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hfd PREGLEDNI RADOVI

Elektroanalitika u farmaciji

BILJANA NIGOVIC, SANDRA BEHETIC
Zavod za analitiku i kontrolu lijekova Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

UVOD

Elektroanaliticke metode imaju $iroku primjenu u farmaciji (1). U ranoj fazi istraZiva-
nja i razvoja lijekova upotrebljavaju se u elektroorganskoj sintezi farmakoloski zanimlji-
vih molekula i u ispitivanju njihovog u¢inka korelacijom redoks potencijala i aktivnosti.
Poznavanje mehanizma redoks reakcije moze razjasniti mehanizam djelovanija lijeka i nje-
gove biotransformacije reakcijama prijenosa elektrona. Elektroanalitickim tehnikama
mogu se pratiti interakcije lijekova s metalnim ionima, proteinima ili DNA.

Uspjesno se primjenjuju za identifikaciju i odredivanje ljekovitih tvari u razli¢itim
uzorcima, od farmaceutskih sirovina, razlicitih ljekovitih oblika, do biologkih tekuc¢ina
nakon terapijskih doza. Uglavnom nije potrebno prethodno provesti postupke odjeljiva-
nja, §to je jedna od velikih prednosti elektroanalitickih metoda. To su metode visoke
osjetljivosti, to¢nosti i preciznosti. Omogucuju selektivnu detekciju ljekovitih tvari, pri
&emu selektivnost ovisi o dostupnom rasponu potencijala elektroaktivnih tvari.

ELEKTROANALITICKE METODE

Elektroanaliticke metode ¢ine skupinu analitickih metoda kod kojih se podatak o kon-
centraciji, aktivitetu ili drugom termodinami¢kom svojstvu odredivane molekulske vrste
dobiva u ovisnosti o elektri¢cnom naponu, struji ili naboju (2). Prema signalu pobude, &i-
ja je posljedica odvijanje elektrokemijske reakcije na radnoj elektrodi i mjerenoj varijabli
iz koje se dobiva Zeljeni analiticki ili drugi podatak o ispitivanoj otopini, dijele se na: po-
tenciometriju, voltametriju, kronoamperometriju, elektrogravimetriju, kronopotencio-
metriju, kulometriju i konduktometriju.

Primjenjuju se u razlicitim stadijima istraZivanja i razvoja lijekova. Neke se primjenju-
ju u Europskoj farmakopeji (3). Potenciometrijskom titracijom odreduje se sadrzaj ljeko-
vitih i pomo¢nih tvari u mnogim farmakopejskim postupcima. Potenciometrijski se od-
reduje sadr#aj oneci§éenja u farmaceutskim tvarima (primjerice fluorida u kalcijevom
askorbatu i izofluranu, jodida u diosminu). Potenciometrijskim mjerenjem pH vrijed-
nosti ogranic¢avaju se kisela ili lu#nata oneci§cenja u ljekovitim i pomoc¢nim tvarima koja
potjecu iz postupka proizvodnje ili nastaju u razgradnji tvari. Amperometrijskom titraci-
jom odreduje se tocka ekvivalencije u postupku odredivanja vode u ljekovitim tvarima
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Karl-Fischerovom titracijom (primjerice, u ispitivanju &istoce cefaleksina, betametazon
acetata, ciprofloksacin hidroklorida, klindamicin fosfata, itd.). Konduktometrijski se od-
reduje ¢istoca farmaceutske vode mjerenjem njezine vodljivosti i ¢istoca farmaceutskih
tvari (odredivanje onecic¢enja ionskim spojevima u ioheksolu, heparinu male molekulske
mase, manitolu, sorbitolu, saharozi).

Elektrokemijski senzori primjenjuju se u rutinskim analizama (4), a danas je jedan od
najpoznatijih biosenzora na bazi enzima amperometarski senzor glukoze koji se upotreb-
ljava u kucnoj uporabi i klini¢kim laboratorijima za uobicajeno odredivanje glukoze u krvi.

VOLTAMETRIJA

Voltametrija obuhvaca skupinu elektroanalitickih tehnika koje su se pocele razvijati
otkricem polarografije 1922. ¢eskog kemicara Jaroslava Heyrovskyog, dobitnika Nobelo-
ve nagrade 1959. Voltametrija se temelji na mjerenju struje radne elektrode nastale kon-
tinuiranim mijenjanjem njezinog potencijala. PrikaZe li se ovisnost struje o potencijalu,
dobiva se voltamogram. Najce$cée se primjenjuju voltametrijske metode: ciklicka, diferen-
cijalna pulsna, pravokutnovalna i stripping voltametrija (metoda otapanja pretkoncentri-
ranog analita), kao i razli¢ite vrste polarografije koje se od ostalih voltametrijskih tehnika
razlikuju po tome §to radna mikroelektroda ima oblik kapajuce Zivine elektrode (2).

Voltametrijske metode primjenjuju se u kvantitativnoj analizi organskih i anorgan-
skih tvari u vodenim i nevodenim medijima, za odredivanje redoks potencijala, istraZiva-
nje kinetike i mehanizma redoks reakcija, kao i za elektrokemijsku detekciju eluiranih
analita u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC).

Osnovne su jedinice modernog voltametrijskog instrumenta, osim rac¢unala, poten-
ciostat i elektrokemijski ¢lanak. Zadaca je potenciostata nametnuti potencijal i izmjeriti
jakost struje. Elektrokemijski ¢lanak sluzi kao nosa¢ otopine analita u koju su uronjene
elektrode. U otopinu analita moze se dodati ionska otopina koja povecava vodljivost. U
voltametrijskim mjerenjima upotrebljavaju se tri elektrode: radna elektroda, pomocna
ili protuelektroda i referentna elektroda. Potencijal se mjeri izmedu radne i referentne
elektrode (kontrolira se signal pobude), a struja izmedu radne i protuelektrode (mjeri se
signal odziva). U voltametriji se upotrebljavaju elektrode koje konstantnom povrsinom
osiguravaju reproducibilnost mjerenja.

Na radnoj elektrodi se odvija redoks reakcija. Reakcije redukcije najéesce se proucava-
ju na kapajucoj ili stati¢noj Zivinoj elektrodi, visecoj #ivinoj kapi ili #ivinoj film elektrodi.
Krute elektrode rabe se za oksidacijske procese. Postoji vise vrsta krutih elektroda, npr.
staklasta ugljikova elektroda, grafitna elektroda impregnirana voskom, ugljikova, platin-
ska, zlatna elektroda, itd. Opcenito, radnu elektrodu u voltametriji karakterizira malena
povriina, koja pospjesuje polarizaciju. Drugi je razlog za primjenu elektroda malih povr-
§ina smanjenje razgradnje analita elektrolizom. Izbor radne elektrode veoma je vazan za
osjetljivost i reproducibilnost mjerenja.
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Cikli¢ka voltametrija

Ciklicka se voltametrija primjenjuje za istrazivanje kinetike i mehanizama redoks reak-
cija, odredivanje redoks potencijala i broja izmijenjenih elektrona, istrazivanje adsorpcij-
skih procesa i kemijskih reakcija koje prethode ili slijede prijenos elektrona (2). Rijetko
se rabi za kvantitativne analize lijekova, jer u optimalnim uvjetima granica detekcije izno-
si107°-10-° M.

Potencijal radne elektrode mijenja se linearno, a kada dosegne odredenu vrijednost,
mijenja se smjer promjene potencijala. Pritom se mjeri struja koja protjece kroz ¢lanak.
Jakost ¢e struje rasti kako se potencijal priblizava redoks potencijalu analita. Promjenom
potencijala preko karakteristi¢cnog potencijala redoks procesa nastaje strujni vrh (slika
1.), a nakon tog dolazi do pada jakosti struje zbog smanjenja koncentracije analita u blizi-
ni elektrode. Povratkom potencijala na po¢etnu vrijednost dolazi do oksidacije/redukcije
produkata nastalih u prvoj polovici ciklusa. Oblik cikli¢kog voltamograma ovisi o brzina-
ma prijenosa elektrona, prijenosa tvari i kemijskim reakcijama koje prate redoks reakcije.

05 . e . .
02 04 06 0,8 -1,0

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 1. Cikli¢ki voltamogram olsalazina na elektrodi s vise¢om zZivinom kapi u
Britton-Robinson puferu pri pH 10; brzina promjene potencijala 500 mV /s (5).

Vazni su parametri u ciklickoj voltametriji potencijali vrha redukcije (E,) i oksidacije
(E,.) i vrine jakosti struje (i, i i,,). Potencijal vrha je vrijednost karakteristi¢na za svaki
spoj, a korelira s njegovom sposobnos¢u da prima ili daje elektrone. Ako je proces prije-
nosa elektrona brz, s obzirom na druge procese u otopini (npr. difuziju), reakcija je rever-
zibilna. Broj izmijenjenih elektrona moze se odrediti iz razlike potencijala vrhova:

AE,= [E,.-E,| = 2,303 RT / nF

Pri 25 °C, za redoks reakciju prijenosa n elektrona AE, iznosi 0,0592 / n 'V, odnosno
60 mV za jedan elektron.
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Randles-Sev¢ikova jednadzba povezuje koncentraciju i vrinu jakost struje:
i,=(2,69 x 10°) n 72 A ¢, D/2y1/2

gdje je i, vr§na jakost struje u amperima, A je povriina elektrode u cm?, D difuzijski koe-
ficijent u cm?/s, ¢, je koncentracija otopine u mol/cm?, v brzina promjene potencijala
V/s, a n broj elektrona.

Diferencijalna pulsna voltametrija

Difrencijalna pulsna voltametrija pulsna je tehnika za odredivanje vrlo niskih koncen-
tracija elektroaktivnih komponenata u farmaceutskim uzorcima, tkivima i biologkim te-
kucinama (6). Pulsevi odredene veli¢ine, dodani na linearni nagib potencijala, primije-
njeni su na radnu elektrodu. Struja se mjeri izravno prije primjene pulsa i na kraju pulsa
te se bilje#i razlika izmedu tih izmjerenih vrijednosti kao funkcija potencijala.

Diferencijalni pulsni voltamogrami imaju jasno izrazene vrhove, pa su pogodni za ana-
liticke svrhe (slika 2). Granica detekcije iznosi otprilike 10-8 M pa je tehnika dovoljno os-
jetljiva za analizu lijekova u biologkim tekuc¢inama nakon terapijskih doza (7).

i/pA

AN A

0 T T Y
0.0 02 04 0.6 0.8 1.0
E/V vs. Ag/AeCl
Slika 2. Diferencijalno-pulsni voltamogram mesalazina na staklastoj ugljikovoj
elektrodi u Britton-Robinson puferu pri pH 1,8 (8).

Pravokutnovalna voltametrija

Najveca je prednost pravokutnovalne voltametrije njezina velika brzina. Frekvencije
od 1 do 100 ciklusa u sekundi dopustaju upotrebu ekstremno brzih promjena potencija-
la. Vrijeme analize time se skracuje te cijeli voltamogram moze biti snimljen za nekoliko
sekundi, dok je kod diferencijalne pulsne voltametrije potrebno nekoliko minuta.

Signal pobude dobiva se kad se niz pravokutnovalnih pulseva doda na stepenicasti sig-
nal potencijala (2). Struja se mjeri dvaput tijekom svakog ciklusa, jednom na pocetku po-
laznoga pulsa i drugi put na kraju pulsa suprotnoga smjera. Za reverzibilnu reakciju
redukcije velicina pulsa dovoljna je da se oksidacija produkta stvorenog na polaznom pul-
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su dogodi za vrijeme pulsa suprotnoga smjera, stoga se tehnika moze primjenjivati i za is-
trazivanje mehanizama prijenosa elektrona. Polazni puls proizvodi katodnu struju, a pov-
ratni puls stvara anodnu struju. Razlika tih struja razmjerna je koncentraciji analita u
otopini, a potencijal maksimuma moze se upotrijebiti za potvrdu identiteta analita (slika
3.) Pravokutnovalna voltametrija pogodna je za brza, jednostavna i to¢na odredivanja lje-
kovitih tvari u farmaceutskim ili biologkim uzorcima.

124

06 08 -0 12  -l4 -16 -8
E/Vvs. Ag/AgCl

Slika 3. Pravokutnovalni voltamogram pravastatina na elektrodi s vise¢om Zivinom
kapi u Britton-Robinson puferu pri pH 7; frekvencija pulsa 400 Hz (9).

Stripping voltametrija

U analizi uzoraka s koncentracijom analita ispod granice detekcije primijenjene meto-
de, ¢esto je potrebno upotrijebiti neku vrstu ukoncentriravanja analita prije samog odre-
divanja. Stripping voltametrija ukljucuje elektroliticko ili adsorpcijsko pretkoncentriranje
analita na povrsinu elektrode prije voltametrijskog mjerenja (2). Analit se istalo?i na rad-
noj elektrodi pri odredenom potencijalu iz otopine koja se mijesa. Nakon odredenoga
vremena (vrijeme akumulacije), mijeSanje se zaustavlja te se istalozeni analit odreduje vol-
tametrijski. Analit se otapa s elektrode (engl. stripping) primjenom promjene potencija-
la. Mjerenje, odnosno promjena potencijala, moze se obaviti primjenom diferencijalne
pulsne ili pravokutnovalne voltametrije. Ovisno o promjeni potencijala, istaloZeni analit
se oksidira (anodna stripping voltametrija) ili reducira (katodna stripping voltametrija) nat-
rag u otopinu, a struja snimljena tijekom ovoga koraka proporcionalna je koncentraciji
analita na elektrodi. Koncentracija analita na povrsini elektrode veca je nego u otopini te
se moze odrediti vrlo male koncentracije (108 do 10-'! M).

U analitici lijekova najcesce se analit istalozi na povrsini elektrode adsorpcijom (10).
Stoga se tehnika naziva voltametrija s adsorptivnom akumulacijom (engl. adsorptive
stripping voltammetry). U elektrokemiji adsorpcija je ¢vrsto vezanje molekula ili iona iz
otopine na povrsini radne elektrode pri ¢emu se stvara monomolekularni sloj adsorbira-
nih molekula. Voltametrijski odaziv izravno ovisi o koli¢ini adsorbiranih cestica (slika 4).
Tijekom akumulacije treba primijeniti optimalne uvjete za adsorpciju analita da bi se pos-
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tigla maksimalna osjetljivost metode. Visina strujnoga vrha ovisi o mnogo ¢imbenika,
kao $to su vrsta i povr§ina elektrode, vrijeme i potencijal akumulacije, svojstva analita,
otapalo, ionska jakost, pH i temperatura.

Slika 4. Pravokutnovalni voltamogram simvastatina na elektrodi s vise¢om Zivinom kapi
u 0,1 M fosfatnom puferu pri pH 7 prije (1) i nakon (2) akumulacije od 30 sekundi (11).

Da bi se povecala selektivnost metode, adsorpcija analita moze se izvesti uranjanjem
elektroda u mijesanu otopinu uzorka tijekom zadanoga vremena akumulacije. Elektrode
se potom isperu i premjeste u &istu otopinu osnovnog elektrolita u kojem se provodi vol-
tametrijsko mjerenje. Analit je koncentriran na elektrodi, a mjerenje se provodi u &istom
otapalu pa nema interferencija matrice uzorka.

Voltametrija s adsorptivhom akumulacijom popularna je u analizi ljekovitih tvari zbog
visoke osjetljivosti, selektivnosti, to¢nosti i preciznosti, kao i zbog niskih troskova analize
u usporedbi s ostalim analitickim metodama (12).

ELEKTROANALITICKO ODREDIVANJE LJEKOVITIH TVARI

Elektroanaliticke metode se primjenjuju za rjesavanje razli¢itih problema u analitici li-
jekova. Ljekovite tvari moraju se reducirati/oksidirati u dosegu promjene potencijala rad-
ne elektrode, dok otapalo i elektrode u tom rasponu promjene potencijala moraju biti
inertni. Ako ljekovita tvar ne sadr#i funkcionalnu skupinu podloznu oksidaciji ili reduk-
ciji, derivatizacijom se moze prevesti u elektroaktivnu. Funkcionalne grupe, poput nitro,
nitrozo, azo, azoksi, azometinske, kao i aktivirani karbonili i dvostruke veze mogu se ana-
lizirati elektrokemijski. Primjerice, propranolol i lizinopril mogu se uspjesno odredivati
elektrokemijski nakon §to se kemijskom reakcijom prevedu u nitro i nitrozo derivate ko-
ji se reduciraju na #ivinoj elektrodi (1 3).

Voltametrijske metode primjenjuju se za identifikaciju elektroaktivne molekule lijeka,
identifikaciju i istrafivanje razgradnih produkata ljekovitih tvari i za odredivanje lijekova
u razli¢itim uzorcima. Za identifikaciju ljekovite tvari na temelju njezinog redoks potenci-
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jala, osim opisanih voltametrijskih metoda, rabi se i abrazivna voltametrija otapanja.
Krute mikrocestice lijeka mehanicki se imobiliziraju na povriini grafitne elektrode, koja
se potom uroni u otopinu elektrolita. Takva tehnika omogucuje izravnu potvrdu identite-
ta lijekova netopljivih u vodi i identifikaciju aktivne tvari u farmaceutskim oblicima bez
prethodne obrade uzorka (14).

Elektroanalitika se primjenjuju za odredivanja stabilnosti lijekova u vodenim otopina-
ma. Ovisno o kakvoj se tvari radi, moZe se mjeriti raspad ljekovite tvari ili nastajanje raz-
gradnog produkta, ako pokazuje prihvatljivu elektroaktivnost. Elektrokemijski se odre-
duje razgradni produkt nifedipina djelovanjem svjetlosti (15). Kinetika razgradnje
antibiotika cefepima u luznatom mediju uspjesno se moze pratiti redukcijom oksimino
skupine (16). Razgradnja lansoprazola, inhibitora protonske pumpe, u kiselim vodenim
otopinama mo#Ze se istraZivati redukcijom sulfoksidne skupine na razini nanomolarnih
koncentracija (17). Kontrola oneciséenja salicilnom kiselinom u ljekovitim oblicima ace-
tilsalicilne kiseline moZe se provesti na temelju elektrokemijske oksidacije salicilne kiseli-
ne koja nastaje kao produkt hidrolize aktivne tvari (18).

Voltametrijske metode obuhvacaju $iroko podrugje linearnosti (10-3-10-11 M) te se
njima mogu analizirati farmaceutske sirovine i ljekovite tvari u razli¢itim doziranim obli-
cima. Prednost je tih metoda da vecina pomoc¢nih tvari u farmaceutskom obliku nije elek-
troaktivna pa stoga ne utje¢u na voltametrijski odaziv ljekovite tvari (7). Priprema uzorka
vrlo je jednostavna, a sastoji se u otapanju aktivne komponente farmaceutskog oblika od-
govarajucim otapalom. Izravnim mjerenjem alikvota dobivene otopine odreduje se sadr-
%aj ljekovite tvari (19). Elektroanalitika se primjenjuje i u ispitivanju brzine oslobadanja
aktivne tvari iz gotovoga ljekovitog oblika.

Vecina ljekovitih tvari pokazuje znacajnu adsorpciju na povrsini elektrode te se mogu
odredivati voltametrijom s adsorptivhom akumulacijom u kombinaciji s pulsnim tehni-
kama (12). Metode su dovoljno osjetljive i selektivne pa se njima mogu analizirati lijeko-
vi u biologkim teku¢inama nakon uobicajenih terapijskih doza. Postoji mogucénost izrav-
nog odredivanja lijeka u plazmi ili urinu nakon razrjedivanja prikladnom otopinom
elektrolita. Ponekad, ovisno o redoks potencijalu ispitivanog lijeka, potrebno je prije
elektroanalitickoga mjerenja obaviti uobi¢ajne predobradbe bioloskoga materijala, poput
ekstrakcija ili talozenja kojima bi se odijelili elektroaktivni endogeni spojevi. Elektroana-
litika daje vrijedan doprinos izu¢avanju farmakokinetike lijekova, posebice jer se tim me-
todama mogu pratiti redoks biotransformacije lijekova. Ako metaboliti lijekova pokazu-
ju redoks potencijal na drugim vrijednostima, metoda se moZe primijeniti za
identifikaciju i kvantitativnu analizu metabolita (20). Kod pulsnih tehnika dovoljna je
razlika potencijala ispitivanih spojeva od samo 50 mV. Voltametrijske metode mogu biti
alternativa ¢e$ce rabljenim kromatografskim i spektroskopskim metodama u analitici li-

jekova (21).

U voltametrijskim analizama lijekova upotrebljavaju se modificirane ¢vrste elektrode
koje povecavaju osjetljivost i selektivnost (22). One se primjenjuju u sirokom spektru
elektroanalitickih istrazivanja. Povrsina elektrode moze se promijeniti elektrokemijskom
aktivacijom, primjenom ultrazvuka ili kemijskim nacinima. U usporedbi s ostalim elek-
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trodama u elektrokemiji, kemijski izmijenjena elektroda razlikuje se po tome sto je rela-

tivno tanak sloj (od molekulskog monosloja do nekoliko mikrometara debelog) odabra-

nog spoja nanesen na povrsinu elektrode kako bi joj podario kemijsku, elektrokemijsku

ili neku drugu Zeljenu osobitost ili svojstvo. Elektroda je presvucena odabranim ionskim
izmjenjivacem, enzimom, DNA ili polimerskim filmom, koji se u prisutnosti specifi¢ne

tvari, pod utjecajem promjene naboja ili razlike potencijala, kemijski, elektrokemijski

i/ili opticki mijenja. Elektrode su kemijski izmijenjene: adsorpcijom, kovalentnim veza-
njem sloja ili mijeSanjem s elektrodnim matriksom.

Tablica 1. Elektroanalitika ljekovitih tvari

Ljekovita tvar Elektroanaliticka

Radna elektroda

Granice detekcije (M)

tehnika
Amoksicilin CcV MCPE 1 x 107
Atenolol, propranolol DPP DME 5%x10% 3 x 107
Cefepim Ccv SMDE 9 x107
Cefoperazon SWV-CSV HMDE 6 x 107°
Diazepam DPP SMDE 53 %107
Doksazosin DPV-ASV MCPE 43 x 101
Epinefrin SWV-ASV CME 1 x10°®
Eritromicin DPV-ASV GCE 5% 107
Etinilestradiol SWV-CSV HMDE 59 x 1071°
Famotidin SWV-CSV HMDE 49 x 10
Feksofenadin SWV GCE 49 %1078
Glivek DPV-ASV GCE 2,9 x 1071°
Grizeofulvin SWV-CSV HMDE 58 x 1071
Imipramin SWV CME 4,6 x 1071°
Indapamid DPV CPE, GCE 9,8 x 1078
Ketorolak cv HMDE 4x10°
Kvetiapin SWV GCE 6,2 x 107
Labetalol DPV CPE 1x10°8
Lansoprazol, omeprazol DPV CPE 1x10%,2,5%x 107
Metronidazol (6\Y GCE 3x10°
Olsalazin SWV-CSV HMDE 9 x 107
Pravastatin SWV-CSV HMDE 3,6 X 107
Ramipril DPV Pt 48 x 107
Sildenafil citrat DPV GCE 6,9 x 1077
Valaciklovir SWV GCE 46 x10°

Skracdenice u tablici potje¢u od engleskih naziva za pojedine tehnike i elektrode:

CPE - ugljikova elektroda; MCPE — modificirana ugljikova elektroda; GCE — staklasta ugljikova elektroda;
SMDE - stati¢na %ivina elektroda; HMDE — viseéa givina kap; DME — kapajuéa Zivina elektroda; CME —
kemijski promijenjena elektroda; Pt — platinska elektroda; CV — ciklicka voltamenrtija; DPV- diferencijalna
pulsna voltametrija; DPP- diferencijalna pulsna polarografija; SWV- pravokutnovalna voltametrija; CSV-
katodna stripping voltametrija; ASV- anodna stripping voltametrija.
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Primjena modificiranih elektroda jako je dobra u slozenim biologkim uzorcima. Prim-
jerice, elektrokemijski aktivirana elektroda od staklastog ugljika (oksidacijom kod viso-
kih potencijala) preporucuje se za odredivanje azitromicina u urinu (23), a sefadeksom
obradena ugljikova elektroda primjenjuje se za analizu glibenklamida u serumu s grani-
com detekcije od 4-10-10 M (24).

Voltametrija se primjenjuje u analizi ljekovitih tvari u farmaceutskim oblicima i bio-
loskim tekucinama, a samo neki primjeri odabrani su u tablici 1.

ISTRAZIVANJE MEHANIZAMA REDOKS BIOTRANSFORMACIJE
LIJEKOVA

Reakcije prijenosa elektrona imaju vaznu ulogu u biokemijskim procesima pa stogaiu
biotransformaciji lijekova. IstraZivanjem mehanizama prijenosa elektrona i putova raz-
gradnje moze se bolje razumjeti mehanizam djelovanja lijekova u organizmu. Na temelju
sli¢nosti reakcija koje se zbivaju elektrokemijskom oksidacijom i redukcijom i metaboli¢-
kih redoks reakcija, istrazivanjem mehanizma elektrodnoga procesa moze se dobiti uvid
u metabolizam lijekova u organizmu (12), a posebice moze pomoci u identifikaciji nesta-
bilnih toksi¢nih intermedijera.

Elektrokemijskim metodama istraZivan je mehanizam redukcije olsalazina koji se
primjenjuje u terapiji kroni¢nih upalnih bolesti crijeva (25). Olsalazin u strukturi ima
azo vezu koja se cijepa bakterijama debelog crijeva, azoreduktazama, pri ¢emu nastaje me-
salazin ¢ijem se protuupalnom djelovanju moze pripisati terapijski u¢inak. Bududi da je
bakterijsko cijepanje azo veze proces redukcije, poznavanje mehanizma elektrodne reak-
cije pomoglo je u razjagnjenju mehanizma redukcije prolijeka u biologkom sustavu.

Djelovanje antitumorskog lijeka hidroksiuree uklju¢uje inhibiciju ribonukleotidne re-
duktaze koja sadr#i trovalentno Zeljezo. Istrazeni mehanizam redukcije kompleksa hidroksi-
uree sa Zeljezom elektroanalitickim metodama, kao i njegov redoks potencijal, upucuju
da lijek moZe interferirati s procesima prijenosa elektrona u bioloskom sustavu nakon ve-
zanja na enzim (26).

Elektrokemijska oksidacija apomorfina (27), azitromicina (28) i probukola (29) istraZi-
vana je kao model metabolicke oksidacije tih lijekova. Reakcijama prijenosa elektrona ob-
jas$njen je mehanizam djelovanja metronidazola (30). Posebno dizajnirana bioelektroda s
polianilinskim filmom na elektrodi od staklastog ugljika i vezanim citokromom P450 ra-
bila se u istraZivanju biotransformacije fluoksetina in vitro (31).

Metaboli¢kim redoks reakcijama lijekova ¢esto nastaju radikali, reaktivni intermedije-
ri, ukljucujudi i slobodne radikale kisika, koji imaju toksi¢na djelovanja. Stoga elektroke-
mijska istrazivanja redoks ponasanja ksenobiotika mogu posluziti u dizajniranju aktivni-
jih i sigurnijih lijekova (32).

Napredak u razvoju mikroelektroda i enzimski modificiranih elektroda omogucava is-
pitivanja utjecaja lijekova na oslobadanje neurotransmitera, kao i pracenje metabolickih
promjena lijekova in vivo (33).
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ELEKTROKEMIJA U SINTEZI NOVIH LIJEKOVA

U ranoj fazi istraZivanja lijekova elektrokemijske tehnike mogu se primijeniti u nekom
od redukcijskih/oksidacijskih stupnjeva organske sinteze farmakoloski zanimljivih mole-
kula. Primjerice, elektroorganskom sintezom priredeni su novi derivati makrolidnog an-
tibiotika tilozina (34), a enentioselektivnom elektroredukcijom novi spojevi kumarina

(35).

Elektroorganska sinteza omogucuje selektivnu redoks reakciju na odredenom dijelu
molekule postignutu preciznom kontrolom primijenjenog potencijala. Ekoloski je prih-
vatljivija od kemijske redukcije/oksidacije, jer nema zagadivanja okolisa toksi¢nim rea-
gensima. Elektrokemijski se moze postici jeftina regeneracija enantioselektivnih redoks
enzima u sintezi enantiomerno ¢istih lijekova.

KORELACIJA REDOKS POTENCIJALA I AKTIVNOSTI LIJEKOVA

Elektroanaliticke tehnike primjenjuju se u istrafivanju u¢inaka lijekova i novosintetizi-
ranih farmakoloski aktivnih spojeva. Ispitivanje u¢inka lijekova temelji se na korelaciji
potencijala oksidacije/redukcije ispitivane skupine spojeva s njihovom molekulskom
strukturom i farmakologkom aktivnoscu.

Pronadeno je da antimikotska aktivnost derivata 1,2-benzotiazola ovisi o njihovom po-
tencijalu redukcije (1). Elektrokemijska istrazivanja skupine antitumorskih, protuupal-
nih i antikonvulzivnih lijekova pokazala su da prijenos elektrona ima vaznu ulogu u aktiv-
nosti i na¢inu djelovanju tih spojeva te da potencijal redukcije mora biti u rasponu
fizioloskih reducensa (-0,1 do -0.5 V) (36). Potencijal redukcije aktivnih spojeva treba
biti pozitivniji od -0,5 V da bi doslo do prijenosa elektrona u biologkom sustavu. Dobi-
vene spoznaje pomogle su u razumijevanju aktivnosti ispitivanih lijekova, kao i u dizajni-
ranju novih aktivnih molekula.

Antioksidativna aktivnost prirodnih polifenola i spojeva iz skupine metaloporfirina,
povezana je s elektrokemijskim ponasanjem ispitivanih spojeva i njihovim redoks poten-
cijalima (37). Utvrdeno je da spojevi s nizim potencijalom oksidacije imaju veci antio-
ksidativni u¢inak. Antioksidativni kapacitet gotovih proizvoda koji sadrze acetilsalicilnu
kiselinu, odredivan je voltametrijskim metodama i elektrodom s imobiliziranom supe-
roksid dismutazom (38).

Sintezom novih analoga klozapina (npr. olanzapin, kvetiapin) zeljelo se izbjeci njegovo
hepatotoksi¢no djelovanje. U procjeni neeljenih u¢inka novih spojeva upotrebljavao se
potencijal oksidacije. Spojevi koji nisu bili lako podlo#ni oksidaciji, pokazali su se kao
dobri antipsihotici s malo neZeljenih uc¢inaka (39).

ELEKTROANALITICKO PRACENJE VEZIVANJA LIJEKOVA

Farmakologko djelovanja lijeka ve¢inom izravno ovisi o koncentraciji slobodnog lijeka
u plazmi. Vezivanje lijeka za plazma albumin utje¢e na njegovu distribuciju, brzinu meta-
boli¢ke razgradnje i izlu¢ivanje. Elektroanalitickim metodama istraZivano je vezivanija lije-
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kova iz skupine 1,4-benzodiazepina za serumske albumine, $to je dalo vrijedne rezultate u
ispitivanju njihove bioraspolozivosti (1).

Voltametrijske su metode vrlo u¢inkovite u ispitivanju vezivanja lijekova za deoksiri-
bonukleinsku kiselinu. Odredeni su mehanizmi i konstante vezivanja antitumorskih lije-
kova na DNA (40). Elektrokemijskim metodama moze se procijeniti oste¢enje DNA nas-
talo kao posljedica vezivanja antitumorskog lijeka. Najvise su istrafivani antraciklinski
antibiotici iz skupine kemoterapeutika. Nadeno je da vezivanjem adriamicina nastaje ok-
sidativno ostec¢enje DNA, jer dolazi do prijenosa elektrona u dvostrukom heliks sa sus-
jednog gvanidina, pri ¢emu nastaje 8-oksogvanin i reducirani oblik adriamicina (41).
Elektrokemijski pristup u istrazivanju dao je vrijedne spoznaje, ne samo u razumijevanju
mehanizma djelovanja antitumorskih lijekova, vec¢ i u pronalazenju i dizajniranju novih,
djelotvornijih lijekova s ciljanim djelovanjem na DNA. Elektroanalitickim metodama ut-
vrden je afinitet i mjesta vezivanja kinolonskih antibiotika, inhibitora bakterijske DNA
giraze, na nukleinske kiseline. Dublji uvid u mehanizam interakcije norfloksacina, levo-
floksacina, pefloksacina i lomefloksacina pomogao je u razumijevanju njihove terapijske
djelotvornosti, kao i nezeljenih, toksi¢nih u¢inaka (42). Interakcija lijeka s DNA moze se
upotrijebiti i za analizu. Primjenom modificiranih elektroda s DNA kvantitativno se mo-
gu analizirati lijekovi koji se vezuju na DNA (40).

Vezivanjem nekih lijekova na metalne ione mijenja se njihova aktivnost. Primjerice,
metalni kompleksi lijekova iz skupine 1,4-benzodiazepina aktivniji su od slobodnog lije-
ka, a vezivanjem lorazepama na dvovalentni bakar produzuje se njegovo djelovanje. Anti-
biotici kinolonske skupine stvaraju stabilne komplekse s kationima, a kao posljedica te
interakcije smanjena je njihova apsorpcija i djelovanje. Kinolonski antibiotici sposobnos-
¢u stvaranja kompleksa utje¢u na metabolizam esencijalnih elemenata te djeluju kao inhi-
bitori enzima koji sadrze bakar ili cink. Elektrokemijskim se metodama mogu analizirati
kompleksirajuca svojstva lijekova u otopini, moze se odrediti omjer metala i liganda u
kompleksu, mjesta vezivanja lijeka na metalni ion, mehanizam stvaranja i disocijacije
kompleksa, kao i konstante stabilnosti nastalih kompleksa $to je osobito vazno za neke
skupine lijekova (43).

Electroanalysis in pharmacy

by B. Nigovié, S. Behetié¢

Summary

The great diversity of electroanalytical methods allows the application of electroche-
mistry to various stages of drug research and development. Electrochemistry can be used
at the early stage of drug research for electroorganic synthesis of pharmacologically inte-
resting molecules and screening the activity. There are several examples showing the re-
lationship between redox potential and the pharmacological properties of drugs. Elec-
troanalytical techniques have been used widely in studying the redox mechanism of
many biologically significant molecules. Knowledge of the mechanism of electrode reac-
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tions can give a useful clue in elucidation of the mechanism of their interaction with livi-
ng cell. Interactions of drugs with metal ions, protein or DNA may be studied using mo-
dern electroanalytical techniques.

Electrochemical methods cover a large domain of investigation in drug analysis. Those
techniques are well suited for the determination of drugs in various samples, that is, raw
material, pharmaceutical dosage forms and biological fluids. The principal advantage of
those methods is that the excipients do not interfere, and extraction procedure is not
necessary. They are a rapid technique that has been applied successfully for trace mea-
surements of important pharmaceutical compounds thanks to the high sensitivity and
selectivity that it provides. Only selected examples demonstrating the applicability in
biological media or in dosage forms of these methods for various classes of drugs are de-

scribed.

A review of the principles and applications of modern electroanalytical techniques is
presented.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb)
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