KONTROLA JAKOSCI LEKOW

Oznaczanie N-acetylocysteina w preparacie farmaceutycznym)
Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

Wprowadzenie

Rosnace zainteresowanie analizg lekow, wynikajace z jej roli w kontroli jakosci
farmaceutykow oraz w wykrywaniu i identyfikacji szeroko pojetych srodkow biologicznie
czynnych, takich jak $rodki psychotropowe, anaboliki, czy srodki dopingujace, spowodowato
coraz czestsze pojawianie si¢ tej tematyki podczas ¢wiczen laboratoryjnych na uczelniach
wyzszych. Analiza preparatow leczniczych z uwagi na réznorodnos¢ ich postaci
farmaceutycznych 1 niejednokrotnie zlozong budowe chemiczng jest czgsto duzym
wyzwaniem dla chemika, wymagajacym od niego wszechstronnego przygotowania
teoretycznego, eksperymentalnego dotyczacego przeprowadzenia analizy substancji czynnej
w probce. Wykorzystanie znajomosci istotnych elementow struktury chemicznej badanych
zwigzkow oraz ich wlasciwosci fizykochemicznych jest bardzo istotne podczas projektowania
procedury kontroli jako$ci.

Procedury kontroli jako$ci lekéw obejmuja:

» ustalanie tozsamos$ci i czystosci substancji leczniczej na drodze analizy chemicznej,
chromatograficznej i spektralnej;

» analizg jako$ciowq i ilosciowa zawarto$ci substancji lecznicze;j;

» projektowanie toku oraz przeprowadzanie analizy jakosciowej polegajacej na
rozroznianiu kilku zwiazkéw 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 dziatania na niego czynnikow
zewngtrznych przyspieszajacych rozklad, takich jak wilgo¢ lub $wiatlo stoneczne. Podczas
badania czystoSci substancji leczniczej nalezy zwroci¢ uwage na typ zanieczyszczenia. Do
kontroli tego etapu produkcji leku wymagane jest uzycie wielu metod identyfikacyjnych,
gdyz zanieczyszczenia moga by¢ pochodzenia organicznego i1 nieorganicznego. Badanie
zawartosci substancji czynnej jest dziataniem rutynowym w procesie produkcji preparatu
farmaceutycznego, ale techniki uzywane do tej analizy sg roznorodne. Stale prowadzone sg
badania dazace na opracowania warunkéw umozliwiajacych tatwiejsze, szybsze i tansze
analizy preparatow farmaceutycznych. Zawarto$¢ badanej substancji oraz odchylenia od
warto$ci teoretycznej sa Sci$le okreSlone normami. Szczegodlnie wazny jest dobdr takich
metod analitycznych, ktore gwarantujg 0znaczanie substancji aktywnej oraz ewentualnych jej
zanieczyszczen na poziomie mikrogramow i nizszych.

Duzy wplyw na trwalo$¢ preparatu farmaceutycznego oraz na uwalnianie i
wchianianie w organizmie substancji czynnej maja substancje pomocnicze, ktore sa
sktadnikiem kazdego leku. Obecnie substancje pomocnicze poddaje si¢ rowniez szczegdlowej
analizie jakosciowe]j i iloSciowej. Do kontroli przebiegu produkcji oraz do kontroli jakosSci
gotowego preparatu farmaceutycznego wykorzystywane sg rozne techniki analityczne. Wybor
techniki analitycznej zalezy nie tylko od sktadu leku, ale réwniez od ilosci probki jaka
dysponujemy i jej trwatosci. Dla kazdej oznaczanej substancji oraz kazdego rodzaju probki
nalezy dobra¢ wilasciwa metode analityczng. Metody charakteryzujace si¢ jak najkrotszym
czasem przygotowania probki oraz krotkim czasem analizy sg szczegodlnie cenione w analizie



lekow. Zwigzane jest to przede wszystkim z niskg trwatos¢ aktywnych substancji leczniczych
i w przypadku monitorowania st¢zenia lekow 1 ich metabolitow w ptynach ustrojowych.
Waznym kryterium wyboru metody analitycznej jest koszt aparatury 1 odczynnikoéw oraz
rodzaj informacji oczekiwanej po analizie (dokladno$é, precyzja, czutosé, selektywnosc).

W Polsce za weryfikacj¢ bezpieczenstwa i jakosci produktow leczniczych, wyrobow
medycznych i produktéw biobojczych statutowo odpowiedzialny jest Narodowy Instytut
Lekéw, w ktorym decyzjg Ministra Zdrowia wydang w grudniu 2005 roku powotano
Narodowe Laboratorium Kontroli Produktéw Leczniczych, Wyrobow Medycznych i
Produktow Biobdjczych (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 ciggtego kontrolowania wyrobow medycznych
niezaleznie od kraju pochodzenia, czy stosowanego w nim systemu zapewniaja procedury
good manufacturing practice — dobra praktyka produkcyjnej (GMP) oraz kontroli jakoSci
sprecyzowane przez Migedzynarodowa Organizacj¢ Normalizacyjng ( 1SO).

Negatywne wyniki analiz produktow leczniczych badanych w Instytutach sg migdzy
innymi zwigzane z niewlasciwie wykonang postacig leku, zanieczyszczeniem surowcow lub
finalnego wyrobu, oraz kontaminacjg mikrobiologiczng. Do glownych przyczyny bedacych
powodem usunig¢cia leku z rynku nalezg zaréwno te niegrozne dla pacjenta, takie jak
kruszenie si¢ tabletek, przebarwienia, jak i te bardzo grozne, dotyczace kontaminacji
chemicznej i mikrobiologicznej. Dodatkowych probleméw jakoSciowych dostarcza import
réwnolegly oraz gwattownie narastajaca sprzedaz lekow i suplementow diety przez Internet.

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 uplynniania go i zmniejszania jego
lepkosci. Dzigki temu utatwia odkrztuszanie wydzieliny zalegajacej w drogach oddechowych
oraz poprawia czynnos¢ nabtonka oddechowego. Nie zaburza naturalnego odruchu
kaszlowego. NAC wykazuje takze dziatanie przeciwutleniajace, dzigki ktoremu neutralizuje
wolne rodniki w zmienionych zapalnie lub niedotlenionych komorkach. Stosuje sie ja w
ostym i przewleklym zapaleniu oskrzeli i oskrzelikow, rozstrzeniu oskrzeli,
mukowiscydozie, rozedmie pluc, oraz innych chorobach dréog oddechowych
charakteryzujacych si¢ duza iloScia gestej wydzieliny $luzowej. Jest tez stosowana jako
odtrutka w przypadku zatrucia paracetamolem, gdyz inaktywuje toksyczne metabolity
paracetamolu i1 chroni watrobg przed uszkodzeniem. Od niedawna NAC znalazta rowniez
zastosowanie w terapii zaburzen psychicznych m.in. schizofrenii oraz terapii zakazen
wirusem HIV. Zwigzek ten jako gtowny sktadnik lekow wystepuje w komercyjnie dostepnych
preparatach farmaceutycznych takich jak: ACC, Nacecis, Tussicom.

Po podaniu doustnym NAC dobrze wchtania si¢ z przewodu pokarmowego, 0siggajac
maksymalne stezenie w drogach oddechowych po 0,5-3 h. Wykazuje szczegoélne
powinowactwo do tkanki ptucnej 1 wydzieliny oskrzelowej. Metabolizowana jest gtownie w
watrobie 1 wydalana z moczem.

Rys. 1. Wzor strukturalny N-acetylocysteiny.



Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest przygotowanie probek preparatow farmaceutycznych oraz
analiza ilosciowa NAC za pomocg techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detekcja spektrofluorymetryczng i pordwnanie jej zawartosci z wartoscia deklarowang przez
producenta. W pierwszej czeSci ¢wiczenia Studenci wykonajg krzywa kalibracyjng NAC. W
drugiej czgsci eksperymentu Studenci przygotuja roztwory preparatow farmaceutycznych
ACC oraz Nacecis, a nastgpnie przeprowadzg analiz¢ chromatograficzng przygotowanych
przez siebie probek na zawarto$¢ 0znaczanego analitu.

2. Odczynniki i aparatura

=  chromatograf Hewlett-Packard 1100 z detektorem spektrofluorymetrycznym
kolumna chromatograficzna Hamilton PRP-1 (150%4.6 mm, 5 um), Phenomenex
rozpuszczalniki i roztwory do przygotowania fazy ruchomej (acetonitryl, 0.0025M

NaOH oraz 0.0025M OPA)

*  0.1M roztwor standardowy NAC

= 0.5M bufor Tris/HCI pH=9

= 0.25M TCEP w Tris/HCI

= 1M butyloamina

= woda dejonizowana

= preparaty farmaceutyczne: ACC i Nacecis

Wymagane Srodki ostroznosci

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia Student powinien nosi¢ odziez ochronng.
v Roztwor6éw nie nalezy wdychacé i pipetowac ustami.

v' Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):
R36, R67 Wodorotlenek sodu - C Produkt zragcy R35
Acetonitryl - F Produkt wysoce tatwopalny R11, T Produkt toksyczny R23/24/25,
R39/23/24/25

Aldehyd o-ftalowy - T, N Produkt toksyczny, Produkt niebezpieczny dla srodowiska
R25, R34, R43, R50

Butyloamina — Produkt wysoce tatwopalny. Drziata szkodliwie przez drogi
oddechowe, w kontakcie ze skorg i po potknigciu. Powoduje powazne oparzenia.

v Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skorg: sptukaé duza iloscig wody;

-w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg ilosciag wody, przy szeroko otwartej
powiece;

- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenies¢ na Swieze powietrze; jezeli osoba
poszkodowana nie oddycha, zastosowaé sztuczne oddychanie; zasiggnaé porady
medycznej;

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem;

- w razie spozycia: przeptukac usta woda.



3.Wykonanie éwiczenia

3.1.Przygotowanie uktadu chromatograficznego do pracy.

Warunki chromatograficzne:
= kolumna chromatograficzna Hamilton PRP-1 (150%4.6 mm, 5 um), Phenomenex
= faza ruchoma: 24% acetonitryl, 76% 0.0025M NaOH + 0.0025M OPA
= elucja: izokratyczna
= predkosé przeptywu: 1 ml/min
= czas analzy: 4.6 minuty
= temperatura kolumny: 25 °C
= 2ex=340 nm, Aem=440 nm, wzmocnienie (gain)=14
= objetos¢ wprowadzanej probki: 5 pl

Schemat postepowania.

" wlaczenie chromatografu cieczowego (postgpowaé zgodnie ze
wskazoéwkami prowadzacego ¢wiczenia oraz instrukcja od chromatografu)

. poditaczenie kolumny do chromatografu (postgpowaé zgodnie ze wskazdéwkami

prowadzacego ¢wiczenia) i jej uruchomienie
" kondycjonowanie kolumny chromatograficznej
. ustawienie parametréw metody i sekwencji analiz
. wykonanie analiz

. wymycie roztworu NaOH oraz OPA z kolumny, umycie kolumny

chromatograficznej i przygotowanie do dtuzszego przechowywania.

3.2. Przygotowanie probek do krzywej kalibracyjnej z roztworu standardowego N-
acetylocysteiny stezeniu 0.1 mol/l w dwoch powtdrzeniach.Przygotowanie serii roztworow,
w ktorych koncowe stezenie N-acetylocysteiny wynosi: 5; 10; 20; 40; 60; 100 nmol/ml.
Szereg rozcienczen roztworu macierzystego N-acetylocysteiny wykorzystywanych do
sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przygotowa¢ na podstawie przeprowadzonych

samodzielnie obliczen.

Przygotowanie probek do krzywej kalibracyjne;j:

— Bufor Tris/HCI 200 pl

; NAC (nmol/ml) dla kazdego
| stezenia 50 pl

/ TCEP 5 nl (redukcja 15 min)
B-NH220 pl

——opos

H20 225 pl
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Przygotowanie roztworow ACC i NACECIS:

Masa ACC = 3,7279g (3 tabletki 600mg) — nawazka 100 x mniejsza — nawazke rozpuscic
w kolbie 10 ml — pobra¢ 1ml i rozcienczy¢ do 100 ml H2O

Masa NACECIS = 9,0152g (3 tabletki 1800mg) — nawazka 300 x mniejsza — nawazke
rozpusci¢ w kolbie 10 ml — pobraé¢ 1ml i rozcienczy¢ do 100 ml H.O

Przygotowaé probki do analizy w analogiczny sposdb jak przygotowano probki do krzywej
kalibracyijnej.

Sprawozdanie
3 Na podstawie warto$ci czasu retencji i widma okresli¢ obecnos¢ badanej substancji w
prébcee.
4 Na podstawie wartosci pol powierzchni metoda najmniejszych kwadratow wykresli¢

krzywa kalibracyjng, wyznaczy¢ jej rownanie Oraz wspolczynnik korelacji R?.

5 Wyliczy¢ wzgledne odchylenie standardowe oraz odzysk dla poszczegolnych stgzen.

6 Oznaczy¢ zawarto§¢ NAC w probkach preparatow farmaceutycznych i poréwnaé z
warto$cig deklarowang przez producenta przeliczajac na zawarto$¢ w 1 tabletce.

7 Skomentowaé uzyskane wyniki.
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