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Odredivanje amlodipina i nifedipina elektrohemijskim i drugim analitickim

metodama

1ZvVOD

Predmet ove doktorske disertacije je ispitivanje elektrohemijske aktivnosti
amlodipina i nifedipina odnosno prouc¢avanje odabranih 1,4-dihidropiridinskih lekova koji
se kao blokatori Ca®*-kanala koriste u terapiji kardiovaskularnih oboljenja. Ispitivano je
elektrohemijsko ponasanje amlodipina i nifedipina u Cistim (kao aktivni farmaceutski
ingredienti) 1 razli¢itim komercijalnim oblicima, kao 1 u kompleksima sa razli¢itim
ciklodekstrinima.

Elektrohemijske reakcije su pracene pomocu razlicitih elektrohemijskih metoda
(prvenstveno cikli¢ne voltametrije i voltametrije sa pravougaonim impulsima) na elektrodi
od zlata i na elektrodi od zlata modifikovanoj o-MWCNT. Za analizu elektrolita kori§¢ene
su druge analiticke metode (HPLC, LC-MS) radi potvrde podataka dobijenih
elektrohemijskim ispitivanjima. Takode je ispitivana stabilnost ovih preparata, koji su radi
toga bili podvrgnuti kiseloj i alkalnoj hidrolizi, oksidaciji, fotolizi i degradaciji pri
zagrevanju kao i elektrohemijskoj degradaciji. U tom cilju, radi proucavanja povecanja
stabilnosti sintetizovani su i analizirani ciklodekstrinski kompleksi amlodipina i nifedipina.

Naucni cilj ovog rada je da se ispitivanjem elektrohemijske aktivnosti 1
odgovarajuim transformacijama amlodipina 1 nifedipina razviju metode za njihovo
kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje i da se analizom dobijenih smeSa nakon odredenih
reakcija utvrdi priroda transformacija ispitivanih molekula.

Rezultati koji su proistekli iz istrazivanja ove doktorske disertacije treba da
doprinesu razvoju novih elektrohemijskih metoda za kvalitativno i kvantitativno
odredivanje amlodipina i nifedipina. Proucavana je elektrohemijska aktivnost inkluzionih
kompleksa amlodipina i nifedipina sa ciklodekstrinima i uticaj strukture dobijenih
ciklodekstrinskih kompleksa na elektrohemijsko ponasanje, $to je od izuzetnog znacaja pri

ispitivanju aktivnih farmaceutskih supstanci i farmaceutskih preparata.
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impulsima - elektroda od zlata - modifikovana elektroda Au/o-MWCNT - forsirana
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Determination of amlodipine and nifedipine by electrochemical and other analytical
methods

ABSTRACT

The subject of this PhD thesis is examination of electrochemical activity of
amlodipine and nifedipine, a 1,4-dihydropyridine type of Ca** channel blockers used in
treatment of cardiovascular diseases. It was investigated the electrochemical behavior of
amlodipine and nifedipine as active pharmaceutical ingredients, in different commercial
pharmaceutical dosage forms as well as in complexes with different cyclodextrins.

Electrochemical reactions were followed by using of different electrochemical
methods (primary cyclic voltammetry and square wave voltammetry) on gold electrode and
Au/o-MWCNT. For analysis of the electrolytes other analytical methods (HPLC, LC-MS)
were used in order to confirm the data obtained by electrochemical investigation. It was
also investigated stability of these preparations which were therefore exposed to hydrolysis
in acid and alkaline conditions, oxidation, photolysis, temperature degradation and
electrochemical degradation. In order to study stability enhancement the appropriate
cyclodextrin complexes of amlodipine and nifedipine were synthesized and analyzed.

The scientific aim of this study was to test the electrochemical activity and by
appropriate transformations to develop methods for qualitative and quantitative
determination of amlodipine and nifedipine as well as by analysis of the obtained mixture
after certain reactions to determine the nature of transformations of examined molecules.

The results arising from the research of this PhD thesis should contribute to
development of new electrochemical methods for qualitative and quantitative determination
of amlodipine and nifedipine. The electrochemical activity of inclusion complexes of
amlodipine and nifedipine with cyclodextrins and influence of the structure of the obtained
complexes on electrochemical behavior were studied which is of great importance in the

study of active pharmaceutical ingredients and pharmaceutical preparations.

Keywords: amlodipine - nifedipine - cyclic voltammetry - square wave voltammetry - gold
electrode - modified electrode Au/o-MWCNT - forced degradation - HPLC-MS -

cyclodextrin - inclusion complexes
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SKRACENICE

ACE angiotensin-converting enzyme inhibitori angiotenzin
konvertaze

AFM atomic force microscopy mikroskopija atomskih sila

APCI atmospheric-pressure chemical hemijska jonizacija na

ionization atmosferskom pritisku

APPI atmospheric pressure photoionization | fotojonizaciju na atmosferskom
pritisku

AV atrioventricular (AV) node atrioventrikularni (AV) ¢vor

BP British pharmacopoeia Britanska farmakopeja

BCD B-cyclodextrin B-ciklodekstrin

BCD-Ami B-cyclodextrin-amlodipine inkluzioni kompleks f3-
ciklodekstrina sa amlodipinom

BCD-Nif B-cyclodextrin-nifedipine inkluzioni kompleks -
ciklodekstrina sa nifedipinom

CCB Ca channel blockers blokatori kalcijumskih kanala

Cl chemical ionization hemijska jonizacija

Cv cyclic voltammetry cikli¢na voltametrija

CPE carbon paste electrode elektroda od ugljeni¢ne paste

DAD diode array detector

DDPV double differential pulse voltammetry | dvostruka diferencijalna pulsna
voltametrija

DHP dihydropyridine dihidropiridin

DNPV differential normal pulse voltammetry | diferencijalna normalna pulsna
voltametrija

DPP differential pulse polarography diferencijalna pulsna
polarografija

DPV differential pulse voltammetry diferencijalna pulsna
voltametrija

DPAJSV differential pulse adsorptive stripping

voltammetry

DSC differential scanning calorimetry diferencijalna pretrazna
kalorimetrija

El electron impact ionization jonizacija elektronskim udarom

EP European pharmacopoeia Evropska farmakopeja

ESI electrospray ionization elektrosprej jonizacija

FTIR Fourier transformation infrared Infracrvena spektroskopija sa

spectroscopy

Fourier-ovom transformacijom




GC gas chromatography gasna hromatografija
GCE glassy carbon electrode elektroda od staklastog
ugljenika
HPBCD (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (2-hidroksipropil)-B-
ciklodekstrin
HPBCD- (2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin- inkluzioni kompleks (2-
Aml amlodipine hidroksip_ro_piI)-B-ciklodekstrina
sa amlodipinom
-« | (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin- inkluzioni kompleks (2-
HPCD-Nif | (TVArOpropyD-prey hidroksipropil)-B-ciklodekstrina
nifedipine e
sa nifedipinom
HMDE hanging mercury drop electrode kapljuca zivina elektroda
HPLC high performance liquid visokoefikasna te¢na
chromatography hromatografija
HPTLC high performance thin layer visokoefikasna tankoslojna
chromatography hromatografija
ICH International Conference on Internacionalna konferencija o
Harmonisation harmonizaciji
IGC inverse gas chromatography inverzna gasna hromatografija
LC liquid chromatography te¢na hromatografija
LC-EC liquid chromatography in combination | te¢na hromatografija sa
with electrochemical detection elektrohemijskim detektorom
LC-MS (high performance) liquid tecna hromatografija u
chromatography in combination with kombinaciji sa masenom
mass spectrometry spektrometrijom
LC-MS-MS (high performance) liquid tecna hromatografija u
chromatography in combination with kombinaciji sa tandemnom
tandem mass spectrometry masenom spektrometrijom
te¢na hromatografija-
LC-2D- Liquid chromatography-two dvodimenzionglnajnuklearna
NMR/LC- | dimensional nuclear magnetic magnetna rezonanca u
resonance in combination with liguid kombinaciji sa te¢nom
MS chromatography-mass spectrometry | hromatografijom i masenom
spektrometrijom
LSV linear sweep voltammetry voltametrija sa linearnom
promenom potencijala
MALDI matrix-assisted laser desorption
ionization
MS mass spectrometry masena spektrometrija




mass spectrometry in combination with

tandemna masena

MS-MS
mass spectrometry (tandem mass spektrometrija
spectrometry)
MWCNT multi-wall carbon nanotubes viSeslojne ugljeni¢ne nanocevi
NMR nuclear magnetic resonance nuklearna magnetna rezonanca
NPAdSV normal pulse adsorptive stripping
voltammetry
NPP normal pulse polarography normalna pulsna polarografija
NPV normal pulse voltammetry normalna pulsna voltametrija
0-MWCNT | oxidized multi-wall carbon nanotubes | oksidovane viseslojne
ugljeni¢ne nanocevi
PTFE polytetrafluoroethylene politetrafluoroetilen
PVP polyvinylpyrrolidone polivinilpirolidon
raw- raw multi-wall carbon nanotubes sirove viSeslojne ugljenicne
MWCNT nanocevi
RH relative humidity relativna vlaznost
RPLC reversed-phase liquid chromatography | reverzno-fazna te¢na
hromatografija
RP HPLC reversed-phase high performance reverzno-fazna visokoefikasna
liquid chromatography te¢na hromatografija
RPV reverse pulse voltammetry reversna pulsna voltametrija
SA sinoatrial (SA) node sinoatrijalni (SA) ¢vor
SCE saturated calomel electrode zasi¢ena kalomelova elektroda
SFC supercritical fluid chromatography superkriticna tecna
hromatografija
SWv square wave voltammetry voltametrija sa pravougaonim
impulsima
SWAdISV square wave adsorptive stripping
voltammetry
SWCSV square wave cathodic stripping
voltammetry
TEM transmission electron microscopy transmisiona elektronska
mikroskopija
TG thermogravimetry termogravimetrija
TGA thermal gravimetric analysis termogravimetrijska analiza
TSP thermospray ionization termosprej jonizacija
TMFE thin mercury film electrode elektroda presvucena tankim

filmom Zive




UPLC ultra performance liquid ultra te¢na hromatografija
chromatography

UPLC-MS- | ultra performance liquid ultra te¢na hromatografija u

MS chromatography in combination with kombinaciji sa tandemnom
tandem mass spectrometry masenom spektrometrijom

USP Unated states pharmacopoeia Americka farmakopeja

uv ultraviolet ultraljubicast

VIS visible vidljiv

v/iv volume by volume

XR X-ray rentgentski zraci

XRD X-ray diffraction difrakcija rentgentskih zraka




Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

SADRZAJ
Lo UVOD bbbk h bRt R k£t bR e bRt et e b e e e b ebe b 1
2. TEORIISKI DEO ... .ottt ettt sttt b e e b et e e bt e nbe e sbe e sbe e seeesane e 3
2.1. Kalcijumski antagonisti (podela, farmakologija) ..........ccvvririrereieieisesese s 3
2.2. Pregled 1,4-dihidropiridinskih lekova (pregled, farmakologija, mehanizam dejstva i sl.) .... 10
2.2. 1 NITEOIDIN. .ttt r e b s 10
2.2.2. AMIOGIDIN. .t 12
2.2.2.1. AMIOAIPIN-DEZIIAL.........cociiieciice e 14
2.3. EleKtrohemijSKe MELOAE .......cviiiiiiiiii ettt sttt st te e s resraenre 17
2.3. 1. VORAMETITA. ..ttt ettt ane s 17
2.3.1.1. Voltametrija sa linearnom promenom potencijala ...........cocoovirinininenenciee 20
2.3.1.2. CiKIiCNa VOItAMEIITJA ..c.vveiuiieeieiiee ittt ne e 20
2.3.1.3. "Stripping" voltametrija (anodna, katodna i adsorpciona) ..........c.ccocevvvvevienennenne. 28
2.3.1.4. PUISNE METOTE ...t 29
2.3.1.4.1. Voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWV, square-wave voltammetry). 30
2.3.1.4.2. Normalna pulsna voltametrija i diferencijalna pulsna voltametrija................... 31
2.3.1.4.3. Ostale pulSne MELOTE. .........ccoiiiiiiiieciee e 34
2.3.2. Metode elektrohemijskog odredivanja amlodipina i nifedipina opisane u literaturi ....... 34
2.3.2.1. Elektrohemijsko odredivanje amlodipina...........ccccceevieriiieiienecnie e 34
2.3.2.2. Elektrohemijsko odredivanje nifediping..........ccocovvreiereienieieniise e 34
2.4. Pregled odabranih hromatografskih i spektrometrijskih metoda u analitici lekova................ 36
2.4.1. Te€na hromatografija (LC)......coooieiiiiiieiiiice e 36
2.4.2. Masena SPektrometrija (MS) .......c.o oot s 37
2.4.3. Te¢na hromatografija-masena spektrometrija (LC-MS) .........cccoviiiiinninciccce 38

244, PrIMENA LC- IS et e ettt e e et e e e ettt eeeeeeee e aeeeeeeeenanine 39



Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

2.4.4.1. Primena hromatografskih i spektrometrijskih metoda za odredivanje amlodipina .. 40
2.4.4.2. Primena hromatografskih i spektrometrijskih metoda za odredivanje nifedipina.... 44
2.5. ProuCavanje stabilnosti I€KOVA .........cceciiiiiiiiiiene e 45

2.6. Osnovi inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa lekovima (primena, dobijanje,

KAPBKEEITZACK]A) ...+ttt ettt b 50
3. EKSPERIMENTALNI DEO... ..ottt ettt ne e 53
TN I AV (=T ] - L USROS SRPS 53
3.1.1. Pripremanije standardnih rastvora i uzoraka amlodipin-bezilata ..........c..ccccocooveviinnnnnn. 54
3.1.2. Pripremanje standardnih rastvora i uzoraka nifedipina............cccoovrivniirenenenencicen 55
3.1.3. Pripremanije inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa lekovima, koprecipitacijom ....... 56
3.1.3.1. Pripremanije inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa amlodipin-bezilatom........... 56
3.1.3.2. Pripremanje inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa nifedipinom...............cc.c...... 56
3.1.4. Pripremanje razliCitih elektrodnih pOVISING .......cccceeriiveiininie e 57
3.1.4.1. Priprema elektrode 0d ZIata...........ccccveiiiiiiciiiicc e 57
3.1.4.2. Priprema modifikovane elektrode ..........cccvveiiiiiic i 57
3.1.5. Postupci forsirane (ubrzane degradacije) amlodipin-bezilata .............ccoooeiviiiiicnnnnn 58

3.1.5.1. Priprema uzoraka za ispitivanje forsirane degradacije teénom hromatografijom

(=] 1K) OO 58
3.1.5.1.1. AIKaING AeQradaCifa.......cccvierierieieieieieiesi sttt 58
3.1.5.1.2. Degradacija sa 0,05 Mol dMZNAHCO3........c.ouvvevieeeeeeeeeeeeeeee e 59
3.1.5.1.3. Oksidativna degradaCija..........c.ccoervvevieiiiiieiieciese ettt sre e 59
3.1.5.1.4. FOLOARGIAOACIA ...c.vevveveiiieisiesiesie ettt 59
3.1.5.1.5. Elektrohemijska degradacija ..........cccoueererinerieneneieeeese s 60

3.1.5.2. Priprema uzoraka za ispitivanje forsirane degradacije metodom LC-MS................ 60

3.2, APATatl 1 UTCAAJT. v eveieieii sttt bbbt bbbt e n b e nreere e 61

RS 1Y/ 21 (o 1o [T R TR TP PRPRI 62



Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

3.3.1. Ciklicna vOItametrija (CV) ....coiiiiiiiiiie ittt bbb 62
3.3.2. Voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWV) ..o 62
3.3.3. Te€na hromMOtOZIATIJa ... .civviveeieiiieeeiesee e e 62
3.3.4. LC-MS tERNITKA ......eiiiciiieic s 64
3.3.5. AFM tehnika (atomic force MiCroSCOPY) .....ecveieiieiiiiieiiere e e st 65

4. REZULTATI IDISKUSIJA L.ttt bbbttt nae e 66
4.1. Elektrohemijsko ponasanje amlodipin-Dezilata...............ccoereierciiiiinins e 67

4.1.1. Proucavanje elektrohemijske aktivnosti amlodipin-bezilat standarda i u Alopres
tabletama cikliénom voltametrijom, bez akumulacije..........ccooerirveiiiiinienirse e 67

4.1.2. Proucavanje elektrohemijske aktivnosti amlodipin-bezilata u Alopres tabletama
ciklicnom i voltametrijom sa pravougaonim impulsima, sa akumulacijom...........c.cccoevverveennen. 76

4.2. Ispitivanje forsirane (ubrzane) degradacije amlodipin-bezilata primenom te¢ne
hromatografije i te¢ne hromatografije — masene SpeKtromMetrije. ........covvvrveverirerererenienierieeenenns 81

4.3. Elektrohemijsko ispitivanje inkluzionih kompleksa nifedipina i amlodipina sa j3-
ciklodekstrinom i (2-hidroksipropil)-B-CiKIOdeKStrinOm..........ccccvirerieiniiiiiisese e 90

4.3.1. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa
ciklodekstrina sa nifedipinom u fosfathnom puferu..........c.ccccoov e, 93

4.3.2. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa

ciklodekstrina sa nifedipinom u 0,05 Mol dM™® NaHCOs..........co.cvoiieceieeeeeeeeeeee e 97

4.3.3. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa

ciklodekstrina sa amlodipinom u fosfatnom puferu...........cccocoviicicci e, 99
5. ZAKLIUCAK oottt 103
B. LITERATURA . ettt bbb ettt e et e st e sb e e e bb e e nbe e be e sbeesbeesneennee 106
7. BIOGRAFIJA KANDIDATA . .ottt ettt st sttt e st e sa e naeenbe e sbeesreesneeenes 117
8. IZJAVA O AUTORSTVU ...ttt bbbt 120
9. IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE I ELEKTRONSKE VERZIJE.........c..ccceevnerrrnnn. 121

10. IZIAVA O KORISCENTU ..ot oo e e e et ae e er et e e e esereeeees et et e s esesaeesseseseeesesareeeerans 122



Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

1. UvOD

Lekovi koji se nazivaju "antagonisti kalcijuma" su dugi niz godina predmet analitickih i
spektroskopskih ispitivanja u cilju prosirenja saznanja o njihovom mehanizmu delovanja,
stabilnosti kao i razvoju metoda za njihovo kvalitativno i kvantitativno odredivanje. Termin
“antagonisti kalcijuma" Kkoristi se jer ovi lekovi blokiraju ulazak Ca?* u éeliju kroz
kalcijumske kanale izazivajuéi dilataciju arterija i arteriola sniZzavajuéi na taj nacin krvni
pritisak. Za ove lekove &esto se koristi termin blokatori ulaska Ca®* ili blokatori
kalcijumskih kanala (Ca channel blockers, CCB). Terapijski znacajni antagonisti kalcijuma
deluju na kanale L-tipa, i mogu se podeliti u tri hemijski razli¢ite klase: fenilalkilamine,

dihidropiridine i benzotiazepine.

Najznacajniji predstavnici dihidropiridinskih antagonista kalcijuma su amlodipin i
nifedipin, koji bez obzira na to $to su dugo prisutni u terapiji razli¢itih kardiovaskularnih

oboljenja, i1 dalje pobuduju paznju istrazivaca u svetu.

Predmet ovog rada je ispitivanje elektrohemijske aktivnosti kao i razvoj
elektroanalitickih metoda za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje amlodipina i
nifedipina u ¢istom obliku, kao i u komercijalnim farmaceutskim oblicima (tablete),

ukljucujuéi i njihove inkluzione komplekse sa ciklodekstrinima.

Za ispitivanje elektrohemijske aktivnosti amlodipina i nifedipina u ovom radu su
koris¢ene cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima. Kataliticka
svojstva elektrode od zlata su testirana za ispitivanje amlodipina i nifedipina u razli¢itim
elektrolitima, a analiza elektrolita posle odvijanja elektrohemijskih reakcija uradena je

visokoefikasnom tecnom hromatografijom (HPLC) i masenom spektrometrijom (MS).

U svetu se poslednjih desetak godina radi na razvoju elektrohemijskih metoda za
kvalitativno i kvantitativno odredivanje razlicitih lekova, kao i amlodipina i nifedipina na
elektrodama od razli¢itih materijala (staklasti ugljenik, modifikovane elektrode) i u

razli¢itim tipovima elektrolita. Poznato je da su 1,4-dihidropiridinski derivati relativno
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nestabilni molekuli i zato se u svetu stalno ulazu napori u cilju pronalazenja novih metoda

za njihovo kvalitativno i kvantitativno odredivanje.

Prednost elektrohemijskih metoda je Sto su brze, jednostavne, ekonomski pogodne i S$to
u kombinaciji sa rutinski primenjivanim metodama daju rezultate koji su izvanredna
dopuna postoje¢im klasicnim hromatografskim metodama ispitivanja u farmaceutskim
kompanijama kao i u klinickim centrima u kojima se rade farmakokineticka odredivanja

bioloski vaznih molekula u telesnim te¢nostima (krv, urin, plazma).

U ovom radu je ispitano elektrohemijsko ponasanje amlodipina i nifedipina u Cistim
(kao aktivni farmaceutski ingredienti) i komercijalnim oblicima (tablete). Takode je
ispitana stabilnost ovih molekula, prvenstveno amlodipin-bezilata u uslovima forsirane i
potpune degradacije. Amlodipin-bezilat u rastvoru je podvrgnut kiseloj i alkalnoj hidrolizi,
hemijskoj i fotodegradaciji, degradaciji pri zagrevanju kao i elektrohemijskoj degradaciji.
Radi proucavanja povecanja stabilnosti supstituisani su i analizirani kompleksi amlodipina i

nifedipina sa ciklodekstrinima i uporedeni sa molekulima u ¢istom obliku.
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2. TEORIJSKI DEO

Kardiovaskularni lekovi

U terapiji kardiovaskularnih bolesti doslo je do znacajnih pomaka poc¢ev od 50-tih
godina proslog veka. Podaci pokazuju da je poCev od 1968. godine i nadalje doslo do
znacajnog napretka u kontroli bolesti srca pre svega zahvaljuju¢i boljem razumevanju
stanja bolesti, zatim razvoju efikasnih lekova i inovatnim medicinskim tehnikama u

tretiranju problema kardiovaskularnog sistema [1].
Lekovi koji uti¢u na sr¢anu funkciju mogu se podeliti u tri grupe:

a) Lekovi koji direktno uti¢u na ¢elije miokarda, gde spadaju

- autonomni neurotransmiteri i srodni lekovi

- antiaritmijski lekovi

- kardiotoni¢ni glikozidi i drugi inotropni lekovi

- ostali lekovi i endogene supstance [2]

b) Lekovi koji indirektno uti¢u na funkciju srca, odnosno koji deluju na drugim
mestima u vaskularnom sistemu. Tu spadaju neki antianginozni lekovi (npr. nitrati) kao
i vecina lekova koji se koriste u terapiji sr¢ane insuficijencije (npr. diuretici i inhibitori
angiotenzin konvertaze — ACE inhibitori) [2]

c) Kalcijumski antagonisti, koji uti¢u na funkciju srca direktnim dejstvom na celije

miokarda, ali i indirektno — relaksacijom arteriola [2].

2.1. Kalcijumski antagonisti (podela, farmakologija)
Komore srca normalno se kontrahuju koordinirano, pumpajuc¢i efikasno krv putanjom
koju odreduju zalisci. Podsticaj sr¢anih ¢elija inicira proces pobudivanja, koji je povezan sa

jonskim strujama kroz ¢elijske membrane [1, 2].
Jonski kanali i kalcijum

Kalcijumovi joni imaju vaznu ulogu u regulaciji mnogih ¢elijskih procesa, kao §to su

sinapticka transmisija 1 kontrakcija misi¢a. Kalcijum u celijskim funkcijama ima ulogu
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"drugog glasnika" kod, na primer regulisanja enzima i jonskih kanala. Ulazak vancelijskog
Ca® u citozole ¢elija miokarda i1 oslobadanje Ca 2 iz ¢elijskih skladista je vazno za
iniciranje kontrakcija miokarda. Normalno, koncentracija Ca®* u vanéelijskoj tenosti je u
milimolarnoj oblasti, dok su unutar ¢elijske koncentracije slobodnog Ca** jona manje od
107 mol dm™, mada ukupne ¢elijske koncentracije mogu biti 10° mol dm™ ili vece.
Najvise Ca® se duvau ¢elijskim organelama ili je vezan za Celijske proteine. Slobodni Ca*
potreban da zadovolji zahteve kontrakcija usled podsticaja moze nastati usled aktiviranja
kalcijumovih kanala na c¢elijskim membranama i (ili) oslobadanja kalcijuma iz unutar
Celijski vezanih mesta. Svaka od ovih metoda povecanja slobodnog citozolnog Ca®*
ukljucuje kanale koji su osetljivi na kalcijumov jon. Blokatori kalcijumovih kanala
smanjuju ili spreavaju povecanje slobodnih citozolnih kalcijumovih jona tako $to uti¢u na

transport kalcijumovih jona kroz ove pore [1].

Kalcijum je jedan od najraprostranjenijih elemenata na zemlji. Naj¢esce se u bioloskim
sistemima nalazi u obliku hidroksiapatita, u obliku stabilne strukture sli¢éne kao ona koja je
nadena u kostima. Preostali kalcijum je jonski (Ca?"). Jonski kalcijum funkcioniSe kao
biohemijski regulator, naj¢esce u ¢eliji. Znacaj jonskog kalcijuma u fizioloskim funkcijama

prvi je otkrio Ringer, koji je 1883. godine zapazio ulogu Ca** u sr&anoj kontraktilnosti [1].
U zavisnosti od mehanizma otvaranja postoje sledeci tipovi kalcijumskih kanala:

- Voltazno-zavisni kalcijumski kanali,
- Receptorski odnosno ligand zavisni kalcijumski kanali i

- Depo zavisni kalcijumski kanali [2]

U zavisnosti od lokalizacije i funkcije postoje Cetiri tipa voltazno-zavisnih kalcijumskih

kanala:

a) L-tip, koji se nalazi u kostima, sréanom i glatkim misi¢ima, i izaziva kontrakciju
misiénih celija,
b) T-tip, koji izaziva ulazak Ca i nalazi se u pejsmejker ¢elijama,

c) N-tip, koji se nalazi u neuronima i uéestvuje u oslobadanju neurotransmitera,
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d) P-tip, koji se nalazi u Perkinje ¢elijama, ali ¢ija je funkcija za sada nepoznata [1]

Terapijski znacajni antagonisti kalcijuma deluju na kanale L-tipa u cilju njihovog
farmakoloskog delovanja. Kanali L-tipa su dobili naziv po tome $to kada se membrana
jednom depolarizuje, njihovo delovanje je dugotrajno (long lasting). Kada se membrana
depolarizuje, L-kalcijumovi kanali moraju se fosforilovati da bi se otvorili. L-tip
kalcijumovih kanala sastoji se od pet razli¢itih podjedinica, oznac¢enih kao ay, ap, B, y i 0.

Podjedinica a; obezbeduje centralnu poru kanala (slika 1) [1].

CaE-l-
i D [ | T |
\KT EI"Ll | Oq | Cp 5%

Y

Slika 1. Sematski prikaz L-tipa Ca?* kanala [1]

Antagonisti kalcijuma L-tipa mogu se podeliti u tri razli¢ite hemijske klase:

- Fenilalkilamini (verapamil)
- 1,4-Dihidropiridini (nifedipin)
- Benzotiazepini (diltiazem) [1, 2]

Navedeni molekuli Cesto se nazivaju "prvom generacijom" blokatora kalcijumovih
kanala zato $to su dve grupe kasnije proSirene tzv. "drugom generacijom” lekova (tabela 1)

[1].
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Tabela 1. Prva i druga generacija blokatora kalcijumovih kanala [1]

Hemijska klasifikacija Prva generacija Druga generacija
Fenilalkilamini Verapamil Anipamil
Bepridil
1,4-Dihidropiridini Nifedipin Amlodipin
Felodipin
Isradipin
Nikardipin
Nimodipin
Benzotiazepini Diltiazem -

Prema nekim autorima antagonistima kalcijuma pripadaju i slede¢e dve hemijske klase

jedinjenja:

- Difenilpiperazini

- Diarilaminopropilamini (bepridil, kao diarilaminopropilaminetar) [3]
Mehanizam delovanja

Antagonisti Ca”* kanala verapamil, nifedipin i diltiazem vezuju se na specifi¢nim
mestima na proteinu kalcijumovog kanala, ali ne zatvaraju kanal fizicki, zbog ¢ega dovode
do aktivacije s jedne strane i antagonizma s druge strane. Afinitet ka vezivnim mestima
zavisi od toga da li se kanal nalazi u otvorenom stanju (O), stanju odmaranja (R) ili
neaktivnom stanju (I), a ravnoteza izmedu ovih stanja je odredena podsticajem frekvencija i

membranskim potencijalom (slika 2) [1].
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Slika 2. Sematski prikaz ravnoteZe tri konformaciona stanja jonskog kanala [1]

Lekovi iz svake od tri navedene hemijske klase vezuju se za os-subjedinicu src¢anog
kalcijumskog kanala L-tipa, ali na razli¢itim mestima, stupajuc¢i u medusobne alostericke
interakcije 1 interakcije sa mehanizmom zatvaranja kanala, i tako indirektno sprecavaju
difuziju Ca** kroz pore u otvoreni kanal. Ve¢ina kalcijumskih antagonista izaziva blokadu
kanala zavisnu od upotrebe (use-dependence) odnosno blokada je efikasnija u ¢elijama u
kojima su kalcijumski kanali najaktivniji. Iz istog razloga, njihovo blokatorsko dejstvo je
voltaZzno-zavisno, 1 deluju mnogo jace kada je membrana depolarisana, §to izaziva

otvaranje i inaktivaciju kalcijumskih kanala [2].
Farmakolosko delovanje

Osnovno farmakolosko delovanje kalcijumskih antagonista, kod terapijske primene,

usmereno je na sréani i glatki misi¢ [2].
Delovanje na vaskularno tkivo

Svi Ca®* antagonisti su vazodilatatori. Vazodilatacija je rezultat kontraktilnog
mehanizma vaskularnih glatkih migiéa, koji zahtevaju Ca?*. Vazodilatatorno delovanje ovih

lekova je osnova za njihovu upotrebu u kontroli angine i hipertenzije [1, 4].

Depolarizacija ¢éelija vaskularnih glatkih miSi¢a primarno zavisi od influksa Ca** [3, 5].
Najmanje tri mehanizma delovanja su odgovorna za kontrakciju ¢elija vaskularnih glatkih

misica:
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Prvi, otvaranje voltazno-zavisnih Ca®* kanala u odgovoru na depolarizaciju
membrane, kada van celijski Ca®* smanjuje elektrohemijski potencijal celije. Nakon
zatvaranja Ca®* kanala, odredeni period vremena je potreban pre nego §to se kanali ponovo

otvore u odgovoru na podsticaj [3].

Drugi, agonistima izazvane kontrakcije, koje se deSavaju bez depolarizacije
membrane kao rezultat hidrolize membranskog fosfatidil-inozitola sa nastankom inozitol-
trifosfata, koji deluje kao "drugi glasnik” u cilju oslobadanja unutar éelijskog Ca** iz
sarkoplazmati¢nog retikuluma [3, 6]. Ovo oslobadanje unutar éelijskog Ca?* koje je

posredovano receptorima moze da pokrene dalji priliv vanéelijskog Ca?".

Treéi, kada receptorima upravljani Ca®* kanali (ili receptor-zavisni Ca’* kanali)

omogucavaju ulazak vancelijskog Ca*" u odgovoru na zauzimanje receptora [3].

Povecanje citozolnog Ca®* dovodi do boljeg vezivanja Ca?* na protein kalmodulin.
Kompleks Ca?* - kalmodulin zauzvrat aktivira miozin-kinazu, $to dovodi do fosforilovanja
slabo vezanog miozina. Proces fosforilovanja dalje dovodi do interakcije izmedu aktina i
miozina i kontrakcije glatkog miSi¢a. Antagonisti Ca®* kanala ili blokatori inhibiraju
voltazno-zavisne Ca’* kanale u vaskularnom glatkom mi§iéu na znatno niZim
koncentracijama od onih koje su potrebne za oslobadanje unutar éelijskog Ca?* ili za
blokadu receptor-zavisnih Ca®* kanala. Svi blokatori Ca®* kanala relaksiraju arterijski glatki

misi¢, ali sa malim uticajem na vene i tako ne uticu na sr¢ano opterecenje [1, 3].
Delovanje na srcane celije

Inhibicija priliva Ca®* jona u sréano tkivo pomocu Ca®* antagonista je takode

osnova za njihovu upotrebu kao lekova sa antiaritmickim delovanjem [1].

Nasuprot glatkim vaskularnim miSi¢ima, mehanizam kontrakcije sr€anog miSica
ukljucuje kompleks proteina (tropinini I, C i T i tropomiozin) vezanih za miozin, Koji
upravljaju interakcijom izmedu aktina i miozina. Slobodni Ca®" joni se vezuju za troponin
C, time dolazi do gubitka njegovog inhibitornog delovanja na kontraktilni aparat i

omogucava se interakcija aktina i miozina, $to dovodi do kontrakcije misica (slika 3) [1, 3].
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Stimulus —————— Ca?*

pmhresmmmaianis ¢elijska membrana

2+ - .
Ca“" osloboden iz sarkoplazmatiénog
retikuluma

Troponin C-Ca’* kompleks

Aktin + Miozin interakcija

Kontrakcija misiéa

Slika 3. Sematski prikaz mehanizma kontrakcije sréanog migica [1]

Antagonisti kalcijuma takode imaju negativan inotropni efekat, koji je posledica
inhibicije spore ulazne struje tokom platoa akcionog potencijala. Uprkos tome, minutni
volumen uglavnom ostaje neizmenjen ili se povecava zbog smanjenja perifernog otpora.
Medutim, postoje klinicki znacajne razlike izmedu razlicitih klasa lekova. Verapamil ima
najizrazenije negativno inotropno dejstvo i zbog toga je kontraindikovan kod srcane
insuficijencije, kao i ve¢ina drugih kalcijumskih antagonista, iako amlodipin nije povecao

stopu smrtnosti kod pacijenata sa teSkom hroni¢énom sr¢anom insuficijencijom [2].
Farmakokinetika

Antagonisti kalcijuma u klini¢koj upotrebi dobro se resorbuju iz gastrointestinalnog
trakta, i daju se per os osim nekih specifi¢nih indikacija, kao Sto je primena posle
subarahnoidne hemoragije, gde se koriste intravenski preparati. Intenzivno se metabolisu.
Amlodipin ima dugo poluvreme eliminacije i daje se jednom dnevno, dok nifedipin,
diltiazem 1 verapamil imaju kra¢e poluvreme eliminacije i daju se CeS¢e ili se prave
formulacije sa produzenim dejstvom kako bi se omogucilo doziranje jednom dnevno.

Klini¢ka primena kalcijumskih antagonista je sledeca:

- Aritmije (verapamil)
- Hipertenzija (uglavnom, dihidropiridinski lekovi; npr. amlodipin)
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- Profilaksa angine pektoris (uglavnom, dihidropiridin ili diltiazem) [2]

2.2. Pregled 1,4-dihidropiridinskih lekova (pregled, farmakologija, mehanizam

dejstvaisl.)

2.2.1 Nifedipin
Nifedipin, dimetil 2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilat (slika 4)
[7]

Slika 4. Strukturna formula nifedipina [7]

molarna masa bruto formula CAS broj

346,3 C17H18N206 21829-25-4

Nifedipin je Zuti, kristalni prasak. Prakti¢no je nerastvoran u vodi, lako rastvoran u
acetonu, delimi¢no rastvoran u etanolu. Pod uticajem dnevnog ili vestatkog svetla razlic¢itih
talasnih duzina, lako se konvertuje u nitrozofenilpiridinski derivat. Pod uticajem UV svetla
dolazi do obrazovanja nitrofenilpiridinskog derivata (slika 5). Zbog toga, rastvori nifedipina
treba da se pripremaju u mraku ili pod svetlom talasnih duzina koje su veé¢e od 420 nm,

neposredno pre upotrebe [7, 8].

10




Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

NO, NO NO,
H
H,CO0C COOCH, H,CO0C COOCH; + H,CO0G COOCH,
hv
-
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HaC |\|| CH, HsC N CHy H4C N CH,
H
Nifedipin Nitrozofenilpiridin derivat Nitrofenilpiridin derivat

Slika 5. Degradacija nifedipina pod uticajem svetlosti do nitrozofenilpiridin [dimetil 2,6-
dimetil-4-(2-nitrozofenil)piridin-3,5-dikarboksilat] i nitrofenilpiridin derivata [dimetil 2,6-
dimetil-4-(2-nitrofenil)piridin-3,5-dikarboksilat]

Nifedipin je 1,4-dihidropiridinski derivat koji nema strukturne sli¢nosti sa ostalim
antagonistima kalcijuma. Nitro grupa u molekulu nifedipina je vazna za njegovo
antianginalno delovanje [1, 9]. Kao klasa hemijskih jedinjenja, dihidropiridini imaju
centralni piridinski prsten koji je delimi¢no zasi¢en. Polozaji 2 i 6 su supstituisani alkil-
grupom koja moze uticati na vreme trajanja dejstva molekula leka. U polozajima 3 i 5 su
karboksilne grupe koje moraju da budu zasticene estarskim funkcionalnim grupama. Tip
estarske veze ima uticaj na distribuciju nifedipina u organizmu. Konacno, u polozaju 4
nalazi se aromati¢ni supstituent sa elektron akceptorskom grupom (NO3) u orto i/ili meta

polozaju (slika 4) [1].
Farmakolosko delovanje

Prototip dihidropiridinske klase jedinjenja, nifedipin, ima znacajna periferna
vazodilatatorna svojstva. Nifedipin inhibira voltazno-zavisne kalcijumove kanale
vaskularnih glatkih miS$i¢a, sa malim ili bez direktnog depresornog uticaja na SA ili AV
¢vor. Nifedipin je naro€ito efikasan kod pacijenata kod kojih su anginozni napadi
prouzrokovani vazospazmom i koristi se u leCenju vazospasti¢ne angine. Zbog jakog
vazodilatatornog delovanja, nifedipin se koristi samo kod odabranih pacijenata u leenju

hipertenzije [1].

11
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Farmakokinetika

Nifedipin se brzo i skoro kompletno apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, ali
podleze hepatickom metabolizmu "prvog prolaza". Bioraspolozivost nakon oralne primene
kapsula napunjenih te¢noS¢u je izmedu 45% 1 75%, ali je niza za formulacije leka sa
produzenim oslobadanjem. Oko 92% do 98% nifedipina je vezano za proteine plazme.
PodleZe intenzivnom metabolizmu u jetri 1 70% do 80% primenjene doze se izlucuje
urinom kao inaktivni metaboliti [8]. Dva inaktivna metabolita su glavni proizvodi
metabolizma nifedipina (slika 6) [1]. Samo tragovi nepromenjenog nifedipina su nadeni u
urinu [1, 10]. Nifedipin ima krac¢e poluvreme eliminacije od amlodipina i daje se ¢esce ili

se prave formulacije sa produzenim dejstvom kako bi se omogucilo doziranje jednom

dnevno [2].
NO, NO, NO, NO,
H;COOC. COOCH; H3COOC. Z COCH H;COOC s COOH H;CO0C Z C\:O
» T N | T N | T N | /
CHy NH CH; CH3 N CHy CHy N CH;0H CH3 N CH;
Slika 6. Metabolizam nifedipina [1]
2.2.2. Amlodipin
Amlodipin, 2-[(2-aminoetoksi)metil]4-(2-hlorofenil)-1,4-dihidro-6-metil-3,5-

piridindikarboksilna kiselina 3-etil 5-metil estar (slika 7) [1]

12
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Slika 7. Strukturna formula amlodipina [11]

molarna masa bruto formula CAS broj

408,9 C20H25CIN2O5 88150-42-9

Stereoizomerija: Amlodipin je hiralni kalcijumov antagonist, koji se na trZiStu i1 u upotrebi

nalazi kao racemat odnosno smesa (R)-(+) i (S)-(-) enantiomera (slika 8) [12, 13]

|—|3c;o)mo/“m-|3
HaC™ N O™ NH,
R-(+)-amlodipin S-(-)-amlodipin

Slika 8. Enantiomeri amlodipina [13]

Amlodipin pripada drugoj generaciji 1,4-dihidropiridinskih derivata. Na trzi§tu se
nalazi u obliku soli benzensulfonske kiseline, amlodipin-bezilata. Originalni lek u obliku
tableta sa amlodipin-bezilatom (Norvasc) prvi je na trziste lansirao proizvoda¢ Pfizer [14],

a razli¢iti farmaceutski proizvodaci su u poslednjih desetak godina Sirom Evrope 1 sveta

13
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lansirali generi¢ke lekove sa razli¢itim solima amlodipina. Amlodipin-bezilat je jedan od

najviSe prodavanih kardiovaskularnih lekova u svetu [15].

2.2.2.1. Amlodipin-bezilat
Amlodipin-bezilat, 3-etil-5-metil (4RS)-2-[(2-aminoetoksi)metil]-4-(2-hlorofenil)-6-metil-
1,4-dihidropiridin-3,5-dikarboksilat benzensulfonat (slika 9) [7].

SOH

Slika 9. Strukturna formula amlodipin-bezilata [7]

molarna masa bruto formula CAS broj

567,1 C26H31CIN2OgS 111470-99-6

Amlodipin-bezilat je beli ili skoro beli prasak. Amlodipin-bezilat je slabo rastvoran
u vodi, lako rastvoran u metanolu, delimi¢no rastvoran u bezvodnom etanolu, slabo

rastvoran u 2-propanolu [7].
Farmakolosko delovanje

Amlodipin je antagonist kalcijuma dihidropiridinske strukture, druge generacije. On
sprecava transmembranski influks jona kalcijuma u sr¢ani misi¢, vaskularne i druge glatke
miSice kroz kalcijumske kanale L-tipa. Amlodipin ima vecu selektivnost prema
vaskularnim glatkim miSi¢ima nego prema sré¢anom misi¢u [1, 14]. Antihipertenzivno

dejstvo je posledica relaksacije arteriola i arterija i snizavanja perifernog vaskularnog
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otpora. Mehanizam dejstva kod angine pektoris nije potpuno objas$njen, ali ublazavanje

ishemijskih tegoba moze nastupiti iz dva razloga:

- Vazodilatacije arteriola i smanjivanja ukupnog perifernog otpora, a zato Sto nema
refleksne tahikardije nastaje rastereCenje srca koje smanjuje potrosnju kiseonika i
potrebe sréanog misica za energijom,

- Vazodilatacije glavnih koronarnih arterija i arteriola u ishemijskim i zdravim delovima
srca. Ova regionalna vazodilatacija pove¢ava dopremu kiseonika kod bolesnika sa

spazmom koronarnih arterija (Prinzmetal-ova i druge vrste angine) [14].

Amlodipin se koristi u le¢enju hroni¢ne stabilne angine i slabe do srednje hipertenzije [1,

8].
Farmakokinetika

Farmakokinetiku amlodipina odlikuje dobra i usporena resorpcija nakon oralne
primene, sa najve¢om koncentracijom u krvi nakon 6 do 12 sati i stabilno odrzavanje
koncentracije u plazmi. Hrana ne utiCe na resorpciju amlodipina. Stabilne terapijske
koncentracije u plazmi se postizu posle 7-8 dana uzastopnog doziranja [8, 14].
Bioraspolozivost leka je oko 60-65 %. Za proteine plazme se vezuje 97,5 % amlodipina.
Poluvreme eliminacije amlodipina iz plazme je 35-50 sati [8, 14]. Amlodipin ima manje
negativno inotropno dejstvo od nifedipina [1]. Amlodipin se metabolise u jetri do
neaktivnih metabolita, koji se izlu€uju urinom, zajedno sa oko 10 % neizmenjenog leka i 60
% metabolita [8, 14, 16]. Amlodipin se ne uklanja dijalizom [8, 17]. Metabolizam
amlodipina je sloZen i ekstenzivan, i u saglasnosti je sa oksidacijom dihidropiridina do

piridinskog analoga kao glavnog produkta metabolizma amlodipina (slika 10) [8, 18].
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Slika 10. Sema metabolizma amlodipina. Metaboliti amlodipina nadeni u urinu pacova, psa
i Goveka nakon oralne primene [**C] amlodipina. Zastupljenost svakog metabolita je

prikazana kao procenat ukupne radioaktivnosti urina [18]
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2.3. Elektrohemijske metode

Elektrohemijske metode koje se koriste u elektroanalitici lekova su:

- Voltametrija sa linearnom promenom potencijala

- Cikli¢na voltametrija

- "Stripping" voltametrija sa talozenjem i rastvaranjem

- Diferencijalna pulsna voltametrija i normalna pulsna voltametrija

- "Square wave" voltametrija — voltametrija sa pravougaonim impulsima [19, 20]
lustracije radi, u daljem tekstu su prikazane osnove ovih metoda.

2.3.1. Voltametrija

Voltametrija obuhvata sve metode gde se koriste stacionarne ili fiksne radne
elektrode, npr. Hanging mercury drop electrode - HMDE (kapljuca Zivina elektroda), Thin
mercury film electrode - TMFE (elektroda presvuéena tankim filmom zive), Glassy carbon
electrode - GCE (elektroda od staklastog ugljenika), Carbon paste electrode - CPE
(elektroda od ugljeni¢ne paste), Pt (platinska elektroda), Ag (elektroda od srebra), Au
(elektroda od zlata) i dr. [19].

Voltametrija pored potenciometrije i kulometrije ¢ini osnovu elektroanalitiCke
hemije. Obuhvata skup elektroanalitickih metoda kod kojih se podaci o analitu dobijaju iz
merenja jadine struje u zavisnosti od zadatog napona pri uslovima Koji izazivaju
polarizaciju stacionarne ili fiksirane radne elektrode. VVoltametrija se razvila iz polarografije

kod koje je radna elektroda kapljuca zivina elektroda [20].

Razli¢ite metode obuhvacdene su terminima polarografija i voltametrija. One se

razlikuju po tehnikama merenja 1 tipu elektricnog potencijala upotrebljenog za pobudivanje.

U voltametriji se promenjivi potencijal koji se naziva ekscitacijski signal dovodi na
elektrohemijsku celiju koja sadrzi radnu elektrodu. Ekscitacijski signal stvara odgovor
struje (faradejske) koja protice kroz celiju u toku reakcije analita na radnoj elektrodi [20].
BliZe posmatranje struje koja tece kroz radnu elektrodu pokazuje da se ona sastoji od dve

komponente, faradejske struje, koja potice od redukcije ili oksidacije analita i nefaradejske
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(kapacitivne ili kondenzatorske struje) koja nastaje usled praznjenja elektrohemijskog

dvostrukog sloja na povrsini radne elektrode [20].

Kondenzatorska ili kapacitivna struja nastaje zbog toga Sto se radna elektroda
ponasa kao kondenzator. Jednu plocu tog kondenzatora Cini naelektrisanje na povrSini
radne elektrode, a drugu suprotno naelektrisani joni ili dipoli rastvaraca u rastvoru
neposredno uz samu elektrodu. Ovo predstavlja elektri¢ni ili elektrohemijski dvojni sloj

[21].

Sredinom 60-ih godina dvadesetog veka doslo je do modifikacije klasi¢ne
voltametrije koja je postala znatno osetljivija i selektivnija. Tada je primena voltametrije
postala mnogo znacajnija za odredivanje velikog broja jedinjenja u farmaciji. Postoji
mnogo nacéina da se elektrodi zada odredeni potencijal. U zavisnosti od toga postoje

razliCite vrste voltametrije.

Voltametrijski sistem se sastoji od tri elektrode uronjene u rastvor analita i viska
elektrolita koji ne reaguje, a zove se osnovni elektrolit. Jedna od tri elektrode je radna
elektroda ¢iji se potencijal odrzava na odredenoj poznatoj vrednosti ili se kao u voltametriji

sa linearnom promenom potencijala menja sa vremenom [20].

Radna elektroda je elektroda na kojoj se ispituje Zeljena pojava [21]. Uglavnom je
male povriine ¢ime se pojacava njena sklonost ka polarizaciji. Cesto je napravljena od

inertnih metala kao Sto su plemeniti metali zlato, platina ili staklasti ugljenik 1 piroliticki

grafit [20].

Druga elektroda je referentna elektroda ¢iji potencijal je poznat i stabilan [20].
Referentna elektroda se u ¢eliju uvodi preko Luginove kapilare. Vrh kapilare treba da se
postavi na §to je moguce krace rastojanje od radne elektrode kako bi otpornost elektrolita
izmedu elektrode 1 vrha kapilare mogla da se svede na zanemarljivu vrednost, s obzirom na
to da kada tece struja javlja se pad potencijala na tom rastojanju koji se sabira sa
potencijalom elektrode, te mereni potencijal ne odgovara vrednosti elektrodnog potencijala

koji se zeli meriti ili nametnuti elektrodi. Referentna elektroda treba da se odvoji od
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rastvora koji se nalazi u ¢eliji pomocu elektrolitickog mosta, da elektrolit iz ¢elije ne bi

prodirao u elektrolit referentne elektrode i obrnuto [21].

Treca elektroda je kontra elektroda (pomocna elektroda) koja je Cesto platinska
zica, zica od zlata ili posuda sa zivom koja omogucava tok struje od izvora kroz rastvor do
radne elektrode [19, 20]. Kontra elektroda obi¢no ima veliku povrS§inu u odnosu na radnu
elektrodu. Kontra elektroda se stavlja na vecu ili manju udaljenost od radne elektrode. Na
slici 11 prikazan je sistem za merenje u kinetici elektrodnih procesa gde R- predstavlja
radnu elektrodu, M- elektroliticki most sa Luginovom kapilarom, a Ref je referentna
elektroda [19].

Ref - referentna elektroda F“"""‘

Poklopac

R - radna
elektroda ~™~]

Pomoc<na
| — elekiroda

—F 1 .
M - elektroliticki m/

most sa Luginovom|
kapilarom o . .

Termostatirana

— = — —— —— |} voda

Slika 11. Sematski prikaz éelije za elektrohemijska ispitivanja sa tri elektrode [19]

Kao $to je ve¢ navedeno voltametrijske metode se zasnivaju na promeni potencijala
stacionarne radne elektrode sa vremenom i merenja odgovarajuce struje koja se javlja kao
posledica redukciono-oksidacionih procesa, a ispitivana vrsta na elektrodu dospeva
procesom difuzije. Kod klasi¢ne polarografije, brzina promene potencijala je mala pa se ne
uzima u obzir, dok se kod ostalih tehnika vrednost difuzione struje izrazava u funkciji
brzine promene potencijala radne elektrode. Metoda je u pocetku uvedena da bi se smanjilo
vreme polarografske analize, ali eksperimentalni rezultati koji se bitno razlikuju od
polarografskih, ne samo po obliku grafika, ukazali su na moguénost prac¢enja niza novih

efekata.

19




Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

U toku preliminarnih istrazivanja elektrohemijskog ponasanja ispitivanog sistema,
voltametrijske tehnike su upravo one koje se koriste jer dobijeni voltamogram predstavlja
"elektrohemijski spektar" koji pokazuje potencijale na kojima se deSavaju oksidacioni i
redukcioni procesi, uce$¢e homogenih reakcija u ukupnom elektrohemijskom procesu,

adsorpciju elektroaktivnih vrsta i slicne informacije o ponaSanju ispitivanog sistema [21].

2.3.1.1. Voltametrija sa linearnom promenom potencijala

Najstarija i najjednostavnija voltametrijska metoda je voltametrija sa linearnom
promenom potencijala. Kod ove metode potencijal radne elektrode se povecava ili smanjuje
brzinom od 2-5 mV/s. Struja najces¢e u mikroamperima belezi se kao voltamogram koji je
graficki prikaz struje u zavisnosti od potencijala radne elektrode. Postoje dve vrste
voltametrije sa linernom promenom potencijala, hidrodinamic¢ka voltametrija 1

polarografija.

Potencyjal
| i
i :AE
il 1 At .
ol nagib = AE/At
E.

t. vreme (sec)

Slika 12. Promena potencijala sa vremenom kod linearne voltametrije [22]

Primena ovih metoda je za dokazivanje i odredivanje hemijskih jedinjenja na izlazu
iz hromatografske kolone, za rutinsko odredivanje glukoze, saharoze i laktoze i za

odredivanje zavr$nih tacaka kulometrijskih i volumetrijskih titracija [19, 20].

2.3.1.2. Cikli¢na voltametrija
Ciklicna voltametrija predstavlja metodu koja se koristi za sagledavanje

elektrohemijskog sistema u celini, svih procesa koji se u njemu odigravaju u Sirokom
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opsegu potencijala. To se postize jednostrukim koriS¢enjem ili viSestrukim ponavljanjem
trougaonog pulsa potencijala, tako $to se potencijal menja linearno u opsegu potrebnom da

se sagledaju svi procesi.

Kada se dostigne potencijal na kome odredeni proces moze da se odigrava
primetnom brzinom, struja pocinje naglo eksponencijalno da raste. Sa nastupanjem
difuzione polarizacije dolazi do usporavanja tog porasta, da bi se dostigao maksimum posle
koga struja za taj proces opada na nulu, ali registrovana struja zadrzava neku minimalnu
vrednost (odredenu kapacitetom elektrohemijskog dvosloja koji se puni usled stalne
promene potencijala) ukoliko se nije dostigao potencijal zapocinjanja sledeéeg procesa
[21].

Slika 13. Promena potencijala sa vremenom kod cikli¢ne voltametrije, E; pocetni potencijal,

E¢ krajnji potencijal, Emin najmanji potencijal, Emax najveci potencijal [19]

Snimanje cikliénih voltamograma se sastoji od reversne promene potencijala od
vrednosti Epax do vrednosti Enin pa ponovo do vrednosti Enax odgovaraju¢om brzinom
skeniranja (sweep rate, |dE/dt|=v) (slika 13) [19].

Za proces oksidacije obicno se polazi od elektrodnog potencijala na kome nema
oksidacije i u toku snimanja elektrodni potencijal se menja prema pozitivnijim vrednostima.

Obrnuto, za proces redukcije polazi se od elektrodnog potencijala na kome nema redukcije,
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a elektrodni potencijal se menja prema negativnijim vrednostima. Elektrodni potencijal u

odredenom trenutku ima vrednost:

E{t)=Ei+wvt 1)

Nakon postizanja kona¢ne vrednosti elektrodnog potencijala koja se za primer
oksidacije obi¢no postavlja na vrednost nesto manju od potencijala oksidacije rastvaraca ili
osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal se vra¢a na pocetnu vrednost, a elektrodni

potencijal u odredenom trenutku ima vrednost:
Et)=Ei—wvt (2

Prilikom povratka potencijala redukuje se deo vrste koja je oksidovana u direktnom
snimanju. Brzina promene potencijala v, brzina polarizacije ili brzina skeniranja kao i kod
linearne voltametrije krece se od nekoliko mV/s do nekoliko miliona V/s. Primena brzina
od nekoliko miliona volti u sekundi zahteva upotrebu mikroelektroda i posebnih

instrumenata [19].

Tipican cikli¢ni voltamogram za reverzibilni proces prikazan je na slici 14.

|
0.4
= 0.2
|
Q
E
~ |
2 o
&
s
|
-0.2
1 1 B pay 1 1 -
0.2 0.1 0 -0.1 -0.2

n{E - E%)ﬂlv

Slika 14. Izgled cikli¢nog voltamograma reverzibilnog procesa [19]

Uobic¢ajeno je da reduktivnom procesu odgovara negativna struja, a oksidacionom

pozitivna.
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Svaki proces karakteriSu potencijal vrha maksimuma struje i strujni vrh (peak
current) na voltamogramu. Za cikli¢ne voltamograme tj. za mnoge reakcije koje se ispituju
ciklicnom voltametrijom karakteristi¢na je veca ili manja naspramnost pikova. U tome se

razlikuju povratni (reversible) i nepovratni (irreversible) procesi [21].
Reverzibilni (Nernstovski) sistemi

Povratnim procesom smatra se proces koji ima dovoljnu vrednost konstante brzine
da se za koriS¢enu brzinu promene potencijala (sweep rate) na svakom postignutom
potencijalu uspostavlja ravnoteza izmedu reaktanta i produkta u prielektrodnom sloju ¢ija je
koncentracija odredena isklju¢ivo difuzijom. U takvom slucaju moglo se izvesti da je
rastojanje anodnog i katodnog vrha odredeno isklju¢ivo brojem elektrona razmenjenih u

svakom pojedinaénom dogadaju elektrohemijske reakcije [21].

Ako se razmotri jednostavna reverzibilna reakcija redukcije oksidovane vrste A u

redukovanu vrstu B, koja se moze predstaviti jednacinom:

A+ne &B

Za izvodenje matematicke formule cikliénih voltamograma polazi se od drugog
Fick-ovog zakona difuzije za oksidovani A i redukovani B oblik elektroaktivne vrste. Izraz

za krivu struja-potencijal se dobija reSavanjem diferencijalnih jednacina:

oC 6°C

a Phae @)
2

Cy _p @ c:ZB

ot OX

gde su Ca i Cg koncentracije oksidovane vrste A, odnosno redukovane vrste B, Da i Dg su
njihovi difuzioni koeficijenti, X je udaljenost od povrsine elektrode, t vreme proteklo od

pocetka elektrolize.

Na pocetkuje t=0, x>0,C,=C,i C; =0.
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Kadajet > 0:

1. Odnos koncentracija oba oblika na elektrodi (X > 0) se moze predstaviti Nernstovom
jednacinom:
C,/Cz=exp [nF/RT(E-E%)] (4)

zamenom E = Ei — ot dobija se oblik:

C,/C;=exp [nF/RT(Ei-E°)]exp[nF/RT(-vt)]
2. Suma tokova oksidovane i redukovane vrste na povrsini elektrode (x=0) jednaka je nuli:

oC, D 0Cg _
OX OX

D 0

Kao resenje diferencijalne jednacine:

oC, o°C, e N
i D, pw pod pretpostavkom da je difuzija linearna dobija se:
111
i, =0,4463nFA(nF /RT)? D2v2C, (5)

Ovaj izraz se naziva Randles-Sevéikovom jednaginom. Kada je T=25 °C, jedna¢ina dobija
oblik:

3 11

i, =(2,69x10°) An2D?v2C, (6)

gde je iy struja pika izraZena u amperima, n broj elektrona, A povrsina elektrode (cm?), D
difuzioni koeficijent (cm? s™), v brzina promene potencijala (V s?) i Co koncentracija
oksidovanog oblika (mol cm™) [19, 23, 24].

Iz Randles-Sevéikove jednacine proizilazi da struja pika zavisi od:

- koncentracije elektroaktivne vrste
- difuzionog koeficijenta
- broja izmenjenih elektrona

- veli¢ine povrsine elektrode

24




Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

- brzine promene potencijala

Na slici 15 je dat Sematski prikaz reakcije oksido-redukcije na povrsini elektrode.
Glavna elektrohemijska reakcija se odigrava u tankom sloju uz samu elektrodu, debljine
reda veli¢ine 107 m (0,1 nm). U rastvoru (bulk solution) elektrodni proces vise ne utice na
koncentraciju elektroaktivne vrste. Razlog tome je Sto potencijal opada sa povecanjem
udaljenosti od elektrode. Difuzioni sloj je podrucje kroz koje elektroaktivna vrsta difunduje
prema elektrodi zbog koncentracionog gradijenta izmedu rastvora i povrSine elektrode
(slika 16) [19, 25].

s |
/ |
0. = = 0.
kd.':.l :
/ t |
v |
E/ k| |k [
/E |
i i
R. 3 — IR,
/ o |
|
//, Difuzionislj | Rastvor

Slikal5. Sematski prikaz reakcije oksido-redukcije na povrsini elektrode, kq je koeficijent

prenosa mase [19]
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Slika 16. Difuzioni sloj 6, (dc/dx), je koncentracioni gradijent na povrsini elektrode [19]
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Ciklicna voltametrija je veoma dobra metoda za proucavanje Kkinetike
elektrohemijskih reakcija. Prethodno opisane karakteristike cikli¢nih voltamograma odnose
se na elektrohemijske reakcije ograni¢ene samo difuzijom (tzv. reverzibilni sistem), dok
cikli¢ni voltamogram za ireverzibilni (potpuno ograni¢en kinetikom prenosa naelektrisanja)

1 kvazireverzibilni sistem (delimi¢no ogranicen) ima nesto drugaciji izgled [21].
Ireverzibilni sistemi

Kada je brzina prenosa elektrona nedovoljna da omoguci povrsinsku ravnotezu i
oblik cikliénih voltamograma se menja. Pri tom oblik voltamograma zavisi od brzine
polarizacije. Pri nizim vrednostima brzine polarizacije prenos elektrona je brzi od masenog
transporta elektroaktivne vrste $to se manifestuje dobijanjem cikli¢nog voltamograma kao
za reverzibilni proces. Medutim, sa porastom brzine polarizacije raste i brzina masenog
transporta tako da ove dve veli¢ine postaju uporedive i1 dolazi do poremecaja ravnoteZe na

povrsini elektrode (slika 17) [19].

'
|,
/ Reverzibilm

/

Ireverzibilni

l,ll"ﬁ

Slika 17. Prelazak iz reverzibilnog u ireverzibilni sistem sa porastom brzine polarizacije

(sweep rate) [19]
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katodnog i anodnog pika sa povec¢anjem brzine polarizacije (slika 18) [21].

1. pA - v=0.01 V/s
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Slika 18. Cikli¢ni voltamogrami ireverzibilnog procesa za razlicite brzine promene

potencijala [21]

Moguce je da se isti elektrodni proces pri nizim brzinama promene potencijala
ponasa kao reverzibilan, a da pri ve¢im brzinama postaje ireverzibilan. Izmedu ta dva
slucaja postoji oblast u kojoj se elektrohemijski proces odvija kao kvazireverzibilan.
Kvazireverzibilni procesi se javljaju kada postoji ograniCenje u brzini prenosa
naelektrisanja. Najsigurnija identifikacija ireverzibilnosti nekog elektrohemijskog procesa

je odsustvo reverzibilnog pika na ciklicnom voltamogramu.

Ciklicna voltametrija je mo¢na metoda za izuCavanje mehanizama elektrodnih
reakcija, homogenih reakcija, katalize i adsorpcije. Pomenuti mehanizmi predstavljaju
osnovu ovih istrazivanja. Treba primetiti da je broj mogucih elektrohemijskih ishoda veoma
veliki jer elektrodne reakcije mogu biti reverzibilne, ireverzibilne i kvazireverzibilne, mogu

biti sa viSestrukim (uzastopnim) prenosom naelektrisanja, zatim mogu ukljuc¢ivati hemijske
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reakcije (reverzibilne i ireverzibilne), a elektroaktivne vrste mogu da se adsorbuju na

elektrodama.

Cikli¢na voltametrija je metoda koja moze da se primeni u brojnim proucavanjima
elektrohemijskih sistema kao i u analiticke svrhe. Na primer, ciklicna voltametrija moze da
se koristi za odredivanje nekih supstanci in vivo. Tipian primer u kome je primenjena

elektroda od ugljeni¢ne paste je ispitivanje askorbinske kiseline u mozgu pacova (slika 19)
[24].

Ref

Ay E vs. AgiagCl
06 404 402 -02
E(r)
%\‘ . Lobanja
AglAgCl
9Ag __L_ Anodna
—| & (oksidaciona)
10 E strya
|- Teflon tZ-; l
| 15

Elektroda od ugljeniéne paste

(a) (b)

Slika 19. Primena cikli¢ne voltametrije za analizu tkiva mozga in vivo, a) aparatura za

cikli¢nu voltametriju, b) cikli¢ni voltamogram oksidacije askorbinske kiseline [24]

2.3.1.3. ""Stripping™ voltametrija (anodna, katodna i adsorpciona)
Ove voltametrijske metode su najefikasnije elektrohemijske tehnike za analizu ultra

mikro koli¢ina supstanci (tragova).

Neuobicajeno visoka osetljivost 1 selektivnost se baziraju na Cinjenici da se
odredivana supstanca akumulira pre svog odredivanja i da su i akumulacija i odredivanje

elektrohemijski procesi ¢ije se odigravanje moze kontrolisati.

Odredivanja "stripping" voltametrijom su generalno osetljivija, tako da su granice

detekcije izmedu 10°-10™ mol dm™, a u nekim slucajevima &ak i 10 mol dm™. To znagi
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da ove metode spadaju medu najosetljivije instrumentalne metode analize. One su takode
superiorne u odnosu na druge tehnike analize tragova po korektnosti izmerenih vrednosti.
Posto se 1 akumulacija i odredivanje odigravaju na istoj elektrodi bez promene posude, to
znaci da se pojava sistematskih greSaka zbog kontaminacije ili isparavanja moze drzati na

niskom nivou.

Rastvaranje u toku odredivanja akumuliranih proizvoda je njihovo uklanjanje sa
radne elektrode odakle potice termin skidanje (engl. stripping). Ovaj proces se moze pratiti
voltametrijski i otuda poti¢e naziv voltametrija sa rastvaranjem (stripping voltammetry).
Akumulacija se uvek odigrava na konstantnom potencijalu (E,. potencijal akumulacije) na
stacionarnoj zivinoj elektrodi, filmu zive ili elektrodi od plemenitog metala i u
kontrolisanom vremenskom periodu (t,c akumulaciono vreme). Analit se talozi
elektroliticki kao metal, kao slabo rastvorno Hg(I) jedinjenje ili adsorptivno kao
kompleksno jedinjenje. Uklanjanje akumuliranog analita sa radne elektrode, zasniva se na

procesu oksidacije ili redukcije.

Kod anodnog rastvaranja elektroda se tokom talozenja ponasa kao katoda, a tokom
rastvaranja kao anoda. Kod katodnog rastvaranja je obrnuto. Talozenjem se analit
elektrohemijski koncentruje. To znaci da je koncentracija analita na povrSini elektrode

Mnogo Veca nego u samom rastvoru [19, 23, 24].

2.3.1.4. Pulsne metode

Nedostaci nekih voltametrijskin metoda izbegnuti su primenom novih pulsnih
metoda kao Sto je voltametrija sa pravougaonim impulsima, normalna i diferencijalna
pulsna voltametrija. Povecanje osetljivosti odredivanja moze se posti¢i poboljSanjem
odnosa signala i Suma tj. odnosa faradejske i kondenzatorske struje (I¢/lc). To se postize
delimi¢nim eliminisanjem kondenzatorske struje lc (uglavnom izazvane periodicnim

punjenjem i praznjenjem dvostrukog sloja).

Pristup koji se odnosi na smanjenje kondenzatorskih struja doveo je do pojave pulsnih

metoda.
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Opsta karakteristika ovih metoda je da se elektrodni procesi pobuduju na razlicite
naéine pri periodi¢nim promenama potencijala pravougaonih talasa sa konstantnom ili
rastu¢om amplitudom AEa. Rezultat toga je da se pri kraju trajanja impulsa (t,) uglavnom

meri faradejski doprinos, dok je istovremeno kapacitivna struja skoro potpuno iz¢ezla (slika
20) [19].
Zavisnost kapacitivne struje tokom vremena impulsa [19] je data relacijom:

| _AE,
C R

exp(~t/RC) (1)

gde je Ic - kapacitivna struja, AEa - amplituda impulsa, R - otpor praznjenja, t - vreme posle
primene impulsa, C - kapacitet dvostrukog sloja radne elektrode

-

AE,

Troct™

Ic

1 I
r 0 r

Slika 20. Promena struja sa vremenom primenom stepena potencijala na stacionarnoj

elektrodi, I¢ faradejska i Ic kapacitivna struja [19]

2.3.1.4.1. Voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWV, square-wave voltammetry)

Metoda poznata pod imenom voltametrija sa pravougaonim impulsima je metoda
kod koje se celokupan postupak merenja odigrava na jednoj zivinoj kapi sa relativno
velikom amplitudom  AEA=50 mV i sa brzom promenom potencijala. Trajanje

potencijalnog stepena je identi¢no sa duZinom trajanja pulsa pravougaonog talasa i iznosi 5-
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10 ms tj. na svaki stepen potencijala dodata je samo jedna oscilacija potencijala

pravougaonog talasa sa relativnom velikom amplitudom (slika 21) [19].

Slika 21. Voltametrija sa pravougaonim impulsima: a) Sema primene potencijala b)

Zavisnost struja-potencijal: Est ~ 2mV; tyin = 2 ms [19]

Razlika izmedu izmerenih vrednosti struja u tackama 1 1 2 (za vrlo kratka vremena
merenja) prikazuje se u zavisnosti od potencijala i dobija se kriva struja-potencijal. Jedna
od znacajnih primena voltametrije sa pravougaonim talasom je u elektrohemijskoj detekciji

kod HPLC [23].

2.3.1.4.2. Normalna pulsna voltametrija (NPV) i diferencijalna pulsna voltametrija
(DPV)

U normalnoj pulsnoj voltametriji (NPV) potencijal se ne menja linearno rastu¢im
potencijalom nego sa pulsevima potencijala pravougaonih talasa sa rastu¢om visinom
(amplitude pulsa AEa) superponiranjem na konstantan pocetni potencijal. Superponiranje
pulsa je sinhronizovano sa nastajanjem kapi na kapljucoj Zivinoj elektrodi, pri ¢emu svaka

kap ima jedan puls potencijala sa vremenom pulsa od oko 50 ms primenjen na nju.
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Amplituda raste od jedne kapi do sledeCe za konstantnu veli¢inu 1 postize
maksimum od 1000 mV. Struja se meri na kraju zivota kapi oko 10 do 15 ms pre zavrSetka
impulsa t,. Posto je promena potencijala na svakoj kapi relativno velika, a vreme trajanja
pulsa kratko, nastaje veliki koncentracioni gradijent i kao rezultat velika faradejska struja.
Obrnuto, kondenzatorska struja ostaje mala, jer se merenje vrSi kada je povrSina zivine kapi
konstantna i I¢ prakti¢no nestaje za vreme merenja. Izmerena struja se snima do sledeceg
merenja (na slede¢oj kapi). Ako se pojedine vrednosti struje prikazu u zavisnosti od
promene potencijala pulsa dobijaju se krive struja-potencijal stepenastog oblika. Krive su
oblika pika ako se struja svakog prethodnog pulsa oduzme od sacuvane izmerene vrednosti
slede¢eg [23]. Osetljivost koja se moZe posti¢i je oko 107 mol dm™. Slika 22 pokazuje
ekscitacioni signal i krivu struja-potencijal za NPV [19].

E

ﬁE‘JI’?m;/zi ]
Eyase — {
-—T
-
T

(ay
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Slika 22. Ekscitacioni signal i kriva struja-potencijal kod normalne pulsne voltametrije [19]

Najefikasnija pulsna metoda je diferencijalna pulsna voltametrija (DPV). Kod
digitalnih instrumenata pobuduju¢i signal se sastoji od stepenastog povecanja
jednosmernog potencijala (potencijal stepena AEge,) na koji se primenjuju mali pulsevi
pravougaonih talasa konstantnog potencijala (amplitude impulsa AEA). Superponiranje je
sinhronizovano sa vremenom kapanja i odigrava se kada se povrSina elektrode dalje ne

menja. Slika 23 prikazuje mernu tehniku DPV [19].
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Slika 23. Diferencijalna pulsna voltametrija: a) Sema primene potencijala, b) Kriva struja-

potencijal [19]

Struja se meri dva puta na svakoj zivinoj kapi, pre svakog pulsa i na kraju vremena
pulsa t,. Razlika izmedu merenja (A;) se crta u zavisnosti od jednosmernog potencijala i
dobijaju se voltamogrami oblika pika jer je A;j najveta za promenu potencijala u oblasti
polutalasnog potencijala. Nastajanje ove razlike takode dovodi do daljeg smanjenja
doprinosa kondenzatorske struje i stoga do povecanja osetljivosti ¢ak 1 kada se poredi sa

odredivanjima sa NPP.

Struja pika u DPV je data relacijom:

22
1, =" AcE, |2 (8)
4ART \ 7,

gde je I, -struja pika, n-broj razmenjenih elektrona u reakciji, F-Faradejeva konstanta, R-

gasna konstanta, T-apsolutna temperatura, A-povrSina elektrode, C,-koncentracija
odredivane supstance, AE,-amplituda pulsa, D-difuzioni koeficijent odredivane supstance,

tp-vreme trajanja pulsa.

Prema jednacini za reverzibilne elektrodne procese visina pika I, u voltamogramima
je proporcionalna koncentraciji analita C, i odredena je amplitudom AEA. pulsa

pravougaonih talasa, kao i vremenom trajanja pulsa t,.
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Granica detekcije u DPV iznosi ~107 — 10°® mol dm.

Jedna od prednosti ove metode je Sto se pojedina¢ni maksimum krive moze dobiti
za supstance sa polutalasnim potencijalom koji se razlikuje za 0,04 V-0,05 V. Nasuprot
tome normalna pulsna voltametrija zahteva razliku potencijala od najmanje 0,2 V za
razlikovanje talasa. Derivativni voltamogrami daju maksimume pogodne za kvalitativnu
analizu [23].

2.3.1.4.3. Ostale pulsne metode

- Reversna pulsna voltametrija (RPV-Reverse Pulse Voltammetry)

- Diferencijalna normalna pulsna voltametrija (DNPV-Differential Normal Pulse
Voltammetry)

- Dvostruka diferencijalna pulsna voltametrija (DDPV-Double Differential Pulse
Voltammetry) [19]

2.3.2. Metode elektrohemijskog odredivanja amlodipina i nifedipina opisane u

literaturi

2.3.2.1. Elektrohemijsko odredivanje amlodipina

Voltametrijske metode se mogu koristiti kao efikasno sredstvo u analitici vaznih
biomolekula, ukljuéujuci aktivne supstance u farmaceutskim formulacijama i humanim
telesnim te¢nostima zbog svoje osetljivosti i jednostavnosti, niske cene i relativno kratkog
vremena analize u poredenju sa drugim analitickim tehnikama. Razli¢ite analiticke
elektrohemijske metode, kao $to su cikli¢na voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija
i voltametrija sa pravougaonim impulsima za odredivanje amlodipina u lekovima ili
bioloskim te¢nostima na elektrodi od staklastog ugljenika, elektrodi od ugljeni¢ne paste ili

elektrodi modifikovanoj nanocevima su saopstene u literaturi [26-30].
Odredivanje amlodipina na elektrodi od zlata nije saopSteno u literaturi do sada.

2.3.2.2. Elektrohemijsko odredivanje nifedipina
Nifedipin je elektrohemijski aktivno jedinjenje. Redukcija 2-nitrofenil grupe na

kapljuc¢oj zivinoj elektrodi omogucila je odredivanje nifedipina polarografijom.
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Diferencijalnom pulsnom polarografijom (DPP) mogu se odrediti nifedipin i
njegovi degradacioni proizvodi (aromati¢ni nitro i nitrozo derivati). Cinjenica da se 1,4-
dihidropiridinski derivati mogu oksidovati omogucila je voltametrijsko odredivanje
nifedipina na elektrodama od grafita i platine i njegovu elektrohemijsku detekciju u te¢noj
hromatografiji [31]. Glavni fotodegradacioni proizvod nifedipina, dimetil-2,6-dimetil-4-(2-
nitrozofenil)piridin-3,5-dikarboksilat ispitivan je diferencijalno pulsnom (DPV) i cikliénom
voltametrijom (CV) na kapljucoj zivinoj elektrodi (HMDE) [32].

Elektrohemijsko ispitivanje nifedipina u tabletama i kapsulama na elektrodi od
staklastog ugljenika primenom voltametrije sa linearnom promenom potencijala (LS) i
ciklicne voltametrije (CV) [33, 34] kao i voltametrija sa pravougaonim impulsima i
rastvaranjem (SWAdSV) na kapljucoj zivinoj elektrodi za ispitivanje nifedipina u humanoj
plazmi [35] ili voltametrija sa pravougaonim impulsima i katodnim rastvaranjem (SWCSV)
na kapljucoj zivinoj elektrodi za ispitivanje nifedipina u sirovini, farmaceutskim

preparatima i humanom serumu su takode radeni [36].

Za elektrohemijsko proucavanje nifedipina u lekovima, urinu i humanom serumu
koriste se i druge voltametrijske metode, npr. DPAdSV, NPAdSV i voltametrija sa
pravougaonim impulsima (SWV) uz kori$¢enje kapljuce zivine elektrode, elektrode od

ugljeni¢ne paste ili razlic¢itih modifikovanih elektroda.

Odredivanje nifedipina na elektrodi od zlata nije saopSteno u literaturi do sada.
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2.4. Pregled odabranih hromatografskih i spektrometrijskih metoda u analitici lekova

Hromatografija je analiticka metoda razdvajanja u kojoj su komponente koje se
razdvajaju selektivno raspodeljene izmedu dve faze od kojih je jedna nepokretna
(stacionarna) faza, a druga je pokretna (mobilna) faza [37]. Hromatografske tehnike se, u
zavisnosti od mobilne faze, mogu podeliti na: gasnu hromatografiju (GC), te¢nu
hromatografiju (LC) i superkriticnu te¢nu hromatografiju (SFC). Hromatografski proces se
odigrava kao rezultat ponovljenih stepena sorpcije i desorpcije tokom kretanja analita duz

nepokretne faze [38].

2.4.1. Te¢na hromatografija (LC)

Tecna hromatografija je varijanta hromatografije u kojoj je pokretna faza tecna, a
nepokretna faza je granulovana ¢vrsta faza, ili te€nost nanesena na granule ¢vrstog nosaca,
nerastvorna u te¢nosti koja predstavlja pokretnu fazu. Te¢nom hromatografijom se mogu
kvalitativno i kvantitativno analizirati manje ili viSe sloZene smese hemijskih jedinjenja
rastvorenih u rastvaracu koji predstavlja pokretnu fazu. Razdvajanje komponenti smese se
postize zbog razli¢itih koeficijenata raspodele izmedu pokretne i nepokretne faze.
Zahvaljujuci vrlo Sirokom izboru parova pokretna/nepokretna faza, Sirok je i izbor smesa
koje se mogu analizirati ovom metodom. Vazna karakteristika savremenih uredaja za te¢nu
hromatografiju je mogucnost da se analiza izvr$i sa vrlo malim koli¢inama uzorka, u maloj
koli¢ini rastvaraca reda mililitra. Kod visokoefikasne te¢ne hromatografije (HPLC, High
performance liquid chromatography) pokretna faza se pod visokim pritiskom (do 4 x 10’
Pa) uvodi u hromatografski sistem tako da obezbedi stalan protok i na taj nacin
ponovljivost rezultata, dok je nepokretna faza koja se nalazi u koloni u mogucnosti da
izdrzi tako visok pritisak neophodan za razdvajanje. Hromatografski sistem se sastoji od
Cetiri glavne komponente: komponente za unoSenje uzorka (injektor), nepokretne faze,

pokretne faze i detektora [37].

HPLC sistem zahteva mobilnu fazu u kojoj su analiti rastvorni. Ve¢ina HPLC
sistema koristi reverzno-faznu te¢nu hromatografiju (RP LC), odnosno nepolarnu
nepokretnu fazu i polarnu pokretnu fazu. U takvim sistemima polarniji analiti se eluiraju

brze od manje polarnih [37]. Reverzno-fazna tecna hromatografija je idealna za analizu
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polarnih i jonskih jedinjenja, i zbog toga je pogodna za LC-MS analize [37]. Cesto nije
moguce posti¢i zadovoljavajuce razdvajanje upotrebom pokretne faze koja se sastoji samo
od jednog rastvaraca, pa se zbog toga Cesto koriste smese rastvaraca. Razdvajanje pomocu
pokretne faze konstantnog sastava (bez obzira na broj komponenti koje ona sadrzi) naziva
se izokratsko eluiranje, dok je eluiranje gradijentno ukoliko se sastav pokretne faze menja
[37]. Problem detekcije komponenti smese posle razdvajanja u procesu te¢ne
hromatografije sustinski je identi¢an problemu kvalitativne i kvantitativne analize rastvora,
uz poseban zahtev da se analiza odvija kontinualno u proto¢nom rezimu. Od prirode
analiziranih komponenti zavisi izbor optimalnog nacina detekcije. Veliki broj razli¢itih
detektora koristi se u rutinskim analizama, uklju¢uju¢i UV/VIS, fluorescentne,
elektronemijske i detektore koji rade na principu indeksa refrakcije, detaljni podaci mogu

se naci u literaturi [37-41].

2.4.2. Masena spektrometrija (MS)

Hromatografskim metodama moze se posti¢i razdvajanje komponenti smese u cilju
njihove identifikacije i/ili odredivanja. Komponente se identifikuju na osnovu
hromatografskih retencionih karakteristika, $to uglavnom nije dovoljno zbog moguénosti da
neke od analiziranih komponenti imaju ista retenciona vremena. Zbog toga se u analitici

lekova, osim hromatografskih koriste i druge tehnike, najcesée spektrometrija.

Masena spektrometrija (MS) se zasniva na jonizaciji uzorka, nastali joni se zatim
razdvajaju na osnovu odnosa njihovih masa i naelektrisanja (m/z) i detektuju. Dobijeni
maseni spektar predstavlja zavisnost relativne brojnosti dobijenih jona u funkciji m/z [37].
Prednost masene spektrometrije (MS) je u tome §to u najvec¢em broju slucajeva ova tehnika
omogucava apsolutnu identifikaciju. Masena spektrometrija je veoma osetljiva tehnika, jer
se potpuni spektar komponente i njena identifikacija mogu dobiti pomocu veoma malih
koli¢ina analita (reda velidine 10™2). Maseni spektrometar je sofisticiran i komjuterizovan
instrument koji se sastoji od sledec¢ih delova: sistema za unoSenje uzorka, jonskog izvora,
masenog analizatora, detektora i softvera za prikupljanje i analiziranje podataka. Jonski

izvor je deo instrumenta u kome se uzorak jonizuje.
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Jonizacione metode koje se koriste u masenoj spektrometriji ukljucuju: jonizaciju
elektronskim udarom (ElI, electron impact ionization ), hemijsku jonizaciju (CI, chemical
ionization), jonizaciju desorpcijom (desorption ionization), termosprej jonizaciju (TSP,
thermospray ionization), elektrosprej jonizaciju (ESI, electrospray ionization),
fotojonizaciju na atmosferskom pritisku (APPI, atmospheric-pressure photoionization) i
hemijsku jonizaciju na atmosferskom pritisku (APCI, atmospheric-pressure chemical
ionization) [37, 38]. Elektrosprej jonizacija pripada tzv. "mekim" jonizacionim tehnikama.
Za razliku od nekih drugih tehnika koje pored jonizacije dovode i do fragmentacije, ovom
tehnikom se najéesée dobijaju molekulski protonovani [M+H]" ili deprotonovani [M-H]
joni, u zavisnosti od polarnosti elektricnog polja. Pored elektrosprej jonizacije, jedna od
najéeS¢e koris¢enih jonizacionih metoda je MALDI (matrix-assisted laser desorption
ionization) koja se koristi za karakterizaciju bio-makromolekula kao §to su proteini,

oligonukleotidi, $eceri i sinteticki polimeri [37, 38].

Kod odredivanja strukture Cesto je potrebno dobiti vise informacija o jonima
nastalim mekim jonizacionim tehnikama §to se moze posti¢i primenom tandemne masene

spektrometrije (MS-MS) [37, 38].

2.4.3. Te¢na hromatografija-masena spektrometrija (LC-MS)

Snaga masene spektrometrije lezi u ¢injenici da su maseni spektri mnogih jedinjenja
dovoljno specificni da omogucée njihovu identifikaciju. Ukoliko je jedinjenje koje se
ispituje deo smese jedinjenja, dobijeni maseni spektar ¢e sadrZati jone svih komponenti,
medutim ukoliko je ispitivano jedinjenje prisutno u smeSi u manjim koli¢inama
identifikacija je teza, ali ne 1 nemoguca. Kombinacija separacionith moguénosti

"xs

hromatografije koja omogucava "Cistim" jedinjenjima da budu uvedena u maseni
spektrometar je od velike prednosti, pogotovu §to mnoga jedinjenja sa sli¢nim ili istim
retencionim karakteristikama imaju razlicite masene spektre, pa se na ovaj nacin mogu

odrediti.

Kombinacija HPLC-masena spektrometrija omogucava identifikaciju i kvantitativno

odredivanje jedinjenja koja hromatografski nisu u potpunosti razdvojena [37]. Postupak
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ispitivanja se sastoji u razdvajanju tecnom hromatografijom, a zatim se frakcije nakon
uklanjanja rastvaraa analiziraju masenom spektrometrijom. Postoje dve bitne
neusaglasenosti koje treba usaglasiti prilikom LC-MS analiza [37]. Prva je §to mobilna faza
koja se koristi kod HPLC analiza Cesto sadrzi znatnu koli¢inu vode, protok je najcesée 1 ml
min™, dok maseni spektrometar radi u uslovima visokog vakuuma, pa je potrebno ukloniti
rastvara¢ mobilne faze pre MS analize. Drugo, ve¢ina jedinjenja koja se ispituju tecnom
hromatografijom su neisparljiva ili termolabilna i zbog toga nisu pogodna za jonizaciju
elektronskim udarom (EI) ili hemijsku jonizaciju (CI) pa se koriste alternativne jonizacione

metode, npr. termosprej jonizacija i elektrosprej jonizacija [37, 38].

2.4.4. Primena LC-MS

Najznacajnije polje primene LC-MS u farmaceutskoj industriji je tokom razvoja
leka, predklinic¢kih i klinickih ispitivanja i proizvodnje. LC-MS se pre svega Koristi za
odredivanje molarne mase i Cisto¢e leka, ispitivanje bioaktivnosti leka, za identifikaciju
necistoca i degradacionih proizvoda. LC-MS nalazi primenu kod prou¢avanja metabolizma
lekova, za ispitivanje metabolita lekova u bioloskim te¢nostima i ekstraktima tkiva [38].
Kod klini¢kih ispitivanja LC-MS se koristi za pracenje leka, za razvoj referentnih metoda,
za toksikoloska ispitivanja i ispitivanja klinickih biomarkera [38]. LC-MS se takode koristi
kod analize steroida (doping analize), kao i za ispitivanja bezbednosti hrane, kod ispitivanja
rezidua pesticida i1 srodnih supstanci u voéu i1 povréu, antibiotika i antibakterijskih
supstanci, tragova veterinarskih lekova, anabolickih steroida i raznih toksina u sto¢noj hrani
1 mesu. Posebna paznja posvecuje se ispitivanju heterociklicnih aromati¢nih amina u hrani.
Naroc¢ito znacajno polje primene LC-MS tehnike je kod analize prirodnih jedinjenja u
biljnim ekstraktima (razli¢iti flavonoidi, antocijanidini, fenolna i druga jedinjenja) i kod

analize biomolekula (proteini, oligosaharidi, lipidi, fosfolipidi i nukleinske kiseline) [38].

U brojnim nau¢nim i stru¢nim radovima mogu se naci razli¢ite analitiCke metode za
kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje amlodipina 1 nifedipina u obliku ¢istih supstanci 1
komercijalnih proizvoda, kao i za odredivanje u bioloskim uzorcima (krv, plazma, urin,

serum i tkiva).
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Amlodipin i nifedipin se mogu odrediti:
- titrimetrijom (nifedipin) [7, 64]
- spektrofotometrijom [42-50]
- fluorometrijom [51, 52]
- polarografijom [31, 53, 54]
- kapilarnom elektroforezom [55-57]
- hromatografijom:
- visokoefikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC) [58-62]
- te¢na hromatografija (HPLC) [7, 63-76], [90]
- te¢na hromatografija sa elektrohemijskim detektorom (LC-EC) [77-79], [91]
- ultra te¢na hromatografija (UPLC) [80] i (UPLC-MS-MS) [99]

- te¢na hromatografija sa masenim detektorom (LC-MS) [81] i (LC-MS-MS) [82-
85], [92-98]

- masenom spektrometrijom [86]
- gasnom hromatografijom [87, 88], [100]
- imunohemijskim metodama [89]

- elektrohemijskim metodama (npr. cikli¢na i diferencijalna pulsna voltametrija) [26-30]
[31-36]

2.4.4.1. Primena hromatografskih i spektrometrijskih metoda za odredivanje
amlodipina
Amlodipin, u obliku amlodipin-bezilata, je opisan u monografijama EP [7], USP

[63] i BP [64]. Prema monografiji evropske i britanske farmakopeje za odredivanje
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amlodipin-bezilata je koris¢ena oktadecilsilil silikagel kolona (5 um) kao stacionarna faza i
mobilna faza koja se sastoji od 2,3 g dm™ rastvora amonijum-acetata i metanola u odnosu
30:70 (v/v). Detekcija je izvrsena UV/VIS detektorom na talasnoj duzini 237 nm [7, 64].
Prema monografiji americke farmakopeje (USP) [63] za odredivanje amlodipin-bezilata
kao stacionarna faza koris¢ena je bazno deaktivirana C18 kolona, dok je mobilna faza
smesa pufera (pH 3,0), metanola i acetonitrila (50:35:15 v/v/v). Pufer (pH 3,0) je
pripremljen rastvaranjem 7,0 ml trietilamina u 800 ml vode, pH vrednost je podesena orto-

fosfornom kiselinom na 3,0 + 0,1 i rastvor je razblazen vodom do 1000 ml [63].

Jo§ jedan sistem za odredivanje amlodipin-besilata u tabletama pomo¢u HPLC
metode sa UV detektorom je sistem sa LiChrospher 100 RP-18 kolonom (5 pm) i
mobilnom fazom koja sadrzi metanol i vodu sa 1% trietilamina (35:65 v/v) i ¢iji je pH
podesen na 5,0 fosfornom kiselinom [65]. Amlodipin se u tabletama moze odrediti i
pomoc¢u RP-HPLC uz kori$¢enje mobilne faze acetonitril-metanol-kalijum-dihidrogenfosfat
u odnosu 250:250:500 (v/v/v). Puferski rastvor je pripremljen rastvaranjem 0,05 mol dm
kalijum-dihidrogenfosfata i 0,1% fosforne kiseline uz podeSavanje pH sa trietilaminom.

Hromatografija je sprovedena na bazno deaktiviranoj koloni Hypersil C18 (5 um) [66].

Takode u tabletama za odredivanje amlodipina koris¢ena je RP-HPLC metoda na
RP-C18 koloni i mobilna faza sa 0,02% trietilamina u smesi voda-acetonitril (60:40 v/v) i
detekcija na 226 nm. pH vrednost mobilne faze je podesena na 2,5 orto-fosfornom
kiselinom [67]. Metoda te¢ne hromatografija sa DAD detektorom (detekcija na 237 nm) za
odredivanje pet razli¢itih 1,4-dihidropiridinskih derivata: amlodipina, nitrendipina,
felodipina, lacidipina i lerkanidipina u tabletama je primenjena uz upotrebu silikagel
alkilamidne kolone i mobilne faze koja se sastoji od acetonitrila i vode (70:30, v/v) i sadrzi
0,01 mol dm™ pufera siréetna kiselina-natrijumacetat (pH 5,0) [68].

Za odredivanje amlodipina u razli¢itim komercijalnim proizvodima (tabletama)
moze se koristiti teCna hromatografija za istovremeno odredivanje amlodipin-bezilata i
atorvastatin-kalcijuma upotrebom RP-Hypersil silica BDS kolone (5 pm) i mobilne faze

0,05 mol dm™ amonijumacetatni pufer (pH 4,0) i acetonitril u odnosu 40:60 (v/v), detekcija
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je na talasnoj duzini od 240 nm ili RP-C18 kolona (5 pum) i smeSa koja se sastoji od
fosfatnog pufera (1 ml orto-fosforne kiseline u 1000 ml vode), acetonitrila i metanola
(53:43:4, viviv) kao mobilna faza i UV detekcija na 246 nm [69, 70]. Za odredivanje
amlodipin-bezilata i atorvastatin-kalcijuma u kombinaciji u tabletama koris¢en je takode i
HPLC sistem sa mobilnom fazom koja se sastoji od metanola-acetonitrila-0,05 mol dm™
kalijum-dihidrogenfosfata (20:50:30 v/v/v) na pH 3,5 i kolona Phenomenex Luna C18 (5

pm) [71].

U kombinaciji sa hidrohlortiazidom, amlodipin je u tabletama odreden RP-HPLC
metodom na koloni Symmetry C18 (5 um) i sa mobilnom fazom metanol-acetonitril-0,05
mol dm™ dinatrijum-hidrogenfosfata (60:20:20 v/v/v), pH 7,0 se podesi 1% trietilaminom i

sa detekcijom na 254 nm [72].

| drugi HPLC sistemi za odredivanje amlodipina u kombinaciji sa losartanom,
olmesartanom, telmisartanom ili nebivolol-hidrohloridom u tabletama mogu se na¢i u
literaturi [73-76].

Brza, jednostavna, precizna i validirana HPLC i HPTLC metoda za istovremeno
odredivanje amlodipina, valsartana i hidrohlortiazida u tabletama se takode Kkoriste.
Gradijentna RP-HPLC metoda na koloni Phenomenex Luna C18 (5 um) i mobilna faza
koja se sastoji od 0,01 mol dm™ amonijum-acetatnog pufera (pH 6,7) i metanola su
koriséene za ispitivanje sa protokom 1 ml min™. Za detekciju je koris¢éen UV detektor na
238 nm. HPTLC analiza je uradena na silikagel 60F2s4 sloju koris¢enjem smese hloroform-
glacijalna sir¢etna kiselina-n-butilacetat (8:4:2, v/v/v) kao mobilne faze. Odredivanje je

izvrseno denzitometrijski na 320 nm [62].

HPLC metode sa elektrohemijskom detekcijom za istovremeno odredivanje pet 1,4-
dihidropiridinskih derivata u farmaceutskim preparatima, ukljuc¢ujuc¢i amlodipin [77] ili za

odredivanje amlodipina u humanoj plazmi su opisane u literaturi [78, 79].

Ultra te¢cnom hromatografijom (UPLC) amlodipin je odreden u kombinaciji sa

telmisartanom i hidrohlortiazidom u tabletama, na C-18 koloni (1,7 um) sa gradijentnim
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eluiranjem mobilnom fazom A koja se sastoji od natrijum-perhloratnog pufera pH 3,2
(0,053 mol dm™) i acetonitrila u odnosu 90:10 (v/v) i mobilnom fazom B koja sadrzi
natrijum-perhloratni pufer pH 3,2 (0,053 mol dm™) i acetonitril u odnosu 20:80 (V/v).
Gradijentni program je (T/%B) 0/5, 1.2/5, 1.6/40, 4/40, 4.1/5 i 4.5/5. Detekcija je na 271

nm za hidrohlortiazid i telmisartan i na 237 nm za amlodipin [80].

Za odredivanje amlodipina u humanoj plazmi je Kkoris¢ena metoda te¢ne
hromatografije-masene spektrometrije (LC-MS) pri ¢emu su uzorci pripremljeni te¢no-
tecnom ekstrakcijom. Razdvajanje je izvedeno na C-18 koloni sa mobilnom fazom rastvor
0,01 mol dm™ amonijumacetata - metanol (30:70, v/v). Elektrosprej jonizacija je koris¢ena
kao jonizacioni izvor [81]. Metoda te¢ne hromatografije u kombinaciji sa tandemnom
masenom spektrometrijom (LC-MS-MS) kori$éena je u razli¢itim farmakokineti¢kim i
studijama bioekvivalence za odredivanje amlodipina u krvi [82] ili humanoj plazmi [83,
84].

VVeoma osetljiva, jednostavna i brza metoda HPLC-MS-MS na C-18 koloni, sa
gradijentnim eluiranjem i mobilnom fazom koja se sastoji od 0,1% mravlje kiseline u vodi i
0,1% mravlje kiseline u acetonitrilu, koriS¢ena je za istovremeno odredivanje atorvastatina i
amlodipina u humanoj plazmi. Detekcija analita je vrSena masenom spektrometrijom sa

elektrosprej jonizacijom [85].

Metoda masene spektrometrije (MS) sa elektrosprej jonizacijom (ESI) i
fotojonizacijom na atmosferskom pritisku (APPI) kori$éena je za ispitivanje fragmentacije
razli¢itih dihidropiridinskih blokatora kalcijumovih kanala, pri ¢emu je fotojonizacija na
atmosferskom pritisku upotrebljena kod razvoja metode za kvantitativno odredivanje

dihidropiridina u humanoj plazmi [86].

Metoda gasne hromatografije (GC) za odredivanje amlodipina u humanoj plazmi
[87, 88] kao i imunohemijske metode za ispitivanje 1,4-dihidropiridinskih antagonista

kalcijuma su takode opisane u literaturi [89].
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2.44.2. Primena hromatografskih i spektrometrijskih metoda za odredivanje
nifedipina

Nifedipin se prema monografijama EP [7] i BP [64] odreduje titrimetrijski
rastvorom cerijum-sulfata koncentracije 0,1 mol dm™®. Prema monografiji americke
farmakopeje USP [63] nifedipin je kao Cista supstanca i u gotovom proizvodu (kapsule,
tablete sa produzenim oslobadanjem) odreden metodom te¢ne hromatografije (HPLC).
Mobilna faza je smeSa vode, acetonitrila i metanola (50:25:25 v/v/v), kao stacionarna faza
je koris¢ena C18 kolona (5 um), a detekcija je izvrsena na 235 nm. Prema monografiji
britanske farmakopeje BP [64] nifedipin je u gotovom proizvodu (kapsule) odreden
metodom te¢ne hromatografije (HPLC) na oktadecilsilil silikagel koloni, 5 pm (Hypersil
C18) dok je kao mobilna faza koris¢ena smesa acetonitrila i 0,03% (v/v) rastvor orto-
fosforne kiseline u vodi (40:60 v/v) sa UV detekcijom na 235 nm. Metoda visokoefikasne
te¢ne hromatografije (HPLC) za kvantitativno odredivanje nifedipina nalazi primenu na
razliite nacCine, npr. za odredivanje tragova nifedipina kod validacije CiS¢enja opreme u

farmaceutskoj industriji [90].

HPLC metoda sa elektrohemijskom detekcijom primenjena je za odredivanje Sest
razli¢itih 1,4-dihidropiridinskih derivata, ukljuuju¢i nifedipin, u humanoj plazmi.
Hromatografsko razdvajanje je izvrSeno na Supelcosil LC-ABZ+Plus C18 koloni. Mobilna
faza je sme§a metanol-voda (70:30 v/v) koja sadrzi 0,002 mol dm™ pufera siréetna kiselina-
natrijum-acetat (pH 5,0) sa protokom 1 ml min™. Za detekciju je koriséen amperometrijski

detektor sa elektrodom od staklastog ugljenika [91].

Nifedipin se u humanoj plazmi moze odrediti metodom tecne hromatografije u
kombinaciji sa tandemnom masenom spektrometrijom (LC-MS-MS) ekstrakcijom i
taloZzenjem, a nakon toga se vr$i razdvajanje na reverzno faznoj koloni koriS¢enjem
mobilne faze koja je smesa amonijum-acetata i vode. Analit je detektovan na masenom
detektoru nakon hemijske jonizacije na atmosferskom pritisku (APCI) [92]. U razli¢itim
klinickim ispitivanjima kardiovaskularnih lekova, kao i studijama bioekvivalence ili za
forenzicka ispitivanja, metoda te¢ne hromatografije-masene spektrometrije (LC-MS-MS)

za odredivanje nifedipina u humanoj plazmi nalazi svoju primenu [93-98].
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Veoma osetljiva metoda ultra teéne hromatografije u kombinaciji sa tandemnom
masenom spektrometrijom (UPLC-MS-MS) za odredivanje nifedipina u humanoj plazmi i

primena ove metode u studijama bioekvivalence je takode radena [99].

Za ispitivanje kristalizacionih svojstava nifedipin amorfnog praska koris¢ena je
inverzna gasna hromatofragija (IGC) sa ciljem predvidanja fizicke stabilnosti na
temperaturama ispod temperature prelaska stakla u te¢no stanje (Tg). Amorfni prah je
pripremljen mes$anjem kristalnog nifedipina i polivinilpirolidona (PVP) K-30. Undekan je
koriséen kao gas za uzorak i metan kao referentni gas [100].

2.5. Proucavanje stabilnosti lekova

Cilj ispitivanja stabilnosti lekova je da se obezbedi dokaz o tome kako se kvalitet
aktivne supstance ili kvalitet leka menja tokom vremena pod uticajem razli¢itih faktora
okoline, kao §to su temperatura, vlaznost i uticaj svetlosti, kao i da se utvrdi re-test period

aktivne supstance ili rok upotrebe leka i preporuce uslovi cuvanja leka.

Internacionalna konferencija o harmonizaciji (ICH International Conference on
Harmonisation) je definisala smernice za proucavanje stabilnosti lekova [101-105]. Izbor
uslova za ispitivanje stabilnosti zavisi od klimatskih uslova u tri regiona sveta (Evropa,
Japan i Sjedinjene Americ¢ke Drzave). Na osnovu srednje kineti¢ke temperature u bilo kom
delu sveta, koja se izraCunava na osnovu klimatskih podataka, ceo svet je podeljen u Cetiri

klimatske zone I-IV. ICH smernice koje su ovde navedene ticu se klimatskih zona 11 I1.
Stabilnost farmaceutskih proizvoda se obavezno prati kod:

- Uvodenja novog proizvoda [101, 102]

- Uvodenja novog farmaceutskog oblika [103] i

- Izmena registracione dokumentacije (varijacija) u slede¢im slucajevima [106]:
- Izmena perioda re-analize ili uslova ¢uvanja aktivne supstance,
- Zamena nekog od ekscipijenasa drugim (kompatibilnim) ekscipijensom,
- Izmena kvaliteta i/ili kvantitativnog sastava unutrasnjeg pakovanja,

- Izmena veli¢ine serije gotovog proizvoda,
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- Manja izmena u procesu proizvodnje gotovog proizvoda,
- Promena boje ili arome koje se koriste u procesu proizvodnje gotovog proizvoda,
- Izmena mase sloja za oblaganje tableta ili mase omotaca kapsule,

- Izmena oblika ili veli¢ine kontejnera ili zatvaraca.
Za procenu stabilnosti aktivne supstance i gotovog proizvoda primenjuju se [101]:

- Studije stabilnosti u roku trajanja (long term stability study)
- Studije ubrzanog starenja (accelerated stability study)

- Studije stabilnosti u "stresnim™ uslovima (stability study under stressed conditions)

Ispitivanje stabilnosti u roku trajanja podrazumeva da se farmaceutski proizvod ¢uva u
uslovima skladistenja sa temperaturom od 25°C £ 2°C i pri relativnoj vlaznosti vazduha 60
% RH * 5% RH sve do isteka roka trajanja, pri ¢emu se uzorci za ispitivanje stabilnosti

uzimaju u odredenim vremenskim intervalima.

Studije ubrzanog starenja se koriste da bi se u kratkom vremenskom periodu doslo do
podataka o stabilnosti i predvideo rok upotrebe proizvoda. Ubrzano starenje se prati u
vremenskom periodu od Sest meseci (sa vremenskim tackama 0, 3 1 6 meseci) na
temperaturi 40°C + 2°C i pri relativnoj vlaznosti 75% RH + 5% RH. Kod ubrzanog
starenja, faktor vreme zamenjuje se faktorom poviSena temperatura, a proizvod se pored
temperaturnih promena izlaze i uslovima povecane vlaznosti, a ukoliko je potrebno i uticaju
svetlosti. Pri tome se za ispitivanje stabilnosti koriste komore za stabilnost u kojima postoji
mogucnost regulisanja temperature i relativne vlaznosti, a u nekim slucajevima i svetlosnog

zraenja [102].

U zavisnosti od prirode aktivne supstance i gotovog proizvoda Cesto se stabilnost prati u
uslovima tzv. intermedijarnog starenja (30°C + 2°C/65% RH + 5% RH) pri ¢emu su uslovi
tako dizajnirani da se prati umereno povecanje brzine hemijske degradacije ili fizicke

promene kod aktivne supstance ili gotovog proizvoda [101].

Ispitivanjem stabilnosti pod “stresnim™ uslovima aktivne supstance mogu se

identifikovati degradacioni proizvodi, sto daje mogucnost da se ispita put i mehanizam
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degradacije aktivne supstance, kao i da se validiraju "stability indicating” analiticke
metode. Ispitivanje stabilnosti pod "stresnim" uslovima ukljucuje ispitivanje stabilnosti na
poviSenim temperaturama, u uslovima poviSene vlaznosti (primenjuju se temperature i
relativna vlaznost veca nego kod ubrzanog starenja), oksidaciju i fotolizu aktivne
supstance. Ispitivanje fotostabilnosti je sastavni deo stres studija i ispituje se u saglasnosti
sa smernicom ICH Q 1 B [102]. Prema smernici za pracenje fotostabilnosti aktivne
supstance i gotovog proizvoda definisana su dva izvora svetlosti koji se mogu Koristiti.
Prema prvom, uzorak moze biti izlozen uticaju D65/ID65 svetlosti, odnosno vestackoj
fluorescentnoj lampi, kombinovanoj sa VIS i UV lampom. D65 je internacionalni priznati
standard za svetlost koja deluje po spoljasnjoj povrsini uzorka definisan ISO 10977 (1993).
ID65 je definisan kao standard za delovanje svetlosti u unutrasnjosti uzorka. Talasna duzina
izvora zraCenja je 320 nm. Drugi nacin izlaganja uzorka svetlosti je primenom bele i UV
fluorescentne lampe. Bela fluorescentna lampa deluje po povrSini uzorka slicno kao 1
svetlost koja je definisana ISO 10977(1993). UV fluorescentna lampa ima spektralnu
distribuciju od 320 nm do 400 nm, sa maksimumom emisione energije 350 nm do 370 nm.
U toku pracenja fotostabilnosti, iluminacija ne sme biti manja od 1,2 milion lux sati, a

integracija UV zraenjem ne manja od 200 Wh/m? [102].

Identifikacija i kvalifikacija degradacionih proizvoda u lekovima je od velike vaznosti
jer necistoCe, s jedne strane mogu imati uticaj na kvalitet, bezbednost i efikasnost leka, a s
druge strane mogu dovesti do neZeljenih dejstava na pacijente. Internacionalna konferencija
o harmonizaciji (ICH) izdala je smernice za kvalifikaciju necistoca u aktivnoj supstanci
[107] i gotovom proizvodu [108], kao i za ispitivanje stabilnosti za registraciju lekova za
humanu upotrebu [101-105].

ICH smernicom Q 2 (R1) [109] se razmatraju zahtevi koje treba uzeti u obzir kod
validacije analitickih postupaka ukljucenih u dokumentaciju za registraciju leka pomocu
kojih se vrsi identifikacija, odredivanje sadrzaja necisto¢a, odredivanje grani¢nih vrednosti
za kontrolu necistoca i odredivanje sadrzaja aktivne supstance. Ispitivanje stabilnosti
aktivne supstance i lekova je naroCito vazno kod razvoja proizvoda, definisanja sastava

leka, izbora pakovnog materijala i utvrdivanja uslova za c¢uvanje leka.
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Amlodipin je fotosenzitivan i lako podleze aromatizaciji do piridinskog derivata, kao 1
ostala 1,4-dihidropiridinska jedinjenja [110, 111]. Fotostabilnost i stabilnost amlodipina u

te¢nim farmaceutskim oblicima je takode saopstena u literaturi [112, 113].

U pogledu stabilnosti i kompatibilnosti amlodipin-bezilata sa razli¢itim ekscipijensima
u Cvrstim farmaceutskim oblicima, uticaj ekscipijenasa i uslova ¢uvanja na stabilnost
amlodipin-bezilata je ispitivan. Glavni degradacioni proizvod je amlodipin-bezilat glikozil
koji nastaje zbog dobro poznate Maillard-ove reakcije izmedu primarnih amina
(amlodipina) i laktoze kao ekscipijensa koji je rastvoran u vodi [114]. Struktura proizvoda
nastalog u Maillard-ovoj reakciji je potvrdena LC-MS analizom.

Degradacija amlodipina pod uticajem temperature dovodi do stvaranja smese tri
ciklicna degradaciona proizvoda koji nastaju usled intramolekulske reakcije ciklizacije
[115].

Razlic¢ite analiticke metode su razvijene za proucavanje "stres" degradacionih proizvoda
u farmaceutskim aktivnim supstancama i amlodipin-bezilatu ukljuéujuci spektrofotometriju
[116], HPTLC [117, 118], HPLC [119-122], RP HPLC [123-126], UPLC [80], kapilarnu
elektroforezu [127], LC-2D-NMR/LC-MS [128].

Studije forsirane degradacije su pokazale da amlodipin pokazuje sporiju degradaciju
pod uticajem temperature [115], da se brze degradira u uslovima fotodegradacije, i to vise
na UV 366 nm nego na UV 254 nm [111] i da je degradacija amlodipina mnogo veéa u

uslovima kisele i bazne hidrolize i oksidativnog stresa [120].

Poznato je da su orto-nitro derivati 1,4-dihidropiridina veoma nestabilna jedinjenja,

koja se lako oksiduju pod uticajem svetlosti do nitrozo- i nitro- derivata [129-131].

Fotohemijska stabilnost nifedipina je ispitivana u tabletama sa nifedipinom [132].
Razli¢iti dihidropiridinski blokatori kalcijumovih kanala, ukljué¢ujuéi amlodipin, nifedipin
ili nilvadipin su bili izlozeni D65 iradijaciji lampe prema ICH smernici (ICH QIB).
Fotodegradacija navedenih jedinjenja i njihovi degradacioni proizvodi su prac¢eni HPLC

metodom na reverzno-faznoj koloni sa UV detekcijom. Degradacioni proizvodi su
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identifikovani MS analizom. Fotohemijske reakcije ukljucuju fotodegradaciju ovih
jedinjenja sa aromatizacijom dihidropiridinskog prstena i konverziju u nitrozo grupu iz
nitro grupe benzenovog prstena. Studije hemijske stabilnosti su ukazale da je nifedipin

najvise fotosenzitivan.

Stabilnost nifedipina u tabletama je ispitivana i u uslovima povecane temperature
(40°C) i relativne vlaznosti (75% RH) tokom 180 dana [133]. Diferencijalna pretrazna
kalorimetrija (DSC) i termogravimetrija (TG) su koriS¢ene za ispitivanje osobina
nifedipina, ekscipijenasa u tabletama i dva degradaciona proizvoda. HPLC metoda je

kori$éena za ispitivanje sadrzaja nifedipina pre i posle izlaganja degradaciji.

Prema drugoj metodi koris¢en je fotokalorimetar za kvantitativno odredivanje
reakcionih parametara koji su vazni za procenu fotostabilnosti nifedipina. Reakcioni put
fotodegradacije nifedipina u rastvoru je predlozen na osnovu entalpije reakcije odredene
fotokalorimetrom [134]. Aromatizacija nesimetri¢no supstituisanih 1,4-dihidropiridina pod

uticajem svetlosti je takode proucavana [135].
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2.6. Osnovi inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa lekovima (primena, dobijanje,
karakterizacija)

Inkluzioni kompleksi su specijalna grupa ne-klasi¢nih kompleksa koji nastaju pod
uticajem mehanickih faktora ili svojstava komponenti kompleksa. Komponente kompleksa
su domacin- i gost- molekuli. Molekul-domacin su jedinjenja koja u svojoj kristalnoj
strukturi, ili njenim agregatima, imaju Supljinu dovoljno veliku u koju molekul drugog
jedinjenja (molekul-gost) moze da se zatvori [136]. Razli¢iti organski molekuli mogu se
inkorporirati (zatvoriti) u Supljinu ciklodekstrina stvarajuéi inkluzione komplekse pri cemu
se poboljSavaju fizicka svojstva inkorporiranih molekula, kao S$to su rastvorljivost,
fotoosetljivost, stabilnost, miris i dr. [137-140]. Medu prirodnim ciklodekstrinima -, - i y-
ciklodekstrini, koji sadrze 6, 7 i 8 jedinica D-glukopiranoze, se najceSc¢e koriste u ovu
svrhu. Glukozne jedinice su povezane o-1,4 glikozidnim vezama tako da obrazuju cikli¢ne
strukture prikazane na slici 24 [141-143].

Slika 24. Strukture ciklodekstrina: a) a-ciklodekstrin, b) B-ciklodekstrin, c¢) y-ciklodekstrin
[143]

Analiza rentgentskim zracima (XR) je pokazala da jedinice glukoze u
ciklodekstrinima imaju termodinamicki stabilniju konformaciju "stolice" jer su svi
supstituenti u ekvatorijalnim polozajima. Kao posledica ove konformacije, sve sekundarne
hidroksilne grupe (OH-2 i OH-3) su locirane sa jedne strane cilindri¢cnog molekula, dok su
primarne hidroksilne grupe (OH-6) na suprotnoj strani. Zbog toga $to je spoljasnja strana
molekula ciklodekstrina okruzena sekundarnim hidroksilnim grupama, ona ima hidrofilne

osobine i rastvorljiva je u vodenim medijumima. Nasuprot tome, unutra$nja strana
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molekula ciklodekstrina ima hidrofobne osobine, jer se slobodni elektronski parovi

kiseonika u glikozidnom mostu (vezi) nalaze u Supljini molekula ciklodekstrina [144, 145].

Pod uticajem svetlosti 1,4-dihidropiridinski prsten amlodipina se aromatizuje i
prelazi u piridinski derivat [110, 111], dok su glavni degradacioni proizvodi nifedipina,
nitrozo- i nitro- derivati [129-131].

U cilju poboljsanja biofarmaceutskih karakteristika amlodipina, nifedipina i slicnih
lekova mogu se koristiti razli¢iti zastitni agensi koji poboljsavaju svojstva ovih molekula,
kao Sto su fotoosetljivost, nestabilnost, rastvorljivost i bioraspolozivost. Posebno su
znacajni inkluzioni kompleksi amlodipina i nifedipina sa B-ciklodekstrinima. Molarni
odnos u formiranim kompleksima amlodipin-bezilata i kompleksirajuéeg agensa [-
ciklodekstrina i (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrina je 1:1 [146]. Na sli¢an nacin dobijeni su
inkluzioni kompleksi nifedipina sa p-ciklodekstrinima u ¢vrstom stanju koprecipitacijom u

molarnom odnosu 1:1 [143].

Struktura dobijenih kompleksa je okarakterisana pomocu rentgentskih zraka (XR)
[143], infracrvenom spektroskopijom (FTIR), nuklearnom magnetnom rezonancom (‘*H
NMR) i diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (DSC).

Fotoosetljivost nifedipina u inkluzionom kompleksu je smanjena vise u ¢vrstom
stanju nego u rastvoru. Cist nifedipin pokazuje znatno veéu fotoosetljivost u poredenju sa
inkluzionim kompleksom, i u rastvoru i u ¢vrstom stanju. Fotoosetljivost nifedipina u

¢vrstom stanju, kao Ciste supstance i u kompleksu, pracena je FTIR metodom [143].

Inkluzioni kompleks amlodipina sa ciklodekstrinima pokazao je znatno veéi stepen
zaStite molekula amlodipina, pri kontinualnom izlaganju dnevhom svetlu, sa stepenom
degradacije koji je bio mnogo nizi nego kod slobodnog molekula u ¢vrstom stanju [146].
Fotoosetljivost amlodipin-bezilata i inkluzionih kompleksa sa ciklodekstrinima je pracena
FTIR spektrometrijom [146].

Gradenjem inkluzionih kompleksa sa [-ciklodekstrinima moze se povecati
stabilnost nifedipina pet do deset puta [143, 147-149].
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Fotostabilnost amlodipina u inkluzionim sistemima sa ciklodekstrinima,
lipozomima i mikrosferama je takode bila ispitivana [150]. Kompleksi sa amlodipinom su
bili podvrgnuti stres studijama i ispitivana je kinetika degradacije supstance u kompleksima
u poredenju sa Cistom supstancom, u rastvoru i ¢vrstim farmaceutskim formulacijama. Svi
ispitivani kompleksi sa amlodipinom S§tite lek od oksidacije do aromati¢nog derivata [150].
Rezultati ispitivanja stabilnosti inkluzionih kompleksa su pokazali visok stepen zastite
molekula amlodipina od uticaja svetlosti, sa brzinom degradacije nizom nego kod
uobicajenih ¢vrstih formulacija leka [150]. Inkluzioni sistemi sa lipozomima povecavaju
polu-zivot leka (amlodipina) dva puta, sa ciklodekstrinima do Cetiri puta. Najbolji rezultati
stres studija postignuti su kod inkluzionih kompleksa sa mikrosferama, koji pokazuju
potpunu fotostabilnost sa manje od 3% degradacije nakon 9h kontinualnog izlaganja uticaju

svetlosti.

Dobijeni rezultati imaju jo$ veci znacaj zbog mogucénosti primene u razvoju novih

farmaceutskih formulacija amlodipina, nifedipina i drugih fotoosetljivih lekova.

Osim kompleksa nifedipina i amlodipina sa ciklodekstrinima [143, 146, 150] mnoga
druga ispitivanja i studije su posvecena formiranju sli¢nih supra-molekulskih struktura sa
lipozomima [150, 151], mikrosferama [150, 152], mikrocesticama [153] ili
biokompatibilnim polimerima [154] koje mogu znacajno da poboljsaju svojstva lekova kao
Sto su npr. fotostabilnost, rastvorljivost, oslobadanje aktivne supstance i1 bioraspoloZivost.
Tako su ispitivani kompleksi sa lipozomima za transdermalnu isporuku nifedipina [151]
koji poboljsavaju modifikovano oslobadanje leka. Kompleksi nifedipina sa mikrosferama
pripremljeni od polivinilpirolidona (PVP) 1 etilceluloze mogu poboljsati in vitro
oslobadanje lekova koji su slabo rastvorljivi u vodi, kao $to je nifedipin [152]. U cilju
poboljsanja fotostabilnosti, oslobadanja aktivne supstance i1 bioraspoloZivosti ispitivana je
mogucnost primene mikrocestica titan-dioksida za oblaganje mikrokristala nifedipina.
Nadeno je da na ovaj nacin modifikovana povrSina fotoosetljivih lekova moZe poboljsati
njihovu stabilnost i in vitro bioraspoloZivost [153]. Oslobadanje leka (dissolution) i
stabilnost takode se mogu poboljsati inkapsulacijom mikroniziranih cestica leka sa

biokompatibilnim polimerima i povrSinski aktivnim supstancama [154].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali
U eksperimentalnom delu kori$¢eni su sledec¢i standardi, hemikalije i komercijalni uzorci

lekova:

- Radni standard amlodipin-bezilata, Zdravlje A.D. Leskovac, Actavis Company

- Radni standard nifedipina, Zdravlje A.D. Leskovac, Actavis Company

- Alopres® tablete, 10 mg, Zdravlje A.D. Leskovac, Actavis Company

- Inkluzioni kompleksi amlodipina i nifedipina sa ciklodekstrinima, Tehnoloski fakultet,
Leskovac

- Sirove viSeslojne ugljeni¢ne nanocevi (Sigma-Aldrich)

- Natrijum-hidrogenkarbonat, p.a., Merck

- Dejonizovana voda, 18 MQ, IHTM, Beograd

- Metanol, HPLC ¢istoce, J.T. Baker

- Acetonitril, HPLC ¢istoce, J.T. Baker

- Trietilamin, p.a., Merck

- Amonijum-acetat, p.a., Merck

- Natrijum-hidroksid, p.a., J.T. Baker

- Hlorovodonicna kiselina, p.a., Merck

- Vodonik-peroksid, p.a., Merck

- Kalijum-dihidrogenfosfat, p.a., Merck

- Kalijum-hidroksid, p.a., J.T. Baker

- Orto-fosforna kiselina (85%) p.a., Merck

- B-ciklodekstrin, ¢isto¢e 98%, Merck, Darmstadt

- (2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrin, ¢istoce 97,5%, Sigma-Aldrich, Wisconsin

- Sumporna kiselina, p.a., Merck

- Azotna kiselina, p.a., Merck

- Voda, preciS¢ena
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3.1.1. Pripremanje standardnih rastvora i uzoraka amlodipin-bezilata
Opseg koncentracija amlodipin-bezilata koje se odreduju elektrohemijski koris¢en je za
ispitivanje amlodipin-bezilata u sirovini, komercijalnom proizvodu i inkluzionim

kompleksima sa ciklodekstrinima.

- Pripremanje osnovnog standardnog rastvora za analizu farmaceutske supstance

amlodipin-bezilata

Elektrohemijski je ispitivana farmaceutska supstanca amlodipin-bezilat tako Sto je
napravljen osnovni rastvor amlodipin-bezilata u dejonizovanoj vodi koncentracije 1 mg ml’
! Odredena zapremina osnovnog rastvora amlodipin-bezilata je dodata u elektrolit (100 ml
0,05 mol dm™ NaHCOs ili fosfatni pufer pH=11) da bi se dobio opseg koncentracija 1,50 —
3,38 ng ml™* za ispitivanje u 0,05 mol dm™ NaHCOs i 13,80 — 19,61 pg ml™ za ispitivanje u

fosfatnom puferu.
- Pripremanje uzoraka komercijalnog amlodipin-bezilata

Elektrohemijski je ispitivan komercijalni proizvod Alopres® tablete, proizvodaca
Zdravlje A. D. Leskovac, Actavis Company, koje sadrze 13,88 mg amlodipin-bezilata sto
odgovara 10 mg amlodipina. Ekscipijensi koji ulaze u sastav placeba su: kukuruzni skrob,
celuloza, mikrokristalna; silicijum-dioksid, koloidni, bezvodni; povidon K-30 i

magnezijum-stearat. Uzorak tableta je pripremljen slede¢om procedurom:

Izmerena je masa deset Alopres® tableta i izraCunata prose¢na masa jedne tablete.
Tablete su sprasene i odmerena je koli¢ina tabletne mase koja sadrzi zahtevanu koli¢inu
amlodipin-bezilata da bi se dobio opseg koncentracija 4,0 — 11,5 ug ml™ za ispitivanje u
0,05 mol dm™ NaHCO3 i 13,80 — 17,68 pg ml™ za ispitivanje u fosfatnom puferu (pH=11).

Za ispitivanje amlodipin-bezilata u Alopres® tabletama u fosfathom puferu (pH=11) sa

akumulacijom, kori$¢en je opseg koncentracija od 7,94 — 11,86 pg ml™.

Odmerena sprasena tabletna masa je rastvorena u 10 ml dejonizovane vode, rastvor je

tretiran na ultrasoni¢cnom kupatilu 30 min, i filtriran je u odmerni sud od 100 ml. Ostatak je
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ispran tri puta sa 0,05 mol dm™ NaHCOj ili rastvorom pufera (fosfatni pufer) i odmerni sud

je dopunjen istim rastvarac¢em do oznake.
- Pripremanje uzoraka kompleksa ciklodekstrina sa amlodipinom

Elektrohemijski su ispitivani inkluzioni kompleksi B-ciklodekstrina i (2-hidroksipropil)-
B-ciklodekstrina sa amlodipin-bezilatom tako $to je odredena zapremina osnovnog rastvora
(u dejonizovanoj vodi) dodata u elektrolit (100 ml 0,05 mol dm™ NaHCOj ili fosfatni pufer,
pH=11) da bi se dobile koncentracije u opsegu 3,26 — 9,58 ug ml™ za ispitivanje cikli¢cnom
voltametrijom i 9,58 — 14,17 nug ml™* za ispitivanje voltametrijom sa pravougaonim

impulsima.
- Priprema fosfatnog pufera

Rastvor pufera (fosfatni pufer) pH=11 je pripremljen rastvaranjem 1,74 g kalijum-
dihidrogenfosfata u 80 ml dejonizovane vode, pH je podesen kalijum-hidroksidom (1 mol

dm) i rastvor je razblazen do 100 ml dejonizovanom vodom [7].

3.1.2. Pripremanje standardnih rastvora i uzoraka nifedipina
Opseg koncentracija nifedipina koje se odreduju elektrohemijski koris¢en je za

ispitivanje nifedipina u sirovini i inkluzionim kompleksima sa ciklodekstrinima.

- Pripremanje oshovnog standardnog rastvora za analizu farmaceutske supstance

nifedipina

Elektrohemijski je ispitivana farmaceutska supstanca nifedipin tako Sto je odredena
zapremina osnovnog rastvora nifedipina dodata u elektrolit (100 ml 0,05 mol dm™

NaHCOs) da bi se dobile koncentracije u opsegu 1,996 — 7,936 pg ml™.
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- Pripremanje uzoraka kompleksa ciklodekstrina sa nifedipinom

Elektrohemijski su ispitivani inkluzioni kompleksi B-ciklodekstrina i (2-hidroksipropil)-
B-ciklodekstrina sa nifedipinom tako Sto je odredena zapremina osnovnog rastvora (U
smesi dejonizovana voda — metanol 1:1 v/v) dodata u elektrolit (100 ml 0,05 mol dm™

NaHCOg ili fosfatni pufer) da bi se dobile koncentracije naznacene na slikama 41-46.

3.1.3. Pripremanje inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa lekovima,

koprecipitacijom

3.1.3.1. Pripremanje inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa amlodipin-bezilatom
Amlodipin-bezilat (Immol, 567 mg) i B-ciklodekstrin (1 mmol, 1135 mg) ili (2-
hidroksipropil)-p-ciklodekstrin (1 mmol, 1540 mg) se pomesaju i rastvore u 150 ml
destilovane vode. Rastvor koji je zasticen od uticaja svetlosti je meSan na sobnoj
temperaturi tokom 24 h, uparavan na vakuum uparivacu na 50 °C do zapremine od
priblizno 20 ml i susen na temperaturi od 25 °C u desikatoru iznad koncentrovane
sumporne kiseline. Dobijeni kristalni kompleks je nakon susenja koris¢en kao takav za

dalja ispitivanja [146].

3.1.3.2. Pripremanje inkluzionih kompleksa ciklodekstrina sa nifedipinom

Nifedipin (1 mmol, 346 mg) i B-ciklodekstrin (1 mmol, 1135 mg) ili (2-
hidroksipropil)-p-ciklodekstrin (1 mmol, 1540 mg) se pomeSaju i rastvore u 150 ml
destilovane vode. Rastvor koji je zaSticen od uticaja svetlosti je meSan na sobnoj
temperaturi tokom 24 h, uparavan na vakuum uparivacu na 50 °C do zapremine od
priblizno 20 ml i susen na temperaturi od 25 °C u desikatoru iznad koncentrovane
sumporne kiseline. Dobijeni kristalni kompleks je nakon suSenja kori$¢en kao takav za

dalja ispitivanja [143].

Ceo proces dobijanja kompleksa je izvoden u mraku u cilju zastite amlodipina i
nifedipina od fotodegradacije. Molarni odnos u kompleksima nifedipina ili amlodipin-
bezilata sa kompleksirajuéim agensima f-ciklodekstrin ili  (2-hidroksipropil)-B-
ciklodekstrin je 1:1.
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3.1.4. Pripremanje razlicitih elektrodnih povrsina

3.1.4.1. Priprema elektrode od zlata

Polikristalna elektroda od zlata (povrsine 0,500 cm?) koja se koristi kao radna
elektroda, polirana je dijamantskom pastom i aluminijumskom prahom, ¢is¢ena je smeSom
dejonizovane vode 18 MQ i sumporne kiseline, i zatim je dalje ¢iS¢ena dejonizovanom

vodom 18 MQ u ultrasoni¢nom kupatilu.

3.1.4.2. Priprema modifikovane elektrode
Sirove viSeslojne ugljeni¢ne nanocevi (raw-MWCNT) koriSéene su kao takve bez
daljeg pre¢iséavanja za pripremu 0o-MWCNT. Cistoca sirovih viseslojnih nanocevi je veéa

od 95% wt%, a spoljasnji i unutrasnji precnici su 20-30 nm i 5-10 nm, respektivno.

Oksidacija nanocevi (MWCNT) koje se kao takve Kkoriste za pripremu
modifikovane elektrode od zlata je izvedena prema dobro poznatoj metodi [155]. Koli¢ina
od 110 mg sirovih viseslojnih nanocevi (raw-MWCNT) je najpre tretirana smeSom (v/v
3:1) koncentrovane H,SO,4 i HNO; kiseline (120 ml). Ova smesa je zatim tretirana 3 h na
40 °C u ultrasoni¢nom kupatilu radi uvodenja funkcionalnih grupa koje sadrze kiseonik na
povrsinu nanocevi (MWCNT). Nakon hladenja do sobne temperature, oksidovane nanocevi
(o-MWCNT) su dodate u kapima u 300 ml hladne dejonizovane vode, a zatim su filtrirane
u vakuumu preko 0,05 um membranskog filtera od politetrafluoroetilena (PTFE) i isprane
dejonizovanom vodom sve do neutralne pH. Uzorak je susen u vakuum susnici na 80 °C
tokom 8 h.

Karakterizacija sirovih (raw-MWCNT) i oksidovanih nanocevi (0-MWCNT) je
vrsena pomocu FTIR, TGA, UV, XRD, TEM 1 tehnikom elementarne analize kao 1
elektronemijskom karakterizacijom tankog sloja oksidovanih nanocevi (0-MWCNT) §to je
prethodno saopsteno [155, 156]. Mesta koncentrisanja kiselih i baznih grupa (karboksilne
grupe, laktoni, fenoli, ukupan broj kiselih i baznih mesta) na povrSini sirovih (raw-
MWCNT) i oksidovanih (0-MWCNT) nanocevi su kvantitativno odredena Boehm

metodom [156]. Pokazano je da oksidacioni proces izveden upotrebom jakih kiselina
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znacajno smanjuje ostatak metalnog katalizatora u oksidovanim nanocevima (0-MWCNT)
[157].

Za elektrohemijska merenja su kori$¢ene oksidovane nanocevi (0-MWCNT) koje su
nanete na povrsinu elektrode od zlata u obliku tankog filma, kao Sto je detaljno opisano u
literaturi [158-160]. Ovim postupkom pripreme filma dobijeno je 0,10 mg nanocevi po 1

cm? povrsine Au.
3.1.5. Postupci forsirane (ubrzane degradacije) amlodipin-bezilata [102, 111, 120]

3.15.1. Priprema uzoraka za ispitivanje forsirane degradacije te€nom
hromatografijom (HPLC)
Priprema osnovnog rastvora

Osnovni rastvor je pripremljen rastvaranjem 10 mg amlodipin-bezilata u metanolu u
odmernom sudu od 10 ml tako da se dobije rastvor koncentacije 1000 pg ml™t. Za

ispitivanja je koriséen uvek sveze pripremljen rastvor.

3.1.5.1.1. Alkalna degradacija
Ispitivanje degradacije amlodipin-bezilata u alkalnim uslovima je izvedeno slede¢im

eksperimentima:

- 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 9 ml rastvora natrijum-hidroksida,
koncentracije 0,1 mol dm™ je ostavljeno na sobnoj temperaturi tokom 4 h. Nakon
degradacije rastvor je neutralizovan hlorovodoni¢nom kiselinom (c=0,1 mol dm™) i
razblazen mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml tako da je dobijen rastvor
koncentracije 10 pg ml™.

- Drugi eksperiment je izveden tako $to je 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 5
ml rastvora natrijum-hidroksida koncentracije 0,1 mol dm™ zagrevano na 80 °C tokom
6 h. Nakon toga je rastvor neutralizovan hlorovodoni¢nom kiselinom i razblazen
mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml pri ¢emu je dobijen rastvor koncentracije

10 pg mi™.
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Tre¢i eksperiment je izveden tako $to je 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i
0,2 ml rastvora natrijum-hidroksida koncentracije 5 mol dm™ zagrevano na 80 °C
tokom 6 h. Nakon toga je rastvor neutralizovan hlorovodoni¢nom kiselinom (¢=0,1 mol
dm™) i razblazen mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml tako da je dobijen

rastvor koncentracije 10 ug ml™.

3.1.5.1.2. Degradacija sa 0,05 mol dm™® NaHCOs

Rastvor za ispitivanje je pripremljen tako $to je 10 mg amlodipin-bezilata rastvoreno u
odmernom sudu od 100 ml u 0,05 mol dm™ NaHCOs. SveZe pripremljen rastvor je
uporeden sa rastvorom koji je pripremljen na isti nacin i ¢uvan na sobnoj temperaturi
tokom 5 h.

U drugom eksperimentu 10 mg amlodipin-bezilata je rastvoreno u odmernom sudu od
100 ml u 0,05 mol dm™ NaHCOs i rastvor je zagrevan na 80 °C tokom 5 h. pH vrednost
rastvora na kraju procesa degradacije je 8,87. Rastvor je zatim razblazen mobilnom

fazom tako da je dobijen rastvor koncentracije 10 pg ml™.

3.1.5.1.3. Oksidativna degradacija

Za ispitivanje oksidativne degradacije, inicijalno je uzet 1 ml osnovnog rastvora
amlodipin-bezilata i 9 ml 3% H,0,. Rastvor je ostavljen na sobnoj temperaturi tokom
24 h, nakon toga je razblazen mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml tako da je
dobijen rastvor koncentracije 10 pg ml™.

Dodatno, su pripremljena dva uzorka za ispitivanje oksidativne degradacije. 1ml
osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 9 ml rastvora 3% H,0, : metanol = 80:20 (v/v)
je zagrevano na 80 °C tokom 2 h, a u drugom eksperimentu tokom 6 h. Nakon toga je
rastvor razblazen mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml tako da je dobijen

rastvor koncentracije 10 ug ml™.

3.1.5.1.4. Fotodegradacija

Rastvor amlodipin-bezilata je pripremljen rastvaranjem 14,3 mg sirovine u 100 ml vode.

Zatim je 5 ml rastvora izloZzeno delovanju UV svetlosti (366 nm) tokom 2 h kao i
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fotodegradaciji prema ICH smernici tokom 14 dana (1,2 million Lux hrs i 200 Watt

hrs/m?).

3.1.5.1.5. Elektrohemijska degradacija
Elektrohemijska degradacija amlodipin-bezilata (c=9,9 pg ml™) je izvedena
ciklicnom voltametrijom u 0,05 mol dm™ NaHCO; na elektrodi od zlata tokom 9 sati

upotrebom opreme koja je detaljno opisana u radu [161].

3.1.5.2. Priprema uzoraka za ispitivanje forsirane degradacije metodom LC-MS
Kod ispitivanja proizvoda forsirane degradacije amlodipin-bezilata primenom LC-

MS tehnike bile su ukljuc¢ene alkalna, kisela, oksidativna i elektrohemijska degradacija u

0,05 mol dm™ NaHCOs.

Osnovni rastvor: Kori§éen je rastvor amlodipin-bezilata u metanolu koncentracije 1mg ml™

za ispitivanje degradacionih proizvoda u uslovima bazne, kisele i oksidativne degradacije.

- Alkalna degradacija: 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 0,2 ml rastvora
natrijum-hidroksida koncentracije 5 mol dm™ je zagrevano na 80 °C tokom 6 h. Nakon
toga je rastvor neutralizovan hlorovodoni¢nom kiselinom i razblazen mobilnom fazom
u odmernom sudu od 100 ml pri &emu je dobijen rastvor koncentracije 10 pg ml™,

- Kisela degradacija: 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 0,2 ml rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline koncentracije 5 mol dm™ je zagrevano na 80 °C tokom 6 h.
Nakon toga je rastvor neutralizovan natrijum-hidroksidom i razblazen mobilnom fazom
u odmernom sudu od 100 ml tako da je dobijen rastvor koncentracije 10 ug ml™.

- Oksidativna degradacija: 1 ml osnovnog rastvora amlodipin-bezilata i 9 ml rastvora 3%
H,0, : metanol = 80:20 (v/v) je zagrevano na 80 °C tokom 6 h. Nakon toga je rastvor
razblazen mobilnom fazom u odmernom sudu od 100 ml tako da je dobijen rastvor
koncentracije 10 pg ml™.

- Elektrohemijska degradacija: Eksperiment je izveden kao Sto je opisano u 3.1.5.1.5.
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3.2. Aparati i uredaji

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.
3.2.7.
3.2.8.
3.2.9.

3.2.10.
3.2.11.
3.2.12.
3.2.13.
3.2.14.
3.2.15.

3.2.16.

Potenciostat RDE 4, PINE, XY pisa¢ PM 8134, Philips, koris¢en za cikli¢nu
voltametriju

Gamry potenciostat (Reference 600), softver PV 220, koris¢en za voltametriju sa
pravougaonim impulsima (kod amlodipina)

Autolab potenciostat/galvanostat (Metrohm, ECO Chemie, The Netherlands)
koris¢en za voltametriju sa pravougaonim impulsima (kod inkluzionih kompleksa
amlodipina i nifedipina sa ciklodekstrinima)

HPLC aparat 1100 Series (Agilent) (binary pump, column thermostat, the
thermostated autosampler, diode array detector), softver ChemStation 32

HPLC aparat 1100 Series (Agilent Technologies) (degasser, autosampler, diode
array detector) kuplovan sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom (Agilent
Technologies), softver MassHunter Workstation, koris¢en za LC-MS analizu
Mikroskop NanoScope I11 A (Veeco, USA)

Elektronska vaga Sartorius AC 121S (Sartorius Goettingen, Germany)

UV light cabinet Camag (Made in Switzerland)

Light cabinet type PSC 062 (Weiss Gallenkamp, UK) opremljen fluorescentnom i
UV lampom, prema ICH smernici za ispitivanje fotostabilnosti (opcija 2, ICH Q1B,
1996)

pH metar (Metrohm type 827 pH lab)

Ultrasoni¢no kupatilo UZ-4P, Iskra Kranj, Slovenija

Milli-Q sistem za prec¢is¢avanje vode, 18MQ

Vakuum upariva¢, Blchi (Switzerland)

Magnetna mesalica, Velp Scientifica

Membranski filteri od celuloze 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Goettingem, Germany)

Membranski filteri od politetrafluoroetilena 0,05 um (PTFE)
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3.3. Metode

3.3.1. Cikli¢na voltametrija (CV)

Oprema koja je koris¢ena za cikli¢nu voltametriju je potenciostat RDE 4 Pine, XY
pisac PM 8134 Phillips i elektrohemijska celija koja se sastoji se od staklene posude i tri
elektrode [162]. U eksperimentima je koris¢ena komercijalna Tacusell staklena celija.
Polikristalna elektroda od zlata je koris¢ena kao radna elektroda (Pine rotating disc,
povrsine 0,500 sz), zica od zlata kao pomoc¢na elektroda i zasi¢ena kalomelova elektroda
(SCE, saturated calomel electrode) kao referentna elektroda. Svi potencijali su dati prema
zasi¢enoj kalomelovoj elektrodi (vs. SCE). Pre dodavanja ispitivanih rastvora lekova ili pre
dodavanja kompleksa ciklodekstrina elektrolit je degaziran provodenjem azota. Svi

eksperimenti su izvedeni na sobnoj temperaturi.

3.3.2. Voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWV)

Za metodu voltametrije sa pravougaonim impulsima (SWV) je koris¢en Autolab i
Gamry potenciostat i elektrohemijska c¢elija koja se sastoji od staklene posude i tri
elektrode, kao $to je navedeno kod metode cikli¢ne voltametrije. Uslovi odredivanja lekova

su dati u tekstu ispod slika u rezultatima i diskusiji.

3.3.3. Te¢na hromotografija
Hromatografski uslovi pod kojima su ispitivani amlodipin-bezilat u sirovini, komercijalnom

proizvodu i elektrolitu tokom pracenja elektrohemijske aktivnosti amlodipin-bezilata:

- lzokratsko eluiranje (sastav mobilne faze se ne menja tokom vremena)

- kolona: Symmetry C18, 5 um (oktadecilsilil silikagel) (Waters, 150 mm x 4,6 mm id)
- mobilna faza: acetonitril - metanol - rastvor trietilamina (15:35:50, v/v/v).

- zapremina injektiranja: 100 pl

- protok: 1,0 ml min™

- temperatura kolone: 20 °C

- talasna duzina: 237 nm
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- Rastvor trietilamina je pripremljen na slede¢i nacin: 7,0 ml trietilamina je rastvoreno u
1 dm?® vode i pH vrednost rastvora je podesena na 3,0+0,1 orto-fosfornom kiselinom
85%.

Hromatografski uslovi pod kojima su ispitivani degradacioni proizvodi amlodipin-bezilata:

- lzokratsko eluiranje (sastav mobilne faze se ne menja tokom vremena)

- kolona: Spherisorb ODS1, 5 um (oktadecilsilil silika gel) (Waters, 250,0 mm x 4,0 mm
id)

- mobilna faza: 2,3 g dm™ rastvora amonijum-acetata (u vodi) - metanol (30:70, v/v)

- zapremina injektiranja: 100 pl

- protok: 1,0 ml min™

- temperatura kolone: 20 °C

- talasna duzina: 237 nm

Hromatografski uslovi pod kojima su ispitivani amlodipin i inkluzioni kompleksi amlodipin-
bezilata sa ciklodekstrinima kao i elektrolit tokom praéenja elektrohemijske aktivnosti

amlodipin-bezilata:

- lzokratsko eluiranje (sastav mobilne faze se ne menja tokom vremena)

- kolona: Spherisorb ODS1, 5 um (oktadecilsilil silika gel) (Waters, 250,0 mm x 4,0 mm
id)

- mobilna faza: 2,3 g dm™ rastvora amonijum-acetata (u vodi) - metanol (30:70, v/v)

- zapremina injektiranja: 20 ul

- protok: 1,0 ml min™

- temperatura kolone: 20 °C

- talasna duzina: 237 nm

Hromatografski uslovi pod kojima su ispitivani nifedipin i inkluzioni kompleksi nifedipina

sa ciklodekstrinima kao i elektrolit tokom pracenja elektrohemijske aktivnosti nifedipina:

- lzokratsko eluiranje (sastav mobilne faze se ne menja tokom vremena)
- kolona: Hypersil ODS, 5 um (Agilent, 250,0 mm x 4,6 mm id)
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- mobilna faza: acetonitril - 0,03% v/v rastvor orto-fosforne kiseline (40:60, v/v); pH
vrednost mobilne faze je 2,67

- zapremina injektiranja: 20 pl

- protok: 1,0 ml min*

- temperatura kolone: 20 °C

- talasna duzina: 235 nm

U svim hromatografskim ispitivanjima mobilna faza je filtrirana kroz 0,45 pm
membranski filter od celuloze i degazirana pre upotrebe. U toku izvodenja analiza ispitivani
uzorci su zasti¢eni od uticaja svetlosti, a ispitivanja su izvedena u uslovima kontrolisane

sobne temperature (20-25 °C).

3.3.4. LC-MS tehnika
Uslovi LC-MS ispitivanja degradacionih proizvoda amlodipin-bezilata:

- lzokratsko eluiranje (sastav mobilne faze se ne menja tokom vremena)

- kolona: Spherisorb ODS1, 5 um (oktadecilsilil silika gel) (Waters, 250,0 mm x 4,0 mm
id)

- mobilna faza: 2,3 g dm™ rastvora amonijum-acetata (u vodi 18 MQ) - metanol (30:70,
vIV)

- diode array detektor (DAD) kuplovan sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom
(Agilent Technologies)

- zapremina injektiranja: 100 pl

- protok: 1,0 ml min™

- temperatura kolone: 30 °C

- talasna duzina: 237 nm

Za dobijanje i obradu podataka kori$éen je softver MassHunter Workstation. Pozitivno
naelektrisani molekulski joni dobijeni su elektrosprej jonizacijom (ESI) na atmosferskom
pritisku: eluirana jedinjenja su meSana sa azotom u zagrejanom interfejsu, a polarnost je
podesena na pozitivnu, sa slede¢im vrednostima ES| parametara: potencijal kapilare, 4,0

kV; temperatura gasa, 350 °C; protok gasa za susenje, 12 dm®min; pritisak nebulajzera,
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310,26 Pa; napon fragmentora 140 V. Maseni spektri su belezeni u m/z oblasti od 100-
2000.

3.3.5. AFM tehnika (atomic force microscopy)

AFM tehnikom su dobijeni podaci o izgledu povrSine amlodipin/Au i povrSine
amlodipin/Au/o-MWCNT. Kori$¢en je mikroskop NanoScope Il A (Veeco, USA) na
sobnoj temperaturi. Gravirane silikonske sonde sa konstantom opruge 20-80 N m™ su

koriSéene.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Ovo poglavlje sastoji se od tri tematske celine u kojima su obradeni i diskutovani
dobijeni rezultati. Tema i cilj prvog poglavlja je ispitivanje elektrohemijske aktivnosti
amlodipin-bezilata, kao Ciste supstance i u komercijalnom proizvodu Alopres® tabletama.
U drugom delu su ispitivani degradacioni proizvodi amlodipin-bezilata pod razli¢itim
uslovima stresa, ukljucujuc¢i elektrohemijsku degradaciju. U okviru tre¢eg poglavlja
obradena je elektrohemijska karakterizacija inkluzionih kompleksa amlodipina i nifedipina
sa ciklodekstrinima. Ispitivane koncentracije amlodipina i nifedipina u elektrolitu su

potvrdene metodom te¢ne hromatografije.
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4.1. Elektrohemijsko ponasanje amlodipin-bezilata

Pracenje elektrohemijskog ponasanja amlodipin-bezilata CcCiste supstance i1
komercijalnog proizvoda izvrSeno je prvo pomocu ciklicne voltametrije, a zatim i
voltametrije sa pravougaonim impulsima. Koncentracija amlodipin-bezilata u elektrolitu je

simultano pra¢ena metodom tecne hromatografije (HPLC).

4.1.1. Proucavanje elektrohemijske aktivnosti amlodipin-bezilat standarda i u Alopres
tabletama cikli¢cnom voltametrijom, bez akumulacije

Kod metode cikli¢ne voltametrije, kao $to je navedeno u eksperimentalnom delu,
koriS¢ena je elektroda od zlata i elektroda od zlata modifikovana aktiviranim nanocevima.
Kao elektrolit su koris¢eni 0,05 mol dm™ NaHCOj i fosfatni pufer (pH=11).

Pre pocetka eksperimenta elektrolit je degaziran provodenjem azota, a povrSine
elektroda su okarakterisane AFM tehnikom. AFM tehnikom su dobijeni podaci o izgledu

povrsine amlodipin/Au i povrSine amlodipin/Au/o-MWCNT.

Na slikama 25 i 26 je prikazan tipi¢an dvo-dimenzionalni (2D) i tro-dimenzionalni
(3D) AFM izgled povrsine amlodipin/Au dobijen nanoSenjem vodene suspenzije

amlodipina na povrSinu od zlata.

Kao $to se vidi na slici 25 mali aglomerati amlodipin-bezilata pokrivaju elektrodu

od zlata i uz to su kompaktni i uniformno rasporedeni, sa proseénim pre¢nikom od 200 nm
(sl. 26).
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Slika 25. 2D AFM izgled i profil visina (3 x 3 x 0,3 um) amlodipin/Au

2.0

Slika 26. 3D AFM izgled (2 x 2 x 0,3 um) amlodipin/Au

Elektroda od zlata modifikovana o-MWCNT je pripremljena nanoSenjem kapi

vodene suspenzije nanocevi na povrsinu od zlata. Kao $to je prikazano na slici 27, jasno se
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vidi da nasumicno orijentisane o-MWCNT homogeno pokrivaju celu povrsinu elektrode od

zlata, sa srednjim pre¢nikom od 100 nm (sl. 28a).

Slika 27. 3D AFM izgled a) Au/o-MWCNT (2,5 x 2,5 x 0,4 um) i b) amlodipin/Au/o-
MWCNT (2,5 x 2,5 x 0,5 pm)
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Slika 28. 2D izgled i profil visina a) o-MWCNT (3 x 3 x 0,4 um) i b) amlodipin/Au/o-
MWCNT (1,5 x 1,5 x 0,2 um)

Tretiranje kiselinom sirovih MWCNT, upotrebom oksidujuéeg agensa azotne
kiseline, prouzrokuje veliko osteCenje grafitne povrSine materijala, pri ¢emu dolazi do
porasta broja oSte¢enih mesta i skracivanja nanocevi. Skracene o-MWCNT nalezu na
elektrodu od zlata mnogo lakSe zbog smanjene rigidnosti, a prisustvo kiseonika doprinosi

boljem prianjanju za povrSinu elektrode od zlata.

S druge strane, nakon adsorbovanja amlodipina, pre¢nik o-MWCNT oblozenih

amlodipin-bezilatom postaje "Siri" u poredenju sa o-MWCNT sa srednjim prec¢nikom od
140 nm (sl. 28b). Amlodipin-bezilat na modifikovanoj elektrodi Au/o-MWCNT je dobro

dispergovan, ukazujué¢i na to da o-MWCNT mogu dobro vezati amlodipin za povrsinu.
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Na slici 29 je prikazan cikli¢ni voltamogram standarda amlodipin-bezilata u 0,05

mol dm™ NaHCO; koji je dobijen bez akumulacije leka.
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Slika 29. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u 0,05 mol dm™ NaHCOjs (isprekidana
linija) i u prisustvu amlodipin-bezilata (puna linija) a) 1,5 ng ml™?, b) 2,439 ug ml™, c) 3,38

ug ml™, brzina promene potencijala: 50 mV s™

Anodna reakcija, sa maksimalnim vrednostima struja, je uo¢ena izmedu potencijala
0,5 V10,85 V za sve prikazane koncentracije. U odsecku na slici 29 je prikazana linearna
zavisnost anodnih struja od koncentracije u ispitivanom opsegu (1,50 — 3,38 pg ml™) koja
je dobijena na potencijalu od 0,75 V.

Mali aglomerati amlodipin-bezilata na elektrodi od zlata koji se vide pomo¢u AFM
metode (sl. 25) pokrivaju povrsinu elektrode i tokom prvog ciklusa ostaju adsorbovani na

njoj prouzrokujuci znatno nize struje u drugom 1 slede¢im ciklusima.
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Ovo je potvrdeno eksperimentom prikazanim na slici 30. Nakon dvadeset ciklusa u
prisustvu 2,439 ng ml™* amlodipin-bezilata, zabelezen je cikli¢ni voltamogram (sl. 30, linija
a), elektroda je isprana dejonizovanom vodom, osuSena na vazduhu tokom no¢i i zatim
preneta u kompletno Cistu elektrohemijsku celiju i elektrolit. U prvom ciklusu cikli¢ni
voltamogram pokazuje anodnu oksidaciju amlodipina sa nizim strujama nego S$to su
zabelezene posle 20 ciklusa po zavrSetku eksperimenta prikazanog na sl. 29 (sl. 30, linija
b), ukazujuéi na to da amlodipin ocigledno ostaje snazno adsorbovan na povrsini elektrode.
Na slici 29 kao i na slede¢im slikama prikazan je samo prvi sweep, a povrsina elektrode je

pripremljena za svaku prikazanu koncentraciju kao Sto je opisano u eksperimentalnom delu.

=
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Slika 30. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u 0,05 mol dm™ NaHCOjs (isprekidana
linija) i a) posle 20 ciklusa u prisustvu 2,439 ug ml™* amlodipin-bezilata (puna linija); b)
elektroda je osuSena na vazduhu tokom no¢i i preneta u Cistu elektrohemijsku ¢eliju 1

elektrolit (prvi sweep): c) drugi sweep, brzina promene potencijala: 50 mV s™

Na slici 31 je prikazan cikli¢ni voltamogram Alopres® tableta u 0,05 mol dm™

NaHCO; dobijen bez akumulacije leka. Svi prisutni ekscipijensi, kao Sto je ranije
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publikovano, nemaju elektrohemijsku aktivnost pod istim eksperimentalnim uslovima [162]
i amlodipin-bezilat kao aktivna supstanca Alopres® tableta pokazuje linearnu zavisnost
anodnih struja od koncentracije, ali sa vi§im vrednostima (4,0 — 11,5 pg ml™*) na potencijalu

0,75 V (kao sto je prikazano u levom uglu na sl. 31).
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Slika 31. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u 0,05 mol dm™ NaHCO; (isprekidana
linija) i u prisustvu amlodipina u Alopres® tabletama (puna linija) a) 5 ug ml™, b) 6,5 ug

mi™, ¢) 9 pg ml™, d) 12 ug ml™, brzina promene potencijala; 50 mV s™

Uporedivanjem sl. 29 i sl. 31 moze se pretpostaviti da ekscipijensi pokrivaju
povrsinu elektrode i da na neki nadin sprecavaju stvaranje jako adsorbovanih aglomerata

amlodipin-bezilata, prouzrokujuéi da se anodna reakcija desava na vis§im koncentracijama.

Pri visim koncentracijama na sl. 31 izgled voltamograma se stabilizuje, §to se moze
pripisati postignutoj ravnotezi koja se odnosi na kompetitivhu adsorpciju izmedu

amlodipin-bezilata i nekog ili vise prisutnih ekscipijenasa.
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Prema literaturnim podacima [26-29], cikli¢nom i voltametrijom sa pravougaonim
impulsima moze se odrediti amlodipin u lekovima na najbolji na¢in upotrebom elektrolita

na pH=11, uglavnom fosfatnog pufera.

Na slikama 32 i 33 su prikazani cikli¢ni voltamogrami amlodipin-bezilata i

Alopres® tableta u fosfatnom puferu, pH=11, dobijeni bez akumulacije.
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Slika 32. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu amlodipin-bezilata (puna linija) a) 13,80 pg ml™, b) 17,68 pg ml™, c)

19,61 pg ml™, brzina promene potencijala: 50 mV s
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Slika 33. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu amlodipina u Alopres® tabletama (puna linija) a) 13,80 ug ml™, b)

15,75 pug ml™, ¢) 17,68 ug ml™, brzina promene potencijala; 50 mV s™

Poredenjem sa slikama 29 i 31, ocigledno je da je veca anodna aktivnost dobijena
na visim koncentracijama amlodipin-bezilata i amlodipina u Alopres® tabletama. U
fosfatnom puferu, kao Sto se zapaza na slikama 32 i 33, voltamogrami imaju isti izgled i
moze se pretpostaviti da ekscipijensi gube kompetitivni adsorpcioni uticaj, koji je o¢igledan
u 0,05 mol dm™ NaHCO3.
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Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije amlodipin-bezilata u opsegu:
13,80 — 19,61 ug ml?, koja je predstavljena u levom uglu na sl. 32, dobijena je na

potencijalu 0,75 V.

Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije amlodipina u Alopres®
tabletama u opsegu: 13,80 — 17,68 pg ml™, koja je predstavljena u levom uglu na sl. 33,

dobijena je na potencijalu 0,75 V.

4.1.2. Proucavanje elektrohemijske aktivnosti amlodipin-bezilata u Alopres tabletama
cikli¢cnom i voltametrijom sa pravougaonim impulsima, sa akumulacijom

Slika 34 predstavlja cikliéne voltamograme amlodipina u Alopres® tabletama u
fosfatnom puferu, pH =11, koji su dobijeni sa akumulacijom na 0,1 V tokom 220 s. Nakon
akumulacije, u poredenju sa slikom 33, oksidacija amlodipina u Alopres® tabletama se
desava na visim vrednostima struja i linearna zavisnost anodnih struja od koncentracija je
dobijena na potencijalu koji je za 0,15 V negativniji. To je prikazano na slici 34 za opseg

koncentracija: 7,94 — 11,86 ug ml™.
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Slika 34. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu amlodipina u Alopres® tabletama (puna linija) sa akumulacijom na 0,1
V nakon 220 s, a) 7,94 ng ml™, b) 9,90 pg mi™, ¢) 11,86 pug ml™, brzina promene
potencijala; 50 mV s™

Za elektrodu od zlata, najbolja anodna aktivnost amlodipin-bezilat standarda i
Alopres® tableta je dobijena u fosfatnom puferu pH=11, kao $to je dobijeno za elektrodu
od staklastog ugljenika. U poredenju sa rezultatima u literaturi [27] sa elektrodom od
staklastog ugljenika, pod istim eksperimentalnim uslovima, na pH=11 elektroda od zlata je

bolji katalizator za anodnu oksidaciju amlodipin-bezilat standarda, kao i sadrzaja u
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farmaceutskom preparatu Alopres® tabletama, nego elektroda od staklastog ugljenika,

daju¢i u svim eksperimentima 50 puta vece struje.

Voltametrija sa pravougaonim impulsima je primenjena u cilju elektrohemijskog
odredivanja amlodipina u Alopres® tabletama na elektrodi od zlata u rastvoru fosfatnog
pufera na pH=11. Voltamogrami su zabeleZeni u oblasti potencijala +0,1 V i +0,9 V za
razli¢ite koncentracije amlodipina u Alopres® tabletama i pre svakog skeniranja pre-
koncentracioni stepen je izveden na potencijalu od +0,1 V za 220 s u cilju akumulacije

amlodipin-bezilata na povrs$ini elektrode.

Rezultati su prikazani na slici 35. Voltamogram elektrode od zlata zabeleZzen u
rastvoru pufera (tackasta linija) je okarakterisan prisustvom velikog pika na +0,47 V, koji
odgovara oksidaciji zlata. Dodavanjem amlodipina iz Alopres® tableta u rastvor (pune
linije), ovaj pik prakticno nestaje (ostaje samo mali "pregib"), ukazujuéi na zaustavljanje
procesa razmene elektrona usled adsorpcije amlodipin-bezilata i/ili prisutnih ekscipijenasa
na povrsinu elektrode od zlata. Svi voltamogrami dobijeni u prisustvu Alopres® tableta u
rastvoru imaju novi, dobro definisani pik, koji se nalazi na priblizno +0,63 V §to se
pripisuje oksidaciji adsorbovanog molekula amlodipina. Pik anodne struje, I, pokazuje
linearnu zavisnost od koncentracije amlodipina u Alopres® tabletama od 7,94 do 11,86 ug

ml™ (slika 35), prema jednagini:

I, (MA) = 11,000 (+2,754) + 8,415 (+0,274) C (ug ml™), R = 0,9995 1)
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Slika 35. Voltamogrami zabeleZzeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima na
polikristalnoj elektrodi od zlata za: (1) 7,94 ng ml™ (2) 9,90 g mi™ i (3) 11,86 pg ml™
amlodipina u Alopres® tabletama u rastvoru fosfatnog pufera na pH=11 (tackasta linija

predstavlja Cistu elektrodu od zlata). Vreme akumulacije: 220 s na E=+0,1 V; step size: 2

mV; pulse size: 25 mV; frekvencija: 50 Hz; scan rate: 100 mV s™
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Na slici 36 je prikazana oksidacija amlodipina u Alopres® tabletama na
modifikovanoj elektrodi Au/o-MWCNT u fosfatnom puferu na pH=11 (7,94 ug ml™?), sa
akumulacijom na 0,1 V tokom 220 s. U poredenju sa sl. 34 jasno je da je anodna aktivnost
amlodipina u Alopres® tabletama mnogo niza na modifikovanoj elektrodi Au/o-MWCNT

nego na elektrodi od zlata.
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Slika 36. Cikli¢ni voltamogram modifikovane elektrode Au/o-MWCNT u fosfatnom puferu
(pH=11) (isprekidana linija) i u prisustvu amlodipina u Alopres® tabletama (puna linija), sa

akumulacijom na 0,1 V nakon 220 s, 7,94 ug ml™, brzina promene potencijala; 50 mV s™

Slika 27 jasno pokazuje da nasumiéno orijentisane o-MWCNT homogeno pokrivaju
povrsinu elektrode od zlata, sa srednjim pre¢nikom od 100 nm (sl. 28 a). Amlodipin-bezilat
na modifikovanoj elektrodi Au/o-MWCNT je takode dobro dispergovan, ukazujuci da o-
MWCNT mogu dobro vezati amlodipin za povrSinu i spreciti njegovu oksidaciju. Ovo
objasnjava bolju elektrokatalitiCku aktivnost elektrode od zlata koja je pokrivena malim

aglomeratima amlodipina.
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Voltametrija sa pravougaonim impulsima je primenjena i na modifikovanoj
elektrodi Au/o-MWCNT pod istim eksperimentalnim uslovima i veoma mala anodna
aktivnost amlodipina u Alopres® tabletama je dobijena, kao $§to je pokazano cikli¢nom
voltametrijom na slici 36. U literaturi [29] je publikovana anodna oksidacija amlodipin-
bezilata na elektrodi od staklastog ugljenika modifikovanoj sa o-MWCNT u fizioloskom
rastvoru. Rezultati jasno pokazuju da je elektroda od staklastog ugljenika modifikovana sa
o-MWCNT bolji katalizator od elektrode od zlata modifikovane sa o-MWCNT za
oksidaciju standarda amlodipin-bezilata kao i1 njegovog sadrzaja u farmaceutskom

preparatu.

4.2. Ispitivanje forsirane (ubrzane) degradacije amlodipin-bezilata primenom te¢ne
hromatografije i tecne hromatografije — masene spektrometrije

Amlodipin-bezilat je oficinalan i njegova monografija se moze nac¢i u evropskoj [7],
americkoj [63] i britanskoj [64] farmakopeji. U drugom delu nasih ispitivanja cilj rada je
bio da se ispitaju degradacioni proizvodi amlodipin-bezilata pod razli¢itim uslovima stresa,

ukljucujuéi i elektrohemijsku degradaciju.

U preliminarnom eksperimentu, ispitivanje ubrzane degradacije amlodipin-bezilata
je sprovedeno u uslovima alkalne hidrolize, hemijske oksidacije, fotodegradacije i
degradacije u 0,05 mol dm® NaHCO; u cilju postizanja totalne degradacije amlodipin-

bezilata. Takode je ispitivana elektrohemijska degradacija amlodipin-bezilata.

Rezultati ispitivanja alkalne hidrolize u 0,1 mol dm™ rastvoru NaOH na sobnoj
temperaturi tokom 4 h su pokazali da je amlodipin-bezilat stabilan u primenjenim uslovima
ispitivanja. Nije bilo promene u hromatogramu amlodipin-bezilata (sl. 37A). Hromatogram
uzorka koji je podvrgnut degradaciji u alkalnoj sredini u 0,1 mol dm™ NaOH na 80 °C
tokom 6 h pokazuje pikove degradacionih proizvoda na retencionom vremenu (RT) 3,015
min, (RT) 3,538 min, (RT) 4,899 min i (RT) 5,154 min (sl. 37B). U ovim uslovima
degradacija amlodipin-bezilata je bila 42 %. Kada je alkalna hidroliza izvedena u 5 mol dm’

® NaOH na 80 °C tokom 6 h, postignuta je potpuna degradacija amlodipin-bezilata, a glavni
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degradacioni proizvod je sa retencionim vremenom (RT) 20,878 min (sl. 37C). Degradacija
molekula se pripisuje alkalnoj hidrolizi acetil grupa molekula amlodipina [114].
Degradacijom amlodipin-bezilata u 0,05 mol dm™ NaHCOj; na sobnoj temperaturi
tokom 5 h postignuto je 4,2% degradacije, u poredenju sa sveze pripremljenim rastvorom
amlodipin-bezilata. Kada je amlodipin-bezilat podvrgnut degradaciji u 0,05 mol dm™
NaHCO;3 na 80 °C tokom 5 h, postignut je stepen degradacije amlodipin-bezilata od 30,7%.

Hromatogram (sl. 37D) pokazuje da nastaju jedinjenja sa retencionim vremenom (RT)
4,802 min i (RT) 5,023 min.

MWD1 A, Sig=237,8 Rel=360,100 (AML281211 2011-12-20 18-44-491008-0801.C
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Slika 37. A) hromatogram amlodipin-bezilata (AMB); B) hromatogram degradacije u
alkalnoj sredini (0,1 mol dm™ NaOH) AMB na 80°C za 6 h; C) hromatogram degradacije u
alkalnoj sredini (5 mol dm™ NaOH) AMB na 80°C za 6 h; D) hromatogram degradacije u
alkalnoj sredini (0,05 mol dm™ NaHCOs) AMB na 80°C za 5 h

Rezultati oksidativne degradacije (3% H,0,) amlodipin-bezilata na sobnoj
temperaturi tokom 24 h pokazuju degradaciju amlodipin-bezilata od 5,3% sa jednim
degradacionim proizvodom na retencionom vremenu (RT) 14,337 min. Oksidativnom
degradacijom amlodipin-bezilata u rastvoru 3% H,0O,-metanol 80:20 (v/v) na 80 °C za 2 h
dobijen je jedan degradacioni proizvod na retencionom vremenu (RT) 14,335 min (sl.

38A), dok je oksidativna degradacija (3% H,O,-metanol 80:20, v/v) na 80 °C za 6 h
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pokazala da nastaju tri degradaciona proizvoda, sa retencionim vremenom (RT) 7,582 min,
(RT) 14,902 min i (RT) 31,920 min (sl. 38B). Degradacija amlodipin-bezilata je povecana
od 25,9% na 80,1%.

U hromatogramu fotodegradacije amlodipin-bezilata na UV 366 nm za 2 h
pojavljuju se pikovi tri degradaciona proizvoda na retencionom vremenu (RT) 7,516 min,
(RT) 10,259 min i (RT) 14,395 min (sl. 38C), dok hromatogram fotodegradacije amlodipin-
bezilata prema ICH smernici za ispitivanje fotostabilnosti tokom 14 dana pokazuje pikove
dva degradaciona proizvoda sa retencionim vremenom (RT) 8,205 min i (RT) 14,867 min
(sl. 38D).
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Slika 38. A) hromatogram oksidativne degradacije (3% H,O; - metanol=80:20, v/v) AMB
na 80°C za 2 h; B) hromatogram oksidativne degradacije (3% H,O; - metanol=80:20, v/v)
AMB na 80°C za 6; C) hromatogram fotodegradacije (UV 366 nm) AMB za 2 h; D)

hromatogram fotodegradacije (prema ICH smernici) AMB u periodu od 14 dana

Sprovedenim ispitivanjima je pokazano da je amlodipin-bezilat stabilan u uslovima
alkalne hidrolize u 0,1 mol dm™ NaOH na sobnoj temperaturi tokom 4 h, dok je podlozan

degradaciji u 0,05 mol dm™ NaHCOjs kao i oksidativnoj i fotodegradaciji.
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Amlodipin-bezilat u rastvoru je pokazao degradaciju od 32,2% nakon 14 dana

izlaganja u komori za fotostabilnost i 14,1% degradacije na UV 366 nm za 2 h.

Prema literaturnim podacima [120] postignuta je degradacija amlodipina od 25%,
10% i 70% u "stres" uslovima tokom kisele, neutralne i bazne hidrolize, i 80% degradacije

u uslovima oksidativnog stresa.

Pored ispitivanja proizvoda forsirane degradacije amlodipin-bezilata primenom
metode te¢ne hromatografije (HPLC), sprovedeno je takode ispitivanje primenom LC-MS
tehnike. Primenom metode LC-MS ispitivani su degradacioni proizvodi amlodipin-bezilata
dobijeni tokom alkalne, kisele, oksidativne i elektrohemijske degradacije, kao §to je
opisano u eksperimentalnom delu. Elektrohemijska degradacija amlodipin-bezilata je
izvedena u 0,05 mol dm™ NaHCO;,

Tabela 2 pokazuje rezultate LC-MS analize tokom degradacije amlodipin-bezilata u
alkalnoj sredini (5 mol dm™ NaOH) na 80°C za 6 h. Forsirana degradacija u alkalnim
uslovima potvrdila je potpunu degradaciju amlodipin-bezilata, a jedinjenje na (RT) 19,41
min molekulske formule C;sHi6NOCI je nadeno kao glavni degradacioni proizvod.
Molarne mase, nadene vrednosti m/z jona i predlozene molekulske formule svih

potencijalnih degradacionih proizvoda amlodipin-bezilata su date u tabelama 2-35.
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Tabela 2. Rezultati LC-MS analize dobijeni alkalnom degradacijom amlodipin-bezilata
(5 mol dm™ NaOH) na 80 °C za 6 h

R.br. tr (mMin) Izmerene molarne mase i Molekulska formula*
izmerene mase m/z jona
1 1,976 348,0823; 349,0895, 100 % C11H21010Cl ili C12H17N4O6Cl
(351,0851, 30 %); 719,1593, +
100 % (721,1577, 30 %) C20H23N205Cl ili Co5H2303Cl
+

406,1296; 407,1369, 100 %
(409,11351, 30 %)

2 5,703 472,2546; 473,2619 Ca1H3sN4Os (tr)
3 7,461 414,2125; 415,2198 CasH30N20s (tr)
+ +
394,1149; 395,1222 Ca1H1eN2 0 (tr)
+ +
378,1408; 379,1480 C1sH22N, 0 (tr)
4 8,835 278,1491; 279,1563; C16H2204 (tr)
301,1384; 317,1142
5 15,425 246,2170; 247,2238; C14H300s (tr)
264,2509; 269,2065
6 17,372 290,2436; 291,2507; C16H3404 (tr)
308,2772; 313,2332
7 10,418 261,0900; 262,0973, 100 % C1sH1sNOCI
(264,0948, 30 %)
8 25078  408,1435; 409,1504, 100 %  CaoHzsN,0sCl (Amlodipin) (tr)

(411,1480, 30 %); 431,1328,
100 % (433,1313, 30 %)

* Identifikacija amlodipina je izvedena upotrebom standarda. Za ostala jedinjenja,
predloZena molekulska formula je odredena na osnovu precizno izmerenih masa.
(tr) — Tragovi; jedinjenja su detektovana masenom spektrometrijom.

U tabeli 3 su dati rezultati LC-MS analize dobijeni elektrohemijskom degradacijom

amlodipin-bezilata ciklitnom voltametrijom (0,05 mol dm™® NaHCO;) tokom 9 h na
elektrodi od zlata. Elektrohemijski eksperiment je ukazao na degradaciju jer se nakon 9 sati
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cikliziranja pocetak oksidacije amlodipina pomerio za 200 mV ka negativnijim

potencijalima, u odnosu na pocetak cikliziranja.

Tabela 3. Rezultati LC-MS analize kod elektrohemijske degradacije amlodipin-bezilata

cikliénom voltametrijom (0,05 mol dm? NaHCO3) za 9 h na elektrodi od zlata

Izmerene molarne mase i
izmerene mase m/z jona

R.br. tr (mMin)

Molekulska formula*

1 7,521 394,1146; 395,1219 C21H18N206
+ +
414,2132; 415,2196 C23H30N20s
+ +
378,1408; 379,1481 C13H22N207
2 8,893 278,1494; 279,1566; C16H2204 (tr)
301,1387; 317,1138
3 14,511 406,1274; 407,1347, 100 % Ca0H23N205Cl (tr)
(409,1333, 30 %); 429,1172,
100 % (431,1175, 30 %)
4 15,480 246,2175; 247,2242; C1aH300s (tr)
264,2514; 269,2071
5 17,430 290,2441; 291,2511; C16H3404 (tr)
308,2778; 313,2337,; +
329,2108 C18H40N204 (tr)
+ +
348,2971; 349,3044 C19H37Ns (tr)
+
335,3014; 336,3086
6 19,858 334,2700; 335,2759; C1sH350s (tr)
352,3040; 357,2592
7 25,078 408,1429; 409,1500, 100 % Ca0H25N205Cl (Amlodipin)

(411,1477, 30 %); 431,1323,
100 % (433,1305, 30 %);
447,1064, 100 % (449,1081,
30 %)

* Identifikacija amlodipina je izvedena upotrebom standarda. Za ostala jedinjenja,
predlozena molekulska formula je odredena na osnovu precizno izmerenih masa.
(tr) — Tragovi; jedinjenja su detektovana masenom spektrometrijom.
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Na osnovu rezultata te¢ne hromatografije moze se zakljuciti da je postignuta
degradacija amlodipin-bezilata od 66,5%. Tri degradaciona proizvoda su nadena na (tg)
7,521 min sa predlozenim formulama Cj1H18N20g, C23H30N205 1 C18H22N207.

Rezultati LC-MS analize kod degradacije amlodipin-bezilata u kiseloj sredini (5
mol dm™ HCI) na 80°C za 6 h su prikazani u tabeli 4. U uslovima degradacije u kiseloj
sredini, postignuto je 75,2% degradacije amlodipin-bezilata (prema rezultatima te¢ne
hromatografije). Nadeno je da degradacioni proizvod molekulske formule CigH3sNO na

(RT) 26,84 min nastaje u znacajnoj koli¢ini.

Tabela 4. Rezultati LC-MS analize dobijeni degradacijom amlodipin-bezilata pod uticajem
kiseline (5 mol dm™ HCI) na 80 °C za 6 h

R.br. tr (min) Izmerene molarne mase i Molekulska formula*
izmerene mase m/z jona
1 5,683 455,2278; 456,2397, C21H33N30g
473,2616 +
+ C18H22NO4C| ili 013H22N306C|

351,1200; 352,1272, 100 %
(354,1125, 30 %); 374,1095,
100 % (376,1046, 30 %);
390,0830, 100 % (392,0822,
30 %); 725,2321, 100 %
(727,2326, 30 %);

2 6,648  391,1263; 392,1333, 100 % C19H22N30CI (tr)
(394,1311, 30 %); 414,1159,
100 % (416,1149, 30 %);
430,0911, 100 % (432,0893,
30 %)

3 7,070  389,0968; 390,1042, 100 % C15H20N30:Cl
(392,1030, 30 %); 412,0866,
100 % (414,0851, 30 %);
428,0594, 100 % (430,0579,
30 %); 801,1903, 100 %
(803,1884, 30 %);

4 7,452 414,2121; 415,2194 Ca3H30N205
+ +

394,1143; 395,1216 C21H18N206 ili C16H18N408
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+ +
378,1405; 379,1478 C1sH22N207
5 8,824 278,1492, 279,1564, C16H2204
301,1382; 317,1139
6 13,736 406,1274; 407,1346, 100 % C20H23N205Cl
(409,1328, 30 %); 429,1172, +
100 % (431,1153, 30 %); C1gH20NOsCl ili C13H20N305Cl

445,0905, 100 % (447,0906,
30 %); 835,2488, 100 %
(837,2469, 30 %)

+
333,1110; 334,1184, 100 %
(336,1161, 30 %); 356,1009,
100 % (358,0981, 30 %)

7 15,367 246,2176; 247,2245; C14H3003 (tr)
264,2516; 269,2067
8 17,310 290,2442, 291,2510, C16H3404 ili C17H30N4
308,2781; 313,2335;
329,2098
9 19,397 261,0899; 262,0972, 100 % C1sH16NOCI (tr)
(264,2516, 30 %);
10 22,271 348,1227; 349,1300; C19H16N403 ili C1gH2007 il
371,1115 C24H16N20 (tr)
11 24868  408,1429; 409,1499, 100 % C20H2sN205Cl (Amlodipin)

(411,1480, 30 %); 431,1323,
100 % (433,1306, 30 %);
447,1064, 100 % (449,1085,
30 %)

12 26,840 281,2701, 282,2770; C1sH3sNO
299,3031; 304,2599;
563,5500

* Identifikacija amlodipina je izvedena upotrebom standarda. Za ostala jedinjenja,
predloZena molekulska formula je odredena na osnovu precizno izmerenih masa.
(tr) — Tragovi; jedinjenja su detektovana masenom spektrometrijom.

U tabeli 5 su prikazani rezultati LC-MS analize kod oksidativne degradacije
amlodipin-bezilata (3% H,0,-metanol 80:20, v/v) na 80°C za 6 h.
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Tabela 5. Rezultati LC-MS analize kod oksidativne degradacije amlodipin-bezilata
(3% H,0,-metanol 80:20, v/iv) na80 °C za6 h

R.br. tr (min) Izmerene molarne mase i Molekulska formula*
izmerene mase m/z jona
1 4,275 444,2202; 445,2275 C19H32N40g
2 5,706 472,2556; 473,2628 C21H36N40s
3 7,464 414,2130; 415,2203 Ca3H30N205
+ +
394,1154; 395,1227 C21H18N206 ili C16H18N403
+ +
378,1411; 379,1484 C1sH22N20;
4 8,843 278,1496; 279,1568; C16H2204 ili C17H18N4
301,1390; 317,1138
5 13,564 406,1271; 407,1343, 100 % Ca0H23N205Cl

(409,1328, 30 %); 429,1172,
100 % (431,1155, 30 %);
445,0909, 100 % (447,0932,

30 %)
6 17,282 290,2437; 291,2507; C16H3404 ili C17H3oNs
308,2777; 313,2328;
329,2084
7 21,600 255,2543; 256,2615; C1sH3NO

273,2879; 278,2434;
294,2168; 511,5183;
533,5006

8 24,725 408,1431; 409,1496, 100 % C20H25N205Cl (Amlodipin)
(411,1475, 30 %); 431,1327,
100 % (433,1301, 30 %)

299,3031; 304,2599;
563,5500

* Identifikacija amlodipina je izvedena upotrebom standarda. Za ostala jedinjenja,
predlozena molekulska formula je odredena na osnovu precizno izmerenih masa.
(tr) — Tragovi; jedinjenja su detektovana masenom spektrometrijom.
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Ispitivanje forsirane degradacije amlodipin-bezilata u oksidativnim uslovima je
pokazalo da nastaje jedinjenje molekulske formule CigH3sNO, kao kod degradacije u
kiseloj sredini, na retencionom vremenu (RT) 26,94 min. Masenom spektrometrijom je
potvrdeno prisustvo jedinjenja molekulske formule CyH23N20sCl koja odgovara dehidro
derivatu amlodipina [7, 63, 163]. Ovo jedinjenje je jedan od proizvoda forsirane
degradacije u uslovima oksidacije i degradacije u kiseloj sredini, dok je kod

elektrohemijske degradacije nadeno u tragovima.

4.3. Elektrohemijsko ispitivanje inkluzionih kompleksa nifedipina i amlodipina sa f3-
ciklodekstrinom i (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrinom

Elektrohemijsko ponasanje inkluzionih kompleksa nifedipina (Nif) i amlodipina
(Aml), blokatora kalcijumovih kanala dihidropiridinske (DHP) klase sa B-ciklodekstrinom
(BCD) 1 (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrinom (HPBCD) je ispitano ciklicnom i
voltametrijom sa pravougaonim impulsima u 0,05 mol dm™ NaHCOj; i fosfatnom puferu
(pH=11) na elektrodi od zlata. Voltamogrami pokazuju jedan ireverzibilni anodni talas sa
strujom koja je kontrolisana adsorpcijom. Nadeno je da fosfatni pufer favorizuje
elektrohemijsku aktivnost oba kompleksa nifedipina sa linearnom zavisno$¢u oksidativnih

struja od koncentracija.

U fosfatnom puferu, samo HPBCD-Aml kompleks pokazuje linearnu zavisnost
oksidativnih struja od koncentracije. U 0,05 mol dm™ NaHCO; kao elektrolitu samo
HPBCD-Nif pokazuje znacajnu aktivnost. Vrednost pocetnog potencijala anodne reakcije
kao i vrednost potencijala maksimalnih anodnih struja za sve ispitivane komplekse u oba
elektrolita su pomereni ka pozitivnijim vrednostima u poredenju sa njihovim standardima.

Dodatno, vrednost anodnih struja opada.

1,4-dihidropiridinski antagonisti kalcijumovih kanala su podlozni degradaciji pod
uticajem svetlosti. Oksidativna aromatizacija dihidropiridinskog dela molekula do
piridinskog derivata je glavni nacin degradacije amlodipina i drugih molekula 1,4-
dihidropiridinske klase (kao Sto je nifedipin) i odigrava se kako u rastvoru tako i u ¢vrstom

stanju pod uticajem svetlosti (slika 39) [16, 112-114]. Ovi lekovi imaju intenzivnu
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absorbciju u UV-A oblasti (neki i u vidljivoj oblasti) i poznato je da su fotonestabilni [110,
112, 164-166]. Kada se amlodipin i amlodipin-bezilat podvrgnu zrafenju u rastvoru, u
prisustvu ili bez prisustva vazduha, nadeno je da nastaje aromatizovani piridin kao glavni
degradacioni proizvod [110, 111]. Kada je nifedipin izloZen uticaju dnevnog svetla ili
nekim talasnim duzinama vestackog svetla nastaje nitrozofenil piridinski derivat, dok pod

uticajem UV svetla nastaje nitrofenil piridinski derivat [8, 129-131].

R R

Rl R, WV '

Y
s

Slika 39. Oksidativna degradacija 1,4-dihidropiridina do piridinskog derivata pod uticajem
svetlosti — amlodipin (R;=Cl; R,=COOMe; R3=COOEt; R4;=CH,OCH,CH,;NH,; Rs=Me),
nifedipin (R1=NO;; R;,R3=COOMe; R4,Rs=Me).

Fotodegradacioni proizvodi amlodipina i nifedipina nemaju farmakolosku aktivnost
pa je zastita ovih molekula od fotodegradacije veoma vazna. U tu svrhu se koriste razliciti
protektivni agensi. Vise razli¢itih formulacija ukljucujuéi ciklodekstrine, lipozome i
mikrosfere je dobijeno i opisano u literaturi [150-154]. Razli¢iti organski molekuli se mogu
inkapsulirati u Supljinu ciklodekstrina, stvaraju¢i tzv. inkluzione komplekse. Medu
prirodnim ciklodekstrinima, a-, B- i y-ciklodekstrini koji se sastoje od 6, 7 i 8 D-
glukopiranoznih jedinica se najceS¢e koriste. Molekuli glukoze su povezani a-1,4

glikozidnim vezama tako da stvaraju cikli¢ne strukture [141, 142].

Inkluzioni kompleksi (slika 40) nifedipina sa B-ciklodekstrinom (BCD-Nif) [143] ili
(2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrinom  (HPBCD-Nif) i amlodipin-bezilata sa f-
ciklodekstrinom (BCD-Aml) ili (2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrinom (HPBCD-Aml) [146]

su pripremljeni u ¢vrstom stanju koprecipitacijom u molarnom odnosu 1:1 i okarakterisani
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primenom spektroskopskih metoda FTIR, 'H-NMR i XRD. Stvaranjem inkluzionih
kompleksa sa ciklodekstrinima pobolj$avaju se fizi¢ka svojstva molekula kao S$to su

rastvorljivost, oslobadanje, fotoosetljivost i stabilnost [143, 146, 150, 167-170].

%
o

Slika 40. Struktura B-ciklodekstrina (BCD) (R=H) i (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrina
(HPBCD) (R=CH,CH,(OH)CHpg); Nif = nifedipin, Aml = amlodipin

Oksidativno ponaSanje inkluzionih kompleksa HPBCD-Aml, BCD-Aml, HPBCD-
Nif i BCD-Nif je ispitivano na isti na¢in kao kod odredivanja amlodipin Standarda [161].
Sve ispitivane koncentracije amlodipin-bezilata i nifedipina u rastvoru inkluzionih

kompleksa su proveravane HPLC metodom.
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4.3.1. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa
ciklodekstrina sa nifedipinom u fosfathom puferu

Cikli¢ni voltamogrami BCD-Nif prikazani na slici 41 u fosfatnom puferu (pH=11)
pokazuju da u anodnom pravcu elektrooksidacija nifedipina pocinje na 0,25 V sa
tendencijom povecanja do postizanja maksimuma struje na pocetku formiranja oksida na
elektrodi od zlata. Maksimalna vrednost struje se pojavljuje u celoj oblasti stvaranja oksida
sa blagim povecanjem od 0,9 VV do 1,0 V. U katodnom pravcu prisustvo BCD-Nif dovodi do
manjih struja redukcije oksida koje se pripisuju redukciji vrsta oksidovanih u anodnom
pravcu.

0.4

0 0.5 1.0
E/V vs SCE
Slika 41. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu BCD-Nif. Koncentracije nifedipina: a) 2,24 pg ml™, b) 3,35 pg ml™, c)
4,44 pg ml?, d) 5,53 pg ml™, sweep: 50 mV s*; nifedipin standard 2,7 pg ml™ (tackasta

linija)
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Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije nifedipina u BCD-Nif u opsegu

koncentracija: 2,24 — 5,53 ug ml™ dobijena je na 0,77 V na osnovu podataka sa sl. 41.
Navedena linearna zavisnost odgovara jednacini 1 datoj u tabeli 6 [171].

Tabela 6. Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije nifedipina i amlodipina u

ispitivanim kompleksima

Kompleks Pufer Metoda Jednacina, j/mA cm *=f(C/ug ml™)

1 BN Ph®  CV  j=0,1226 (0,0025)+0,0098 (+0,0006) C 0,9962
2 BN Ph SWV j=0,0876 (£0,0003) + 0,0019 (+0,00004) C  0,9998
3 HNP Ph CV  j=0,1453 (x0,0018)+0,0258 (+0,0006) C 0,9996
4 HN Ph SWV j=0,0727 (0,0039) + 0,0069 (+0,0014) C 0,9802
5 HN  SBC® CV  j=0,0782 (£0,0021)+0,0333 (0,0011) C 0,9995
6 HN  SBC SWV j=0,0706 (+0,0004)+0,0021 (0,0001) C 0,9986
7 HA® Ph CV  j=0,0679 (x0,0030)+0,0132 (+0,0004) C 0,9994
8 HA Ph SWV j=0,0353 (x0,0008)+0,0006 (+0,00006) C 0,9885

2 BCD-Nif; ® HPBCD-Nif; © HPBCD-AmI; ¢ fosfatni pufer; ¢ 0,05 mol dm™ NaHCOs3

Voltametrija sa pravougaonim impulsima je brza, osetljiva tehnika sa niskom
granicom detekcije koja je koris¢ena za odredivanje nifedipina u BCD-Nif na elektrodi od
zlata. Voltamogrami dobijeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima za razlicite
koncentracije nifedipina u BCD-Nif, u fosfatnom puferu u oblasti potencijala od 0 do 1,0 V
sa brzinom skeniranja od 15 mV s* su prikazani na slici 42. Pre svakog skeniranja,
jedinjenje se akumulira na povrsini elektrode na 0,1 V tokom 180 s. Svaki voltamogram je

okarakterisan dobro definisanim pikom na priblizno 0,45 V Kkoji se pripisuje oksidaciji

94




Doktorska disertacija Zora Stoiljkovié

adsorbovanog inkluzionog kompleksa. Struja anodnog "stripping™ pika pokazuje linearnu

zavisnost od koncentracije BCD-Nif. Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije
nifedipina u BCD-Nif u opsegu: 4,44 — 8,72 ug ml™* je dobijena na osnovu podataka sa slike

42. Linearna zavisnost je data jednac¢inom 2 u tabeli 6.
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Slika 42. Voltamogrami dobijeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima elektrode od
zlata u fosfatnom puferu (pH=11) i u prisustvu BCD-Nif. Koncentracije nifedipina: a) 4,44
ug mi™, b) 6,66 ug ml™, c) 8,72 ug ml™. Vreme akumulacije: 220 s na E= 0,1 V; step size

2 mV, pulse size 20 mV, frekvencija 8 Hz, scan rate 15 mV s,

Cikli¢ni voltamogrami HPBCD-Nif prikazani na slici 43 u fosfathom puferu
(pH=11) pokazuju isto elektrohemijsko ponasanje kao Sto je zapazeno za BCD-Nif (sl. 41).
Linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije nifedipina u HPBCD-Nif u opsegu: 1,82
— 3,60 ug ml™ je dobijena na 0,65 V na osnovu podataka sa sl. 43. Linearnoj zavisnosti

odgovara jednacina 3 (tabela 6).
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Slika 43. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu HPBCD-Nif. Koncentracije nifedipina: a) 1,82 pg ml™, b) 2,71 pg ml™,
c) 3,60 pg ml™, sweep: 50 mV s *; nifedipin standard 2,7 pg ml™ (tackasta linija).

Kvantitativno odredivanje nifedipina u HPBCD-Nif na elektrodi od zlata je takode
izvedeno voltametrijom sa pravougaonim impulsima (SWV). Voltametrija sa
pravougaonim impulsima HPBCD-NIif je pokazala slicno ponasanje kao kod BCD-Nif pod
istim eksperimentalnim uslovima. Rezultati su prikazani na slici 44. Ponovo, svaki
voltamogram je okarakterisan dobro definisanim pikom na priblizno 0,45 V koji se
pripisuje oksidaciji adsorbovanog inkluzionog kompleksa. Struja anodnog "stripping"” pika
pokazuje linearnu zavisnost od koncentracije HPBCD-Nif u opsegu: 1,82 — 3,60 pg ml™.

Navedena linearna zavisnost odgovara jednacini 4 (tabela 6).
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Slika 44. Voltamogrami dobijeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima elektrode od
zlata u fosfatnom puferu (pH=11) i u prisustvu HPBCD-Nif. Koncentracije nifedipina: a)
1,82 ug ml™, b) 2,71 ug ml?, ¢) 3,60 ug ml™.Vreme akumulacije: 180 s na E = 0,1 V; step

size 2 mV, pulse size 20 mV, frekvencija 8 Hz, scan rate: 15 mV s™.

4.3.2. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa
ciklodekstrina sa nifedipinom u 0,05 mol dm™ NaHCO;

lako je ranije pokazano [161] da je fosfatni pufer pogodniji za anodnu oksidaciju
dihidropiridinske klase lekova, ispitivan je 0,05 mol dm® NaHCO; kao elektrolit. Svi
ispitivani inkluzioni kompleksi pokazuju znatno nizu elektrohemijsku aktivnost nego u
fosfatnom puferu. Niza aktivnost, ali dobra linearna zavisnost struja od koncentracija je
zapazena samo U sluc¢aju kompleksa HPBCD-Nif. Linearna zavisnost anodnih struja od

koncentracija se pojavljuje na 300 mV pozitivnijem potencijalu nego u slucaju fosfatnog
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pufera (sl. 43 i sl. 45). Linearna zavisnost u opsegu: 0,91 — 2,71 ug ml™ dobijena na 0,95 V

na osnovu podataka sa slike 45 je data u tabeli 6 jedna¢inom 5.

0 0.5 1.0
E/V vs SCE

Slika 45. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u 0,05 mol dm™ NaHCOjs (isprekidana
linija) i u prisustvu HPBCD-Nif (puna linija). Koncentracije nifedipina: a) 0,91 pg ml™, b)
1,82 pug ml™, ¢) 2,71 pg ml™, sweep: 50 mV s *; nifedipin standard 2,7 pug ml™ (tatkasta
linija).

Voltametrijom sa pravougaonim impulsima takode je pokazana manja
elektrohemijska aktivnost nifedipina u HPBCD-Nif u 0,05 mol dm™® NaHCO;3 (manje
anodne struje) (sl. 46) nego u fosfatnom puferu (sl. 44). Svaki voltamogram je
okarakterisan dobro definisanim pikom na priblizno 0,6 V koji je za vise od 100 mV
pomeren ka pozitivnijem potencijalu u poredenju sa fosfatnim puferom. Linearna zavisnost
struja od koncentracije nifedipina u HPBCD-Nif u opsegu: 0,91 - 2,71 ug ml™, je data

jednacinom 6 (tabela 6).
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Slika 46. Voltamogrami dobijeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima elektrode od
zlata u 0,05 mol dm™ NaHCOj i u prisustvu HPBCD-Nif. Koncentracije nifedipina: a) 0,91
ug mi™, b) 1,82 ug ml™, ¢) 2,71 pg mi™. Vreme akumulacije: 180 s na E = 0,1 V; step size

2 mV, pulse size 20 mV, frekvencija 8 Hz, scan rate: 15 mV st

4.3.3. Cikli¢na voltametrija i voltametrija sa pravougaonim impulsima kompleksa
ciklodekstrina sa amlodipinom u fosfatnom puferu

U inkluzionim kompleksima amlodipin pokazuje mnogo manju elektrohemijsku
aktivnost u oba elektrolita u poredenju sa kompleksima nifedipina. Samo je HPBCD-Aml u
fosfatnom puferu pokazao ociglednu elektrohemijsku aktivnost koja je prikazana na slici
47. Cikli¢éni voltamogrami pokazuju povecanje anodne aktivnosti u celoj oblasti stvaranja
oksida na elektrodi od zlata sa linearnom zavisno$¢u od koncentracija na 0,85 V. Linearna
zavisnost struja od koncentracije amlodipina u HPBCD-Aml u opsegu: 3,26 — 9,58 pg ml™

je predstavljena jednac¢inom 7 (tabela 6).
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Slika 47. Cikli¢ni voltamogram elektrode od zlata u fosfatnom puferu (pH=11) (isprekidana
linija) i u prisustvu HPBCD-AmI. Koncentracije amlodipina: a) 3,26 pg ml™,
b) 6,45 ug ml™?, c) 9,58 pg ml™, sweep: 50 mv s*

Voltametrijom sa pravougaonim impulsima je pokazana znacajna elektrohemijska
aktivnost amlodipina u kompleksu HPBCD-Aml u fosfatnom puferu (sl. 48). Kao sto
cikliéni voltamogrami pokazuju, linearna zavisnost je zabeleZena na 0,85 V. Linearna

zavisnost u opsegu: 9,58 — 14,17 ug ml™ je data jednaginom 8 (tabela 6).

Sve koncentracije nifedipina i amlodipina u ispitivanim kompleksima (pomoc¢u CV i

SWV) kao sto je prikazano u tabeli 6 su potvrdene HPLC metodom.
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Slika 48. VVoltamogrami dobijeni voltametrijom sa pravougaonim impulsima elektrode od

zlata u fosfatnom puferu (pH=11) i u prisustvu HPBCD-AmI. Amlodipin koncentracije: a)

9,58 g mi?, b) 11,13 ug ml™?, ¢) 12,65 pg mi™, d) 14,17 pg ml™. Vreme akumulacije: 180
sna E =0,1V; step size 2 mV, pulse size 20 mV, frekvencija 8 Hz, scan rate 15 mV/s.

Karakterizacija ciklodekstrinskih (CD) sistema elektrohemijskim metodama,
uglavnom ciklicnom voltametrijom je opisana u literaturi [172-175] sa miSljenjem da
prisustvo CD u rastvoru elektrolita prouzrokuje smanjenje vrha struje i takode pomeranje u

polu-talasnom potencijalu u cikli¢noj voltametriji.

Uporedivanjem sa elektrohemijskim ponaSanjem amlodipin [161] i nifedipin
standarda pod identi¢nim eksperimentalnim uslovima primeéeno je, za sve ispitivane
komplekse, da formiranje kompleksa prouzrokuje dve glavne izmene u ciklicnim
voltamogramima u oba elektrolita. Npr. ovo je pokazano uporedivanjem kompleksa
HPBCD-Nif (puna linija) i nifedipin standarda (tackasta linija) (sl. 43 i sl. 45). Prvo,
vrednost pocetnog potencijala anodne reakcije kao i vrednost potencijala maksimalnih
anodnih struja je pomerena ka pozitivnijim vrednostima. Drugo, vrednost anodnih struja

inkluzionih kompleksa je smanjena u poredenju sa anodnim strujama njihovih standarda.
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Ove izmene u svim inkluzionim kompleksima [172-175] se pripisuju formiranju

inkluzionih kompleksa i u slu¢aju prikazanom na sl. 45, kompleksu HPBCD-NIif.

Izmena pocetnog potencijala ukazuje na to da se molekuli amlodipina i nifedipina
teze oksiduju kada se nalaze u inkluzionom kompleksu. Na primer, u slu¢aju indapamida i
njegovog kompleksa sa f-ciklodekstrinom anodni pik je takode pomeren ka pozitivnijim
vrednostima potencijala u poredenju sa indapamidom, a anodne struje opadaju [176]. Isti
efekat (pomeranje potencijala ka negativnijim vrednostima tokom elektroredukcije i
opadanje struja) je zapazen kod inkluzionog kompleksa B-ciklodekstrina i furnidipina
[177]. Smanjenje u elektrohemijskom odgovoru je takode primeceno tokom in vivo procene
dejstva kontrolisanog oslobadanja medijator-p-ciklodekstrin kompleksa na mikrobiolosku
isporuku [178].

Uporedivanjem hemijskih struktura amlodipina i nifedipina, ocigledno je da
prisustvo NO; grupe sa jakim hidrofobnim uticajem (koeficijent hidrofobnosti, = = -0,85)
[179] znacajno smanjuje ukupne hidrofobne karakteristike nifedipina. S druge strane,
prisustvo Cl grupe kao supstituenta (m = + 0,36) [179] povecava hidrofobna svojstva
amlodipina. VaZzno je naglasiti da je doprinos hidrofobnog uticaja na stabilnost kompleksa
lek/CD ocigledan i znacajan, ali da varira u zavisnosti od strukture leka [180]. Ove
Cinjenice su u saglasnosti sa eksperimentalnim podacima da je kompleks HPBCD-AmlI

podlozniji elektrohemijskoj adsorpciji 1 akumulaciji.
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5. ZAKLJUCAK

1. Prvi put do sada proucavana je elektrohemijska karakterizacija amlodipin-bezilata
cikli¢nom voltametrijom na elektrodi od zlata u 0,05 mol dm™ NaHCOs i u fosfatnom
puferu (pH=11) kao elektrolitima. Amlodipin-bezilat elektrohemijski je ispitan kao Cista
supstanca i u komercijalnom proizvodu Alopres® tabletama. U 0,05 mol dm™ NaHCO3 kao
elektrolitu, bez akumulacije, dobijena je linearna zavisnost anodnih struja od koncentracija
u opsegu od 1,50 — 3,38 pug ml™ za amlodipin-bezilat (na potencijalu 0,75 V) i od 4,0 — 11,5
ug ml? za Alopres® tablete (na potencijalu 0,75 V). U fosfatnom puferu (pH=11) kao
elektrolitu, dobijena je linearna zavisnost anodnih struja od koncentracije na potencijalu
0,75 V u opsegu od 13,80 — 19,61 pug ml™ za amlodipin-bezilat i u opsegu od 13,80 — 17,68
ug ml™ za Alopres® tablete, bez akumulacije.

2. Cikli¢énom voltametrijom u fosfathom puferu (pH=11) sa akumulacijom na 0,1 V
tokom 220 s oksidacija amlodipina u Alopres® tabletama se odigrava na vis§im vrednostima
struja, i linearna zavisnost anodnih struja od koncentracija u opsegu 7,94 — 11,86 ug ml™ je
dobijena na potencijalu koji je za 0,15 V negativniji, u odnosu na prouéavanje fenomena
bez akumulacije. Voltametrijom sa pravougaonim impulsima odreden je amlodipin-bezilat
u Alopres® tabletama, u fosfatnom puferu (pH=11) i dobijena je linearna zavisnost anodnih
struja od koncentracije amlodipina u opsegu od 7,94 — 11,86 pg ml™.

3. Oksidacija amlodipina u Alopres® tabletama ispitivana je i na modifikovanoj
elektrodi Au/o-MWCNT u fosfatnom puferu na pH=11 (7,94 ng ml™), sa akumulacijom na
0,1 V tokom 220 s. Anodna aktivnost amlodipina u Alopres® tabletama mnogo je niza na
modifikovanoj elektrodi Au/o-MWCNT nego na elektrodi od zlata. U poredenju sa
elektrodom od staklastog ugljenika, pod istim eksperimentalnim uslovima, na pH=11
elektroda od zlata je bolji katalizator za anodnu oksidaciju amlodipin-bezilat standarda, kao
i njegovog sadrzaja u Alopres® tabletama daju¢i 50 puta vece struje.

4. AFM tehnikom dobijeni su podaci o izgledu povrSine amlodipin/Au i1 povrSine
amlodipin/Au/o-MWCNT. Pokazano je da mali aglomerati amlodipin-bezilata pokrivaju

elektrodu od zlata i uz to su kompaktni i uniformno rasporedeni sa prose¢nim precnikom
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200 nm. Takodje je pokazano da nasumicno orijentisane o-MWCNT homogeno pokrivaju
celu povrsSinu elektrode od zlata sa srednjim pre¢nikom od 100 nm. Amlodipin-bezilat na
AU/0-MWCNT je dobro dispergovan, ukazujuéi da o-MWCNT mogu dobro vezati
amlodipin za povrsinu i spreciti njegovu oksidaciju Sto objasnjava bolju elektrokataliticku
aktivnost elektrode od zlata koja je pokrivena malim aglomeratima amlodipina.

5. Proucavani su degradacioni proizvodi amlodipin-bezilata u uslovima forsirane
degradacije primenom izokratske RP-HPLC metode. Osnovni rastvori amlodipin-bezilata
su podvrgnuti Kiseloj i alkalnoj hidrolizi, hemijskoj i fotodegradaciji kao i elektrohemijskoj
degradaciji u rastvoru 0,05 mol dm™ NaHCOj; na elektrodi od zlata.

6. Potpuna degradacija amlodipin-bezilata je postignuta u 5 mol dm™ NaOH na 80°C
za 6 sati, a jedinjenje molekulske formule CisH16NOCI je identifikovano kao glavni
degradacioni proizvod. Pod uticajem kiseline (5 mol dm™® HCI) na 80 °C za 6 sati
postignuto je 75,2% degradacije amlodipin-bezilata. U uslovima oksidativnog stresa u
rastvoru 3% H,0,-metanol (80:20, v/v) na 80 °C tokom 6 sati postignuta je degradacija
amlodipin-bezilata od 80,1%. Nakon 14 dana izlaganja rastvora amlodipin-bezilata
fotodegradaciji u komori za fotostabilnost postignuta je degradacija od 32,2%. Masenom
spektrometrijom potvrdeno je prisustvo dehidro derivata amlodipina molekulske formule
C20H23N205Cl kao proizvoda forsirane degradacije u uslovima oksidacije i degradacije u
kiseloj sredini.

7. Kod elektrohemijske degradacije, posle 9 sati cikliziranja, poCetak oksidacije
amlodipina se pomerio za 200 mV ka negativnijim potencijalima, u odnosu na pocetak
cikliziranja, pri ¢emu je ukupni efekat degradacije od 66,5%. Pri elektrohemijskoj
degradaciji amlodipina dehidro derivat je naden u tragovima.

8. Elektrohemijski su proucavani inkluzioni kompleksi amlodipina i1 nifedipina sa
ciklodekstrinima: B-ciklodekstrin-amlodipin (BCD-Aml), B-ciklodekstrin-nifedipin (BCD-
Nif), (2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrin-amlodipin (HPBCD-Aml) i (2-hidroksipropil)-p-
ciklodekstrin-nifedipin (HPBCD-NIif).

9. Cikli¢nom voltametrijom i voltametrijom sa pravougaonim impulsima u fosfathom
puferu i u 0,05 mol dm™ NaHCO; na elektrodi od zlata pokazano je da fosfatni pufer

favorizuje elektrohemijsku aktivnost inkluzionih kompleksa nifedipina i nadena je znacajna
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elektrohemijska aktivnost i linearna zavisnost anodnih struja od koncentracija BCD-Nif i
HPBCD-Nif. Inkluzioni kompleksi sa nifedipinom u 0,05 mol dm® NaHCO; kao
elektrolitu, pokazuju mnogo nizu elektrohemijsku aktivnost nego u fosfatnom puferu.

10. U fosfatnom puferu samo inkluzioni kompleks HPBCD-Aml pokazuje znacajnu
elektrohemijsku aktivnost, kao i linearnu zavisnost anodnih struja od koncentracija.

11. Pokazano je da kompleksiranje sa amlodipinom i nifedipinom u svim slu¢ajevima
prouzrokuje promene u vrednostima struje i potencijala dobijene ciklicnom voltametrijom
u poredenju sa njihovim standardima. Prvo, vrednost pocetnog potencijala anodne reakcije
kao i vrednost potencijala maksimalnih anodnih struja je pomerena ka pozitivnijim
vrednostima. Drugo, vrednost anodnih struja inkluzionih kompleksa je smanjena u
poredenju sa anodnim strujama njihovih standarda.

12. Uoceni efekti ukazuju da su inkluzioni kompleksi uspesno formirani jer amlodipin
i nifedipin inkorporirani u komplekse teze podlezu elektrohemijskoj oksidaciji dajuc¢i manje

vrednosti anodnih struja.
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10. IZJAVA O KORISCENJU

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
ODREDIVANJE AMLODIPINA I NIFEDIPINA ELEKTROHEMIJSKIM I DRUGIM
ANALITICKIM METODAMA

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno

arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne

zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista).

Potpis doktoranda
U Beogradu,

D lvoupustind
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