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Tento cldnek je vénovdn 75. vyroci objevu polarografie.

Doslo dne 1.IX.1997

1. Uvod

Od samych pocétki klasické dc-polarografie, tedy brzy
po roce 1922, vénovala zvlasté prazskad Skola profesora
Heyrovského zna¢nou pozornost polarografickému vyzku-
mu organickych latek, jez jsou fyziologicky aktivni nebo
se dokonce pouzivaji jako 1é¢iva. Toto studium probihalo
soucasné s objevovanim zékladnich vztahti dc-polarografie
a cilem bylo tedy hlavné zjisténi polarografické aktivity,
navrh pribéhu elektrodového déje v souladu se strukturnim
vzorcem a hlavné zjis§téni, zda a v jakém rozmezi je limitni
proud, vétSinou redukéni, imérny koncentraci stanovované
slou¢eniny. Takovy ndlez vede k moznosti analytického
vyuziti, jez bylo tehdy pfednostnim cilem. Popsana situace
odpovida hlavné tficatym az padesatym létim a byla nej-

1épe zachycena v Bfezinové monografii' z roku 1952.

2. Historicky vyvoj

Vzhledem k nedokonalé znalosti funkénich, t.j. na rtu-
fové kapkové elektrodé redukovatelnych, ziidka oxidova-
telnych, skupin, nebylo zamé&fen{ na ndkteré farmakologic-
ky vyznamné latky pravé nejstastngjsi: prikladem muize byt
interpretace redukénich vin vétSiny alkaloidi. Vyzkum tu
zah4jil ¢esky autor Pech’, ale nejobsahlejsi studii publiko-
val ve vice sdélenich Kirkpatrick3. Vysledkem byl pozna-
tek, ze u vétSiny alkaloidi dochézi diky pfitomnosti dusiko-
vého atomu v molekule ke katalytické redukci hydroxonio-
vych iontl. Pozorovana vina md tedy katalyticky charakter,

je zna¢né zavisla na koncentraci zkoumané latky na povr-
chu elektrody, kde probiha katalyticky déj tvorby adduktu
mezi dusikatou latkou a protonem, po niz néasleduje vlastni
elektrolytickd redukce’. Tento mechanismus sice vede ke
znacéné citlivosti, ale zaroven i zptsobuje nespecificitu zkou-
maného déje pii analytické aplikaci. Navic je podobné vyuziti
nepiijemné zavislé na pH roztoku a na pfitomnosti dalSich
povrchové aktivnich latek. I kdyz katalyticky aktivni se
ukdazala vétsSina alkaloidi, je takové chovani zvlasté typické
pro alkaloidy morfinového / a kodeinového typu, v nichz
se nevyskytuje zddnd redukovatelna skupina. Naproti tomu
chinové alkaloidy - chinin ¢i cinchonin — se nabizeji ke
specifickému elektroreduktivnimu stanoveni diky piitom-
nosti dvojné vazby C=N v chinolinovém kruhu’-’. Rovnéz
elektroaktivni se ukdzaly polosyntetické oxidac¢ni produkty
morfinu a kodeinu, jako je hydromorfon IV, dihydrokodon
/// & dihydrooxykodon (Santavy®, Volke a Foftova’:$).
Tyto rozdily v chovéani u latek jedné tfady, pokud se tyka
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Tabulka I
Polarograficky aktivni funkéni skupiny
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prirodniho piivodu, ukdzaly na vyznam zjistovani pfitom-
nosti redukovatelnych ¢i oxidovatelnych funkénich skupin
(tab. I). Vyzkumu v tomto sméru byla vyznamné zasvécena
Ctyficata az Sedesatd 1éta. Studie byly vyznamné speciali-
zovany na farmaceutickou analyzu.

3. Soucasné zaméfeni

Ve svrchu uvedené souvislosti je mozno zahrnout do
farmaceutické ¢i medicinské polarografické (voltametric-
ké) analyzy tyto okruhy’:
vyrobni kontrola a problémy, jez plynou z pfedpisti pro
registraci novych 1é¢iv v jejich 1ékovych formach,
kvalitativni a hlavné kvantitativni stanoveni drog (fy-
ziologicky aktivnich latek) v 1é¢ivych pfipravcich zndmého
i neznamého sloZeni,
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- stanoveni ¢i detekce degrada¢nich produktli ¢i zne-
Cisténin ve farmaceutickych preparatech,

- stanoveni farmaceutik a jejich metabolitii v télnich te-
kutinach ¢i tkanich lidskych a zvifecich (i rostlinnych) se
zvlastnim zietelem k toxikologii, farmakologii a k farma-
kokinetice.

Celkem tedy jde ve farmaceutické analyze o stanoveni
in vitro, kdezto ve farmakologii a farmakokinetice Castéji
o stanoveni in vivo. Matrice, v nichZ je pritomna stano-
vovana latka, jsou tedy v prvnim pfipadé farmaceutické
pfipravky, rostlinné tkan¢, suroviny a chemické produkty,
ve druhém potom télni tekutiny a tkan¢, piipadné celé Zivé
organismy (kupf. krev, krevni sérum, miSni mok apod.).
Vzhledem k piesnosti typické pro klasickou dc-polaro-
grafii, tj. 2-3 % rel., jez je o néco vyhodnéjsi nez ve
voltametrii na pevnych elektrodach (Pt, Au aC), nejsou tyto
elektrochemické metody vyhodné pro stanoveni Cistoty
latek, kde je elektroaktivni ltka zastoupena procentudlné
tésné pod 100% matrice. Pfesnost je mozno v elektro-
chemii zvySit vyuZitim coulometrie nebo coulometrickych
titraci. dc-Polarografie umoziuje stanoveni v rozmezi od
5.10%do 10-3mol.lI"' nebo pon&kud niZe pfi viceelektrono-
vych déjich, kupf. redukci aromatickych nitroskupin. Elek-
troaktivni skupiny a pocet elektronl pfedavanych pfi jejich
elektrodovych déjich jsou znazornény v tabulce 1. ZvySeni
citlivosti, jez by obecné vyhovovalo, nebylo dosazeno
kompenzaci nabijeciho proudu'’ ani tzv. tastovacimi me-
todami, nybrz teprve pozd&ji metodami pulsnimi'!.

Za této experimentdlni situace a s jiz pokroCile vy-
vinutymi zéklady polarografie” (Ilkovi¢ova rovnice pro
limitni difuzni proud, Heyrovského-Ilkovi¢ova rovnice pro
tvar ;-E-kiivky a Kouteckého rovnice pro tvar této kiivky
u ireverzibilniho déje) dosdhla dc-polarografie vrcholu své
aplikovatelnosti v tomto oboru a i vrcholu své popularity.

4. Lékopisy

Diisledkem obliby bylo zavedeni této metody do ofi-
cidlnich 1ékopisi, nejprve v roce 1954 v Ceskoslovensku”
a pozdéji v USA. Ceskoslovensky Iékopis, pro ktery autor
tohoto ¢lanku psal plivodni teoretickou Cést a tcastnil se
stylizace ¢lank( specidlnich, predepisoval polarografické
stanoveni pro Kyselinu askorbovou, chlortetracyklin, chlor-
amfenikol, nikotinamid a jednu anorganickou komponentu,
zinek v zinkinsulinové suspenzi. Od této doby zistalo
vyuziti polarografickych postupd v 1ékopisech zachovdno
i v daldich vydanich'™""". Ve tietim vydani &eskosloven-

ského Iékopisu - PhBS III (Pharmacopoea Bohemoslove-
nica)!3, jez vyslo 1970, byla pfedepsdna tato stanoveni:
- Alcohol benzylicus (stopy benzaldehydu),

- Tabuletta hydrocodonii hydrogentartarici,

- Injectio hydroprogesteroni capronici,

- Injectio desoxycortoni acetici,

- Injectio progesteroni,

- Injectio testosteroni propionici,

- Injectio insulini,

- Injectio insulini globinati cum zinco,

- Injectio insulini amorphi cum zinco,

- Suspensio insulini cum zinco comp.,

— Suspensio insulini cryst. cum zinco,

- Injectio cinchocaini chlorati.

Paralelné s timto vyvojem byla polarografie zavedena
pro stanoveni nékterych sulfonamidt v USP XVII (1965)
a objevila se i v tehdejsi NDR v DAB 7. Vyvoj vyuziti
polarografickych ¢i voltametrickych postuptl ve farmako-
pejich je velmi dobie znat na poslednim, ¢tvrtém, vydani
eskoslovenského 1ékopisu z roku 1987 (cit. '4) (PhBS 4).
Znacné se tu snizil pocet stanoveni predepsany pro Cistou
latku. Zustavé jen v ¢lancich Insulinum (stanoveni zinku
v ném) a Riboflavinum. Naproti tomu je pomérné dobré
zastoupeni u lékovych forem. Jde o tyto systémy podle
abecedy:

- Injectio hydroxyprogesteroni capronici,

- Injectio nicotinamidi

- Obductetta methyltestosteroni (obduktetta je tableta
s ochrannym obalem, anglicky coated tablet) (V1)

- Obductetta riboflavini,

- Tabuletta metronidazoli (1X),

- Tabuletta nicotinamidi.

Funkéni skupiny, jez se takto uplatiiuji, jsou karbony-
lovd s konjugovanou dvojnou vazbou, dale dusikaty hetero-
cyklus a nitroskupina na dusikatém heterocyklu. Jak pocet
aplikaci tak i vyuzité aktivni skupiny, vesmés redukovatel-
né na rtufové kapkové elektrod€, odpovidaji souCasnym
znalostem vyhod elektrochemickych analytickych metod
i subjektivnim faktor@im, t.j. jejich oblibé mezi analytiky.

Slabosti postupli pifedepsanych u tablet a obduktet je
fakt, Ze se tu nevyuziva citlivosti polarografie, i klasické,
jez umoznuje stanoveni miligramovych i menSich mnoz-
stvi, to znamena analyzu jednotlivych tablet. Pfedpisy
vjednotlivych ¢lancich jsou stylizovany vzdy pro 20 tablet,
ziejmé v analogii s témi, kde je pouzitd metoda (kupf.
titra¢ni) mnohem méné citliva. Pisatel tohoto ¢lanku vzdy
ocenoval, kupf. pri analyze morfinovych a kodeinovych
alkaloid@’-*i 1,4-benzodiazepinovych (VIII) i dalich psy-
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chofarmak!5:1¢ analyzy jednotlivych tablet, kde byly vy-
sledky podrobeny statistickému zpracovani, jako je tomu
u neuroleptika clozapinu (X) (tab. II). Obdobné vysledky
byly ziskdny i u téch benzodiazepinovych derivatl, jejichz
obsah v tableté miiZe byt az o dva fady nizsi (0,25 az 1 mg)
Je tomu tak u diazepamu!7 (VIII) nebo u lorazepamu'.

Tabulka IT
Polarografické stanoveni clozapinu v jednotlivych table-
tach (Brittondv-Robinsontv pufr, 10 % DMF)

__dePolarografie’  _ dpp’
[mg] %] [mg] %)
9,542 95,42 9,617 96,17
9,431 94,31 9,513 95,13
9,843 98,43 10,041 100,41
9,579 95,79 9,818 98,18
9,422 94,22 9,646 96,46
9,752 87,52 9,929 99,29
9,489 94,89 9,560 95,60
9,841 98,41 10,134 101,34
9,527 95,27 9,604 96,04
9,966 99,66 10,034 100,34

%, =9,639 X, = 9,79

%, = 96,39 %, = 97,9

* Mgieni pomoci dcp a dpp nebyla provedena na témze
vzorku

5. Aplikovatelnost elektrochemickych
analytickych metod

ZkuSenosti farmaceutickych analytik(i ukdzaly, Ze v tom-
to analytickém oboru se uplatiiuji polarografické postupy
piedevS§im u tablet a roztok®, kupf. injekénich. V téchto
piipadech stanovovana latka neni pfitomna v pfehnané
nizké koncentraci, jeji pfibliZznd koncentrace je zndma
a vzorek obsahuje malo interferujicich primési. Takovou
pfimési v suspenzi, jeZ je analyzovdna, miZe byt table-
tovaci hmota, na niZ se elektroaktivni latka pripadné ad-
sorbuje. Na rozdil od optickych metod nepiekazeji zakaly,
plisobené suspenzi excipientu. Pomocné tabletovaci hmoty
mohou byt kupf. predzelovany kukufi¢ny Skrob, polyvi-
don, karboxymethylcelulosa, stearin a hotrecnatd sil ste-
arové kyseliny. Prekvapujicije, Ze u tablet neni vétSinou
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tfeba provadét zvlastni extrakci: praskovana (i jednotliva)
tableta je obvykle po kratkou dobu protiepavana s vhodnym
rozpoustédlem (kupf. dimethylformamidem, acetonitrilem,
methanolem a dal§imi, ale i vodou). Extrakt, ¢asto bez
nasledné filtrace, je smisen se zakladnim roztokem, vétsi-
nou vodnym, jako je pufr, silnda baze nebo silna kyselina.
Na rozdil od vyzkumu elektrodovych mechanismii je ob-
vykla koncentrace nevodné slozky pii analyze mezi 5 az 50 %.
Zajistuje tu totiz lepsi rozpustnost organického analytu,
nikoliv aprotické prostfedi, slouzici ke zjednoduseni elek-
trodového mechanismu. Vyhodnost polarografie srovnaval
s jingymi metodami pii stanoveni redukovatelnych steroidt
de Boer' . Dosel k nasledujicim poznatkiim tabelovanym
v tabulce I11.

Dolni mez citlivosti dc-polarografie lezi u 5.10° mol.I"!,
t.j. asi 6 Lg.ml"! pramérné velké organické molekuly. Zna-
mena to, ze takto lze stanovovat elektroaktivni vzorky ve
farmaceutickych preparatech, ale sotva se tak dosahne cit-
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livosti potiebnych pro stanoveni koncentraci farmaceutik
nebo jejich metabolitli v biologickych matricich, kde je
jejich koncentrace az o 2-3 fady nizsi: mysli se tu na krev,
krevni sérum, moc¢, piipadné snad i stolici.

Tabulka III

Vhodnost riiznych metod pro analyzu kortikosteroidi®

A. Cisté latky

Metoda Identita  Cistota Obsah Doba
analyzy
Kolorimetrie - +/— + 60 min.
UF spektrometrie - - + 10
IC spektrometrie  ++ +/- 20
Opticka rotace + - + 10
Polarografie +/- - ++ 10
TLC + + 60
GC - - -
HPLC + 44 44 10

B. Kvantitativni analyza farmaceutickych pripravki

Forma Kolori- UV foto- Polaro- HPLC

metrie metrie grafie
Tablety +/-E +/-E 44 +/-
Vodné roztoky  +/-E ++ ++ ++
Alkohol. roztoky ~ ? +4 44- ++
Olejové roztoky 7 7 7 il
Suspenze +/-E ok 7 7
Masti, krémy vse 4-/-E

vse?

Cipky

v8ak zménila v pribéhu sedmdeséatych let zavedenim tzv.
pulsnich metod! 1,22,23 vyvinutych nejprve v Anglii. Patii
mezi né normalni pulsni polarografie (npp) a voltametrie
(npv), pfi nichZ se na s ¢asem neménnou stejnosmérnou
potencidlovou rampu vkladaji linearné rostouci pravouhlé
potencidlové pulsy (o délce asi 50 ms). Vysledkem je
sigmoidni i-F kiivka jako v dc-polarografii podle Hey-
rovského. V diferenéni pulsni polarografii (dpp) se na
linedrné s Casem rostouci potencidlovou rampu vkladaji
pravouhlé potencidlové pulsy (trvani je tu opét asi 50 ms
a hodnota AF = 1 az 100mV). Vysledkem je kiivka s ma-
ximem v t&sné blizkosti pil vinového potencidlu E; ,kla-
sického dc-polarogramu. V prvnim piipadé je koncentraci
umérny limitni proud, v dpp pak plati linedrni zavislost
mezi vy$skou proudového piku a koncentraci. Obé zapojeni
prakticky eliminuji nabijeci proud indikaéni (vét§inou rtu-
tové kapkové) elektrody a zvySuji citlivost o jeden az dva
fady. Dalsi postupy, které mnohondsobné zvySuji citlivost,
jsou rozpoustéci (stripping) a adsorpéni** rozpoustéci po-
stupy. V prvnim z nich se pfed vlastni registraci analyticky
vyuzitelné i-E kiivky prekoncentruje na stacionarni elek-
trodé zkoumana latka kupft. redukci pii vhodném potencialu
a teprve pak se registruje i-E kfivka reoxidace produktu
primédrniho obohacovéni. Tento postup je nejvhodné;jsipro
stanoveni kationtil, ve farmaceutické chemii pro stanove-
ni stop tézkych kovil v surovinach. U organickych latek
je vyznamnéjSi tzv. adsorpéni rozpoustéci voltametrie
AdSV?2425 kde je po presné danou dobu stanovovand latka
adsorbovana na stacionarni elektrodé pii potencidlu elek-
trochemické inaktivity. Pak se registruje i-E kiivka pro
ptvodni latku. Detek¢ni limity a praktické dolni koncen-
traéni limity jsou udany v tabulce IV. V literatuie je uda-

[y

vana nejnizsi detekéni koncentrace v metodé AdSV jako

Tabulka IV
Citlivost polarografickych a voltametrickych metod

44+ uzite¢nd, + pfijatelnd, +/- ptipadng piijatelnd, - nelze uit,
? nebyla uzita, E extrakce nutnd, ¢ili o 30 minut delSi trvani

Toto zjisténi vedlo koncem Sedesatych let k vyraznému
poklesu uzivani polarografie a voltametrie ve farmaceu-
tické, klinické a obecné organické analyze. Takova situace
zavladla navzdory Zumanovu tvrzeni’ v knize Practical
Polarography z roku 1968, Ze polarografie patfi mezi pét
vedoucich instrumentdlnich metod organické analyzy, ale
ve shodé s Elvingovym’' ndzorem asi o rok pozdéji. V této
dobé mizela polarografie z neakademickych analytickych
laboratofi, pfedev§sim v angloamerickém svété. Situace se
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Metoda Detekéni limit [mol.1']
dc-Polarografie 1 0'3_
np-Polarografie 5.10"
dp-Polarografie 108
Square-wave polarografie 10
ac-Polarografie 5.107
Cyklickd voltametrie 107
Rozpoustéci voltametrie 10710

Ads. rozp. voltametrie 10°-107"



1.10" 'mol.I” plro methylenovou modf “Podobné citlivé
je i stanoveni riboflavinu™ . Obé latky se vyrazné adsorbuji
na rtufové elektrods.

6. Automatizace

Soucasné s vyvojem analytickych technik se od Sedesa-
tych let projevil i zdjem o automatizaci elektrochemickych
postuptl. Je-li nutno analyzovat velkd mnoZstvi vzorkd, at
uz jde o lékové formy, kupf. tablety, ve spojeni s testy
obsahové stejnomérnosti (je 1é¢iva latka ve vSech jednot-
kidch zkouseného piipravku homogenné rozptylena a jeji
obsah v povolenych mezich?) ¢i jiné velké pocty vzorkd.
K takovému stanoveni se ndhodné rozebere vzorek 30 jed-
notek pripravku a v 10 jednotkich se jednotlivé stanovi
obsah podle piislusného ¢lanku. Prvni automatizovana me-
toda byla publikovana pro 1,4-benzodiazepinové psycho-
farmakum lorazepam?’. Obecné miiZe byt takové stanoveni
zaloZeno na
- méfeni proudu pfi konstantnim potencidlu,

- automatizované coulometrické titraci,
- automatizované registraci celych i-E kiivek v kombi-
naci s automatizovanou pfipravou vzorku.

Prvni dva postupy nejsou pfili§ specifické, ale byvaji
pfesto dosti Casto aplikovany. U lorazepamu se viak uplat-
nila metoda tfeti. Pfi registraci celych dc-kiivek lze totiz
snadno detegovat i elektroaktivni produkty ptipadného roz-
kladu, jeZ u prvnich dvou metod mohou interferovat.

Problém byl vyfesen kombinaci polarografického ana-
lyzatoru se systémem, ktery zarucoval kontinudlni prutok.
Vzorky, zde praskované tablety, jsou umistény na vzorko-
vém platu. Odtud jsou vzorky jednotlivé transportovany do
jednotky nazvané Solid-prep a dispergovany v rozpustidle
se zakladnim elektrolytem. Po rozpusténi je vzorek nasat
do priitokového systému a automaticky zfiltrovan. Po de-
kantaci prochazi délici pumpou, pak je segmentovan dusi-
kem a vstupuje do tzv. jednotky staciondrniho stavu. V od-
vzdusnovaci jednotce pievede proud dusiku nasyceného
rozpustidlem roztok na turbulentni kapalny film, ktery pie-

acetaminofenetolu,

7. Interference a déleni

RozliSovaci schopnost polarografickych a voltametric-
kych metod za pritomnosti vice elektroaktivnich slozek
v roztoku se zietelné zlepsSila pii prechodu z klasické po-

larografie k pulsnim metoddm zavedenym predevsim Bar-
kerem?2 v Sedesatych a sedmdesatych létech. Tato situace
nema pochopitelné velky vyznam u farmaceutickych pre-

parétli, kde je obvykle piftomna jedind elektroaktivni kom-

ponenta a to jes$té ve velké pfevaze. Naproti tomu hraje
vyznamnou ulohu pfi stanoveni ve vzorcich, kupft. biolo-
gickych materidlech, kde se miize vyskytovat ptivodni lat-
ka, jeji metabolity ale i rozkladné produkty. V tomto dru-
hém ptipadé musi navzdory schopnosti rozlisit polaro-
grafické viny ¢i piky pfi rozdilu ptilvinovych potenciald
nebo potencidld piki o 30 az 50 mV, pfedchédzet nékterd
separacni technika, kupf. - to je nejstarsi zdokonaleni or-
ganické polarografie??31 - chromatografie na tenké vrstvé
(TLC), nebo v posledni dobé vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Prvni, nami publikovana meto-
dika dé€lila smés 2-nitro-4-acetaminofenetolu a 3-nitro-4-
jez se vytvarely po pfi  nepiimém
stanoveni acetfenetidinu!. Pozdg&ji byl tento postup roz-
Sifen i na 1,4-benzodiazepiny i jejich metabolity a roz-
kladné produkty3!. Jiz pted t¢mito pracemi se pokusil o za-
vedeni chromatografie na sloupci do polarografické ana-
lyzy Kemula32. Daleko vyznamn&ji se viak uplatnila HPLC
s elektrochemickou detekci. Na svétovém trhu jsou detek-
tory polarografické nebo Castéji voltametrické. Byl vyvinut
i pulsni detektor” se rtufovou kapkovou elektrodou. Se
zabudovanym zafizenim, jez zabraniuje porucham, lze ve
spolehlivé linedrni oblasti stanovovat nitrazepam od 7 g
do 700 pg. Tuto latku Ize extrahovat z lidského séra, pak
nasleduje chromatografie s obracenymi fazemi a elektro-
chemicka detekce. Detekéni limitje 1 [Lg na vstiik. Vyho-
dou elektrochemické detekce je specificita a pomérné cit-
livost, nevyhodou pak rychld pasivace staciondrni elek-
trody,citlivost na teplotu a obtizng&jsi obsluha.

nitraci

chazi do pritokové polarografické cely. Analyzitor a za- 8. Prekoncentrace

pisova¢ jsou synchronizoviny, aby pocaly zdpis v oka-
mziku, kdy vzorek dosahne stacionarniho stavu. Zépis pro-
bihd v klasickém stejnosmérném modu pouze pii dosazeni
stacionarniho stavu u detekéni elektrody.

Existuji vSak i zcela nové postupy pro automatické
stanoveni, kupf. pro nepatrnd mnozstvi sulfidii jako kon-
taminant@ v parenterdlnich roztocich aminokyselin®.

Zvyseni citlivosti 1ze pii voltametrické analyze dosah-
nout prekoncentraci elektroaktivni latky na staciondrni,
nikoli tedy kapajici elektrodé. U organickych latek se nej-
1épe osvédcil tzv. adsorptivni stripping, kde neni prediazen
elektrochemicky déj nybrz pouhd adsorpce. Tim se lisi od
rozpoustécich metod jimzZ predchazi elektrochemicky déj.
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Adsorpce je u vodnych roztokti podporovina hydrofobnimi
vlastnostmi stanovované latky. Nejvyraznéjsi byva adsorpce
neutralnich ¢astic na nenabitém povrchu elektrody. U ion-
tovych Castic je adsorpce siln€ ovlivnéna nabojem elek-
trody. Mnozstvi naadsorbované latky vzristd s dobou ad-
sorpce, jeZ probiha pii vhodném potencidlu, kde jesté nedo-
chazi k elektrolytickému d&ji**'>’. Obvykle se b&hem
adsorpce michd. Po ukonceni adsorpce a pferuseni michani se
registruje voltametrickd kiivka v dc nebo dp modu na
staciondrni, i kdyz tieba rtufové kapkové elektrodé. Nejniz-
§i detekénf limit, 2,5.10"'! mol.I'!, byl ziskdn po 30 mi-
nutové prekoncentraci u riboflavinu®. Obvykl4 dolni mez
je v takovém piipadeé mezi 10 az 10-19mol.I'l. Ve far-
maceutické chemii se tato metoda osvédcila vedle vitamind
u psychofarmak 1,4-benzodiazepinového typu?a u neuro-
leptik dibenzoazepinové fady, jako je tfeba clozepin®™.

9. Voltametrické elektrody

Se rtufovou kapkovou elektrodou lze dosdhnout, zvl4ste
v nevodnych rozpustidlech, velice negativnich potencialti.
Je proto vhodna pfedevsim pro vyuziti redukénich déja pfi
potencidlech az téméF do -3 V proti nasycené kalomelové
elektrodé (SCE). Na anodické strané vSak dochazi jiz pfi £
= +0,2 az +0,3 V proti SCE k interferencim pod vlivem
anodického rozpousténi rtuti. Anodické déje Ize takto jen
stézi a v mélo piipadech studovat a vyuzit. Zde se v zakladnim
vyzkumu i v analyze osvédCily nertufové elektrody sta-
ciondrni i rotaéni - malokdy vibraéni. Materidly” jsou

y,

MR =
| R
_,fv\} O —I
- | [¥E]
\/L\\f’}“‘h “ ¥y g
o

e
HO i

]

-

Schéma 1. Anodick4 oxidace morfinu

P

platina, zlato, titan i riizné druhy uhliku (grafit i skelny
uhlik) a pfipadné téz elektrody z uhlikové pasty. Potencidlo-
vé oblasti, v nichZ lze pracovat, jsou zndzornény na obr. 1.
Vyhodnost téchto elektrod miize byt znazornéna na piikladu
morfinu, nikoli viak kodeinu™. Obg tyto litky se na rtufové
elektrodé neredukuji a projevuji se necharakteristickymi
Kkatalytickymi vinami. Proto byla vypracovana nepifima pola-
rografickd metoda s nitraci morfinu®-!. Na elektrod z uhli-
kové pasty nebo platiny viak v 0,2 mol.I"' NaOH doch4zi
ke dvouelektronové anodické oxidaci na zékladé slozitého
sledu chemickych a elektrochemickych reakci (schéma 1).

Zminéni autofi popiraji za téchto podminek aktivitu
prislusného methoxyderivatu, t.j. kodeinu. Skupina pracov-
nikd kolem britského analytika Bishopa naproti tomu nalezla
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Obr.1. Potenciilové oblasti dosazZitelné pro riizné ma-
teridly elekirod a rozpustidla
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Schéma 2. Chemicka struktura omeprazolu a jeho reaktivita v roztoku

anodické oxidacni piky i pro kodein’'. Anodické oxidace
morfinu bylo vyuZito k jeho stanoveni v makovicich. Bi-
shopova skupina prostudovala 4
celé rady farmaceutik a fyziologicky aktivnich latek. I jinak
se uzivaji platinové a uhlikové elektrody v anodické vol-

A

" voltametrické oxidace

tametrii 1éCiv, kupf. sedmiclennych psychofarmak, bud
1,4-benzodiazepint' " nebo i u jinych psychofarmak ™. Ve-

lice pozoruhodné je vyuziti skelné uhlikové elektrody pro
49

stanoveni butazolidinuivedle prednisonu . Podobné se
antibiotikum rifamycin  oxiduje na rotacni platinové elek-
trodé (v 0,2 M-HCIO4/ CH30H, 1:1) u +0,58 V.
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Schéma 3. Reaktivita haloxazolamu v kyselém roztoku

10. Funkcionalizace organickych latek
pro polarografickou analyzu

Neobsahuje-li organické 1é¢ivo Zddnou ze svrchu uve-
denych funkc¢nich, elektroaktivnich skupin, je vyhodné,
nékdy i nutné, takovou skupinu zavést do stanovované
molekuly pfedfazenou chemickou reakci. Vzhledem k vy-
hodnocovani pomoci kalibra¢ni kiivky nebo standardniho
pridavku je nutné, aby tato reakce probihala ne-li se stopro-
centnim, tedy alesporii s dostate¢nym (aspon 60 %) a hlavné
dokonale reprodukovatelnym vytézkem. Tato nepiima sta-
noveni byla dosti charakteristickd pro polarografii ve far-
maceutické analyze v podatcich, kdy se uZivala jen rtutova
kapkova elektroda. Paleta stanovitelnych latek vzrostla
s pouzitim tuhych elektrod. Déje na nich jsou shrnuty v au-
torové souhrném ¢lanku®.

Moewr

Jednim z prvnich a nejtypi¢téjSich nepfimych postupt
je stanoveni ptivodné elektroinaktivnich morfinovych alka-
loid®, kupt.morfinu™, 3,6-diacetylmorfinu (heroinu)® &
N-allylnormorfinu®2, Podminkou tvorby produktu je pii-
tomnost hydroxylové skupiny na aromatickém kruhu. Ten-
to elektroaktivni produkt je u morfinu i heroinu 2-nitromor-
fin (ptivodné se pfedpokladalo, Ze se tvoii 2-nitrosomorfin).
- Podobné se po nitraci stanovuje i fenazon a fenacetin®.
Analogicka derivativni metoda je rovnéz zavedeni skupiny
nitroso pii stanoveni sekundarnich amint.

Dalsi moznosti je chemickd oxidace atomu dusiku Ci
siry za tvorby N-oxidd nebo sulfoxidii Prvni reakce se
osvédcila u nékterych dusikatych heterocykl, druhd u fe-
nothiazini™. Redukovatelnost oxidové skupiny hraje téZ
dtileZitou tlohu u nové protonové pumpy omeprazolu™
(XI) (schéma 2). V pripadé karbonylovych sloucenin bez
konjugované dvojné vazby, jez se neredukuji, se karbony-
lovd skupina nechd reagovat s primdrnim aminem za vzniku
snadno redukovatelné vazby™ =C=N—. Podobné se zavadi
aktivovana dvojna vazba do 17-ketosteroidid’ reakci se
znamymi Girardovymi Cinidly D a T.

Novéjsi ¢inidlo pro funkcionalizaci sekundarnich ami-
nd je pikrylfluorid™. Jeho aplikace zvysi podstatné citlivost
stanoveni, protoze tu podle pH dochézi vétSinou ke 12-
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-elektronové redukci. U vSech nepfimych stanoveni po
funkcionalizaci je nutno brit ohled na to, ze postup je
vyhodny jen tehdy, kdyZ 1ze elektroaktivni produkt stanovit
piimo v reakéni smési bez predchozi izolace. Déle je nutno
uvazit, zda neni prili§ vysokou cenou snizeni pfesnosti proti
piimé polarografii, k némuz dochazi téméft vzdy. Piikladem
nevyhodného zavedeni nepiimé polarografické metody za
kazdou cenuje stanoveni 1,4-benzodiazepinovych psycho-
farmak, zde haloxazolamu®® (XITI). Tato latka je velice
pohoding polarograficky stanovitelnd™ po vneseni do kyse-
1ého roztoku,kde dojde k rychlému otevieni kyslikatého kruhu
jako u vSech tricyklickych litek této nejnovéjsi generace.
Hydrolyza vSak pokracuje ddle pomalej$im otevienim na
pfislusny 2-amino-5-brom-2-fluor benzofenon (XV), ktery
muze opét slouzit k polarografickému ¢&i spiSe fotomet-
rickému stanoveni (schéma 3). V publikaci Spanélskych
autort byla tato latka podrobena nikoli polarografické re-
dukci, nybrZz anodické oxidaci na elektrodé ze skelného
uhliku pii pH 6,3. Systematicky vyzkum benzofenont této
fady provedl Bishop38'46. Voltametrické stanoveni vSak
trpi nizkou reprodukovatelnosti i citlivosti (od 2.1073 do
5,5.102 mol.I'!). Ke stanoveni dal§iho benzodiazepinoxa-
zolu, cloxazolamu, takovym postupem, je zapotfebi mini-

Yovr

malné Ctyt tablet. Pochopiteln&jsi je jediné to, Ze voltametric-

=0 - LOO
1 e -0y =
| H e Y e
il coon
I i
L ]
a4 00 o
- [ |
- Xvi
IBUFROFEN
e, .-'I.':"\- o e, I"- -
i o = = S e ' CH0H
e e e | |
coor | | s |[
CHO™ 7 F FENOPROXEN
NAPROXEN
Xvr XV
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boxylaci

ké studium oxidace téchto latek slouZzilo jako zdklad vyvo-
je detekce pii HPLC. Souborné pojednavd o nepiimych
polarografickych metoddch ve farmaceutické chemii Oel-
schl'zigelr:'I

11. Polarografie a elektrosyntéza

Jak plyne z pfedchozich kapitol, postupny vyvoj polaro-
grafie i voltametrie organickych latek odhalil do zna¢né
hloubky mechanismy elektrodovych i jim pfedchéazejicich
a naslednych chemickych reakci a podal ptedevsim diikazy
o vznikajicich produktech. Tyto poznatky pak byly prene-
seny na syntetickou preparativni elektrochemii®®. P¥i srov-
nani vysledkt klasické Fichterovy monografie” z roku
1942 s popularni Baizerovou velkou knihou® o padesat let
pozdéji, 1ze pozorovat, jak pravé polarografie prispéla k in-
terpretaci mechanismil a nalezeni i zavedeni novych prepa-
rativnich postupd. Paralelné takovou ulohu sehrdla i vol-
tametrie a potenciostatickd elektrolyza. Vyvoj polarografie
v poslednich padesati letech se zapojil do rozsifovéani této
preparativni metody. Zvlasté vyrazné je to vidét i ve far-
maceutické chemii jako védecké discipling, pfipadné

i v tomto primyslovém oboru. Farmaceuticky primysl se
snaZzi o piipravu nebo, ve vétsim méfitku, o vyrobu velkych
a komplikovanych molekul. Elektrolyza® miiZe tohoto cile
dosdhnout bez ucasti toxickych nebo nebezpecnych reagen-
cii, za normdlni teploty i tlaku a vétSinou bez toxického
odpadu. Pienosem elektronu vznika na elektrodé primarné
meziprodukt, ktery se mize déle redukovat ¢i oxidovat, ale
predevs§im podléhat nasledné chemické reakci se slozkami
roztoku. Casto se tvrdi, Ze elektrolyza je selektivni, ale ve
skutecnosti se potencidlem fidi pfedevsim rychlost prenosu
elektronu a vlastni selektivni syntéza vyzaduje fizeni na-
slednych chemickych reakci. VyfeSeni problematiky na-
slednych reakci miize byt potom nejobtiznéjsi ¢asti tikolu.
Reaktivni meziprodukt je vétSinou bud’ radikal, karbanion

nebo i komplex prechodového kovu.

U velkych polyfunkénich molekul za¢iné reakce u ¢asti
molekuly, jez je nejsnadnéji redukovatelnd nebo oxidovatelna.
Aby bylo mozno zaméfit reakci Zadanym smérem, musi se tu
Casto uzivat chranicich skupin. Vétsinou je zapotiebi i ohledu
na stereochemickou situaci. Regioselektivity lze dosahnout,
kdyZ se udrzi chiralita v dostate¢né vzdélenosti od elektro-

aktivniho centra. ObtZizng&jsi je dosdhnout chiralni indukce.
Zde je zapotiebi spojit chirdlni Cinidla s elektrodovou reakci.

Vedle slavné a primyslové vyznamné elektrochemické
dimerizace lze upozornit na reakci, jez se mohla uplatnit
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u dvou cest k protizanétlivym 1é¢ivim®’. Redukce orga-
nické molekuly poskytuje Casto karbanion, ktery reaguje
s elektrofilem, jako je CO,. Redukce chloridu vychozi latky
vede pfimo k zadanému 1éCivu, zatimco po redukci ketonu
musi nasledovat katalyticka hydrogenace (schéma 4). Protoze
jsou k dispozici asymetrické katalyzatory, vznika jediny
diastereomer. Reakce vyzaduje Cista aproticka rozpustidla
a anodu (Mg nebo Al), jez se pri elektrolyze rozpousti.
Takovych reakci existuje pomérn¢ znacné mnozstvi a lze
se o nich informovat v referatech ¢i v monografiich. Budou-
cnost téchto preparativnich postupi se zd4 byt velice nadéjna.

12. Budoucnost polarografie
ve farmaceutické chemii

Nejvyssi intenzity uplatnéni dosahla polarografie a pii-
buzné metody ve farmaceutické analyze i ve studiu re-
doxnich reakci organickych latek predev§im pocatkem Se-
desatych let. Brzy nato byly tyto postupy do zna¢né miry
vytla¢eny jednak separaénimi, vétS§inou chromatografickymi
metodami, po nichz nasledovaly pfevazné spektralni meto-
dyjako detekéni nebo slouzici k vlastnimu stanoveni. Tyto
metody predCily a pfedci jak citlivosti tak i selektivitou
klasickou dc-polarografii. To byla hlavni pfi¢ina dstupu

1.
mii a farmacii. Prirodovédecké nakladatelstvi, Praha 1952.

byl zpiisoben jen objektivnimi nedostatky elektrochemic-

NN

kych metod, nybrz pfi¢inami subjektivnimi. Je to pon¢kud
naro¢néjsi experimentdlni technika a potieba dobie za-
svécenych, nikoli jen vySkolenych pracovnikil. Pfitom ne-
byva vyuka v elektrochemii na vét§in¢ vysokych Skol prilis
hlubokd ani intenzivni. V duasledku toho neni nikde do-
statek pracovniki v oboru. Tvrzeni, Ze pro praci v elektro-
chemii je zapotfebi hlubsich znalosti nez u jinych technik,
neni zcela pravdivé. Rozdil spociva spiSe v tom, Ze znalosti
teoretickych zakladd elektrochemie byvaji prihledné&jsi
a odbornost se snadnéji pozna.
Vyhodnym rysem je naproti tomu u polarografie i volta-
metrie pomérna financni nendro¢nost vétsSiny potiebnych
» p.h’stroljfl _Vsoucasné dobé to potvrzuje piedevsim rychly
vyvoj analytické i mechanistické elektrochemie v chudsi
¢asti zemi Evropské unie, nejen v Itdlii, kde je uz zazi-
ta tradice, ale zvlasté ve gpanélsku, Portugalsku a nové
i v Recku. Vyrazné se to uplatiiuje i ve vyspélé Casti latin-
ské Ameriky, zvlasté v Chile.
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J. Volke (J. Heyrovsky Institute of PhysicalChemistry,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
75 Years in the Polarography of Pharmaceuticals and
Physiologically Active Substances

The article assesses the significance of polarographic
and voltammetric methods in pharmaceutical chemistry
and analysis in the course of 75 years which elapsed since
the introduction of Heyrovsky's method. It involves the
description of the most important application areas in this
field. The paper is concluded by a consideration concerning
the future development of these methods in pharmacy
and/or medicine or biochemistry.
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