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Uvod

Vsadzkova injek¢éna analyza (z angl. batch injection
analysis, BIA) je elektroanalyticka technika, ktorej podsta-
tou je davkovanie malého objemu vzorky priamo k po-
vrchu detektoru. Odpoved” ma tvar piku s nasledujicim
rychlym poklesom signalu na zakladnua liniu. Medzi hlav-
né vyhody tejto techniky patri rychlost’ analyzy, nizka
spotreba vzorky a d’al§ich chemikalii, ekonomicka a pries-
torova nenarocnost’ a vd’aka vyuzitiu automatickej pipety
aj reprodukovatelnost’ vysledkov. BIA méze byt kombi-
novana s viacerymi druhmi detekcie s vyuzitim elektroche-
mickych ¢i optickych technik. V tejto praci bola vyuzita
ampérometricka detekcia, ktorej jednou z hlavnych vyhod
je, ze vzorku je mozné davkovat’ do detekcnej cely aj bez
pritomnosti zakladného elektrolytu. BIA v kombinacii
s elektrochemickou detekciou nachadza uplatnenie v envi-
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S cielom miniaturizacie a automatizacie byvaju Coraz
CastejSie vyuzivané siet'otlacové elektrody (SPE), ktoré su
navrhnuté v trojelektrodovom systéme zlozenom z pracov-
nej, referencnej a pomocnej elektrody vytlacenych na do-
Sticke, spravidla z keramiky alebo plastu. Komer¢ne do-
stupné tlacené elektrody je mozné d’alej modifikovat’, a tak
st vyuzivané pre Siroké spektrum aplikacii’. Spojenie
BIA-SPE (obr. 1) prinasa vyhody v podobe jednoduchej
manipulacie, malej spotreby vzorky, nizkych nakladov,
rychlosti analyzy a robustnosti, a tak predstavuju vhodny
systém pre prenosné zariadenia®.

Warfarin (obr. 2), systematickym nézvom 4-hydroxy-
3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarin, je antikoagulacné liecivo
predpisované pacientom pri prevencii a liecbe Zilovej
trombozy a komplikaciach spojenych s fibrilaciou predsie-
ni a nahradou srdcovych chlopni. Ako lieCivo sa vyuziva
jeho sodna sol’, ktora je dobre rozpustna vo vode. Warfarin
ucinkuje prostrednictvom inhibicie regeneracie vitaminu
K. T4 je potrebnd k aktivacii koagulacnych faktorov
a antikoagulac¢nych proteinov, ¢im dochddza k naruSeniu
koagulagnej kaskady®. Metody jeho stanovenia maji
vzhl'adom k velmi tzkemu terapeutickému indexu
(2,0-5,0 pgml ") v praxi zasadny vyznam. Preto je potreb-
na presna, rychla a jednoducha metoéda, pomocou ktorej je
mozné efektivne ur€it’ hladinu koncentracie warfarinu pri
antikoagulacnej liecbe pacienta. Vyssia davka mdze mat’
fatalne nasledky, pretoZze sposobuje zvysené riziko krvaca-
nia a zavazné komplikacie’.

Cielom tejto prace bolo Stadium elektrochemického
chovania warfarinu sodného na siet'otlacovej uhlikovej
elektrode (SPCE). Hlavnym predmetom bolo najdenie
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Obr. 1. (a) Schéma BIA-SPE systému; (b) elektrochemicka BIA-SPE cela (c); prenosny systém pozostavajuci z BIA-SPE cely, auto-
matickej mikropipety, prenosného potenciostatu a vyhodnocovacieho zariadenia. Prevzaté a upravené z cit.’
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Obr. 2. Struktirny vzorec warfarinu sodného

optimalnych podmienok pre stanovenie uvedenej latky
technikou vsadzkovej injek¢nej analyzy s ampérometric-
kou detekciou® (BIA-AD) so zdmerom vyvinat elektro-
analyticki metddu pre stanovenie obsahu lieCiva v tablete.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie a vzorky

Zasobny roztok warfarinu sodného (WAR, Sigma-
Aldrich, USA) o koncentrécii 1-10~mol 1" bol pripraveny
v etanole (98 %, Penta, Praha, CR). Roztoky WAR o niz-
Sej koncentracii boli pripravené presnym riedenim zasob-
ného roztoku WAR zakladnym elektrolytom. Zakladnym
elektrolytom bol Brittonov-Robinsonov (BR) pufer, pri-
praveny zmieSanim zasaditej zlozky (NaOH (p.a., Penta,
Praha, CR) o koncentracii 0,2 mol 1) a kyslej zlozky
(85% H;PO4, H;BO; (obidve p.a., Lach:Ner, Neratovice,
CR) a 99,8% CH;COOH (p.a., Penta, Praha, CR)
o koncentracii kyselin 0,04 mol I'"). Pre stanovenie obsahu
ucinnej latky v liekovej forme boli vyuzité tablety War-
farin Orion (Orion Corporation, Finsko) s obsahom u¢in-
nej latky v tablete 5 mg.
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Aparattira

Na meranie bola vyuzitd zostava BIASPEO02
(DropSens, Spanielsko) pozostavajiica z cely a programo-
vatel'nej pipety Gilson PIPETMAN M (20—200 pl). Pipeta
bola programovand pomocou softwaru Pipetting Mode
Builder (Gilson, USA). Pre zdznam merania bola vyuzita
zostava Eco-Tribo Polarograf so softwarom Polar Pro 5.1
(Polaro-Sensors, Praha, CR) riadend operaénym systémom
Windows XP (Microsoft Corporation, USA). VSetky me-
rania boli uskuto¢nené v trojelektrédovom zapojeni s vyu-
zitim komerc¢ne tlacenej uhlikovej elektrody (DRP-110,
DropSens, Spanielsko). Na meranie pH pri priprave BR
pufru bol pouzity pH-meter Jenway 3501 (Jenway, Velka
Britania). Spektrofotometrické merania boli vykonané na
pristroji Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) ovla-
danom programom UV-Visible ChemStation 9.01 v kre-
mennych kyvetach o hrubke 1,0 cm.

Vysledky a diskusia

Vplyv pH na elektrochemické chovanie WAR na
SPCE bol sledovany technikou BIA-AD v prostredi BR
pufru v rozmedzi pH 2,0-12,0. Detekény potencial
(+1,0 V) bol zvoleny na zéklade zaznamu DC voltampéro-
metrie tak, aby bol vicsi ako potencial oxida¢ného piku
pre vsetky hodnoty pH. Pre hodnoty pH 2,0—10,0 boli
ziskané dobre vyvinuté ampérometrické piky (data nie su
zobrazené) odpovedajuce ireverzibilnej oxidacii WAR. Pri
vyss$ich hodnotach pH dochadzalo k vyraznému néarastu
pozadia a piky nebolo mozné spolahlivo vyhodnotit’, preto
neboli d’alej uvazované. Na obr. 3a je zobrazena zavislost’
vysky ampérometrického piku (/,) WAR na pH. Na zikla-
de najvyssej prudovej odozvy a nizkej relativnej smerodaj-
nej odchylky opakovanych stanoveni (n = 5) bolo prostre-
die o pH 7,0 zvolené ako optimalne. Pre zvolené prostredie
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Obr. 3. (a) Zavislost’ vySky ampérometrického piku (1) WAR (c =11 0~* mol I'") na pH roztoku zaznamenana technikou BIA-AD
na SPCE v prostrediach BR pufru o pH 2,0—10,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 40 pl, rych-
lost’ davkovania 286,3 ul s™'. (b) Zavislost’ I, na poradovom C¢isle stanovenia (V) WAR (c = 1-10*mol 1"") zaznamenana technikou
BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 40 pl, rychlost’ davkovania 286,3 uls™'
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Obr. 4. (a) Zavislost’ vySky ampérometrického piku (1) WAR (c = 1-10~* mol I'") na davkovanom objeme roztoku (V) zaznamena-
na technikou BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, rychlost’ dav-
kovania 286,3 ul s™'. (b) Zavislost’ I, WAR (c = 1-10“mol 1™") na rychlosti davkovania roztoku (v) zaznamenani technikou
BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0; chybové usecky pre n = 5; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 60 pl

bolo meranie zopakované 20krat po sebe (obr. 3b) na sta-
novenie opakovatelnosti merania pri koncentracii WAR
1:10* mol 1! a bola dosiahnuta uspokojivé relativna sme-
rodajné odchylka 4,8 % (n = 20).

V prostredi BR pufru o pH 7,0 bola sledovana zavis-
lost’ signalu analytu na detekénom potenciali v rozsahu
+0,7 az +1,3 V (data nie su zobrazené). Najvyssia prudova
odozva bola dosiahnuta pri potenciali +1,0 V, preto bola
zvolena ako optimdlna pre d’al§ie merania. Pri vyS$Sich
hodnotach dochadzalo k postupnému narastu pridu poza-
dia.

Dalsie parametre ovplyviiujice signal analytu savisia
s nastavenim pipety. Obr. 4a znazoruje vplyv davkované-
ho objemu (20—100 pl) a obr. 4b vplyv rychlosti davkova-
nia. Ako optimalny bol zvoleny objem 60 pl, pri ktorom je
dosiahnuté vyssia pradova odozva a zaroven umoznuje tri
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stanovenia v jednom merani (maximalny objem S$picky
pipety je 200 pl). Na automatickej pipete je mozné nasta-
vit' Sest moédov odpovedajicich rychlostiam davkovania
7,5-286,3 ul s, Pri najvyssej rychlosti boli dosiahnuté
dobre vyvinuté piky s najvyssou priadovou odozvou, preto
bola zvolena pre d’alsie merania rychlost 286,3 pls ™.

Koncentracna zavislost WAR v prostredi BR pufru
o pH 7,0 bola merana v rozsahu koncentracii 1-10° — 1:10°
mol I'". Ampérogramy pre linearnu oblast koncentracii
(1-107° — 8:10* mol I'") st uvedené na obr. 5a. Na obr. 5b
je zobrazena odpovedajuca koncentra¢na zavislost’ s rovni-
cou regresie [, [nA] = 35,1¢ [umol 177+ 350; 7 = 0,9989.
Bola stanovena medza detekcie (LOD; 30/k) 7,5-107 mol 1™
a medza stanovitelnosti (LOQ; 1007k) 2,5-10 mol 17",

Za optimalnych podmienok bolo stanovené mnozstvo
WAR v tabletach Warfarin Orion 5 mg metédou pridavku
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Obr. 5. (a) Ampérogramy zaznamenané technikou BIA-AD na SPCE v prostredi BR pufru o pH 7,0 pre rozsah koncentracii roz-
toku WAR 1-107° — 8:10™* mol I'"; detekény potencial +1,0 V, davkovany objem 60 pl, rychlost’ davkovania 286,3 ul s™'. (b) Koncen-
tracna zavislost’ vySky ampérometrického piku (Z;) na koncentricii WAR; chybové tiseky pro n = 5; rovnica regresie pre linedrnu
oblast’ koncentracii (1:107° — 8-10™ mol 1" ): I, [nA] = 35,1¢ [umol 1] + 350; /* = 0,9989
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Standardu. Zasobny roztok tablety bol pripraveny z navaz-
ky 0,1057 g homogenizovanej tablety doplnenej do 100 ml
etanolom. Pre meranie boli pripravené 10ml roztoky BR
pufru o pH 7,0 s obsahom 200 pl zasobného roztoku lieciva
bez pridavku a s pridavkom 25 pl zdsobného roztoku Standar-
du (¢c=1-10" mol I'"), ktorého objem sa v meranych rozto-
koch zvySoval vzdy o 25 pl. Stanovenie prebichalo v rozsahu
teoretickych koncentracii 1:10° —1-10* mol I'". Bola ziskana
rovnica koncentracnej zavislosti pridavku Standardu v tvare
I, [nA] =79,9¢ [umol I™'] + 1865; 7* = 0,9986.

Ako referencnd metdda k ampérometrickému stano-
veniu WAR v liekovej forme bola vyuzitda UV-VIS ab-
sorpéna spektrofotometria. Stanovenie bolo vykonané
metddou pridavku Standardu v rozsahu teoretickych kon-
centracii 110~ — 1-10™* mol I"". Koncentratna zavislost
bola zostrojend z hodndt absorbancii v maxime
(Anax =308 nm). Bola ziskana rovnica koncentracnej za-
vislosti pridavku Standardu v tvare Asps [AU] = 0,0153¢
[umol I"'] + 0,431; #* = 0,9990.

Z parametrov koncentracnych zavislosti bola vypoci-
tana hmotnost’ u¢innej latky v jednej tablete a vztiahnuta
voci hodnote deklarovanej vyrobcom, teda 5 mg. Pre ampéro-
metrické stanovenie technikou BIA bola stanovena vyt'aznost’
103,8 %, pre spektrofotometrické stanovenie 99,6 %. Vytaz-
nost’ vyvinutej ampérometrickej metddy voci analytickej
referencnej metdde bola urcend na 104,2 %.

Zaver

V tejto praci boli hladané optimalne podmienky pre
stanovenie warfarinu sodného (WAR) technikou vsadzko-
vej injekénej analyzy s ampérometrickou detekciou
(BIA-AD) na sietotlacovej uhlikovej elektrode (SPCE)
s cielom vyuzit metodu pre stanovenie obsahu Ucinnej
latky v liekovej forme. Optimalizacia experimentalnych
podmienok  prebichala v  prostredi  Brittonovho-
Robinsonovho (BR) pufru o pH 7,0. Boli najdené optimalne
parametre stanovenia: detekény potencial +1,0 V, davkovany
objem 60 pl, rychlost’ davkovania 286,3 pl s™'. Linearna ob-
last koncentracnej zavislosti bola wuréend v rozsahu
1,0:10°= 8,010 * mol I a bola dosiahnutd medza detekcie
LOD=17,510" mol I'"! a odpovedajuca medza stanovitel'nos-
ti LOQ=2,5-10"° mol I"". Vyvinuta metéda bola vyuZita pre
stanovenie obsahu uc¢innej latky v tabletich Warfarin Orion
5 mg a bola porovnavana s UV-VIS absorpénou spektrofoto-
metriou. Vytaznost’ vyvinutej ampérometrickej metédy voci
analytickej referencnej metode bola uréend na 104,2 %.

BIA-AD v spojeni s SPCE sa v tejto praci preukazala
ako rychla, efektivna, jednoduchd a cenovo nenaro¢na
metoda na stanovenie latok vo farmaceutickych vzorkach.
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V. Zuzitova and V. Vyskotil (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague, Czech Republic): Application of Batch Injection
Analysis in the Electrochemical Determination of Warfarin

In this work, the optimum conditions for the determi-
nation of warfarin sodium (WAR) by the technique of
batch injection analysis with amperometric detection
(BIA-AD) on a screen-printed carbon electrode (SPCE)
were sought in order to use the method for the determina-
tion of the content of the active substance in the dosage
form. Optimization of the experimental conditions was
carried out in a Britton-Robinson (BR) buffer medium at
pH 7.0. The optimum determination parameters were
found: a detection potential of +1.0 V, a dosing volume of
60 pL, and a dosing rate of 286.3 pL s '. The linear region
of concentration dependence was determined in the range
of 1.0x107° — 8.0x10™* mol L ™!, and the limit of detection
LOD = 7.5x1077 mol L™" and the corresponding limit of
quantification LOQ = 2.5x10°° mol L' were achieved.
The developed method was applied for the determination
of the active substance content in Warfarin Orion 5 mg
tablets and was compared with UV-VIS absorption spec-
trophotometry. The recovery of the developed amperomet-
ric method against the analytical reference method was
determined to be 104.2%. The BIA-AD in conjunction
with the SPCE was demonstrated in this work to be a rapid,
efficient, simple, and inexpensive method for the determi-
nation of substances in pharmaceutical samples.

Keywords: warfarin, batch injection analysis, ampero-
metry, screen-printed carbon electrode, drug analysis
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