazni btong $luzowa zotadka, w lecznictwie stosowane sa pochodne



teofiliny. Najczesciej stosowanymi pochodnymi sa: aminofilina 1 diprofilina, ktore lepiej
rozpuszczaja si¢ wodzie 1 wchlaniaja si¢ z ukladu pokarmowego (Podlewski,
Chwalibogowska-Podlewska, 2007).

Farmakopea Polska VI zaleca analiz¢ metodami spektrofotometrycznymi UV-Vis
przy analitycznej dtugosci fali 273 nm. Teofiling analizowa¢ mozna z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Thomas et al., 2004), woltamperometrii
(Zimmerman et al., 1992), potencjometrycznie (Riahi et al., 2005) lub chromatografi¢

gazowa sprzgzona ze spektrometria mas ( Budavari et al., 2001).

14. Tolbutamid
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Tolbutamid, 3-Butylo-1-[(4-metylofenylo)sulfonylo]-mocznik, jest pochodna
sulfonylomocznika (Podlewski, Chwalibogowska-Podlewska, 2007). Lek ten obniza
poziom cukru we krwi dzigki zwigkszonemu wydzielaniu insuliny w trzustce. Stosowany
jest w cukrzycy typu Il pojawiajacej si¢ w dojrzatym wieku na skutek niedostatecznego
wydzielania insuliny.

Farmakopea Polska VI zaleca analiz¢ metoda spektrofotometryczng UV-Vis przy
analitycznej dlugosci fali 257, 263, 268, 274 nm. Tolbutamid analizowaé¢ mozna réwniez z

wykorzystaniem HPLC (Csillag et al., 1989).



Tabela I1.6. Wybrane przyktady zastosowania technik woltamperometrycznych w analizie substancji leczniczych.

Substancja lecznicza

Rodzaj elektrody

Technika
woltamperometryczna

PiSmiennictwo

Leki dzialajace na oSrodkowy uklad nerwowy

chlordiazepoksyd HMDE Ccv El-Hefnawey et al., 2004
paroksetyna elektroda z wegla szklistego CV, DPV, SWV Erk, Biryol, 2003
zuklopentyksol elektroda z wegla szklistego CV, LSV, DPV Senturk et al., 2000
sertralina HMDE CV, LSV, DPV, SWV Vela et al.,2001
nitrazepam
flurazepam
medazepam HMDE ()% Correia dos Santos et al., 2002
diazepam
klonazepam
haloperydol elektroda z wegla szklistego LSV Saponjic et al., 1994
klozapina HMDE AdSV Hammam et al., 2004
trazodon wirujaca elektroda platynowa DPV Dogrukol-Ak et al., 1999
wenlafaksyna HMDE SWV Lima et al., 1999
kwas acetylosalicylowy elektroda modyfikowana SV, DPV Campanella et al., 2004
tramadol elektroda z wegla szklistego Ccv Halfpenny et al., 1999
prokaina modyfikowana elektroda weglowa DPV Wang et al., 2002




kokaina

elektroda modyfikowana (6\Y Wieczorek, Kruk, 1994
metoheksytal HMDE AdSV Farghaly et al., 1999
Leki dzialajace na uklad sercowo-naczyniowy
kaptopryl HMDE SWCAdSV Ioannides et al., 2003
trimetazydyna elektroda z wegla szklistego CV, SWV, AdSV Ghoneim et al., 2002a
dipirydamol HMDE SWV, SWCAdSV Ghoneim et al., 2002c
SWAdSV, CV, SWV Ghoneim et al., 2003
nifedypina HMDE
SWAdSV, SWV Ozaltin et al., 2002
cylazapryl AdSV, DPV
ramipryl HMDE SWV, CV Prieto et al., 2003
quinapryl SwWv
doksazosyna elektroda weglowa i modyfikowana SWV de Betono et al., 1999
prazosyna elektroda z wegla szklistego DPV Arranz et al., 1999
fenofibrat HMDE CV, SWV Yardimci, Ozaltin, 2004
amlodypina elektroda z wegla szklistego DPV Altiokka et al., 2002
lacydypina elektroda modyfikowana ()% Crespi et al., 2001
werapamil HMDE AdSV Kasim et al., 2002
nikardypina HMDE AdSV Obendorf , Stubauer, 1995
diltiazem HMDE AdSV, CV, LSV Ghandour et al., 2001
amiloryd HMDE SWAdSV Hammam, 2004
indapamid elektroda weglowa i modyfikowana CV, DPV, AdSV

Radi, 2001




Leki stosowane w chorobach ukladu oddechowego

kodeina elektroda modyfikowana SWV Shih et al., 2002
salbutamol
orcyprenalina clektroda z Wﬁﬁ:jﬁiiii(l)oiwrgodyﬁkowana CV, DPV Boyd et al., 1994
fenoterol
klenbuterol elektroda modyfikowana DPV Moane et al., 1996
terbutalina elektroda z wegla szklistego CV, SWV Yilmaz et al., 1998
terfenadyna HMDE AdSV Ghoneim et al., 2001a
loratadyna HMDE CAdSV Ghoneim et al., 2001b
akriwastyna elektroda z wegla szklistego Ccv Torres et al., 2002
terbutalina elektroda z wegla szklistego CV, SWV Yilmaz et al.,1998
Leki dzialajace na przewéd pokarmowy i metabolizm
lansoprazol elektroda modyfikowana CV, DPV Radi, 2003a
pantoprazol HMDE SWV Radi, 2003b
omeprazol elektroda z wegla szklistego CV, DPV Radi, 2003¢c
Witaminy
witamina K elektroda z wegla szklistego LSV, AdSV Hart et al., 1989
witamina Bg elektroda z wegla szklistego DP, CV, LSV Uslu et al., 2001
witamina PP elektroda z wegla szklistego SV Song et al., 2002




witamina C elektroda z wegla szklistego CvV Kleszczewska, Mielech-Lukasiewicz, 2002
witamina E elektroda z wegla szklistego DPV Galeano Diaz et al., 2004
witamina B, modyfikowana elektroda weglowa CV, LSV Marian et al., 2001
koenzym Q-10 modyfikowana elektroda weglowa Ccv Ferri et al., 1994
Hormony
metimazol wirujaca elektroda platynowa SWV Aslanoglu, Peker, 2003
tyroksyna elektroda z wegla szklistego CvV Hu et al., 2004
melatonina elektroda z wegla szklistego Ccv Corujo-Antuna et al., 2003
Leki stosowane w zakazeniach, przeciwpasozytnicze i przeciwgrzybicze
cefoperazon elektroda z wq'gla. szklistego, elektroda SWV, CV
modyfikowana, wirujaca elektroda platynowa . .
- Yilmaz, Biryol, 1998
cefotaksym elektroda z wegla szklistego, elektroda ASV
modyfikowana, wirujaca elektroda platynowa
cefepim HMDE AdSV, LSV Palacios et al., 2003
azytromycyna elektroda z wegla szklistego CV, LSV, DPV Nigovic, Simunic, 2003
. elektroda z wegla szklistego, elektroda .
ampicylina modyfikowana, SMDE ASV, CV Abo El-Maali, 2004
ceftriakson HMDE DP-AdSV Altinoz et al., 1994
ketokonazol HMDE AdSV-DP, LSV Arranz et al., 2003
mikonazol HMDE CSvV Pereira et al., 2002
klotrimazol HMDE LSV Fijatek et al., 1992
prazykwantel HDME DPV Ghoniem et al., 2002b




niklozamid

elektroda z wegla szklistego SWV, CV Alemu et al., 2002
pefloksacyna HMDE SWCAdSV Beltagi, 2003
nitrofurantoina HMDE CV, SWCAdSV Hammam, 2002
norfloksacyna elektroda z wegla szklistego CV, SWV Ghoneim et al., 2001c
metronidazol HMDE Ccv Tocher, Edwards, 1994
Leki dzialajace na uklad mi¢§niowo-szkieletowy
ketorolak
elektroda modyfikowana DPV Hall et al., 1999
ibuprofen
SWV, DPV, SWV Radi et al., 2001
meloksykam HMDE
DPV Beltagi et al., 2002
Leki przeciwnowotworowe
dakarbazyna HMDE DPV, CV Ordieres et al., 1988
doksorubicyna HMDE SWV, CV Hahn, Lee, 2004
bleomecyna HMDE AdSV Tan et al., 1997
Inne
dorzolamid elektroda z wegla szklistego DPV, CV, LSV Erk, 2003
Ly et al., 2004
kofeina elektroda z wegla szklistego SWV

Zen et al., 1998




Techniki woltamperometryczne:

CV- woltamperometria cykliczna (ang. cyclic voltammetry)

AdSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna (ang. adsorptive stripping voltammetry)

SWYV — woltamperometria fali prostokatnej (ang. square wave voltammetry)

DPV- woltamperometria pulsowa réznicowa (ang. differential pluse voltammetry)

LSV- woltamperometria z liniowo zmieniajacym si¢ potencjatem (ang. linear sweep voltammetry)

CAdSV- katodowa woltamperometria adsorpcyjna (ang. cathodic adsorptive stripping voltammetry)

SWAdSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna fali prostokatnej (ang. square wave cathodic adsorptive stripping voltammetry)

ASV- anodowa woltamperometria inwersyjna (ang. anodic stripping voltammetry)

DPAdJSV- adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna z impulsem rozniczkowym (ang. adsorptive stripping differential pulse voltammetry)
SWCAdSV- katodowa adsorpcyjna woltamperometria inwersyjna fali prostokatnej (ang. square wave cathodic adsorptive stripping voltammetry)



ITII. CEL PRACY

Celem pracy bylo opracowanie woltamperometrycznych metod analizy ilo$ciowe;j
wybranych substancji leczniczych w preparatach farmaceutycznych, charakteryzujacych
si¢ wysoka czulo$cia i selektywnoscia oznaczeh z nadzieja, ze opracowane procedury
analityczne umozliwia zastosowanie woltamperometrii jako metody oznaczania niektorych
substancji leczniczych w rutynowej kontroli handlowych preparatow farmaceutycznych,
jako techniki alternatywnej w stosunku do obecnie uzywanych metod. Pozwoli to w wielu
przypadkach na skrocenie czasu potrzebnego na wykonanie analizy, zmniejszenie ilosci
zuzywanych odczynnikow, a w szczego6lnosci rezygnacj¢ z rozpuszczalnikow

organicznych, co jest wazne zaréwno ze wzgledu na koszt jak 1 wplyw na $rodowisko.

Analizie woltamperometrycznej poddano substancje lecznicze posiadajace w
strukturze ugrupowania o wlasciwosciach utleniajaco-redukujacych w warunkach pomiaru
woltamperometrycznego, takie jak acenokumarol, acetazolamid, atenolol, baklofen,
chloropropamid, etionamid, karbamazepina, kofeina, metronidazol, salicylamid,
teobromina, teofilina, tinidazol i1 tolbutamid. Badania wstgpne polegalty na wyborze
odpowiedniej techniki 1 wlasciwych warunkéw analizy woltamperometrycznej
odpowiedniej elektrody pracujacej oraz na doborze wilasciwego stezenia analizowanych
roztworéw, skladu elektrolitu podstawowego ze szczegdlnym uwzglednieniem st¢zenia
uzytego rozpuszczalnika z uwzglednieniem jego wptywu na trwatos¢ prébek w warunkach

oznaczenia.



IV. CZESC DOSWIADCZALNA

I. Substancje badane i odczynniki
1. Substancje lecznicze

Analizowane w niniejszej pracy substancje lecznicze i ich charakterystyke fizyko-

chemiczna przedstawiono w Tabeli IV.1.

2. Odczynniki

W pracy wykorzystano nastepujace odczynniki chemiczne (w nawiasach podano
producenta oraz stopien czysto$ci — aceton (POCh, cz.d.a.), chlorek metylenu (POCh,
cz.d.a.), chloroform (POCh, cz.d.a.), tetrachlorek wegla (POCh, cz.d.a.), metanol (POCh,
cz.d.a.), etanol (POCh, cz.d.a.), amoniak (POCh, cz.d.a.), kwas azotowy(V) (Sigma,
Niemcy, cz.d.a.), kwas siarkowy(IV) (POCh, cz.d.a.), kwas siarkowy(VI) (POCh, cz.d.a.),
kwas solny (POCh, cz.d.a.), wodorotlenek potasu (POCh, cz.d.a.), wodorotlenek sodu
(POCh, cz.d.a.).

Stosowano wod¢ redestylowana, ktora otrzymywano w aparacie kwarcowym do
podwojnej destylacji wody (Heraeus Quarzglas, Destamat, Niemcy) oraz azot do analizy

woltamperometrycznej (klasa czystosci 6.0, Gazy Medyczne, Linde Gaz, Polska).



Tabela IV.1. Charakterystyka fizykochemiczna substancji leczniczych uzytych w badaniach.

. . . . Rozpuszczalno$é
L.p. Slu bstz}ncj a Wzor Grutll)y ?he.m 1lc Zl;I ¢ u(;eiaj.z}ce Numer serii Producent
ecznicza sumaryczny utlenieniu lub redukcji woda inne rozpuszczalniki

1. | Acenokumarol Ci9H1sNOg | grupy nitrowa i ketonowa rozpuszczalny wodorotlenei;zg;iu I potasu, B 3420401/99 Polfa, Warszawa

2. | Acetazolamid C4HgN,O5S, plemszorquowa grupa e wodorotlenki sodu i potasu 250301 Polpharma S.A.
aminowa i grupy sulfotlenkowe rozpuszczalny

. L trudno . . Polpharma S.A
3. | Atenolol Ci4HpN,O5 | grupy aminowa i amidowe wodorotlenki sodu i potasu 99001714 p A
rozpuszczalny

4. | Baklofen CoH,CI NO, plemszorquowa grupa trudno wodorotlenki sodu i potasu 1020400 Polpharma S.A.
aminowa i grupa karboksylowa rozpuszczalny

5. | Chloropropamid | CoH;3CIN,OsS | grupy sulfotlenkowe i amidowe | nierozpuszczalny etanol 1031199 Polpharma S.A.

6. | Etionamid CsH oN,S grupa sulfidowa nierozpuszczalny etanol 19F0341 Sigma, Niemcy

7. | Karbamazepina CisHpN,O | grupy amidowe nierozpuszczalna | chlorek metylenu, etanol 1150102 Polpharma S.A.

. grupy aminowe, drugo- trudno wodorotlenki sodu i potasu, Azienda Chimica E
8. | Kofeina CsHioN/O; i trzeciorzgdowa rozpuszczalna etanol 70351002 Farmaceutica S.P.A., Wiochy
9. | Metronidazol CcHoN30O4 grupa nitrowa trudno etanol 2100302 Polpharma S.A.
rozpuszczalny

10. | Salicylamid CoHgNO4 grupy amidowe nierozpuszczalny etanol 256401 1085 Fluka Chemica, Niemcy

11. | Teobromina CHeN,O, grupy aminowe, drugo- trudno wodorotlenlg sodu i potasu, 10811151 Pharma—Ze'ntralle Gmbh,
i trzeciorzgdowa rozpuszczalna kwasy nieorganiczne Niemcy

12. | Teofilina CHN,O, grupy aminowe, drugo- trudno wodorotlenlg sodu i potasu, 41520001 A21en.da Chemica E
i trzeciorzgdowa rozpuszczalna kwasy nieorganiczne Farmaceutica S.P.A., Wlochy

13. | Tinidazol CsH3N;04S | grupy nitrowa i sulfotlenkowa nierozpuszczalny etanol 1071099 Polpharma S.A.

14. | Tolbutamid Cp,HsN,O5S | grupy sulfotlenkowe i amidowe trudno wodorotlenki sodu i potasu, 1070600 Polpharma S.A.

rozpuszczalny

etanol




Tabela IV.2. Rozpuszczalno$¢ analizowanych substancji w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach.

L.p. Sl: l:;:ﬁgzc; a Woda 5;35%1:1 Aceton | CH;Cl | CHCl; CCl, H50. - i - HINOs - Amoniak lzl(a (())EI
rozc. stez. rozc. stez. rozc. stez.
1. Acenokumarol + + - - - - +/— +/— +/— +/— +/— +/— +/ +
2. Acetazolamid - - - - - - +/— +/—- +/— +/— +/— +/— +/— +
3. Atenolol +/— +/— +/— +/— +/— +/— - - - - — _ +/— +
4. Baklofen — — + + +/— +/— — — — _ _ _ _ +
5. Chloropropamid - + - - - - +/— +/— +/— +/— +/— /- 4/ _
6. Etionamid — + + +/— +/— +/— — - - - _ _ _ _
7. Karbamazepina - + +/— - + + - - — — _ _ _ _
8. Kofeina +/— +/— + - - - _ - _ _ _ _ _ +
9. Metronidazol - + +/— +/— — - - - - - _ - — _
10. Salicylamid — + + +/— +/— +/— _ — _ _ _ _ _ _
11. Teobromina +/—- - - - - - + +/— + +/— + +/— + +
12. Teofilina +/—- - - - - - + +/— + +/— + +/— + +
13. Tinidazol - + +/—- +/— — - - - - — - - _ _
14. Tolbutamid +/— + - - - - +/— +/— +/— 1/ 4/ +/_ + +

(+) substancja bardzo dobrze rozpuszczalna, (—) substancja nierozpuszczalna, (+/—) substancja trudno rozpuszczalna.




II. Aparatura

Woltamperometr, model 757 VA Computrace, wyposazony w elektrody — elektrode
platynowa, rotacyjna elektrode dyskowa, elektrode z wiszaca kropla rteci 1 elektrode
chlorosrebrowa, system regulacji ci$nienia azotu, oprogramowanie komputerowe
(Methrohm Ltd., Szwajcaria).

Spektrofotometr UV-Vis, model Shimadzu UV-1202, wyposazony w kuwety

kwarcowe o grubosci 1 cm (Shimadzu Europa Gmgh, Niemcy).

I11. Metodyka badan

1. Opracowywanie warunkow analizy woltamperometrycznej

1.1 Badanie rozpuszczalnosci substancji leczniczych

W pierwszym etapie analizy dobrano rozpuszczalniki, gwarantujace rozpuszczenie
si¢ badanych substancji leczniczych. Badano rozpuszczalno$¢ analizowanych substancji w
wodzie, metanolu, etanolu, acetonie, chlorku metylenu, chloroformie, tetrachlorku wegla,
rozcienczonych i stgzonych roztworach kwasow — solnym, azotowym(V) i siarkowym(VI),
amoniaku, oraz w rozcienczonych i st¢zonych roztworach wodorotlenkéw sodu 1 potasu, a
wyniki tych badan zestawiono w Tabeli IV.2.

Z analizy tych danych wynika, ze w wodzie rozpuszcza si¢ dobrze tylko
acenokumarol, w znikomym stopniu rozpuszcza si¢ atenolol, kofeina, teobromina, teofilina
1 tolbutamid, natomiast nie rozpuszcza si¢ w wodzie acetazolamid, baklofen,
chloropropamid, etionamid, karbamazepina, metronidazol, salicylamid i tinidazol. Bardzo
dobrym rozpuszczalnikiem dla wigkszo$ci analizowanych substancji sa natomiast roztwory
wodorotlenkdw sodu i potasu, nie rozpuszcza si¢ w nich jedynie chloropropamid,
etionamid, karbamazepina, metronidazol, salicylamid i tinidazol.

W przypadku, gdy badana substancja rozpuszczata si¢ w danym rozpuszczalniku
umozliwiajac analiz¢ woltamperometryczna, analizowano ja stosujac rézne warunki
analizy. Zmieniano przede wszystkim potencjat poczatkowy i koncowy w zakresie od —2,0

do +2,0 V, potencjat osadzania w zakresie od —0,5 do +2,0 V, oraz czas osadzania w



zakresie od 60 do 400 s. Postgpowanie to miato na celu taki dobor rozpuszczalnikow dla
badanych substancji, aby w wyniku analizy woltamoperometrycznej ich roztwordw
uzyska¢ dobrze wyksztalcone piki.

Na podstawie uzyskanych woltamperogramow zidentyfikowano te przypadki, w
ktorych uzyty rozpuszczalnik nie przyniost pozadanego efektu, tj. nie zapewnil uzyskania
fal woltamperometrycznych o odpowiednim ksztalcie, a w niektorych przypadkach nie
uzyskano proporcjonalnej zalezno$ci pomigdzy stgzeniem analizowanej substancji a
nat¢zeniem pradu ptynacego przez roztwor.

W zwiazku z tym, ze chloropropamid, etionamid, karbamazepina, metronidazol,
salicylamid 1 tinidazol rozpuszczaja si¢ tylko w silnie niepolarnych rozpuszczalnikach
(metanol, etanol, aceton, chlorek metylenu, chloroform i tetrachlorek wegla), nie jest
mozliwa analiza woltamperometryczna wymienionych substancji z powodu braku

przewodnictwa elektrondw w ich roztworach.

1.2 Dobor stezenia roztworu wodorotlenku sodu

Analizy woltamperometryczne wykonane w podanych w poprzednim rozdziale
warunkach dla roztworéw badanych substancji w roznych rozpuszczalnikach wykazaty, ze
najlepszym rozpuszczalnikiem dla tych substancji bgdzie roztwor wodorotlenku sodu. W
celu dobrania odpowiedniego stgzenia i1 objgtosci roztworu wodorotlenku sodu dla
okreslonej substancji, przygotowywano dziesie¢ roztworéw NaOH w zakresie stezen od
0,05 do 0,5 mol/l, o warto$ciach stgzen zmieniajacych sig co 0,05 mol/I.

Nastepnie zestawione w Tabeli IV.3 odwazki badanych substancji rozpuszczano w
odpowiedniej objgtosci roztworu wodorotlenku sodu o okreslonym stezeniu w kolbce
miarowej, rozcienczano woda redestylowana do objetosci 100 ml, i po wymieszaniu
rejestrowano ich fale woltamperometryczne. Jesli wynik analizy przedstawiat pojedyncza
krzywa o smuktym ksztalcie, to do analizowanego roztworu dodawano co najmniej 2-3
krotnie kolejna porcj¢ tej samej substancji w celu stwierdzenia, czy zachodzi liniowa
zalezno$¢ pomigdzy stezeniem badanej substancji a natgzeniem pradu rejestrowanego w

trakcie analizy woltamperometryczne;.



Tabela IV.3. Masy odwazek uzyte podczas analizy woltamperometrycznej substancji leczniczych
rozpuszczonych w roztworach wodorotlenku sodu o réznych stezeniach.

Analizowana substancji Masa [og(}waiki

Acenokumarol 0,0350
Acetazolamid 0,0220
Atenolol 0,0270
Baklofen 0,0210
Kofeina 0,0190
Teobromina 0,0180
Teofilina 0,0180
Tolbutamid 0,0270

Wyniki analizy woltamperometrycznej dla acenkumarolu i tolbutamidu nie byly
jednak zadowalajace, nie uzyskano pojedynczego piku woltamperometrycznego, a
podstawa piku byta bardzo szeroka. W przypadku niektorych analiz pojawit si¢ pojedynczy
pik, ktory jednak podczas kazdej nastgpnej analizy wystgpowal przy innym potencjale
depozycji.

W przypadku baklofenu, krzywa woltamperometryczna przedstawiata pojedynczy
pik o wlasciwym ksztalcie. Zachowana byta prostoliniowa zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem
analizowanej substancji a nat¢zeniem pradu ptynacego przez badany roztwor, nie uzyskano
jednak zalezno$ci liniowej podczas analizy baklofenu w preparacie farmaceutycznym
Baclofen (Polpharma). Przebieg analizy woltamperometrycznej moze sugerowa¢ w tym
przypadku jednoczesna analiz¢ dwoch substancji przy tym samym potencjale depozycji.

W efekcie przeprowadzonych badan zestawiono w Tabeli V.4 warto$ci stezen i
objetosci roztworu wodorotlenku sodu, jakie nalezy uzy¢ do rozpuszczenia analizowanych
substancji w celu uzyskania fal woltamperometrycznych najbardziej przydatnych dla

celow analitycznych.



Tabela IV.4. Stezenie i objgtos¢ roztworu wodorotlenku sodu,
uzytego do rozpuszczenia analizowanych substancji leczniczych.

Analizowana Stezenie Objetos¢
. roztworu NaOH roztworu NaOH
substancja

[mol/1] [ml]
Acenokumarol 0,5 15
Acetazolamid 0,3 150
Atenolol 0,1 400
Baklofen 0,5 50
Kofeina 0,5 100
Teobromina 0,5 10
Teofilina 0,5 100
Tolbutamid 0,5 100

1.4 Rotacyjna elektroda dyskowa

W zwiazku z brakiem pozytywnego efektu analizy acenokumarolu, baklofenu i
tolbutamidu przy zastosowaniu elektrody z wiszaca kropla rtgci, postanowiono
przeprowadzi¢ analiz¢ woltamperometryczna tych substancji zastgpujac dotychczas
stosowana elektrode HMDE, rotacyjna elektroda dyskowa. Jest to elektroda grafitowa, na
powierzchni ktorej na poczatku kazdego dnia, w ktorym dokonywano pomiaréw
woltamperometrycznych, wytwarzano z roztworu octanu rteci(Il) warstewke rteci.

Procedurg osadzania filmu rteci na powierzchni elektrody realizowano zgodnie z
zaleceniami producenta woltamperometru (Instrukcja Metrohm, 1998). Elektrode przed
preparowaniem filmu rtgci czyszczono przez polerowanie pasta uzyskana przez zwilzenie
ok. 1 g tlenku glin niewielka ilo$cia wody redestylowanej, a nastgpnie po zamontowaniu w
statywie umieszczano w zlewce, w ktorej znajdowat si¢ roztwdr zawierajacy 200 pl kwasu
solnego i 50 pl jonow Hg®™ w 10 ml wody redestylowanej. Roztwor przygotowywano
rozpuszczajac okoto 0,16 g octanu rteci(Il) w 100 ml wody redestylowane;.

Analiz¢ woltamperometryczna z udziatlem tak przygotowanej rotacyjnej elektrody
dyskowej realizowano stosujac nastgpujace warunki analizy: potencjat poczatkowy —1,2 V,
koncowy +2,0 V, potencjat osadzania —0,4 V, czas osadzania 10 s.

Analiza acenokumarolu, baklofenu 1 tolbutamidu umozliwita uzyskanie

prawidtowego ksztattu fali woltamperometrycznej, jednak brak jest zaleznosci liniowe;j



pomiedzy stezeniem tych substancji a nat¢zeniem pradu. Z tego wzgledu zrezygnowano z
analizy wyzej wymienionych substancji technika woltamperometryczna.

Z przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badan wynika, ze w opisanych w
powyzej warunkach mozliwa jest analiza woltamperometryczna aceazolamidu, atenololu,

kofeiny, teobrominy i teofiliny.

2. Analiza woltamperometryczna

Wszystkie pomiary woltamperometryczne analizowanych w niniejszej pracy
substancji najkorzystniej jest przeprowadza¢ technika impulsu rézniczkowego, stosujac
nastgpujace warunki analizy — szybko$¢ przemiatania potencjatu 0,015 V/s, rozmiar kropli
rteci 4, czas osadzania 180 s, czas rownowazenia 5 s, szybko$¢ obrotu mieszadta 2000
rpm, czas przedmuchiwania azotem 300 s. Pozostate, dobierane indywidualnie dla

badanych zwiazkéw parametry analizy woltamperometrycznej zestawiono w Tabeli IV.5.

Tabela IV.5. Warunki analizy woltamperometrycznej analizowanych substancji leczniczych.

Analizowane substancje
Warunki analizy
woltamperometryczne] acet- . atenolol kofeina teo!)ro- teofilna
azolamid mina
Potencjat poczatkowy [V] -0,1 -0,2 -0,1 -0,1 -0,1
Potencjat koncowy [V] +0,3 +0,4 +0,5 +0,5 +0,5
Potencjat osadzania [V] +0,15 +0,2 +0,1 +0,1 +0,1

2.1 Przygotowanie krzywych kalibracyjnych

W celu przygotowania roztworow wzorcowych niezbgdnych do wyznaczenia
krzywych kalibracyjnych dla analizowanych woltamperometrycznie substancji, odwazono
podane w Tabeli IV.6 ilosci substancji, ktoére nastepnie przeniesiono ilosciowo do kolb
miarowych o poj. 1000 ml (atenolol i acetazolamid), lub 100 ml (kofeina, teobromina i
teofilina), rozpuszczono w odpowiedniej ilosci roztworu wodorotlenku sodu (Tabela IV .4),
1 rozcienczono woda redestylowana do odpowiedniej objetosci. Uzyskano tym sposobem

roztwory wzorcowe analizowanych substancji leczniczych o stezeniu réwnym 10~ mol/l.



Tabela IV.6. Masy odwazek substancji leczniczych uzyte do sporzadzenia roztworow wzorcowych
do analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej.

Masa odwazki [g]
Analizowana
substancja Analiza Analiza
woltamperometryczna spektrofotometryczna
Acetazolamid 0,2224 0,2223
Atenolol 0,2681 0,2673
Kofeina 0,0191 0,1001
Teobromina 0,0180 0,1093
Teofilina 0,0180 0,1094

Z tak przygotowanych roztwordw wzorcowych acetazolamidu i atenololu,
pobierano kolejno objgtosci roztworu podane w Tabelach 1V.7 1 1IV.8, rozcienczano w
kolbce miarowej o poj. 100 ml woda redestylowana, po czym 10 ml tak rozcienczonego
roztworu przenoszono do naczynka i analizowano woltamperometrycznie. W przypadku
kofeiny, teobrominy i teofiliny pobierano kolejno objgtosci roztworu podane w Tabelach
IV.9-1V.11, przenoszono do naczynka woltamperometrycznego, i po rozcienczeniu woda
redestylowana do objgtosci 10 ml, analizowano.

Uzyskane wyniki zestawiono w Tabelach IV.7-IV.11 i oszacowano statystycznie
wyznaczajac S$rednia arytmetyczna (Xg), odchylenie standardowe (S), wspotczynnik
zmiennos$ci (CV) 1 przedziat ufnosci (xg + toos - Sy) (Czerminski et al., 1992; Lomnicki,

1999; Pawlaczyk, Zajac, 1999).

Tabela IV.7. Ocena statystyczna wyznaczonej woltamperometrycznie krzywej kalibracyjnej
dla acetazolamidu.

Objetos¢ - Zakres natezZenia
roztworu Stezenie radu X¢r S Cv t s - See
wzorcowego | [mol/10 ml] pra n=10 [%] Xor = To,95 * Sxsr
5 5,09-10° 2,47 -2,65 2,55 0,21 8,23 2,55%0,15
10 9,99 - 10°° 4,75 -4,85 4,80 0,10 2,08 4,80 £ 0,07
15 1,50 - 107 7,52 -17,62 7,57 0,12 1,58 7,57 £0,09
20 2,00- 107 9,39 -9,51 9,46 0,17 1,80 9,46 £0,12




Tabela IV.8. Ocena statystyczna wyznaczonej woltamperometrycznie krzywej kalibracyjnej dla atenololu.

Objetos¢ -
roztworu Stezenie Zakresrn::ltl:;zema X S CvV t s - See
wzorcowego | [mol/10 ml] pra n=10 [%] Xor = T0,95 * Sxir
[nA]
[ml]

1 1,01-107 0,64 — 0,65 0,64 1,15- 107 1,80 0,64 0,01
2 2,01-107 1,00 — 1,09 1,03 5,15-102 5,00 1,03 £ 0,04
4 4,03 -107 2,05-2,12 2,09 8,57 - 102 4,10 2,09 + 0,06
6 6,04 - 107 2,95-3,11 3,01 0,24 7,97 3,01 £0,17
8 8,05 - 107 3,91 — 4,03 3,96 0,14 3,53 3,96 + 0,10
10 1,01 - 10 4,76 — 4,84 4,80 0,11 2,29 4,80 + 0,08
12 1,21-10° 6,65 — 6,69 6,67 5,15-107 0,77 6,67 + 0,04

Tabela IV.9. Ocena statystyczna wyznaczonej woltamperometrycznie krzywej kalibracyjnej dla kofeiny.

Objetos¢ .
roztworu Stezenie Zakresrnz:itugzema X¢r S Cv Y
wzorcowego | [mol/10 ml] pra n=10 (%] fr = 70,95 " Oxdrr
[nA]

[mi]
0,1 8,94 -10° 0,59 -0,89 0,74 0,05 6,76 0,74 £ 0,04
0,2 1,79 - 107 1,09 -1,19 1,14 0,03 2,63 1,14 £ 0,02
0,4 3,58-107 2,17-2,43 2,29 0,09 3,93 2,29 £ 0,06
0,8 7,17 -107 3,41 —3,60 3,49 0,13 3,73 3,49+ 0,09
1,0 8,94-107 4,44 - 4,59 4,53 0,12 2,65 4,53 £ 0,09
1,2 1,07 - 10* 5,30 —-5,45 5,38 0,10 1,86 5,38 £0,07
1,4 1,25-10* 6,18 — 6,27 6,22 0,05 0,80 6,22 + 0,04

Tabela IV.10. Ocena statystyczna wyznaczonej woltamperometrycznie krzywej kalibracyjnej dla teobrominy.

f())l;{v@vt(())ls'lcl Stezenie Zakres natezenia X¢r Ccv
wzorcowego | [mol/10 ml] pradu n=10 S [Y] Xer £ Cogs * Sxer

[ml] [nA]

2,0 2,00 - 10™ 5,88 — 6,90 6,58 0,93 14,13 6,58 £ 0,67
2.3 2,30 - 10™ 6,75 —-7,09 6,96 0,36 5,17 6,96 + 0,26
33 330 - 10* 7,98 — 8,25 8,17 0.24 2,94 8.17+0.17
3.5 3.50 - 10* 8,04 — 8,38 8,30 031 3,73 8,30 + 0,22
3,7 3,70 - 10 827 8,55 8,44 031 3,67 8,44 + 0,22
4,0 4,00-10™ 8,42 — 8,85 8,74 0,46 5,26 8,74 £0,33
43 420-10* 8.48 — 8,92 8.81 0,42 477 8,81 + 0,30
47 4,70 - 10 8,92 9,50 9,35 0,61 6,52 9,35+ 0,44
5,0 5,00 - 10 9,10-9,70 9,50 0,62 6,53 9,50+ 0,44




Tabela IV.11. Ocena statystyczna wyznaczonej woltamperometrycznie krzywej kalibracyjnej dla teofiliny.

Objetosé -
roztworu Stezenie Zakresrnz:ltl(l;zenla Xgr S CvV e+ Se
wzorcowego | [mol/10 ml] pra n=10 [%] Xer = to.05 * Sxir
[nA]

[ml]
0,8 7,27-107 3,38 -3,59 3,48 0,21 6,03 348+0,15
1,0 9,09 - 10° 4,27 —-4,60 4,42 0,30 6,77 4,42 +0,21
2,0 1,82-10* 6,61 — 6,83 6,66 0,21 3,15 6,66 +0,15
3,0 2,72 - 10" 7,72 8,11 7,94 0,41 5,16 7,94 £ 0,29
4,0 3,63-10* 8,49 -9,23 8,91 0,80 8,98 8,91+0,57

Na podstawie uzyskanych wynikéw $redniego natgzenia pradu dla danego st¢zenia
roztworu wzorcowego analizowanej substancji wykreslono krzywe kalibracyjne, ktore
zestawiono w Tabeli IV.12 i przedstawiono graficznie na Rys. IV.1, IV.3, IV.5, IV.7 1
IV.9.

Tabela IV.12. Rownania krzywych kalibracyjnych substancji analizowanych woltamperometrycznie.

Analizowana substancja Roéwnanie regresji Wsl?oé::gc r;inik
Acetazolamid i=4,72-10° - ¢ +0,1838 0,9976
Atenolol i=4,6510°-c+0,1685 0,9994
Kofeina 1=46558,29 - ¢ + 0,3661 0,9976
Teobromina 1=9704,22 - ¢ + 4,78 0,9921
Teofilina 1=18298,47 - ¢+ 2,69 0,9768

2.2 Analiza iloSciowa preparatéw farmaceutycznych

Analizie woltamperometrycznej poddano 29 preparatow farmaceutycznych, ktore
zakupiono w aptekach na terenie Gdanska. Zawarto$¢ substancji leczniczych oraz sklad
chemiczny (substancje pomocnicze) preparatow zawierajacych acetazolamid, atenolol,
kofeing, teobroming i teofiling podano w Tabelach IV.13-1V.15.

Pierwszy etap przygotowania probek badanych preparatow do analizy polegal na
okresleniu masy pojedynczej tabletki. W tym celu na wadze analitycznej wazono 10

tabletek okreslonego preparatu farmaceutycznego, a uzyskany wynik dzielono przez 10.




Nastgpnie badane tabletki rozdrabniano w mozdzierzu porcelanowym, a sproszkowana
masg tabletkowa przenoszono do naczynka wagowego.

W nastgpnym etapie analizy, ze sproszkowanej masy tabletkowej przygotowano
roztwor badanego preparatu, ktory zawieral substancj¢ czynna o stezeniu takim samym,
jak stezenie roztworu wzorcowego tej substancji uzyte do sporzadzenia krzywej
kalibracyjnej, tj. 10° mol/l. W tym celu odwazono na wadze analitycznej podane w
Tabelach IV.16-IV.18 ilosci sproszkowanych mas tabletkowych zestawionych w Tabelach
IV.13-IV.15 handlowych preparatow farmaceutycznych zawierajacych acetazolamid,
atenolol, kofeing, teobroming i teofiling. Odwazki przeniesiono ilosciowo do kolbek
miarowych o poj. 1000 ml, rozpuszczono w podanej w Tabeli IV.4 objgtosci roztworu
wodorotlenku sodu i po rozcienczeniu woda redestylowana, doktadnie wymieszano.

Nastepnie, na podstawie uprzednio wyznaczonych krzywych kalibracyjnych (Rys.
IV.1, IV.3, IV.5, IV.7 i IV.9), wybrano najczgsciej trzy stezenia — z poczatku, srodka i
konca krzywej kalibracyjnej, a nastepnie z roztworéw badanych preparatow o stezeniu 107
mol/l przygotowano roztwory zawierajace substancj¢ lecznicza o stgzeniu porownywalnym
ze stezeniem tej substancji wybranym z poczatku, srodka i konca krzywej kalibracyjnej. W
zwiazku z tym, z roztwordéw badanych preparatow pobrano dla wigkszo$ci preparatow trzy
rozne objetosci (podane w Tabelach V.1-V.6, V.8-V.24 oraz V.26-V.31) i1 po przeniesieniu
do kolbkek miarowych o poj. 100 ml rozcienczono woda redestylowana. Przygotowane w
ten  sposob  najczeSciej trzy  roztwory  badanego  preparatu  analizowano
woltamperometrycznie w takich samych warunkach, w jakich analizowano roztwory
wzorcowe tych samych substancji podczas wyznaczania krzywych kalibracyjnych. Kazda
analiz¢ powtarzano szesciokrotnie.

Zawarto$¢ substancji leczniczych w badanych preparatach farmaceutycznych
obliczano korzystajac z podanych w Tabeli 1V.12 rownan krzywych kalibracyjnych,
zestawionych w Tabeli IV.19 mas molowych analizowanych substancji oraz uwzgledniajac
krotnos$¢ rozcienczen. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabelach V.1-V.6, V.8-V.24 oraz

V.26-V.31.



Tabela IV.13. Charakterystyka analizowanych preparatéw farmaceutycznych zawierajacych acetazolamid i atenolol jako substancje lecznicze.

Nazwa Masa Nr serii
L.p. handlowa tabletki Substancja czynna Substancje pomocnicze Producent Data
preparatu* le] waznosci
skrobia ziemniaczana Zaktady Farmaceutyczne 50205
1. Diuramid 0,2900 acetazolamid 250 mg talk Y ty
- Polpharma S.A. 02.2010
skrobi glikolan sodu
Sanofi-Synthelabo 610306
2. Atenolol 25 0,0882 atenolol 25 mg brak danych Sp. 7 0.0. 03.2009
Sanofi-Synthelabo 041205
3. Atenolol 50 0,1770 atenolol 50 mg brak danych Sp. 7 0.0. 12.2008
Sanofi-Synthelabo 321009
4. Atenolol 100 0,3533 atenolol 100 mg brak danych Sp. 7 0.0. 102008
Zaktady Farmaceutyczne 21205
5. Atenolol 0,3014 atenolol 50 mg brak danych Polpharma S.A. 02.2008
celuloza mikrokrystaliczna PH 101
polietylenolglikol 6000
celuloza mikrokrystaliczna PH102
6. Normocard 0.1616 atenolol 50 mg sol sodowa kart?oksymetylocelulozy Warszawskie Zaktady 01LY0605
stearynian magnezu Farmaceutyczne Polfa 06.2010
ditlenek krzemu koloidalny
laurylosiarczan sodu
talk

* — Wszystkie analizowane preparaty farmaceutyczne zawierajace acetazolamid i atenolol sa tabletkami.




Tabela IV.14. Charakterystyka analizowanych preparatow farmaceutycznych zawierajacych kofeing jako substancj¢ lecznicza.

Nazwa Masa Nr serii
L.p. | handlowa Posta¢ leku tabletki Substancja czynna Substancje pomocnicze Producent Data
preparatu lg] waznosci
celuloza
. krzemionka koloidalna Farmaceutyczno-
1. Antygrypin tabletki 0,4174 kwas acetylo.sallcylowy 0,300 ¢ kwas stearynowy Chemiczna Spoétdzielnia 101004
kofeina 0,050 g . . - 10.2006
poprzecznie usieciowana Pracy ,,Galenus
karboksylometyloceluloza
poliwinylopirolidon,
woda oczyszczona
skrobia kukurydziana,
tabletki paracetamol 0,500 g metyloceluloza . 006
2. | ApapExtra | kane 0,6519 Kofeina 0,0650 @ talk US Pharmacia 03.2007
stearynian wapnia
hydroksypropylometyloceluloza
glikol polietylenowy
3. | Aspirin Activ tabletki 0,6505 kwas aci[gtl‘gisrfglgﬁg(\;vg 0,500 skrobi:illlllllcii?/ dziana Bayer Healthcare AG Bg; g(l)z\éH
paracetamol 0,250 g Pabianickie Zaklady 31103
4. Cefalgin tabletki 0,6985 propylofenazon 0,150 g brak danych Farmaceutyczne
. 11.2006
kofeina 0,050 g Polfa
celuloza mikrokrystaliczna
skrobia ziemniaczna
poliwinylopirolidon K30
5 Codipar Plus tabletki 0.6907 paracetamol 0,500 g stearyni;?lufnagnezu GlaxoSmithKline 105040
) powlekane ’ kofeina 0,0650 g . Customer Healthcare 05.2005
koloidalny dwutlenek krzemu
kroskarmeloza sodowa
hydroksypropylometyloceluloza
polietylenoglikol 6000
Coffecorn tabletki Kofeina 100 mg skrobia ziemniaczana F a}rma}cel{tyczna 01042006
6. . 0,3969 . . laktoza Spoldzielnia Pracy
forte drazowane winian ergotaminy 1 mg . » 03.2008
metyloceluloza ,Filofarm




stearynian magnezu

talk
sacharoza
bigkit brylantowy
skrobia ziemniaczana
laktoza
Coffecorn tabletki kofeina 25 mg metyloceluloza Farmaceutyczna 01042006
7. . . 0,2995 . . stearynian magnezu Spoldzielnia Pracy
mite drazowane winian ergotaminy 500 pug . » 03.2008
talk ,,Filofarm
sacharoza
biekit brylantowy
. . kwas acetylosalicylowy 0,450 g skrobia ziemniaczana P.P.H. ,,Marcmed- 08.06.06.
8. | Coffepirine tabletki 0,3246 kofeina 0,050 g talk Paczkowski” S.J. 06.2009
paracetamol 0,500 g
kofeina 0,0230 g skrobia rozpuszczalna
Coldrex . chlorowodorek fenyloefedryny } ! GlaxoSmithKline 050860
% MaxGrip C tabletki 0,7500 0,005 g skrobia kpkurydzmna Customer Healthcare 10.2009
. . sorbonian potasu
wodzian terpinu 0,020 g
kwas askorbowy 0,030 g
paracetamol 0,200 g . zelg tyna
tristearynian glicerolu
kwas askorbowy 0,150 g laktoza 1943
10. | Grippostad C kapsutki 0,3992 kofeina 0,02.5(.) g solcien chinolinowa-E104 STADA Arzneimittel AG 06.2009
wodoromaleinian ertrozyna — E127
chlorofenyraminy 0,0025 g ditlenck tytanu — E171
. . kwas acetylosalicylowy 0,400 g L . . 090106
11. Kopiryna tabletki 0,3287 Kofeina 0,050 g skrobia ziemniaczana Medicofarma Sp. z 0.0. 01.2009
laktoza
skrobia modyfikowana
. celuloza mikrokrystaliczna
kwas acetylosalicylowy 0,300 g behenian elicerolu 010306
12. | Neopyrin Asa tabletki 0,6431 paracetamol 0,100 g . gheer Biofarm Sp. z o.0.
. krzemionka koloidalna 03.2009
kofeina 0,050 g . oo .
poliwinylopirolidon liniowy
poliwinylopirolidon usieciowany
kwas stearynowy
tabletki paracetamol 0,500 g skrobia GlaxoSmithKline 060097
13 | Panadol Extra powlekane 0,6886 kofeina 0,0650 g sorbonian potasu Customer Healthcare 09.2009




hydroksypropylometyloceluloza
celuloza mikrokrystaliczna

paracetamol 0,250 g kazeina .
14. Sarindo tabletki 0,6559 propylofenazon 0,150 g talk Labo?ﬁ(c);lrslsagoche Ié\?zvg 15 g
kofeina 0,050 g skrobia kukurydziana ’
stearynian magnezu
koloidalny ditlenek krzemu
stearynian magnezu
skrobia kukurydziana
paracetamol 0,500 g skrobia zelatynowa
15. Solpadeine tabletki 0,6481 fosforan kodeiny 0,008 g sorbon}ar} potasu SmithKline Beecham 050757
) poliwidon Customer Healthcare 08.2010
kofeina 0,030 g talk
celuloza mikrokrystaliczna
kwas stearynowy
16 T?g:ﬁvl tabletki 03978 | Kwasacetylosalicylowy 0,300 g mlkmklysmtglclf e celuloze Centfarm Sp. z 0.0 020904
' przeci ’ kofeina 0,050 g p-20.0. 09.2007
grypie kwas stearynowy
Tabletki kwas acetylosalicylowy 0,300 g Zaktady Farmaceutyczne 11205
17. przeciw tabletki 0,3991 Kofeina 0,050 skrobia ziemniaczana Polpharma S.A. 12.2008

grypie




Tabela IV.15. Charakterystyka analizowanych preparatow farmaceutycznych zawierajacych teobroming i teofiling jako substancje lecznicze.

Nazwa Masa Nr serii
L.p. | handlowa Posta¢é leku tabletki Substancja czynna Substancje pomocnicze Producent Data
preparatu [g] waznosci
. . teobromina 300 mg L 10903
1. Theopaverin tabletki 0,3934 chlorowodorek papaweryny 40 mg brak danych Polfa Pabianice 09.2006
tabletki
2. Theoplus o przedtuzonym 0,1659 teofilina bezwodna 100 mg laktoza Pierre Fabre Medicament 600364
100 mg o 06.2009
dziataniu
polimetakrylan amoniowy
poliwinylopirolidon
Theospirex . talk, stearynian magnezu
3. retard tabletki 0,1815 teofilina bezwodna 150 mg koloidalny ditlenek krzemu Biofarm Sp. z 0.0. 030306
powlekane . . 03.2009
150 mg trioctan glicerolu
glikol polietylenowy 6000
hydroksypropylometyloceluloza
. tabletki
Theospirex owlekane 060206
4. retard P . 0,2362 teofilina bezwodna 300 mg brak danych Biofarm Sp. z 0.0.
o przedtuzonym 02.2009
300 mg . )
dziataniu
laktoza
skrobia kukurydziana
. . glikolan sodowy skrobi GlaxoSmithKline L02002
5. | Theovent 100 tabletki 0,1802 teofilina bezwodna 100 mg koloidalny ditlenek krzemu Pharmaceuticals S.A. 01.2008
stearynian magnezu
celuloza mikrokrystaliczna
glikolan sodowy skrobi
talk, stearynian magnezu
tabletki celuloza mikrokrystaliczna . .
6. | Theovent 300 | o przedtuzonym 0,5006 teofilina bezwodna 300 mg Syloid 244, emulsja SE2 GlaxoSm1.t hKline Joot7
: . . . Pharmaceuticals S.A. 01.2006
dziataniu cytrynian trietylu

Eudragit RS-30D
Eudragit RL-30D




Tabela IV.16. Masy odwazek preparatow farmaceutycznych zawierajacych acetazolamid i atenolol.

Masa odwazki [g]
L Nazwa handlowa
-P- preparatu Analiza Analiza
woltamperometryczna spektrofotometryczna
1. Diuramid 0,2224 0,2574
2. Atenolol 25 0,9424 0,3531
3. Atenolol 50 1,6038 0,3585
4. Atenolol / Polpharma 0,9368 0,6086
5. Normocard 0,8539 0,3233
6. Atenolol 100 0,9411 0,3565

Tabela IV.17. Masy odwazek preparatoéw farmaceutycznych zawierajacych kofeing.

Masa odwazki [g]

L.p Nazwa handlowa - -

preparatu Analiza Analiza
woltamperometryczna spektrofotometryczna
1. Antygrypin 1,3309 0,8353
2. Apap Extra 1,9502 1,0304
3. Aspirin Activ 1,9522 1,3012
4. Cefalgin 2,7108 1,3600
5. Codipar Plus 2,0525 0,6239
6. Coffecorn mite 2,3257 0,1210
7. Coffecorn forte 0,7721 0,3969
8. Coffepirine 1,2511 0,6280
9. Coldrex MaxGrip C 5,8440 3,0031
10. Grippostad C 3,0303 1,6016
11. Kopiryna 1,2719 0,5581
12. Neopyrin Asa 2,5004 1,2872
13. Panadol Extra 2,4613 1,2703
14. Saridon 2,4582 1,2236
15. Solpadeine 4,1807 2,1680
16. Tabletki przeciw grypie 15461 07925
Centfarm

17. Tableﬂl‘)‘oﬁ’gizmgryple 1,5500 0.7978




Tabela IV.18. Masy odwazek preparatow farmaceutycznych zawierajacych teobroming i teofiling.

Masa odwazki [g]
L Nazwa handlowa
P preparatu Analiza Analiza
woltamperometryczna spektrofotometryczna
l. Theopaverin 0,0280 0,1310
2. Theoplus 100 mg 0,3281 0,1695
3. Theovent 100 0,3584 0,1806
4. Theospirex retard 150 mg 0,2398 0,1838
5. Theovent 300 0,3001 0,1677
6. Theospirex retard 300 0,2362 0,1283

Tabela IV.19. Masy molowe analizowanych substancji leczniczych.

Analizowana substancja Masa molowa
Acetazolamid 222,24
Atenolol 266,34
Kofeina 194,17
Teobromina 180,17
Teofilina 180,17

3. Analiza spektrofotometryczna

W celu oceny nowoopracowanych metod woltamperometycznego oznaczania
acetazolamidu, atenololu, kofeiny, teobrominy i teofiliny w preparatach farmaceutycznych,
przeprowadzono analiz¢ iloSciowa tych preparatow technika spektrofotometryczna.
Wszystkie pomiary przeprowadzono przy dlugosciach fal zestawionych w Tabeli 1V.20,
stosujac kuwety o grubo$ci warstwy absorbujacej 1 cm, wzgledem wody redestylowanej

jako roztworu wzorcowego.



Tabela IV.20. Analityczne dtugosci fal dla oznaczanych substancji leczniczych.

. Analityczna
Analizowana S pts o
. dlugos¢ fali PiSmiennictwo
substancja
[nm]
Acetazolamid 292 Farmakopea Polska VI, 2002
Al-Ghannam, 2006
Atenolol 274 El-Gindy et al., 2005
. Farmakopea Polska VI, 2002
Kofeina 273 Erk, 2000
. Farmakopea Polska VI, 2002
Teobromina 273 Erk, 2000
. Farmakopea Polska VI, 2002
Teofilina 273 Erk, 2000

3.1 Przygotowanie krzywych kalibracyjnych

W celu przygotowania roztworo6w wzorcowych niezbednych do wyznaczenia
krzywych kalibracyjnych dla analizowanych spektrofotometrycznie substancji, odwazono
na wadze analitycznej podane w Tabeli IV.6 ilo$ci substancji, ktore nastgpnie przeniesiono
ilosciowo do kolb miarowych o poj. 1000 ml, rozpuszczono w roztworze wodorotlenku
sodu o stezeniu 0,1 mol/l, po czym dokladnie wymieszano. Uzyskano tym sposobem
roztwory wzorcowe analizowanych substancji o stezeniu rownym 10~ mol/l.

Z tak przygotowanych roztworéw wzorcowych acetazolamidu, atenololu, kofeiny,
teobrominy i teofiliny pobierano objgtosci roztworu podane w Tabelach IV.21-IV.25,
przenoszono do kolbek miarowych o poj. 100 ml, rozcienczano roztworem wodorotlenku
sodu o stezeniu 0,1 mol/l, po czym analizowano spektrofotometrycznie.

Wykonano po dziesig¢ pomiaréw dla danego roztworu. Uzyskane wyniki
zestawiono w Tabelach IV.21-IV.25 i oszacowano statystycznie wyznaczajac S$rednig
arytmetyczng (Xg), odchylenie standardowe (S), wspdtczynnik zmiennosci (CV) i przedziat

ufnosci (xi * toos - Sxr) (Czerminski et al., 1992; Lomnicki, 1999; Pawlaczyk, Zajac, 1999).



Tabela IV.21. Ocena statystyczna wyznaczonej spektrofotometrycznie krzywej kalibracyjnej
dla acetazolamidu.

Objetos¢
roztworu Stezenie X¢r S Ccv ttos-S
podstawowego | [mol/100 ml] n=10 [%] Xor = Y095 * Sxer

[ml]
2,0 1,92-10° 0,25 3,00-10° 1,20 0,25+2,0-10°
3,0 2,88-10° 0,37 5,66 - 107 1,53 0,37 +4,0-103
4,0 3,85-10° 0,49 2,00 103 1,54 0,49+1,0-10°
6,0 5,77 - 107 0,71 4,96 - 103 0,70 0,71 +4,0-103
7,0 6,70 - 107 0,83 3,59 107 0,43 0,83+3,0-10°
8,0 7,69 - 107 0,94 525107 0,56 0,94 +4,0-10°

Tabela IV.22. Ocena statystyczna wyznaczonej spektrofotometrycznie krzywej kalibracyjnej dla atenololu.

Objetos¢
roztworu Stezenie X S Ccv o fee s S
podstawowego | [mol/100 ml] n=10 [%] Xir T lo,05 * Suir

[ml]
8,0 8,03 - 107 0,10 3,32-10° 3,32 0,10+2,0-10°
12,0 1,20 - 10™ 0,15 424107 2,83 0,15+3,0-10°
18,0 1,81-10™ 0,21 452107 2,15 0,21 £3,0-10°
25,0 2,51-10™ 0,30 8,29 - 107 2,76 0,30 £6,0-10°
35,0 3,51-10™ 0,42 5,28-10° 1,26 0,42+4,0-10°
50,0 5,02 - 10™ 0,58 427107 0,74 0,58 +3,0-10°
70,0 7,03 - 10™ 0,83 7,15-10° 0,86 0,83+5,0-10°
90,0 8,03 - 10™ 0,95 1,00 - 107 0,11 0,95+7,0-10*




Tabela IV.23. Ocena statystyczna wyznaczonej spektrofotometrycznie krzywej kalibracyjnej dla kofeiny.

Objetos¢
roztworu Stezenie X¢r S Ccv Xer  tos * Sucr
podstawowego | [mol/100 ml] n=10 [%] ’

[ml]
3,0 1,54 -10° 0,11 2,58-10° 2,34 0,11+2,0-10°
4,0 2,06 -10° 0,15 2,91-10° 1,94 0,15+2,0-10°
50 2,57-107 0,20 6,83 - 107 3,41 0,20 £5,0 - 107
6,0 3,09 - 107 0,25 3,79 - 107 1,52 0,25+3,0-107
7,0 3,60 - 107 0,29 572107 1,97 0,29 +£4,0- 107
8,0 4,12-10° 0,34 5,03-10° 1,48 0,34 +4,0-10°
9,0 4,63 -107° 0,39 2,67-107 0,68 0,39 +£2,0- 107
10,0 5,15-10° 0,45 1,65- 107 3,67 0,45+ 1,0-102
11,0 5,66 - 107 0,51 2,50 - 107 0,49 0,51+2,0-10°
12,0 6,18 -10° 0,55 2,77 -10° 0,50 0,55+2,0-10°
13,0 6,69 - 107 0,59 2,60- 107 0,44 0,59 +£2,0-107
14,0 721-10° 0,63 3,42-10° 0,54 0,63+2,0-107
15,0 7,72 -10° 0,67 4,02-10° 0,60 0,67+3,0-10°
16,0 8,24 -10° 0,71 446 -10° 0,63 0,71+3,0-10°
17,0 8,76 - 10° 0,74 2,24-10° 0,30 0,74+2,0-10°

Tabela IV.24. Ocena statystyczna wyznaczonej spektrofotometrycznie krzywej kalibracyjnej dla teobrominy.

Objetos¢
roztworu Stezenie X S Ccv Xe £ thos - S
podstawowego | [mol/100 ml] n=10 [%] ’

[ml]
3,0 1,82-10° 0,15 3,61-10° 2,41 0,15+3,0-10°
4,0 2,42-10° 0,22 2,67-10" 0,12 0,22+2,0-10°
5,0 3,03-10° 0,29 541-10° 1,87 0,29+4,0-107°
6,0 3,64-10° 0,37 3,42-10° 0,92 0,37+2,0-107
7,0 425-10° 0,44 1,00 - 107 0,23 0,44+7,0-10"
8,0 4,85-10° 0,51 3,67-107 0,72 0,51+3,0-107
9,0 5,46 - 10 0,58 5,85-10° 1,01 0,58 +4,0-10°
10,0 6,07 - 10° 0,65 3,67 107 0,56 0,65+3,0-10°
11,0 6,67 -10° 0,72 1,08 - 107 1,50 0,72 +8,0- 107
12,0 7,28 - 10°° 0,79 5,98 -10° 0,77 0,79 +4,0-10°




Tabela IV.25. Ocena statystyczna wyznaczonej spektrofotometrycznie krzywej kalibracyjnej dla teofiliny.

Objetos¢
roztworu Stezenie Xgr S Cv Xer + toos * Sucr
podstawowego [mol/100 ml] n=10 [%o] ’

[ml]
3,0 1,82-10° 0,14 6,99 - 107 4,99 0,14+5,0-10°
4,0 2,43-10° 0,22 3,67-10° 1,67 0,22+3,0-10°
5,0 3,04-10° 0,30 1,30 - 107 4,33 0,30+9,0-107
6,0 3,64-10° 0,37 519-10° 1,40 037+4,0-10°
7,0 425107 0,44 1,67 107 0,38 0,44+1,0-10°
8,0 4,86 -10° 0,52 2,50 -10° 0,48 0,52+2,0-10°
9,0 546107 0,58 1,49-10° 0,26 0,58 +1,0- 107
10,0 6,07 - 10° 0,64 427-10° 0,67 0,64+3,0-10°
11,0 6,68 - 107 0,72 3,07-10° 0,43 0,72+2,0-10°
12,0 7,29 -10° 0,78 7,46 - 107 0,96 0,78 +5,0-10°

Na podstawie wartosci absorpcji dla kolejnych stezen roztworéw wzorcowych
wykre§lono krzywe kalibracyjne, ktore zestawiono w Tabeli V.26 i przedstawiono

graficznie na Rys. IV.2, IV.4,1V.6,1V.8 1 IV.10.

Tabela IV.26. Réwnania krzywych kalibracyjnych substancji analizowanych spektrofotometrycznie.

Analizowana substancja Roéwnanie regresji Wsl?oé::;yc I;?ik
Acetazolamid A=11971,27 - ¢+ 0,0228 0,9998
Atenolol A=1177,26 - ¢+ 0,0009 0,9997
Kofeina A=9111,10 - ¢ —0,0299 0,9983
Teobromina A=1,18107 ¢ —0,0663 0,9999
Teofilina A =11750,98 - ¢c—0,0642 0,9994

3.2 Analiza iloSciowa preparatow farmaceutycznych

Analizie spektrofotometrycznej poddano te same preparaty farmaceutyczne, ktore
analizowano woltamperometrycznie (Tabele IV.13-IV.15). Na wadze analitycznej
odwazono podane w trzeciej kolumnie Tabel IV.16-IV.18 ilo$ci sproszkowanych mas
tabletkowych badanych preparatow, przeniesiono je ilosciowo do kolb miarowych o poj.

1000 ml, rozpuszczono w roztworze wodorotlenku sodu o stezeniu 0,1 mol/l, po czym po



doktadnym wymieszaniu dopelniono tym samym roztworem wodorotlenku sodu do
objetosci 1 litra. Z tak przygotowanych roztwordéw pobierano podane w Tabelach V.1-V.6,
V.8-V.24 oraz V.26-V.31 trzy objetosci, a w pojedynczych przypadkach cztery objgtosci
analizowanych roztworéw, przenoszono je do kolbek miarowych o poj. 100 ml 1 po
rozcienczeniu roztworem wodorotlenkiem sodu o st¢zeniu 0,1 mol/l, mierzono absorbancj¢
roztworéw przy tej samej diugosci fali, przy ktérej wyznaczano krzywe kalibracyjne.
Kazda analizg powtarzano sze$ciokrotnie.

Zawarto$¢ substancji leczniczych w badanych preparatach farmaceutycznych
obliczano korzystajac z podanych w Tabeli 1V.26 rownan krzywych kalibracyjnych,
zestawionych w Tabeli IV.19 mas molowych analizowanych substancji oraz uwzgledniajac
krotnos$¢ rozcienczen. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabelach V.1-V.6, V.8-V.24 oraz

V.26-V.31.
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Rys. IV.1. Krzywa wzorcowa dla analizy woltamperometrycznej acetazolamidu.
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Rys. 1V.2. Krzywa wzorcowa dla analizy spektrofotometrycznej acetazolamidu.
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Rys. 1V.3. Krzywa wzorcowa dla analizy woltamperometrycznej atenololu.
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Rys. 1V.4. Krzywa wzorcowa dla analizy spektrofotometrycznej atenololu.
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Rys. 1V.6. Krzywa wzorcowa dla analizy spektrofotometrycznej kofeiny.
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Rys. 1V.7. Krzywa wzorcowa dla analizy woltamperometrycznej teocbrominy.
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Rys. 1V.8. Krzywa wzorcowa dla analizy spektrofotometrycznej teobrominy.
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Rys. 1V.9. Krzywa wzorcowa dla analizy woltamperometrycznej teofiliny.
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Rys. IV.10. Krzywa wzorcowa dla analizy spektrofotometrycznej teofiliny.



V. WYNIKI DOSWIADCZEN I DYSKUSJA

1. Analiza acetazolamidu w preparacie Diuramid

W literaturze brak jest doniesien na temat analizy woltamperometrycznej
preparatdéw farmaceutycznych zawierajacych acetazolamid. Zestawione w Tabeli V.1
wyniki oznaczen woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych acetazolamidu w
preparacie Diuramid nie r6znia si¢ od siebie 1 wykazuja bardzo dobra zgodno$¢ z danymi
deklarowanymi przez producenta odno$nie zawarto$ci substancji czynnej w tabletce
(Tabela IV.13). Odchylenia standardowe 1 wspdtczynniki zmienno$ci przyjmuja wartosci
bardzo mate, wskazujac na wysoka precyzje oznaczen zardwno spektrofotometrycznych,
jak 1 woltamperometrycznych (Szyszko, 1982). Graficznie wyniki oznaczen acetazolamidu

w tabletkach Diuramid przedstawiono na Rys. V.1.

255

250 -

245 -

240

N

w

(4]
I

zawartos¢ substancji w tabletce [mg]

N

w

o
|

Diuramid

W w oltamperometria [J zaw arto$¢ deklarow ana przez producenta @ spektrofotometria

Rys. V.1. Zawartos¢ acetazolamidu w preparacie Diuramid.

W celu potwierdzenia przydatnosci techniki woltamperomwtrycznej w analizie
ilosciowej badanych substancji leczniczych w zawierajacych je preparatach, réwnolegle
przeprowadzono analizg spektrofotometryczna tych samych preparatéw farmaceutycznych,
a uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej (Czerminski et al., 1992; Lomnicki, 1999;

Pawlaczyk, Zajac, 1999).



Poréwnanie wynikow uzyskanych dwoma réznymi metodami sprowadza si¢ do
ustalenia, czy wyniki oznaczen przeprowadzonych tymi metodami naleza do tej same;j
zbiorowos$ci (Pawlaczyk, Zajac, 1999). W tym celu przeprowadza si¢ najczesciej test
jednorodnosci dwoch wariancji oraz oceng istotno$ci roznicy migdzy wynikami
uzyskanymi tymi metodami.

Jednorodno$¢ wariancji metod — woltamperometrycznej 1 spektrofotometrycznej

stwierdzono stosujac test F-Snedokora:

S’
F= przy zalozeniu  S;°> S,
Sy’

Wartoé¢ F uzyskang na podstawie estymatorow wariancji S;* i S,> dla zbioru
probek analizowanych tymi metodami o liczebnosci odpowiednio n; i np, poréwnuje si¢ z
wartosciami krytycznymi Fa (n; — 1, np — 1), zestawionymi dla danego poziomu istotnosci
w odpowiednich tabelach. Jezeli F < Fa (n; — 1, n, — 1), woéwczas obie metody nie réznia
si¢ w sposoéb istotny pod wzgledem precyzji, natomiast gdy F > Fa (n; — 1, n; — 1), druga
metoda jest bardziej precyzyjna.

Ocena istotno$ci r6znicy migdzy wynikami uzyskanymi zastosowanymi metodami
— woltamperometryczna i spektrofotometryczna stuzy do weryfikacji hipotezy, ze wartosci
przecigtne w dwoch populacjach sa sobie rowne. Oceng t¢ przeprowadza si¢ za pomoca
testu t-Studenta przy zalozeniu, ze wyniki w badanych populacjach charakteryzuja si¢
rozktadem normalnym oraz spelniaja warunek réwnosci wariancji. Poniewaz dla
wszystkich badanych preparatow liczebno$ci serii pomiarow uzyskanych stosowanymi
metodami sa rowne (n; = n, = n), empiryczng wartos$¢ t z testu t-Studenta obliczono ze

WZOoru:

(Xer1 — Xér2)
t= . \/n
VS + 8y

Warto$¢ t porownuje si¢ z zestawionymi w tabelach warto$ciami krytycznymi
wspotczynnika to,f dla przyjetego poziomu istotnosci o i danej liczby stopni swobody f =
n; + np — 2. Jezeli obliczona warto$¢ t < ta,f, to réznica migdzy wynikami uzyskanymi

zastosowanymi metodami nie jest istotna, natomiast w przypadku gdy t > to.f, to Srednie



arytmetyczne nie sa rowne 1 otrzymane wyniki nie naleza do tej samej zbiorowosci
generalnej.

Przeprowadzone obliczenia wykazaty, ze obie metody nie roznig si¢ pod wzgledem
precyzji, a uzyskane wyniki naleza do tej samej zbiorowos$ci generalnej, tzn. wyniki
oznaczen woltamperometrycznych potwierdzaja w catym zakresie wyniki uzyskane

technika spektrofotometryczna.

2. Analiza atenololu w preparatach farmaceutycznych

Handlowe preparaty farmaceutyczne zawierajace atenolol mozna podzieli¢ na trzy
grupy biorac za kryterium zawarto$¢ substancji czynnej w tabletce. Do grupy pierwszej
zaliczono Atenolol 25 (Sanofi-Synthelabo) zawierajacy 25 mg substancji leczniczej, do
grupy drugiej wlaczono preparaty zawierajace 50 mg atenololu — Atenolol 50 (Sanofi-
Synthelabo), Atenolol (Polpharma) i Normocard (Polfa, Warszawa), natomiast grupg
trzecia stanowig tabletki Atenolol 100 (Sanofi-Synthelabo), zawierajace 100 mg substancji
leczniczej. Oceng statystyczna wynikOw oznaczen atenololu w zawierajacych go
tabletkach metodami woltamperometryczna i spektrofotometryczna — $rednia arytmetyczna
(X&), odchylenie standardowe (S), wspotczynnik zmiennos$ci (CV) 1 przedziat utnosci (x +
toos - Sx), zestawiono w Tabelach V.2-V.6 (Czerminski et al., 1992; Lomnicki, 1999;
Pawlaczyk, Zajac, 1999).

Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej preparatu Atenolol
25 (Sanofi-Synthelabo) sa zgodne z deklarowana przez producenta iloscia substancji
leczniczej (25 mg) w tabletce (Tabela IV.13). Tylko w przypadku oznaczania st¢zenia
atenololu z goérnego zakresu krzywej wzorcowej technika woltamperometryczna, uzyskano
wynik nieznacznie zanizony, ale odznaczajacy si¢ najlepsza precyzja w stosunku do
pozostatych oznaczen tak woltamperometrycznych, jak i spektrofotometrycznych.

Z analizy zestawionych w Tabeli V.2 i przedstawionych graficznie na Rys. V.2
wynikdw oznaczen wynika, ze wspolczynnik zmiennos$ci przyjmuja niewielkie warto$ci
kwalifikujac oznaczenia do grupy mniej doktadnych pomiarow naukowych (Szyszko,
1982). Test jednorodnosci dwdch wariancji wskazat na porownywalng precyzje¢ oznaczen
woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych, natomiast z analizy istotno$ci rdznicy
migdzy wynikami uzyskanymi tymi metodami wynika, Ze oznaczenia nie rdznig sig

istotnie statystycznie.
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Rys. V.2. Zawarto$¢ atenololu w preparacie Atenolol 25.




Tabela V.1. Wyniki analizy woltamperometryczne;j i spektrofotometrycznej acetazolamidu w preparacie Diuramid.

Objetos¢ x .
. . Zawartos¢ acetazolamidu
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Cv
. w tabletce S o Xgr T 905 * Sxsr
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 6)
3,7 1,91 - 1,94 247,61 —251,92 249,76 4,31 1,72 249,76 + 4,52
7,5 3,71 -3,73 249,57 — 250,10 249,92 0,67 0,27 249,92 + 0,70
11,0 5,35-5,38 249,31 — 250,76 250,04 1,24 0,50 250,04 £ 1,30
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
2,0 0,214 -0,217 247,64 — 250,78 250,09 3,11 1,24 250,09 + 3,24
4,0 0,454 — 0,457 249,31 — 250,88 250,10 1,34 0,54 250,10 £ 1,41
6,0 0,694 — 0,696 249,87 — 250,56 250,04 0,71 0,28 250,04 £ 0,74
8,0 0,932 - 0,935 249,63 — 250,41 250,06 0,87 0,35 250,06 £ 0,91

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.



Tabela V.2. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej atenololu w preparacie Atenolol 25 (Sanofi-Synthelabo).

Objetos¢ i
. . Zawartos¢ atenololu
analizowanego Zakres mierzonego X¢r CvV
- w tabletce S o X¢r T to,05 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 1,09 -1,12 24,70 - 25,50 25,09 0,69 2,74 25,09 £ 0,72
6,0 2,50 -2,53 24,99 — 25,32 25,12 0,31 1,24 25,12+ 0,33
8,0 3,82 3,85 24,46 — 24,67 24,59 0,20 0,81 24,59 £ 0,21
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
78,0 0,099 - 0,102 24,75 -25,49 25,00 0,76 3,05 25,00 + 0,80
90,0 0,114-0,117 24,67 -2531 25,09 0,66 2,64 25,09 £ 0,70

* —natgzenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréw spektrofotometrycznych.




Tabela V.3. Wyniki analizy woltamperometryczne;j i spektrofotometrycznej atenololu w preparacie Atenolol 50 (Sanofi-Synthelabo).

Objetos¢ .
. . Zawarto$¢ atenololu
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
- w tabletce S Xgr £ to,95 * Sxir
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6
2,5 1,32-1,34 49,51 - 50,36 49,94 0,93 1,86 49,94 £ 0,98
4,5 2,25-2,28 49,72 — 50,44 49,96 0,74 1,49 49,96 £ 0,78
7,0 341-3,44 49,77 - 50,23 50,00 0,39 0,78 50,00 £ 0,41
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
23,0 0,101 - 0,104 49,15 - 50,60 49,95 1,22 2,44 49,95+ 1,28
65,0 0,291 - 0,294 49,79 - 50,33 49,97 0,56 1,12 49,97 £ 0,59
85,0 0,381 - 0,384 49,61 — 50,23 49,92 0,63 1,26 49,92 £ 0,66

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.




Tabela V.4. Wyniki analizy woltamperometryczne;j i spektrofotometrycznej atenololu w preparacie Atenolol (Polpharma).

Objetos¢ 1
. . Zawarto$¢ atenololu
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
- w tabletce S X¢r £ €0,95 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 1,09 -1,11 49,59 — 50,66 50,02 0,98 1,97 50,22 + 1,43
6,0 2,93 -2,95 49,53 — 49,89 49,71 0,28 0,56 49,71 £0,29
8,0 3,85-3,87 49,53 — 49,80 49,62 0,27 0,54 49,62 £0,28
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
20,0 0,110-0,111 49,84 — 50,29 50,07 0,60 1,21 50,07 + 0,63
50,0 0,221 - 0,224 49,87 — 50,54 50,13 0,64 1,28 50,13 + 0,67
80,0 0,354 - 0,357 49,85 - 50,27 50,06 0,36 0,72 50,06 + 0,38

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.5. Wyniki analizy woltamperometryczne;j i spektrofotometrycznej atenololu w preparacie Normocard.

Objetos¢ 1
. . Zawarto$¢ atenololu
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
- w tabletce S X¢r £ €0,95 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 1,08 - 1,10 49,40 — 50,48 50,12 1,08 2,15 50,12+ 1,13
4,0 2,01 -2,03 49,90 — 50,44 50,03 0,50 0,99 50,13 £ 0,52
7,0 3,35-3,37 49,26 — 49,57 49,44 0,29 0,58 49,44 £ 0,30
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
25,0 0,108 - 0,110 49,26 — 50,17 49,86 0,90 1,81 49,86 +0,95
50,0 0,219 -0,221 49,73 - 50,19 49,96 0,36 0,71 49,96 + 0,37
80,0 0,352 -0,354 49,88 — 50,17 50,00 0,27 0,54 50,00 + 0,28

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.6. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej atenololu w preparacie Atenolol 100 (Sanofi-Synthelabo).

Objetos¢ .
. . Zawartos$¢ atenololu
analizowanego Zakres mierzonego Xgr Cv
. w tabletce S o Xgr T 905 * Sxsr
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 6
5,0 2,69-278 108,40 - 112,30 110,02 4,09 3,72 110,02 + 4,29
7,0 3,61 —3,65 105,70 — 106,90 106,30 1,04 0,98 106,30 + 1,09
10,0 4,99 —5,02 103,70 — 104,30 103,93 0,57 0,55 103,93 + 0,60
12,0 6,08 -6,11 105,90 — 106,50 106,17 0,59 0,56 106,17 £ 0,62
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
25,0 0,110-0,113 99,46 — 102,15 100,50 2,57 2,55 100,50 + 2,69
60,0 0,266 — 0,268 99,73 — 100,48 100,04 0,90 0,90 100,04 + 0,95
80,0 0,355-0,358 99,74 — 100,58 100,16 0,72 0,72 100,16 + 0,76

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Grupeg druga reprezentowaty preparaty zawierajace 50 mg atenololu, wyniki analiz
woltamperometrycznch 1 spektrofotometrycznych dla tych preparatow — Atenolol 50
(Sanofi-Synhtelabo), Atenolol (Polpharma) i Normocard, zestawiono w Tabelach V.3-V.5
oraz przedstawiono graficznie na Rys. V.3. Analiza tych danych wskazuje na duza
zgodno$¢ wynikow oznaczen woltamperometrycznch ze spektrofotometrycznymi oraz na
niskie wartosci odchylen standardowych i1 wspotczynnikéw zmiennos$ci. Na ich podstawie
przeprowadzone oznaczenia mozna zakwalifikowa¢ do grupy niej doktadnych pomiarow
naukowych, dla ktorych wspotczynniki zmienno$ci znajduja si¢ w granicach wartos$ci, od
0,3 do 3,0 % (Szyszko, 1982). Nalezy takze zaznaczy¢, ze uzyskane dane sa zgodne z
iloscia substancji leczniczej w tabletce deklarowana przez producenta (Tabela IV.13) oraz
nie roznig si¢ istotnie statystycznie od wynikéw analiz spektrofotometrycznych

(Pawlaczyk, Zajac, 1999; Lomnicki, 1999; Czerminski et al., 1992).
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Rys. V.3. Zawarto$¢ atenololu w preparatach: Atenolol 50 (Sanofi-Synhtelabo, Atenolol (Polpharma)
i Normocard.

Wyniki oznaczen substancji czynnej w preparacie Atenolol 100 zestawiono w
Tabeli V.6 oraz zilustrowano graficznie na Rys. V.4. W przypadku tego preparatu,
zawartos$¢ atenololu oznaczona metoda spektrofotometryczna jest dokladnie taka sama, jak
zawarto$¢ substancji czynnej w tabletce deklarowana przez producenta (Tabela IV.13).
Odwrotnie wyglada sytuacja w przypadku analiz woltamperometrycznych. Zawarto$¢
atenololu w tabletce miesci si¢ w granicach 104-110 mg, jest wigc zawyzona w stosunku

do rzeczywistej] zawarto$ci substancji czynnej w preparacie. SzczegOlnie wysoka



zawarto$¢ atenololu oznaczono probce o st¢zeniu substancji czynnej mieszczacej si¢ W
dolnym zakresie krzywej kalibracyjnej. Takze precyzja i przedzial ufnosci dla tego
stezenia byly znacznie wyzsze w poréwnaniu z danymi dla oznaczen przeprowadzonych w
pozostatych zakresach krzywej wzorcowe;.

Analiza istotno$ci r6znicy migdzy wynikami uzyskanymi zastosowanymi metodami
wykazata, ze §rednie arytmetyczne w badanych populacjach nie sa rowne, tj. otrzymane

wyniki nie naleza do tej samej zbiorowosci generalne;j.
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Rys. V.4. Zawarto$¢ atenololu w preparacie Atenolol 100.

Wszystkie oznaczenia atenololu w zawierajacych je preparatach farmaceutycznych,
z wyjatkiem woltamperometrycznej analizy tabletek Atenolol 100 (Sanofi-Synthelabo),
doprowadzily do uzyskania wynikéw zgodnych z warto$ciami deklarowanymi przez
wytworcow tych lekow. Wyniki oznaczen woltamperometrycznych wykazywaty bardzo
duza zgodno$¢ z wynikami analiz spektrofotometrycznych, od ktérych nie roznily sig
istotnie statystycznie.

Podobnie przedstawia si¢ sytuacja w przypadku analizy danych literaturowych na
temat analizy woltamperometrycznej handlowych preparatdéw farmaceutycznych
zawierajacych te substancje lecznicza. Stosowne wartosci zestawiono w Tabeli V.7.

W pi$miennictwie brak jest natomiast danych umozliwiajacych pordéwnanie
wynikOw analizy woltamperometrycznej z wynikami oznaczen atenololu w preparatach

farmaceutycznych innymi metodami analitycznymi. Uzyskane w ramach tej pracy dane



wskazuja na duza uzyteczno$¢ techniki woltamperometrycznej w analizie atenololu w

preparatach o réznej zawarto$ci substancji czynne;.

Tabela V.7. Analiza woltamperometryczna preparatdow farmaceutycznych zawierajacych atenolol.

Goyal, Singh, 2006 Goyal et al., 2006
Preparat Wartosé Wartosé
farmaceutyczny artose Wynik analizy artosc Wynik analizy
deklarowana [mmol] deklarowana [mg/tabletka]
[mmol] [mg/tabletka] &

Tenopress 0,700 0,670 50 49,83

Tenolol 1,050 1,049 25 24,04

Atecard 0,350 0,350 25 24,26

Zibloc 0,470 0,447 50 49,17

3. Analiza kofeiny w preparatach farmaceutycznych

W celu utatwienia poréwnania wynikow oznaczen metodami woltamperometryczna
1 spektrofotometryczna zawarto$ci kofeiny w badanych preparatach farmaceutycznych,
analizowane preparaty podzielono na cztery grupy biorac pod uwage zawarto§¢ substancji
leczniczej w tabletce. Grupa pierwsza obejmowata cztery leki — Coffecorn mite, Coldrex
MaxGrip C, Grippostad C i Solpadeine, ktore zawieraja od 25 do 30 mg kofeiny w
tabletce. Preparatow zawierajacych 50 mg kofeiny bylo dziewig¢ — Antygrypin, Aspirin
Activ, Cefalgin, Coffepirine, Kopiryna, Neopyrin Asa, Saridon, Tabletki przeciw grypie
(Centfarm) 1 Tabletki przeciw grypie (Polpharma). Grupg trzecia stanowily trzy preparaty
zawierajace 65 mg kofeiny — Apap Extra, Codipar Plus i Panadol Extra, natomiast grupg
czwarta reprezentowal jeden preparat, Coffecorn forte, zawierajacy 100 mg kofeiny.

Preparat Coffecorn mite jest jedynym lekiem w tej grupie, ktory pomijajac §ladowa
ilo§¢ winianu ergotaminy, zawiera tylko kofeing jako sktadnik aktywny, bez udziatu
jakiegokolwiek innej substancji o dzialaniu przeciwbolowy i przeciwzapalnym.

Wyniki przeprowadzonych analiz zestawiono w Tabeli V.8 oraz przedstawiono
graficznie na Rys. V.5. Wynika z nich, ze deklarowana przez producenta zawarto$¢
kofeiny, 25 mg w tabletce (Tabela IV.14), pokrywa si¢ w warto$ciami uzyskanymi w
trakcie oznaczen woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych. Wyniki uzyskane

obiema technikami nie r6znig si¢ istotnie statystycznie, a parametry statystyczne — wartosci



odchylen standardowych 1 wspotczynnikéw zmiennos$ci wskazuja na poroéwnywalna

precyzjg oznaczen uzyskiwanych tymi technikami.
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Rys. V.5. Zawartos¢ kofeiny w preparacie Coffecorn mite, Coldrex Maxgrip C, Grippostad C i Solpadeine.

Pozostate preparaty z tej grupy zawieraja poza kofeing takze paracetamol w ilo$ci
20 lub 50 mg w tabletce, natomiast preparat Grippostad C, oprécz obu wymienionych
sktadnikow zawiera jeszcze kwas askorbowy w ilosci 150 mg. Zestawione w Tabelach
V.9-V.11 wyniki analizy woltaperometrycznej dla preparatow Coldrex MaxGrip C,
Grippostad C i Solpadeine wykazaty, ze technika ta nie nadaje si¢ do oznaczen kofeiny w
analizowanych preparatach bez uprzedniego oddzielenia substancji czynnej od matrycy.
Uzyskane wyniki, szczegdlnie w przypadku preparatow Coldrex MaxGrip C 1 Grippostad
C odzwierciedlaja 3/5 rzeczywistej zawartosci substancji leczniczej w tabletce. Wyniki
analizy spektrofotometrycznej sa natomiast zgodne z warto$ciami deklarowanymi przez
wytworcow tych lekéw, co odzwierciedla Rys. V.5.

Analiza statystyczna istotnosci rdznicy pomigdzy wynikami uzyskanymi tymi
metodami dla preparatow Coldrex MaxGrip C, Grippostad C i Solpadeine potwierdzita, ze
srednie arytmetyczne w badanych populacjach nie sa réwne, tj. otrzymane wyniki nie
naleza do tej samej zbiorowosci generalnej (Pawlaczyk, Zajac, 1999; Lomnicki, 1999;

Czerminski et al., 1992).



Tabela V.8. Wyniki analizy woltamperometryczne;j i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Coffecorn mite.

Objetos¢ x .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr Ccv
. w tabletce S o X¢r £ toos * Sxar
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
3,0 1,75-1,77 24,77 -125,13 25,01 0,36 1,44 25,01 £0,38
5,0 2,69-2,71 24,96 — 25,18 25,03 0,22 0,86 25,03 £0,23
8,0 4,08 - 4,10 24,93 — 25,07 25,01 0,13 0,52 25,01 £0,14
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,203 - 0,208 24,57 -25,10 24,82 0,45 1,83 24,82 £ 0,48
10,0 0,442 - 0,445 24,89 — 25,05 24,98 0,16 0,64 24,98 £0,17
14,0 0,631 -0,636 24,90 — 25,09 24,99 0,16 0,64 24,99 + 0,17

* — natezenie pradu w pA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiarow spektrofotometrycznych.



Tabela V.9. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Coldrex MaxGrip C.

Objetos¢ . .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Cv
. w tabletce S o Xgr T 905 * Sxsr
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[ml] [mg]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
4,0 1,43 - 1,46 14,42 - 14,83 14,65 0,35 2,37 14,65 £ 0,37
6,0 1,99 -2,03 14,68 — 15,04 14,88 0,35 2,37 14,88 £ 0,37
8,0 2,42 - 2,45 13,92 - 14,13 14,05 0,20 1,43 14,05 £ 0,21
10,0 2,88 —2,93 13,63 - 13,90 13,78 0,27 1,93 13,78 £ 0,28
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,204 - 0,206 24,90 - 25,11 25,04 0,21 0,85 25,04 £ 0,22
9,0 0,393 - 0,395 25,01 -25,13 25,07 0,13 0,52 25,07 £0,14
14,0 0,628 — 0,629 25,01 —-25,05 25,04 0,05 0,20 25,04 £ 0,05

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Tabela V.10. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Grippostad C.

Objetos¢ x .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
4,0 1,53 -1,57 15,99 — 16,54 16,24 0,50 3,07 16,24 £ 0,52
6,0 2,20 -2,25 16,79 - 17,25 17,01 0,47 2,74 17,01 £ 0,49
8,0 2,73 -2,77 16,23 - 16,51 16,32 0,26 1,58 16,32 £ 0,27
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,203 — 0,208 24,74 - 25,27 24,96 0,46 1,85 24,96 £ 0,49
10,0 0,438 — 0,442 24,85 -25,07 24,96 0,24 0,97 24,96 £ 0,25
15,0 0,673 - 0,678 24,89 — 25,07 24,96 0,21 0,83 24,96 + 0,22

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.11. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Solpadeine.

Objetosé Zawarto$¢ kofein
analizowanego Zakres mierzonego y Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr T 905 * Sxsr
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 0,963 — 0,966 19,30 - 19,39 19,34 0,09 0,45 19,34 £ 0,09
5,0 2,02 -2,06 21,39 -21,69 21,55 0,32 1,50 21,55+0,34
7,0 2,89 -2,93 23,31 -23,68 23,45 0,31 1,34 23,45+ 0,33
10,0 3,59 -3,62 20,84 — 21,01 20,92 0,21 1,02 20,92 £ 0,22
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,205 - 0,206 29,93 — 30,06 30,02 0,16 0,55 30,02 £ 0,17
9,0 0,394 — 0,395 30,00 — 30,08 30,03 0,10 0,34 30,03 £ 0,11
14,0 0,628 — 0,632 29,94 — 30,12 30,03 0,17 0,57 30,03 £0,18

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.



Wyniki analiz woltaperometrycznych i spektrofotometrycznych dla preparatow
grupy drugiej — Antygrypin, Aspirin Activ, Cefalgin, Coffepirine, Kopiryna, Neopyrin
Asa, Saridon, Tabletki przeciw grypie (Centfarm) i Tabletki przeciw grypie (Polpharma),

zestawiono w Tabelach V.12-V.20 oraz przedstawiono graficznie na Rys. V.6.
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Rys. V.6. Zawarto$¢ kofeiny w preparatach zawierajacych 50 mg kofeiny.
a — Tabletki przeciw grypie (Centfarm), b — Tabletki przeciw grypie (Polpharma).

Analiza tych danych pozwala stwierdzi¢, ze we wszystkich pozostatych
przypadkach zawarto$¢ substancji czynnej oznaczona woltamperometrycznie w badanych
preparatach jest w zasadzie zgodna z zawarto$cia kofeiny deklarowana przez wytworcow
preparatow (Tabela IV.14).

W przypadku dwoch preparatow — Antygrypin i1 Saridon, uzyskano zawyzony
wyniki oznaczef woltamperometrycznych dla kofeiny. Uogolniajac, precyzja oznaczen
woltamperometrycznych okazala si¢ jednak lepsza w pordwnaniu z precyzja oznaczen
spektrofotometrycznych preparatow zawierajacych 50 mg kofeiny. Wspdtczynniki
zmiennos$ci oznaczen woltamperometrycznych tylko w dwoéch przypadkach byty wigksze
od 3, dla tabletek Kopiryna — 3,16 % i1 Neopyrin Asa — 3,21 %.

Nalezy zaznaczy¢, ze oznaczenia spektrofotometryczne doktadnie odzwierciedlaja
zawarto$¢ kofeiny w analizowanych preparatach, jako zgodna z danymi deklarowanymi
przez producentow (Tabela IV.14). Wspoélczynniki zmiennosci dla pomiardéw

spektrofotometrycznych osiagaty warto$ci poréwnywalne ze wspoiczynnikami zmiennosci



dla oznaczen woltamperometrycznych, jednak w kilku przypadkach przekroczyty wartos¢
3 — 3,47% (Kopiryna), 3,32 % (Neopyrin Asa), 4,50 % (Tabletki przeciw grypie,
Centfarm) i1 3,91 % (Tabletki przeciw grypie, Polpharma). Tak wysokie warto$ci
wspotczynnikoéw zmienno$ci wystgpowaty tylko w przypadku niskich zakreséw stgzen na

krzywych kalibracyjnych.



Tabela V.12. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Antygrypin.

Objetos¢ . .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Cv
. w tabletce S o Xgr T 905 * Sxsr
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 6
6,0 2,70 -2,72 50,88 — 51,31 51,31 0,52 1,01 51,31+ 0,54
8,0 3,57-3,59 52,38 -52,71 52,71 0,26 0,49 52,71 £ 0,27
10,0 4,34 - 437 51,98 - 52,37 52,37 0,33 0,63 52,37 £0,35
12,0 5,11-5,13 51,71 -51,92 51,92 0,23 0,44 51,92 £0,24
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,205 - 0,206 50,03 - 50,24 50,10 0,27 0,53 50,10 + 0,28
8,0 0,345 - 0,348 49,91 - 50,30 50,11 0,44 0,88 50,11 £0,46
14,0 0,626 — 0,629 49,89 - 50,12 50,04 0,24 0,47 50,04 + 0,25

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Tabela V.13. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Aspirin Activ.

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
5 1,08 - 1,09 49,65 — 50,35 50,00 0,94 1,88 50,00 + 0,99
10 2,15-2,17 49,63 — 50,18 49,90 0,60 1,21 49,90 £ 0,63
15 3,23 -3,25 49,79 - 50,15 50,03 0,36 0,72 50,03 + 0,38
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,204 - 0,205 49,83 — 50,05 49,98 0,28 0,56 49,98 £0,29
10,0 0,438 — 0,441 49,84 — 50,16 49,99 0,27 0,54 49,99 £ 0,28
15,0 0,674 - 0,676 49,99 — 50,13 50,08 0,14 0,28 50,08 + 0,15

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.




Tabela V.14. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Cefalgin.

Objetos¢ x .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S Xgr + toos5° st’r
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 10)
3,0 1,75-1,78 49,65 — 50,73 50,01 1,43 2,87 50,01 £ 1,03
6,0 3,14-3,17 49,75 - 50,29 49,99 0,69 1,38 49,99 + 0,49
11,0 5,46 - 5,49 49,84 — 50,14 50,01 0,38 0,77 50,01 £0,27
analiza spektrofotometryczna (n = 10)
4,0 0,140 - 0,145 44,57 — 45,94 45,43 1,19 2,61 45,43 £ 0,85
9,0 0,383 -0,385 49,37 -49,61 49,42 0,32 0,65 49,42 £ 0,23
14,0 0,632 - 0,635 51,20 - 51,44 51,35 0,28 0,54 51,35+ 0,20

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.15. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Coffepirine.

Objetos¢ Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
: w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
6,0 3,02 -3,05 47,86 — 48,40 48,10 0,66 1,38 48,10 £ 0,70
10,0 4,92 —4,94 49,27 - 49,49 49,40 0,20 0,41 49,40 £ 0,21
12,0 5,87 -5,90 49,63 — 49,90 49,73 0,26 0,51 49,73 £0,27
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,193 - 0,197 49,10 - 50,20 49,69 0,94 1,89 49,69 £ 0,99
9,0 0,375 -0,380 49,55 -50,17 49,90 0,62 1,24 49,90 £ 0,65
14,0 0,603 — 0,608 49,80 - 50,19 49,94 0,37 0,74 49,94 + 0,39

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.16. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Kopiryna.

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 2,20-2,24 49,41 - 50,49 50,00 0,88 1,76 50,00 + 0,92
4,0 3,14-3,16 49,83 — 50,18 49,98 0,32 0,65 49,98 £0,34
6,0 4,09 -4,10 49,13 -50,30 49,71 1,57 3,16 49,71 £ 1,65
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,164 -0,170 48,68 — 50,18 49,56 1,72 3,47 49,56 £ 1,81
10,0 0,365 -0,370 49,57 -50,19 49,96 0,53 1,05 49,96 £ 0,55
14,0 0,523 - 0,528 49,57 - 50,02 49,79 0,42 0,84 49,79 £ 0,44

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréw spektrofotometrycznych.



Tabela V.17. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Neopyrin Asa.

Objetos¢ Zawarto$¢ kofein
analizowanego Zakres mierzonego y X¢r Cv
- w tabletce S o Xgr £ €05 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[ml] [mg]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 1,28-1,31 49,01 - 50,62 49,73 1,60 3,21 49,73 £ 1,67
35 2,00-2,03 50,07 - 50,99 50,48 0,91 1,81 50,48 + 0,96
4,0 2,28 -2,31 51,32 -52,13 51,68 0,80 1,55 51,68 £ 0,84
5,0 2,73 -2,76 50,71 51,14 50,99 0,41 0,80 50,99 £0,43
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,153 -0,159 48,68 — 50,28 49,39 1,64 3,32 49,39 + 1,72
11,0 0,483 - 0,489 49,65 — 50,23 49,92 0,57 1,13 49,92 + 0,59
15,0 0,672 - 0,675 49,82 — 49,96 49,88 0,13 0,26 49,88 £0,14

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Tabela V.18. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Saridon.

Objetos¢ x .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
4,0 2,20 -2,26 51,57 - 52,69 52,19 1,01 1,93 52,19 + 1,06
5,0 2,55-2,62 48,60 — 50,16 49,49 1,42 2,88 49,49 + 1,49
6,0 3,32 -3,36 54,78 — 55,60 55,29 0,78 1,42 55,29 £ 0,82
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
0,5 0,211 -0,217 49,85 -51,12 50,20 1,26 2,50 50,20 + 1,32
1,0 0,404 -0,410 45,49 — 46,13 45,83 0,53 1,16 45,83 £0,56
1,8 0,728 - 0,736 44,46 — 44,93 44,67 0,47 1,06 44,67 £ 0,50

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.19. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Tabletki przeciw grypie (Centfarm).

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
: w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6
4,0 2,22-224 49,77 - 50,26 49,97 0,45 0,90 49,97 £ 0,50
6,0 3,15-3,17 49,79 - 50,14 49,97 0,38 0,77 49,97 £ 0,40
8,0 4,08 -4,10 49,81 - 50,08 49,94 0,21 0,42 49,94 £ 0,22
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,156 — 0,158 49,71 — 52,25 50,40 2,27 4,50 50,40 + 2,38
10,0 0,438 — 0,439 50,05 - 50,16 50,09 0,14 0,28 50,09 + 0,15
14,0 0,624 — 0,626 49,96 — 50,12 50,03 0,15 0,29 50,03 + 0,15

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréw spektrofotometrycznych.




Tabela V.20. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Tabletki przeciw grypie (Polpharma).

Objetos¢ 1 .
. . Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Ccv
. w tabletce S o X¢r £ €905 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6
2,0 1,28 - 1,30 49,07 - 50,14 49,79 1,07 2,14 49,79 £ 1,12
4,0 2,19-2,22 48,96 — 49,77 49,32 0,68 1,38 49,32 £0,72
6,0 3,10-3,15 48,92 — 49,82 49,46 0,79 1,59 49,46 £ 0,83
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,157-0,159 48,81 — 50,35 49,84 1,95 3,91 49,84 £2,04
10,0 0,439 - 0,441 49,99 - 50,20 50,08 0,25 0,51 50,08 + 0,27
15,0 0,674 - 0,676 50,01 -50,18 50,10 0,22 0,44 50,10 £0,23

* — natezenie pradu w pA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiarow spektrofotometrycznych.
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Rys. V.7. Zawartos¢ kofeiny w preparatach Apap Extra, Codipar Plus i Panadol Extra.

Do grupy trzeciej preparatow naleza tabletki zawierajace 65 mg kofeiny. Wyniki
analiz woltamperometryczych i1 spektrofotometrycznych dla preparatow Apap Extra,
Codipar Plus i Panadol Extra zestawiono w Tabelach V.21-V.23 i zilustrowano graficznie
na Rys. V.7. Wyniki oznaczen woltamperometrycznych sa zgodne w wynikami analiz
spektrofotometrycznych oraz zawarto$cia kofeiny deklarowana przez producentéw tych
preparatow farmaceutycznych (Tabela IV.14). Precyzja wszystkich oznaczen jest bardzo
dobra, mozna je zakwalifikowaé¢ do grupy mniej doktadnych pomiaréw naukowych, dla
ktorych wspotczynniki zmiennosci przyjmuja wartosci, odpowiednio — 0,3-3,0 % (Szyszko,
2002).

Grupg czwartg stanowi preparat Coffecorn forte. W sktad tabletek tego preparatu
wchodzi tylko 100 mg kofeiny i w $ladowej iloSci winian ergotaminy. Wyniki analizy
woltamperometrycznej 1 spektrofotometrycznej zestawiono w Tabeli V.24 1 zilustrowano
graficznie na Rys. V.8. Sa one zgodne z wartoscia deklarowana przez producenta (Tabela

IV.14), i z wynikami analizy spektrofotometrycznej. Precyzja oznaczen jest bardzo dobra.
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Rys. V.8. Zawarto$¢ kofeiny w preparacie Coffecorn forte.




Tabela V.21. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Apap Extra.

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego X¢r CvV
. w tabletce S ° Xgr + toos5° st’r
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
4,0 2,22-225 64,61 — 65,66 65,14 0,90 1,38 65,14 £ 0,94
7,0 3,61 -3,67 64,60 — 65,80 65,30 1,06 1,63 65,30 £ 1,11
10,0 5,08 -5,11 65,72 — 66,13 65,92 0,35 0,53 65,92 £ 0,37
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
0,6 0,258 - 0,261 64,70 — 65,37 65,04 0,58 0,89 65,04 £ 0,61
1,0 0,451 -0,454 64,84 — 65,24 65,04 0,40 0,62 65,04 £ 0,42
1,4 0,644 — 0,647 64,90 — 65,19 65,04 0,33 0,50 65,04 £ 0,34

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.22. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Codipar Plus.

Objetos¢ Zawarto$¢ kofein
analizowanego Zakres mierzonego y X¢r Cv
- w tabletce S o Xgr £ €05 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[mI] [mg]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
1,5 1,05-1,07 63,99 — 65,85 65,08 1,71 2,63 65,08 £ 1,80
2,0 1,28 - 1,30 64,13 - 65,53 64,95 1,29 1,99 64,95 £ 1,35
3,0 1,74 -1,77 64,27 — 65,63 64,97 1,17 1,81 64,97 £ 1,23
5,0 2,67 -2,69 64,67 — 65,23 65,00 0,52 0,79 65,00 £ 0,54
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
2,0 0,520-0,523 64,87 — 65,50 65,11 0,54 0,83 65,11 £0,57
3,0 0,795 - 0,798 64,87 — 65,11 64,96 0,23 0,35 64,96 £ 0,24
3,7 0,988 — 0,991 64,91 — 65,10 65,05 0,21 0,32 65,05 £ 0,22

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.



Tabela V.23. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Panadol Extra.

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
- w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,0 1,46 — 1,49 63,82 — 65,57 64,60 1,47 2,28 64,60 £ 1,55
4,0 2,54-2,59 63,41 — 64,87 64,44 1,48 2,30 64,44 £ 1,56
6,0 3,65-3,69 63,86 — 64,64 64,38 0,72 1,12 64,38 £ 0,75
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,192 - 0,196 64,08 — 65,24 64,61 0,94 1,46 64,61 £ 0,99
9,0 0,473 - 0,477 64,55 — 65,07 64,79 0,54 0,84 64,79 £ 0,57
14,0 0,753 - 0,759 64,60 — 65,02 64,80 0,42 0,65 64,80 + 0,44

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.24. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej kofeiny w preparacie Coffecorn forte.

Objetosé Zawarto$¢ kofeiny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
4,0 2,23-224 99,89 — 100,43 100,16 0,72 0,72 100,16 £ 0,76
7,0 3,62 -3,64 99,65 — 100,27 100,01 0,57 0,57 100,01 £ 0,60
10,0 5,02 - 5,04 99,77 100,20 100,02 0,40 0,40 100,02 £ 0,42
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,205 - 0,206 99,94 — 100,37 100,08 0,54 0,54 100,08 £ 0,57
9,0 0,393 - 0,396 99,96 — 199,79 100,18 0,79 0,79 100,18 £ 0,83
14,0 0,628 — 0,630 99,97 — 100,27 100,10 0,28 0,28 100,10 £ 0,29

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



W  pisSmiennictwie znajduja si¢ nieliczne doniesienia na temat analizy
woltamperometrycznej kofeiny w preparatach farmaceutycznych. Wyniki tych analiz
zestawiono w Tabeli V.25. Analizowano migdzy innymi woltamperometrycznie preparaty
zawierajace jednoczes$nie kofeing i paracetamol (Lau et al., 1989). Z kolei Zen i Ting
analizowali réwnoczesnie kofeing i acetaminofen w preparatach stosujac chemicznie
modyfikowang elektrodg (Zen, Ting, 1997). Do rozpuszczenia sktadnikow analizowanych
preparatdow zastosowano inny rozpuszczalnik niz wodorotlenek sodu i inne elektrody
wskaznikowe, a uzyskane wyniki byly zgodne z warto$ciami deklarowanymi przez
producentéw analizowanych preparatow.

Zagadnienie jednoczesnego oznaczania kilku sktadnikow w tabletce lub wybranego
sktadnika w obecno$ci innych substancji o podobnych wiasciwosciach jest czgsto
poruszany w literaturze. Analizowana kofeina jest rozpuszczana w rozpuszczalnikach o
réznym pH 1 polarno$ci. Sa tez prace o wplywie rozpuszczalnika, pH roztworu i ré6znych
parametréw woltamperometrycznych na wartos$¢ nat¢zenia pradu (Muszalska et al., 2000;
do Socorro Maia Quintino et al., 2002; Hotta et al., 2002; Ly et al., 2004; Zen et al., 1998).
Z publikacji tych wynika, Ze czynniki te maja znaczacy wptyw na warto$¢ nat¢zenia pradu
i potencjatu depozycji.

Dane zamieszczone w wyzej cytowanych publikacjach wskazuja, ze w porownaniu
do wynikéw oznaczen kofeiny technikami wysokosprawnej chromatografii cieczowej i
spektrofotometrii UV-Vis, analiza woltamperometryczna okazata si¢ dokladniejsza i1
bardziej precyzyjna metoda oznaczania tej substancji w preparatach farmaceutycznych,
przy czym koszt analiz woltamperometrycznych jest nizszy. Nie bez znaczenia jest tez
krotszy czas potrzebny do wykonania pojedynczej analizy oraz niska szkodliwos¢

odczynnikow stosowanych w trakcie analiz woltamperometrycznych na §rodowisko.



Tabela V.25. Wyniki oznaczen woltamperometrycznych kofeiny w preparatach farmaceutycznych.

Oznaczenie woltamperometryczne Oznaczenie HPLC Oznaczenie spektrofotometryczne
Pi$miennictwo Wartos$¢ Wartos$¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos$¢ Wartos¢
deklarowana oznaczona deklarowana oznaczona deklarowana oznaczona
[mg] [mg] [mg] [mg] lgl gl
0,2106 0,2121
Muszalska et al., 2000 0,2369 0,2352
0,2893 0,2868
0,498* 0,504
0,500* 0,500
do Socorro Maia Quintino 0,523* 0,520
et al., 2002 0,651%* 0,655
0,650* 0,650
0,659* 0,650
31,5 31,0
30 30
29,6 31,1
Lau et al., 1989 53,7 52,7
50 50
45,9 43,6
15 15,3 15 15,3
Zen, Ting, 1997 65 54,0

* — warto$¢ deklarowana 1 oznaczong podano w gramach.




4. Analiza teobrominy w preparacie Theopaverin

Wyniki oznaczen woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych teobrominy w
tabletkach Theopaverin zestawiono w Tabeli V.26 oraz przedstawiono graficznie na Rys.
V.9. Uzyskane wyniki odbiegaja od wartosci deklarowanej przez wytworcg leku (Tabela
IV.15), ale nie wigcej niz 10 % zawartosci aktywnego sktadnika.

W pismiennictwie brak jest danych na temat analizy woltamperometrycznej
teobrominy. Jedyny artykut na temat analizy preparatu Theopaverin dotyczy zastosowania
miareczkowania potencjometrycznego w srodowisku niewodnym (Sell E., 1975). Wyniki
analizy teobrominy w tym preparacie nie rdznia si¢ od wartos$ci deklarowanych przez

producenta, a $redni odzysk metody wynosi 88,40 %.
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Rys. V.9. Zawarto$§¢ teobrominy w preparacie Theopaverin.

5. Analiza teofiliny w preparatach farmaceutycznych

Preparaty zawierajace teofiling mozna podzieli¢ na trzy grupy — tabletki
zawierajace 100 mg teofiliny (Theoplus 100 mg i Theovent 100), preparat Theospirex
retard 150 mg, tabletki zawierajace 300 mg teofiliny — Theovent 300 i Theospirex retard
300 mg.



Analiza woltamperometryczna i spektrofotometryczna preparatow Theoplus 100
mg 1 Theovent 100 wykazata poréwnywalna z deklarowana przez producenta zawarto$¢
teofiliny w tabletce (Tabela IV.15). Uzyskane wyniki zestawiono w Tabelach V.27-V.28
oraz zilustrowano graficznie na Rys. V.10. Wyniki analizy woltamperometrycznej
preparatu Theoplus 100 mg sa bardziej dokladne w porownaniu z wynikami analizy
spektrofotometrycznej, natomiast w przypadku tabletek Theovent 100 stwierdzono, ze w
podobnym stopniu wyniki oznaczen woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych

byly zblizone do wartosci deklarowanych przez producenta.
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Rys. V.10. Zawartos¢ kofeiny w preparatach Theoplus 100 mg i Theovent 100.

Wyniki oznaczen substancji czynnej w preparacie Theospirex retard 150
zestawiono w Tabeli V.29 oraz przedstawiono graficznie na Rys. V.11. Z tych danych
wynik, ze zaré6wno technika woltamperometryczna, jak 1 spektrofotometryczna uzyskano
wyniki zgodne z danymi deklarowanymi przez producenta (Tabela IV.15). Wspotczynniki
zmiennosSci oznaczen sa nizsze od 0,78 %.

W grupie trzeciej znajduja si¢ dwa preparaty Theovent 300 i Theospirex retard 300
mg. Analiza woltamperometryczna i spektrofotometryczna obu tych preparatow wykazata
zawartos$¢ teofiliny w tabletce identyczna z deklarowana przez producenta (Tabela IV.15).
Uzyskane wyniki przedstawione sa w Tabelach V.30-V.31 oraz zilustrowane graficznie na
Rys. V.12. Wspodtczynniki zmiennosci w analizie woltaperometrycznej sa w zasadzie

zgodne z warto$ciami wspotczynnikodw zmiennosci dla oznaczen spektrofotometrycznych.
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Rys. V.11. Zawarto$¢ teofiliny w preparacie Theospirex retard 150.
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Rys. V.12. Zawartos¢ teofiliny w preparatach Theospirex retard 300 i Theovent 300.



Tabela V.26. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teobrominy w preparacie Theopaverin.

Objetos¢ . .
. . Zawartos¢ teobrominy
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Cv
. w tabletce S X¢r T t,05 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 6)
2,1 6,17 - 6,48 208,40 — 251,40 230,12 36,50 15,86 230,12 £ 38,31
3,8 8,36 — 8,69 292,90 - 319,90 304,70 24,35 7,99 304,70 £ 25,56
4,5 8,75 -9,07 274,30 — 296,50 284,76 14,99 5,26 284,76 £ 15,73
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
5,0 0,229 - 0,244 344,00 — 344,90 344,54 1,15 0,33 344,54 £ 1,21
7,0 0,473 -0,479 311,10 - 328,90 322,25 23,51 7,30 322,25+ 24,68
8,0 0,687 — 0,697 328,40 — 329,10 328,47 0,54 0,16 328,47 £0,57
10,0 0,915 -0,929 327,70 — 329,50 328,05 1,44 0,44 328,05 +£1,52

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Tabela V.27. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teofiliny w preparacie Theoplus 100 mg.

Objetosé Zawarto$¢ teofiliny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
7,0 4,29 -431 99,57 - 100,82 99,99 1,25 1,25 99,99 + 1,31
20,0 6,69 — 6,72 99,57 -100,32 99,99 0,74 0,74 99,99 £ 0,78
30,0 8,70 — 8,73 99,74 — 100,24 99,99 0,43 0,43 99,99 £ 0,45
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,201 - 0,204 99,49 — 100,61 100,11 1,37 1,37 100,11 + 1,44
8,0 0,463 - 0,471 98,89 — 100,39 100,05 1,49 1,49 100,05 £ 1,57
11,0 0,667 — 0,671 99,75 - 100,29 100,09 0,54 0,54 100,09 £ 0,57

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.28. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teofiliny w preparacie Theovent 100.

Objetosé Zawarto$¢ teofiliny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)

8,0 4,29 -432 99,01 — 100,87 100,15 1,77 1,77 100,15 £ 1,86
20,0 6,72 - 6,73 99,75 - 100,24 100,04 0,45 0,45 100,04 £ 0,47
30,0 8,73 -8,79 99,67 — 100,66 100,06 0,83 0,83 100,06 = 0,88

analiza spektrofotometryczna (n = 6)

4,0 0,197 -0,199 99,90 — 100,66 100,22 0,91 0,91 100,22 £ 0,96

7,0 0,392 - 0,395 99,14 — 100,58 99,94 1,19 1,19 99,94 + 1,25
11,0 0,654 — 0,656 99,88 — 100,16 100,00 0,34 0,34 100,00 £+ 0,35

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiardéw spektrofotometrycznych.



Tabela V.29. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teofiliny w preparacie Theospirex retard 150 mg.

Objetos¢ Zawarto$¢ teofiliny
analizowanego Zakres mierzonego Xgr CvV
. w tabletce S o Xgr & to 05 * Syer
roztworu sygnalu analitycznego® [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)
20,0 6,70 — 6,73 149,42 — 150,54 149,98 0,96 0,64 149,98 £ 1,01
30,0 8,71 - 8,74 149,54 — 150,29 149,96 0,63 0,42 149,96 £ 0,66
40,0 10,71 - 10,75 149,42 - 150,17 149,95 0,73 0,49 149,95 £0,77
analiza spektrofotometryczna (n = 6)
4,0 0,331-0,334 149,59 — 150,72 149,97 1,17 0,78 149,97 + 1,22
7,0 0,628 — 0,631 149,72 — 150,37 149,97 0,62 0,41 149,97 £ 0,65
10,0 0,926 — 0,927 149,92 — 150,07 149,97 0,19 0,13 149,97 £ 0,20

* —natezenie pradu w pA w przypadku pomiaréw woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréw spektrofotometrycznych.



Tabela V.30. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teofiliny w preparacie Theovent 300.

Objetos¢ 7 .
. . Zawarto$¢ teofiliny
analizowanego Zakres mierzonego X¢r Cv
- w tabletce S Xgr £ to,95 * Sxer
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
analiza woltamperometryczna (n = 10)
12,0 4,87 -4,89 298,42 - 301,16 300,02 4,26 1,42 300,02 £ 3,05
22,0 6,69 — 6,72 298,81 — 301,81 300,06 2,45 0,82 300,06 + 1,75
32,0 8,52 - 8,55 299,47 - 301,02 300,33 1,68 0,56 300,33 £1,20
analiza spektrofotometryczna (n = 10)
6,0 0,332-0,336 302,20 — 305,30 302,98 3,04 1,00 302,98 £2,18
7,0 0,373 -0,384 285,90 — 293,00 290,41 9,59 3,30 290,41 + 6,86
8,0 0,440 — 0,444 288,50 — 290,70 289,93 2,51 0,87 289,93+ 1,80
11,0 0,673 - 0,677 306,70 — 308,40 307,86 1,81 0,59 307,86 £ 1,29

* —natgzenie pradu w LA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiaréow spektrofotometrycznych.




Tabela V.31. Wyniki analizy woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej teofiliny w preparacie Theospirex retard 300 mg.

Objetosé Zawarto$¢ teofilin
analizowanego Zakres mierzonego y X¢r Ccv
- w tabletce S ° X¢r £ €0,95 * Sxar
roztworu sygnalu analitycznego* [mg] [%o] ’
[mg]
[ml]
analiza woltamperometryczna (n = 6)

8,0 4,26 -4,28 297,95 -301,74 300,16 3,50 1,16 300,16 £ 3,67
20,0 6,30 — 6,66 299,08 — 301,36 300,02 2,18 0,73 300,02 £2,29
30,0 8,60 — 8,63 299,08 — 300,60 300,10 1,57 0,52 300,10 £ 1,65

analiza spektrofotometryczna (n = 6)

4,0 0,213 -0,215 299,13 -301,29 300,21 2,37 0,79 300,21 £2,48

7,0 0,422 - 0,424 299,81 301,04 300,22 1,23 0,41 300,22 £ 1,29
11,0 0,700 — 0,702 299,88 — 300,66 300,08 0,80 0,27 300,08 + 0,84

* — natezenie pradu w pA w przypadku pomiarow woltamperometrycznych, absorbancja w przypadku pomiarow spektrofotometrycznych.




Zamieszczone w pisSmiennictwie dane na temat analizy woltamperometrycznej
teofiliny w handlowych preparatach farmaceutycznych wykazaly, ze w tabletkach Neulin
zawierajacych 250 mg teofiliny oznaczono substancj¢ czynna z odzyskiem od 97,5 do
102,5 %, natomiast w preparacie Lasma (300 mg teofiliny w tabletce) odzysk wyniost od
97,5 do 104,0 % (Shubietah et al., 1994). Z kolei dla preparatow, ktorych nazw nie
zamieszczono w publikacji odzysk wynosit, dla ampulek od 93,90 + 1,24 % do 102,25 +
2,44 %, a dla tabletek od 99,10 + 1,24 % do 101,25 + 1,68 % (Zen et al., 1999).

W powyzszych publikacjach zwrdcono roéwniez uwage na wpltyw rozpuszczalnika,
pH $rodowiska i rodzaj buforu na wyniki oznaczen woltamperometrycznych (Shubietah et

al., 1994; Riahi et al., 2005).



VI. WNIOSKI

1. Stosujac technike impulsu réznicowego, elektrode z wiszaca kropla rteci (HMDE)
jako elektrode wskaznikowa i roztwér wodorotlenku sodu jako rozpuszczalnik, opracowano
warunki analizy woltamperometrycznej acetazolamidu, atenololu, kofeiny, teobrominy i

teofiliny w zawierajacych je preparatach farmaceutycznych.

2. Stwierdzono, ze woltamperometria umozliwia szybkie, precyzyjne i doktadne
oznaczenie zawarto$ci substancji leczniczych w 24 sposrdd 29 analizowanych preparatow
farmaceutycznych. Duza zaleta nowoopracowanych procedur jest mozliwos$¢ okreslenia

ilodci substancji czynnych w preparatach bez konieczno$ci oddzielania ich od matrycy.

3. Wyniki oznaczen woltamperometrycznych okazaly si¢ za wysokie w przypadku
teofiliny w tabletkach Atenolol 100. Natomiast w przypadku tabletek Coldrex MaxGrip C,
Grippostad C 1 Solphadeine uzyskano zanizona ilo$¢ kofeiny, i teobrominy w tabletkach
Theopaverin. Uzyskane wyniki réznily si¢ istotnie statystycznie od wynikdw oznaczen
spektrofotometrycznych oraz od ilosci substancji czynnej deklarowanej przez wytworcow

lekow.

4. W celu oceny nowoopracowanych metod woltamperometycznego oznaczania
acetazolamidu, atenololu, kofeiny, teobrominy i teofiliny w badanych, handlowych
preparatach farmaceutycznych, przeprowadzono analizg iloSciowa tych samych preparatéw

technika spektrofotometryczna, stosujac roztwor wodorotlenku sodu jako rozpuszczalnik.

5. Uzyskane wyniki oznaczen woltamperometrycznych i spektrofotometrycznych
oceniono statystycznej stosujac test jednorodnosci dwdch wariancji F-Snedokora 1 oceng
istotnosci roznicy miedzy wynikami uzyskanymi tymi metodami, testem t-Studenta. W obu
testach warto$¢ obliczona byla mniejsza od wartosci krytycznych dla danego poziomu
istotnosci 1 liczby stopni swobody wskazujac, ze metoda woltamperometryczna nie rdéznia
si¢ w sposob istotny pod wzgledem precyzji od metody spektrofotometrycznej, a rdéznica

migdzy wynikami uzyskanymi zastosowanymi metodami nie jest istotna.



6. W efekcie przeprowadzonych badan potwierdzono fakt, Ze analiza wolt-
amperometryczna jest doktadng i precyzyjna metoda oznaczania substancji czynnych w
preparatach farmaceutycznych. Wazna zaleta oznaczen woltamperometrycznych jest niski
koszt pojedynczej analizy, mata szkodliwos¢ odczynnikéw stosowanych w analizie oraz

krotki czas potrzebny do wykonania pojedynczej analizy.
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