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CZESC LITERATUROWA

I. Wprowadzenie
W ostatnich latach obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie analiza lekow, wynikajace z jej
roli w kontroli jako$ci farmaceutykéw oraz w wykonywaniu i identyfikacji szeroko pojetych
srodkow biologicznie czynnych takich jak s$rodki psychotropowe, anaboliki, czy $rodki
dopingujace. Analiza preparatow leczniczych z uwagi na réznorodno$¢ ich postaci
farmaceutycznych 1 niejednokrotnie ztozong budowe chemiczng jest czgsto duzym
wyzwaniem dla chemika, wymagajacym od niego wszechstronnego przygotowania
teoretycznego i1 eksperymentalnego dotyczacego przeprowadzenia analizy substancji czynnej
w probce. Wykorzystanie znajomosci istotnych elementow struktury chemicznej badanych
zwigzkow oraz ich wlasciwosci fizykochemicznych jest bardzo istotne podczas projektowania
procedury kontroli jakos$ci.
Procedury kontroli jakosci lekow obejmuja:
e ustalenie tozsamos$ci 1 czystosci substancji leczniczej na drodze analizy
chemicznej, chromatograficznej i spektralne;;
e analiz¢ jakosciowa i iloSciowa zawartosci substancji leczniczej;
e projektowanie toku oraz przeprowadzenie analizy jakoSciowej polegajacej na
rozréznianiu kilku zwigzkow biologicznie aktywnych, ktére naleza do jednej

grupy strukturalnej (np. barbiturandéw, steroidow, peptydow, tetracyklin).

Czysto$¢ substancji stosowanych w produkcji farmaceutycznej jest problemem
niezwykle istotnym. Zanieczyszczajace je substancje moga pochodzi¢ z réznych Zrédet, m.in.
od substratow uzytych do syntezy, z rozpuszczalnikéw, lub moga by¢ wynikiem reakcji
ubocznych towarzyszacych syntezie. Zmiany w skladzie preparatu farmaceutycznego moga
wynika¢ rowniez z niewlasciwego przechowywania lub dzialania na niego czynnikow

zewngtrznych przyspieszajacych rozklad, takich jak wilgo¢ lub §wiatlo stoneczne. Podczas



badania czystosci substancji leczniczej nalezy zwrdci¢ 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$ci substancji czynnej jest dziataniem rutynowym w procesie produkcji preparatu
farmaceutycznego, ale techniki uzywane do tej analizy s réznorodne. Wybdr techniki
analitycznej zalezy nie tylko od sktadu leku, ale réwniez od ilo$ci probki jaka dysponujemy
ijej trwatosci Metody charakteryzujace si¢ jak najkrotszym czasem przygotowania probki
oraz krotkim czasem analizy s3 szczeg6lnie cenione w analizie lekow Waznym kryterium
wyboru metody analitycznej jest koszt aparatury i odczynnikoéw oraz rodzaj informacji
oczekiwanej po analizie (doktadno$¢, precyzja, czutos$¢, selektywnos¢). Zawarto$¢ badanej
substancji oraz odchylenia od wartos$ci teoretycznej sa $cisle okreslone normami. Szczegdlnie
wazny jest dobor takich metod analitycznych, ktoére gwarantuja oznaczanie substancji
aktywnej oraz ewentualnych jej zanieczyszczen na poziomie mikrograméw i nizszych.

W Polsce za weryfikacj¢ bezpieczenstwa i jakosci produktéw leczniczych, wyrobow
medycznych 1 produktoéw biobdjczych statutowo odpowiedzialny jest Narodowy Instytut
Lekow, w ktorym decyzja Ministra Zdrowia wydang w grudniu 2005 roku powotlano
Narodowe Laboratorium Kontroli Produktéow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktéw Biobojczych (NLKPLWMIiPB). Kontrola wybranych produktow, jest tez zgodnie
z kompetencjami wykonywana przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego- Panstwowy
Zaktad Higieny, Instytut Hematologii, Panstwowy Instytut Weterynarii oraz Instytut
Zywnosci i Zywienia. Konieczno$é ciggltego kontrolowania wyrobéw medycznych
niezaleznie od kraju pochodzenia czy stosowanego w nim systemu zapewniaja procedury
good manufacturing practice-dobra praktyka produkcyjna (GMP) oraz kontroli jakos$ci
sprecyzowane przez Migdzynarodowa Organizacj¢ Normalizacyjng (ISO).

Negatywne wyniki analiz produktow leczniczych badanych w Instytutach s3 migdzy
innymi zwiazane z niewlasciwie wykonang postacig leku, zanieczyszczeniem surowcoOw lub
finalnego wyrobu, oraz kontaminacja mikrobiologiczng. Do gléwnych przyczyn bedacych
powodem usunigcia leku z rynku nalezg zaréwno te niegrozne dla pacjenta takie jak kruszenie
si¢ tabletek, przebarwienia jak i te bardzo grozne, dotyczace kontaminacji chemicznej i

mikobiologiczne;.

II. N-acetylocysteina
N-acetylocysteina (NAC), pochodna aminokwasu cysteiny, nalezy do grupy lekow

tiolowych. Leki te stosuje si¢ w przypadku nadmiernej produkcji lepkiego $luzu w drogach



oddechowych. NAC dzigki obecnosci wolnych grup zawierajacych atomy siarki ma zdolno$¢
rozbijania glikoprotein $luzu na mniejsze czasteczki oraz uptynniania go i zmniejszania jego
lepkosci. Dzigki temu utatwia odkrztuszanie wydzieliny zalegajacej w drogach oddechowych
oraz poprawia czynno$¢ nablonka oddechowego. Stosuje si¢ ja w ostrym i1 przewleklym
zapaleniu oskrzeli 1 oskrzelikow, mukowiscydozie, rozedmie ptuc oraz innych chorobach
drog oddechowych charakteryzujacych si¢ duza iloscig gestej wydzieliny $luzowej. NAC
wykazuje takze dziatanie przeciwutleniajace, dzigki ktéremu neutralizuje wolne rodniki
w zmienionych zapalnie lub niedotlenionych komorkach.. Jest tez stosowana jako odtrutka
w przypadku zatrucia paracetamolem, gdyz inaktywuje toksyczne metabolity paracetamolu
i chroni watrobg przed uszkodzeniem. Od niedawna NAC znalazla rowniez zastosowanie
w terapii zaburzen psychicznych m.in. schizofrenii oraz terapii zakazen wirusem HIV.
Zwiazek ten jako gtowny sktadnik lekow wystepuje w komercyjnie dostepnych preparatach
farmaceutycznych takich jak: ACC, Nacecis, Tussicom. Po podaniu doustnym NAC dobrze
wchlania si¢ z przewodu pokarmowego, osiggajac maksymalne stezenie w drogach
oddechowych po 0,5-3h. Wykazuje szczegdlne powinowactwo do tkanki ptucnej i wydzieliny
oskrzelowej. Metabolizowana jest gtéwnie w watrobie 1 wydalana z moczem.
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Rysunek 1. Wz6r strukturalny n-acetylocysteiny.



CZESC DOSWIADCZALNA

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie NAC w tabletce za pomoca techniki wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detekcja fluorymetryczng i pordwnanie jej zawartosci z wartoscia

deklarowang przez producenta w preparacie farmaceutycznym ACC.

I. 1. Aparatura

= chromatograf cieczowy Hewlett-Packard 1100 z detektorem spektofluorymetrycznym,
=  kolumna chromatograficzna Phenomenex, Polymer X (150x4,6mm, 5 pm),

=  waga analityczna,

= zestaw pipet automatycznych wielomiarowych o pojemnos$ci w zakresie 10 - 100 pl,

100 -1000 pl oraz 1 - 5 ml.

I. 2. Odczynniki

= acetonitryl (ACN),

= 0,0025M wodorotlenek sodu (NaOH),

= (0,0025M aldehyd o-ftalowy (OPA),

=  0,IM roztwor standardowy N- acetylocysteiny (NAC) przygotowany w wodzie,
= 0,5M bufor Tris-HCI pH=9,

= 1M butyloamina (B-NHz) przygotowana w wodzie,

= 0,25M tris(2-karboksyetylo)fosfina (TCEP) przygotowana w wodzie,

= woda dejonizowana,

= preparat farmaceutyczny: tabletka ACC.

I. 3. Materialy

= probéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml (20 szt.) oraz 2ml (8 szt.),
= zestaw koncowek do pipet automatycznych wielomiarowych,

= zlewka o pojemnosci 100 ml,

=  kolba miarowa o pojemnosci 10 oraz 100 ml,

= naczynko wagowe i topatka,

= lejek,

= fiolki chromatograficzne wykonane ze szkta oraz zakretki (15 szt.),

= lignina / recznik papierowy,

= flamaster,



=  mozdzierz,
= pojemnik na odpady,

=  statyw na probowki oraz fiolki.



I1.

Wymagane Srodki ostroznosci

W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student powinien nosi¢ odziez ochronng (okulary

ochronne, rgkawiczki, fartuch laboratoryjny) oraz bezwzglednie przestrzegaé zasad

bezpieczenstwa i higieny pracy oraz regulaminu pracowni.

Student powinien nie dopuszcza¢ do wdychania oparéw cieczy, oraz pipetowania

roztworow ustami.

Na kazdym etapie wykonywania ¢wiczenia Student powinien postepowaé zgodnie

ze wskazdéwkami prowadzacego zajgcia.

Identyfikacja zagrozen:

v acetonitryl (ACN) - wysoce latwopalna ciecz i pary. Dziata draznigco na oczy oraz
moze powodowac ich uszkodzenie. Dziala szkodliwie w kontakcie ze skorg. Moze

powodowac¢ podraznienie drog oddechowych. Dziala toksycznie po potknigciu.

&

v’ aldehyd o-fltalowy (OPA) — dziala toksycznie po potknigciu. Powoduje powazne
oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu. Moze powodowaé reakcj¢ alergiczng skory
oraz podraznienie dréog oddechowych. Dziala toksycznie na organizmy wodne,

powodujac dlugotrwate skutki.

SO©

v" wodorotlenek sodu (NaOH) - moze powodowaé korozje metali. Powoduje

podraznienia skory oraz powazne uszkodzenia oczu. Moze powodowa¢ podraznienie

OO

drog oddechowych.



v butyloamina (B-NHz) — wysoce tatwopalna ciecz i pary. Moze powodowa¢ korozje
metali. Dziala szkodliwie po polknigciu. Dziata toksycznie w kontakcie ze skorg lub w

nastepstwie wdychania. Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu.

S

V' tris(2-karboksyetylo)fosfina (TCEP) — powoduje powazne oparzenia skory oraz

uszkodzenia oczu.

ITI. Wykonanie ¢wiczenia

ITI.1. Przygotowanie ukladu chromatograficznego do pracy oraz warunki prowadzenia
pomiarow
Warunki chromatograficzne:

e faza ruchoma: 24% ACN, 76% 0,0025M + 0,0025M OPA,

e celucja: izokratyczna,

e predkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 1 ml/min,
e czas analizy: 7 minut,

e temperatura kolumny: 25 °C,

e dlugosé fali wzbudzenia: 340 nm,

e dlugos¢ fali emisji: 440 nm,

e wzmocnienie (gain): 14,

e objetos¢ wprowadzanej probki: 5 pl.

Schemat postepowania.

e wlgczenie chromatografu cieczowego (postgpowaé zgodnie ze wskazoéwkami
prowadzacego ¢wiczenia oraz instrukcja od chromatografu),
e podiaczenie kolumny do chromatografu (postgpowaé zgodnie ze wskazowkami

prowadzacego ¢wiczenia i jej uruchomienie,



¢ kondycjonowanie kolumny chromatograficznej,

e ustawienie parametrow metody i sekwencji analiz,

¢ wykonanie analiz,

e umycie

kolumny

przechowywania.

chromatograficznej 1 przygotowanie jej do dluzszego

I11.2. Przygotowanie probek do krzywej kalibracyjnej

Probki do krzywej kalibracyjnej przygotowaé w dwoch powtorzeniach wykorzystujac

w tym celu odpowiednio rozcienczony za pomoca wody dejonizowanej roztwoér standardowy

NAC o stezeniu 0,1M. Roztwory przygotowac tak, aby koncowe stezenie NAC wynosito; 0,

5, 10, 20, 40, 60 ,100 nmol/ml. Schemat postepowania podczas przygotowania probek

przedstawiono na Rysunku 2.
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1) Bufor Tris-HCI 200 pl,
2) NAC dla kazdego stezenia 50 pl,

3) TCEP 5 pl (odczekaé 5 minut po
dodaniu),

4) B-NH, 20 pl

5) H,0 225 pl.

Rysunek 2. Schemat postgpowania podczas przygotowania probki do krzywej kalibracyjne;.

I11.3. Przygotowanie roztworu ACC

1) na wadze analitycznej zwazy¢ 1 tabletke preparatu ACC,

2) przygotowac odwazke o masie 100 x mniejszej niz masa tabletki z pkt.1

3) odwazke rozpusci¢ za pomoca wody dejonizowanej w kolbie o pojemnosci 10 ml,

4) z kolby o pojemnosci 10 ml pobra¢ za pomoca pipety automatycznej 1 ml roztworu,

przenies¢ go do kolby o pojemnosci 100 ml i uzupetni¢ do kreski woda dejonizowana,

5) probke preparatu ACC przygotowaé w dwoch powtorzeniach zgodnie ze schematem

przedstawionym na Rysunku 2.



IVv.

Opracowanie i dyskusja wynikow
Przedstawi¢ wszystkie niezb¢dne do przygotowania roztworéw kalibracyjnych
obliczenia.
Na podstawie poroéwnania czasu retencji oraz widma roztworéw wzorcowych NAC
oraz tych uzyskanych dla badanej tabletki stwierdzi¢ czy analit jest obecny
w badanym preparacie farmaceutycznym.
Zintegrowa¢ uzyskane chromatogramy, spisa¢ pola powierzchni pikow oraz ich
wysokosci. Na podstawie uzyskanych danych wyliczy¢ srednie pola powierzchni oraz
wysokosci pikow.
Na podstawie wartos$ci pol powierzchni metoda najmniejszych kwadratow wykresli¢
krzywa kalibracyjna, wyznaczy¢ jej rOwnanie oraz wspotczynnik korelacji R.
Okresli¢ czy wykonane pomiary zostaly przeprowadzone precyzyjnie oraz doktadnie?
Wskazaé, co o tym $wiadczy? Jako kryterium akceptacji nalezy przyjaé wartosci
wyznaczonego parametru, charakteryzujacego precyzje pomiaréw, nie przekraczajace
5%, a dla parametru charakteryzujacego doktadno$¢ wartosci w zakresie 85-115%.
Uzyskane wyniki dla pkt. 31 5 zestawi¢ w tabeli.
Oznaczy¢ zawarto§¢ NAC w probce preparatu farmaceutycznego i porodwnaé

z warto$cig deklarowang przez producenta — zamiescic¢ niezbgdne obliczenia.
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