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Cwiczenie: Wykorzystanie metod elektrochemicznych do analizy wybranych
lekow

Aktualnie wiele technik analizy instrumentalnej jest wykorzystywanych do analizy lekéw. Do
najczesciej uzywanych zalicza sie: spektrofotometrie UV-Vis, chromatografie cieczowq i
chromatografie gazowa. Coraz czesciej w literaturze znajdujg sie takze przyktady zastosowania
w analizie leku spektrometrii mas oraz woltamperometrii.

W analizie woltamperometrycznej nie wykorzystuje sie specjalistycznych i drogich
rozpuszczalnikdw, a pojedyncza analiza trwa kilka minut. Woltamperometria daje mozliwos¢
analizy kilku pierwiastkow lub zwigzkéw organicznych jednoczeénie.

Wyzej wymienione metody charakteryzujg sie tez rézng granicg wykrywalnosci. Przyktadowe
granice wykrywalnosci przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela. 1. Przeglad wybranych technik instrumentalnych stosowanych w analizie lekdw.

Granica

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

WYybadr techniki analitycznej zalezy nie tylko od sktadu leku, ale rdwniez od ilosci prébki jaka
dysponujemy i jej trwatosci. Dla kazdej analizowanej substancji nalezy dobra¢ wifasciwg
metode analityczng. O wyborze metody analitycznej decyduje wiele czynnikdéw, na przyktad
zawartos$¢ oznaczanej substancji czy czas trwania analizy. Metody szybkie szczegdlnie cenione
sg w analizie lekéw ze wzgledu na niskg trwatos¢ substancji leczniczych i w przypadku
monitorowania stezenia lekow i ich metabolitéw w ptynach ustrojowych oraz podczas kontroli
procesow syntezy substancji leczniczych w przemysle. Waznym kryterium



wyboru metody analitycznej jest koszt aparatury i odczynnikdw oraz rodzaj informacji
oczekiwanej po analizie (doktadnos¢, precyzja, czutosé, selektywnosg).

Techniki  woltamperometryczne sg czesto stosowane w analizie preparatéw
farmaceutycznych, zaréwno w analizie iloSciowej i jako$ciowej substancji czynnych jak rowniez
substancji pomocniczych.

Jesli w badanym materiale analizowane sg pierwiastki metaliczne, to zanieczyszczenia natury
organicznej mozna usungé poprzez mineralizacje prébki, za$ pozostate przeszkadzajgce w
analizie pierwiastki metaliczne mozna skompleksowacd.

W przypadku gdy analizowane sg zwigzki organiczne (w preparatach farmaceutycznych lub w
materiale Srodowiskowym), problem zanieczyszczen lub obecnosci innych substancji
organicznych jest bardziej ztozony. Jesli oznaczana substancja ulega depozycji przy potencjale
roznym od pozostatych sktadnikdw matrycy, problem nie istnieje, jesli za$ potencjaty
substancji oznaczanej i innych substancji obecnych w prébce s3g zblizone na tyle, ze ich piki
analityczne nakfadajg sie na siebie, to jest mozliwe lekkie ich przesuniecie poprzez dodatek
roztworéw buforowych czy modyfikacje elektrody wskaznikowej. Czasami konieczne jest
wyizolowanie analizowanego sktadnika z prébki, co wydtuza czas analizy.

Termin woltamperometria okresla grupe metod elektroanalitycznych, w ktérych natezenie
pradu ptyngcego przez elektrode wskaznikowq o statej powierzchni zalezy od potencjatu tej
elektrody. Najczesciej wykorzystywane do badania i oznaczania lekéw sg techniki:
-woltamperometrii cyklicznej- CV,

-woltamperometrii pulsowej réznicowej- DPV

- woltamperometrii zmiennopragdowej prostokatnej- SWV.

Zasada dziatania metod woltamperometrycznych opiera sie, na pomiarze pradu (l)
przeptywajgcego przez elektrode pracujgcg, a ktérego natezenie zalezy od stezenia
elektroaktywnej substancji. Potencjat elektrody pracujgcej jest staty w czasie. W
woltamperometrycznych metodach pomiaru mamy do czynienia z pomiarem natezenia
dyfuzyjnego pradu granicznego jako funkcji stezenia substancji elektrodowo czynnej.

I =f(c)
c - stezenie substancji badanej,
| - prad dyfuzyjny.

W wyniku przeprowadzenia eksperymentu woltamperometrycznego uzyskuje sie krzywa
zaleznosci pradu od napiecia polaryzujgcego nazywang krzywa woltamperometryczng lub
woltamogramem. W zaleznosci od zastosowane] techniki pomiarowej krzywa ma charakter
fali, symetrycznego piku badz piku niesymetrycznego. Kazda z takich krzywych niesie
informacje jakosciowg, iloSciowg oraz o przebiegu reakcji elektrodowe;.

Interpretacja jakosciowa. Informacja o rodzaju substancji ulegajacej rekcji elektrodowej
zwigzana jest z potozeniem piku lub fali na osi potencjatéw. Potozenie to okreslone jest przez
potencjat piku (E ). Wielkosci te s3 charakterystyczne dla poszczegélnych depolaryzatorow,

jednak nalezy podkredlic, ze oprdécz depolaryzatora na warto$é charakterystycznego
potencjatu ma wptyw uzyta elektroda, rodzaj i stezenie elektrolitu podstawowego, obecnosé



substancji kompleksujacych, temperatura oraz niektdre parametry pomiarowe takie jak
szybko$¢ zmian potencjatu elektrody (szybkos¢ polaryzacji) czy amplituda impulsu.

Interpretacja ilosciowa oparta jest na wprost proporcjonalnej zaleznosci pomiedzy
natezeniem pradu i stezeniem analizowanej substancji. Wartos¢ natezenia pradu jest tez w
praktyce uzalezniona od innych parametréw, takich jak obecno$é w roztworze substancji o
podobnym potencjale depozycji i wiekszym stezeniu od sktadnika oznaczanego oraz pH
roztworu.

W metodach woltamperometrycznych wyréznia sie nastepujgce metody szacowania stezenia:
1.Metoda krzywej wzorcowej (polega na badaniu zaleznosci miedzy natezeniem dyfuzyjnym
pradu, a stezeniem substancji oznaczonej. W tym celu bada sie w warunkach odniesienia
probki o réznej znanej ilosci substancji.

2. Pomiar bezwzgledny - w tej metodzie wykorzystuje sie wzér na wartos¢ pradu
charakterystyczny dla metody woltamperometrycznej, ktérg jest prowadzony pomiar.

3. Metoda wzorca wewnetrznego -polega na pomiarze wzglednej wartosci natezenia
dyfuzyjnego pradu roztwordw o takim samym stezeniu, ale innym skfadzie.

Badania powinny by¢ wykonane w statej temperaturze. Jeden z badanych roztworéw
przyjmujemy za wzorcowy. Wzgledem niego okreslamy stezenie roztworu badanego.

4. Metoda dodatku wzorca - polega na mierzeniu natezenia pradu dyfuzyjnego probki i
ponownym jego badaniu po dodaniu znanej ilosci sktadnika oznaczonego.

Wotamperometrycznie, w przypadku preparatow farmaceutycznych mozna oznaczac
zawartos$¢ wybranych pierwiastkdow stosowanych jako leki psychotropowe, np. preparaty litu
w psychiatrii. Jednak zdecydowana wiekszos¢ substancji leczniczych to zwigzki organiczne.

Woltamperometrycznie mozna analizowaé zwigzki organiczne, ktdre w swej strukturze
posiadajg ugrupowania ulegajgce procesom utleniania i redukcji.

Przyktady grup funkcyjnych ulegajgcych procesom redoks przedstawiono w Tabeli 2. Proces
wymiany elektrondéw przez analizowang substancje jest niezbednym kryterium w wiekszosci
technik analizy woltamperometrycznej zwigzkdw organicznych. Tylko technika adsorpcyjnej
woltamperometrii inwersyjnej oparta jest na innym procesie, tj. na osadzaniu oznaczanego
sktadnika na powierzchni elektrody.



Ugrupowania ulegajgce
woltamperometrycznej.

procesom

redoks w warunkach

Ugrupowania ulegajace procesom redoks
-NH, -NH;"
=C=0 -NH-
-NO =P-0-
-NO, -5H
=C=C= -NH-CO-NH-
=C=8 -NH-CS-NH-
=C=N- -NH-R R,y
-N=N. -NH-NH;
-0-0- -50,
=S0 -OH (fenol)

analizy

Podobnie jak w przypadku analizy pierwiastkdw, mozna woltamperometrycznie oznaczac kilka
substancji organicznych jednoczesnie, warunkiem takiego oznaczenia jest koniecznos¢ zajscia
procesu utleniania lub redukcji badanego zwigzku i wystgpienie réznicy w potencjale depozycji
pomiedzy badanymi substancjami.

Charakterystyka badanych lekéw

Pochodne fenotiazyny i azafenotiazyny stanowig liczng grupe heterocyklicznych
zwigzkéw organicznych o cennych wtasciwosciach leczniczych. Stosowane sg gtéwnie w
psychozach i powazinych schorzeniach psychicznych oraz jako leki przeciwwymiotne i
przeciwhistaminowe. Wiele z nich wptywa takie na czynnosci obwodowego uktadu
nerwowego. Okreslane s3 mianem neuroleptykéw lub lekédw antypsychotycznych.

Czasteczki pochodnych fenotiazyny zbudowane s z aromatycznego uktadu
tréjpierscieniowego, zawierajgcego heteroatomy siarki i azotu oraz alifatyczne lub
heterocykliczne podstawniki najczesciej w pozycji 2 i 10 uktadu fenotiazynowego.
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Pochodne azafenotiazyny, to analogi fenotiazyny, w ktérych jeden z pierscieni
benzenowych zastgpiony zostat pierscieniem pirydynowym.



Pochodne  azafenotiazyny  wprowadzono do lecznictwa jako  Srodki
przeciwuczuleniowe, pdzniej zastosowano je w leczeniu zaburzen psychicznych. Obecnie
stosowane s3 jako leki o dziataniu neuroleptycznym (protypendyl), przeciwhistaminowym
(izotypendyl), przeciwwymiotnym (oksypendyl) i przeciwkaszlowym (pipazetat).

Whtasciwosci fizyczne i chemiczne

Pochodne fenotiazyny (PF) i azafenotiazyny (PA) nalezg do zasad organicznych i moga

wystepowac:

e w postaci wolnych zasad jako oleiste ciecze, ktére w srodowisku kwasowym przytaczaja
jon wodorowy tworzgc kation pochodnej fenotiazyny lub azafenotiazyny:

PF +H* == (PF - H)*

e w postaci soli - gtdwnie jako chlorowodorki, rzadziej winiany, dimetylosulfoniany lub
maleiniany (pochodne fenotiazyny), chlorowodorki i dichlorowodorki (pochodne
azafenotiazyny). Sg to substancje krystaliczne o barwie biatej lub Zzdéttej, dobrze
rozpuszczalne w wodzie i niektérych rozpuszczalnikach organicznych. W roztworach
wodnych ulegaja dysocjacji elektrolitycznej z odszczepieniem kationu pochodne;j:

PF-HCl === (PF-H)* +CI'

Cecha wspdlng pochodnych fenotiazyny jest ich charakter zasadowy wynikajgcy z
obecnosci w potozeniu 10 ugrupowania dimetyloaminoalkilowego, piperydylowego lub
piperazynowego. Atom azotu w potozeniu 10 uktadu fenotiazynowego jest praktycznie
pozbawiony wtasciwosci zasadowych na skutek elektronossgcego dziatania pierscieni
aromatycznych i obecnosci elektrofilowego atomu siarki.

Pochodne fenotiazyny sg termicznie trwate do temperatury okoto 200° C, powyzej tej
temperatury ulegajg rozktadowi. Wartosci statych dysocjacji pochodnych fenotiazyny
(wyrazone w postaci pKa) sg zblizone i mieszczg sie w zakresie 9.2-9.42. Zmiana podstawnika
w pozycji 2 uktadu fenotiazynowego w zasadzie nie wptywa na zmiane wartosci pKa, natomiast
podstawnik w pofozeniu 10 uktadu fenotiazynowego powoduje nieznaczny wzrost wartosci
pKa.

Zwigzki te wykazujg wilasciwosci luminescencyjne lub przy naswietlaniu
promieniowaniem nadfioletowym - fluorescencyjne, niektére zas majg wiasciwosci
fotosensybilizujgce. Wiasciwosci te ttumaczy sie wystepowaniem w pierscieniach
aromatycznych uktadu fenotiazynowego elektronéw m, ktére w odpowiednich warunkach
ulegajg wzbudzeniu i przy przejsciu do stanu podstawowego emitujg kwant energii.

Pod wptywem wielu utleniaczy wodne roztwory pochodnych fenotiazyny tatwo
utleniajg sie tworzgc barwne produkty. Barwa tworzgcych sie produktow utleniania jest Scisle
zwigzana z budowg pochodnych fenotiazyny i zalezy gtdwnie od rodzaju podstawnika w
pozycji 2 i 10. Najczesciej uzyskiwane barwy form utlenionych pochodnych fenotiazyny to -
czerwona (np.chloropromazyna) pomaraniczowa (np. promazyna), rzadziej - fioletowa
(lewomepromazyna, metopromazyna) lub niebieska (tiorydazyna). Barwne produkty



utleniania pochodnych fenotiazyny pojawiajg sie przy potencjatach w zakresie od +0.7 do
+0.85 V. Wartosci tych potencjatéw malejg nieznacznie ze wzrostem kwasowosci roztworu.

Mechanizm procesu utleniania pochodnych fenotiazyny i azafenotiazyny

Pochodne fenotiazyny posiadajg uktad aromatyczny bogaty w zdelokalizowane

elektrony m oraz elektroujemne atomy siarki i azotu zapewniajace tym zwigzkom silne
wiasciwosci redukujgce. Pochodne fenotiazyny mogg ulegac¢ utlenianiu chemicznemu,
elektrochemicznemu i fotoutlenianiu.
Proces chemicznego utleniania pochodnych fenotiazyny zawierajacych podstawniki w pozycji
2 i 10 jest procesem dwustopniowym. W pierwszym etapie utleniania tworzy sie
kationorodnik. Jest to etap odwracalny z udziatem jednego elektronu. Etap drugi to
jednoelektronowy proces utleniania kationorodnika do bezbarwnego sulfotlenku; jest to etap
nieodwracalny. Przebieg procesu utleniania w sposdb ogdlny przedstawiono ponize;j:
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Mechanizm fotoutleniania pochodnych fenotiazyny i azafenotiazyny jest ztozony, a w wyniku
reakcji powstaje duza liczba produktéw. Szczegdlnie wrazliwy na czynniki utleniajgce jest atom
siarki w uktadzie tréjcyklicznym. Reakcjom utlenienia, katalizowanym przez jony metali
ciezkich i swiatto, ulegajg réwniez, cho¢ w mniejszym stopniu, atomy azotu i wegla. W procesie
rozktadu powstajg nietrwate formy wolnorodnikowe, ktére tworzg nastepnie odpowiednie
sulfotlenki, sulfony, N-tlenki, fenole oraz zwigzki o charakterze dimerdw.

Elektrochemiczne utlenianie pochodnych fenotiazyny i azafenotiazyny przebiega w dwéch
etapach. Pierwszy etap utleniania pochodnych fenotiazyny — odwracalny, jest reakcjg
utleniania pochodnej fenotiazyny (lub azafenotiazyny) do kationorodnika. Trwatos¢
otrzymanego kationorodnika zalezy od podstawnikéw R i Rip oraz od rodzaju i pH uzytego
elektrolitu podstawowego. Drugi etap jest reakcjg nieodwracalng prowadzgca do powstania
sulfotlenku.

Elektrochemiczne utlenianie pochodnych fenotiazyny przebiega przy potencjatach w
zakresie od +0.52 V do +0.7 V, przy czym ze wzrostem stezenia kwasu obserwuje sie nizszy
potencjat utleniania badanych zwigzkow.

Istniejg liczne pochodne fenotiazyny i azafenotiazyny réznigce sie podstawnikami Rz i
Ri10, W zwigzku z tym interesujgce staty sie badania wptywu podstawnikdéw na charakterystyke
elektrochemiczng badanych zwigzkdw. Stwierdzono, ze na potencjat pétfali ma wptyw rodzaj
podstawnika Rz i Rio, przy czym utlenianie byto trudniejsze im bardziej elektroujemny byt
podstawnik Rj:
-H< -Cl < -COCHj3 <-CF3



W przypadku podstawnikéw Rio wykazano, ze obecnos¢ dwdch atomoéw wegla w faiicuchu
powoduje niewielki wptyw na potencjat poéffali (E12), natomiast obecnos¢ trzech atoméw
wegla w fancuchu dziata izolujgco na azot w pierscieniu fenotiazynowym i dlatego nie
zaobserwowano wptywu na potencjat poffali. Stezenie badanej pochodnej fenotiazyny i
temperatura nie powodowaty zmian wartosci E1/2.

Celem  ¢wiczenia  jest  wykorzystanie  technik  woltamperometrycznych
(woltamperometrii cyklicznej-CV i woltamperometrii zmiennopragdowej prostokatnej- SWV)
do badania i oznaczania wybranych lekdw w preparatach farmaceutycznych.

Aparatura i uktad pomiarowy

Elektroda pracujgca (WE), zwana tez wskaznikowg, jest elektrodg polaryzowang. Powinna
miec¢ jak najmniejszg powierzchnie, gdyz mierzone prady moga wptyna¢ na stezenie mierzonej
substancji. Elektroda odniesienia (RE), jest to elektroda niepolaryzowalna, a jej powierzchnia
powinna by¢ duza, aby przeptywajacy przez nig prad nie powodowat zmiany potencjatu.
Stosuje sie tez trzecig elektrode - elektrode pomocniczg (CE) i przeptywa przez nig prad. Uktad
tréjelektrodowy wymaga zastosowania potencjostatu, w ktéry zwykle wbudowany jest
analizator elektrochemiczny.

W roztworze badanym, oprdcz substancji oznaczanej, obecny jest celowo dodany
elektrolit podstawowy zapewniajgcy przewodnictwo roztworu. Elektrolit podstawowy
powinien spetniaé nastepujace wymagania:

-powinien zapewnia¢ wystarczajgco szeroki zakres potencjatéw umozliwiajgcy oznaczenie
obecnych w prébce depolaryzatoréw,
- nie powinien tworzy¢ z depolaryzatorami soli nierozpuszczalnych.

Sposrod czesto stosowanych elektrolitdow podstawowych wymieni¢ mozna KCl, KNO,, HCI,

NaOH oraz bufory amonowy, fosforanowy, octanowy i wiele innych. Od elektrolitu
podstawowego zalezy potozenie piku lub fali na osi potencjatow.

Podczas oznaczen woltamperometrycznych nalezy usungc rozpuszczony w roztworze tlen.
Tlen z badanego roztworu, bez wzgledu na rodzaj rozpuszczalnika, jego pH czy tez rodzaj
analizowanej substancji (metale lub zwigzki organiczne), usuwany jest poprzez przepuszczenie
przez roztwdr badany gazu obojetnego — azotu lub argonu.

Czes¢ eksperymentalna

Uktad pomiarowy sktada sie z 3 elektrod: pracujacej - elektroda z wegla szklistego (0,07 cm?);
odniesienia - nasyconej elektrody kalomelowej (SCE) i pomocniczej — drutu platynowego.
Przyrzad elektrochemiczny: AUTOLAB 128N, firmy Metrohm-Autolab, wyposazony w program
NOVA 1.10. do rejestracji i analizy danych.

Odczynniki:

Roztwdr badanego leku - chloropromazyny (M=355,3 g/mol) o stezeniu 0.002 mol/I
przygotowac poprzez rozpuszczenie odpowiedniej odwazki w wodzie Milli Q.

Elektrolit podstawowy: bufor Brittona-Robinsona o pH=1,8.



Warunki Dla krzywych tta Dla krzywych Dla krzywych

pomiarowe z analitem z analitem
(szeroki zakres (waski zakres
potencjatéw) potencjatéw)

Zakres od-0,3Vdo1,3V |0d-0,3Vdo1,3V |0d0,3Vdo0,8V

potencjatow

Szybkosé 100 mV/s 100 mV/s 100 mV/s

polaryzacji

Liczba cykli 10 3 3

Doswiadczenie 1
Badanie procesu elektroutleniania chloropromazyny metodg woltamperometrii cyklicznej

a) Do naczynka elektrolitycznego dodaé 20 ml roztworu elektrolitu podstawowego (bufor
Brittona-Robinsona o pH=1.8) oraz umiesci¢ w nim 3 elektrody. Przed pomiarem
odtleniac¢ roztwdér badany strumieniem argonu w czasie 10 min. Zarejestrowac metodg
CV cykliczng krzywa woltamperometryczng elektrolitu (krzywa tta).

b) Nastepnie do roztworu elektrolitu dodaé¢ 9.57-10° mol/I (1.0 ml) chloropromazyny i
zarejestrowac¢ cykliczng krzywg woltamperometryczng w szerokim zakresie
potencjatéw.

c) Nastepnie ponownie zarejestrowaé cykliczng krzywa woltamperometryczng
chloropromazyny w waskim zakresie potencjatéw.

Scharakteryzowaé¢ otrzymane krzywe CV chloropromazyny. Okresli¢ jakim procesom
odpowiadajg otrzymane piki utleniania i redukcji.

Doswiadczenie 2
Badanie wplywu steienia analitu na wartosci rejestrowanych pikéw utleniania
chloropromazyny metodg woltamperometrii zmiennopragdowej prostokatne;j.

Warunki pomiarowe

Zakres potencjatow 0d0,2Vdo0,8V
Amplituda 25 mV
Czestotliwos¢ 15 Hz
Wielkos$¢ schodka 4 mV

a) Do naczynka elektrolitycznego dodac¢ 20 ml roztworu elektrolitu podstawowego (bufor
Brittona-Robinsona o pH=1.8) oraz umiesci¢ w nim 3 elektrody. Przed pomiarem
odtleniaé roztwdr badany strumieniem argonu w czasie 10 min. Zarejestrowa¢ metodg
krzywa elektrolitu podstawowego metodg SWV(krzywg tta).



b) Do naczynka elektrolitycznego dodad¢ wzrastajgce stezenia chloropromazyny i

b)

rejestrowac krzywe SWV. Po dodaniu analitu przed kazdym pomiarem wymieszaé
roztwdr strumieniem argonu.

Cpcem[mol/y | Vp [ml] Vi [ml] (o cem | 1 [A] E[V]
[mol/L]

0.002 0.03 20+0.03
0.2
0.4
0.8
1.1
1.5
2.3

Na podstawie uzyskanych krzywych wykona¢ krzywa wzorcowg do oznaczania
chloropromazyny.

Doswiadczenie 3
Analiza chloropromazyny w preparacie farmaceutycznym.

Przygotowac 3 tabletki preparatu farmaceutycznego chloropromazyny, poprzez ich
rozgniecenie w mozdzierzu. Odpowiednig ilo$¢ substancji (odpowiadajgcg jednej
tabletce - 25 mg CPM) rozpusci¢ w kolbie na 25 ml i dopetni¢ wodg do kreski.
Otrzymany roztwér dobrze wymiesza¢ przez 5 min, a nastepnie przesaczy¢ przez
sgczek. Do analizy woltamperometrycznej pobra¢ 1 ml otrzymanego przesaczu.

Do naczynka elektrolitycznego doda¢ 20 ml roztworu elektrolitu podstawowego (bufor
Brittona-Robinsona o pH=1.8) oraz umiesci¢ w nim 3 elektrody. Przed pomiarem
odtleniaé roztwdr badany strumieniem argonu w czasie 10 min. Zarejestrowa¢ metoda
CV cykliczng krzywg woltamperometryczng elektrolitu (krzywa tta).

Do naczynka elektrolitycznego dodaé przygotowany roztwdr chloropromazyny z
preparatu farmaceutycznego i zarejestrowaé krzywg SWV. Analize powtérzyé 3
krotnie.

Na podstawie uzyskanych wynikdw oraz réwnania krzywej wzorcowej obliczy¢ zawartosc
chloropromazyny w preparacie farmaceutycznym.

Wymagania:
1.Podstawy metod woltamperometrycznych najczesciej wykorzystywanych do badania

lekow.

2. Mozliwosci, zalety i ograniczenia metod woltamperometrycznych w analizie lekéw.
3. Charakterystyka zwigzkéw badanych podczas ¢wiczen.
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