Enantioanaliza butaclamolului utilizand electrozi enantioselectivi, potentiometrici
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REZUMAT

Trei electrozi potentiometrici enantioselectivi au fost propusi pentru enantioanaliza
butaclamolului. Constructia electrozilor s-a bazat pe imobilizarea maltodextrinelor (MD)
cu diferite grade de hidroliza (DE) (DE 4.0 — 7.0 (I), 13 —17 (II), 16.5 -19.5 (III)) in pasta
de grafit. Electrozii bazati pe MD I si MD II au fost utilizati la enantioanaliza S-
butaclamolului in domeniul de concentratie 107'°-107 (limita de detectie 5.52x10™"
mol/L) si 10"°-10"® (limita de detectie 9.04x10™" mol/L), respectiv cu pante de 51.20 si
57.59 mV/decada de concentratie; in timp ce electrodul bazat pe MD III a fost utilizat la
enantioanaliza R-butaclamolului pe domeniul de concentratie 10'° - 107 (limita de
detectie 3.19x10"" mol/L) cu o panta de 58.50 mV/decada de concentratie. Butaclamolul

s-a regasit in probele de analizat (probe de urina) intr-un procent mai mare de 90%.
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INTRODUCERE
S-Butaclamolul este un antagonist al dopaminei'? fiind prescris pacientilor cu
schizofrenie. In timp ce S-butaclamolul stimuleaza eliberarea dopaminei, R-butaclamolul

este inactiv’ (Figura 1).

(a) (b)

Figure 1. Enantiomerii butaclamolului. (a) S-butaclamol, (b) R-butaclamol.

Comportamentul celor doi enantiomeri ai butaclamolului evidentiaza inca o data faptul ca
enantiomerii aceleiasi substante active chirale pot avea proprietati farmacologice si
toxicologice diferite”. De aceea, enantioanaliza produselor farmaceutice este de mare

importanta.



Pana in prezent, metodele propuse pentru analiza/enantioanaliza butaclamolului sunt:
fluorimetria® si cromatografia de lichide, in varianta HPLC®. Utilizarea electrozilor
enatioselectivi pentru enantioanaliza maresc sensibilitatea, acuratetea si rapiditatea

. . 6
determinarilor’.

In aceasta lucrare sunt propusi trei electrozi potentiometrici enantioselectivi bazati pe
maltodextrine pentru enantioanaliza butaclamolului. Pentru ca fiabilitatea informatiei
analitice este direct corelata cu fiabilitatea design-ului electrodului am ales pasta de grafit

ca matrice pentru imobilizarea maltodextrinelor.

PARTEA EXPERIMENTALA

Design-ul electrodului

Uleiul de parafina si pudra de grafit s-au amestecat in proportie de 1:4(m/m) pentru a
forma o pasta de grafit omogena, la care ulterior s-a adaugat solutia apoasa de
maltodextrina (DE 4.0-7.0 (I), 13-17 (II), sau 16.5-19.5(11I); 10 mol/ L; 100 uL solutie
de selector chiral la 100 mg pasta de grafit). Un varf de micropipeta a fost umplut cu
pasta de grafit nemodificata (ulei de parafina si pudra de grafit) lasand in varf 3-4 mm
pentru a fi umpluti cu pasta de grafit modificata cu maltodextrina. Diametrul senzorului
astfel obtinut este de 3 mm. Contactul electric s-a obtinut cu ajutorului unui fir din

Ag/AgCl care are si rol de electrod de referinta intern. Solutia interna aleasa este de KC1

0.1mol/L.



Electrodul se conditioneaza cu ajutorul unei solutii de butaclamol de concenttratie 10

mol/L.

Aparatura
Un PGSTAT 302 (Eco Chemie, Ultrech, The Netherlands) controlat total de un software
4.9 a fost utilizat pentru toate masuratorile potentiometrice. Electrodul de referinta extern

a fost cel de Ag/AgCl1 (0.1 mol/L KCl).

Procedeul recomandat

Potentiometria directa

Calibrarea electrozilor s-a facut utilizand solutii de S- sau R-butaclamol (Bcl) cu
concentratii cuprinse intre 10"° si 10”° mol/L. Electrozii au fost introdusi in aceste solutii
si s-au trasat grafice E(mV) versus pS-Bcl (pS-Bcl = -log[S-Bcl]) sau E(mV) versus pR-
Bcl (pR-Bcel = -log[R-Bcl]), unde E este f.e.m. masurata a celulei electrochimice.
Concentratiile necunoscute de S- si R-butaclamol au fost determinate din curbele de

calibrare.

Determinarea butaclamolului in probe de ser
Mici cantitati de S- si R-butaclamol au fost introduce in probe reale de ser si tamponate la
pH=5.00 cu tampon fosfat (50%, v/v tampon fosfat). Cantitatile de S- si R-butaclamol au

fost determinate din probele de ser utilizand potentiometria directa.



Rezultate si discutii

Caracteristicile de raspuns ale electrozilor enantioselectivi

Caracteristicile de raspuns ale electrozilor potentiometrici, enantioselectivi sunt
prezentate in Tabelul 1. Electrozii bazati pe MD I si MD II au un raspuns aproape
Nernstian pentru S-butaclamol, limitele de detectie fiind mici, in timp ce electrodul bazat
pe MD III are un raspuns aproape Nernstian pentru R-butaclamol. Electrozii pot fi folositi
la enantioanaliza butaclamolului in concentratii cuprinse intre 109 si 107 mol/L;
existenta domeniul linear de concentratii foarte mici este datorat folosirii solutiei de KCI
0.1 mol/L drept solutie interna pentru design-ul electrozilor. Valorile coeficientilor de

corelatie, r, ai dreptelor de calibrare sunt mai mari decat 0.9970.

Tabelul 1
Caracteristicile de raspuns ale electrozilor potentiometrici, enantioselectivi utilizati la
determinarea S- si R-butaclamolului.

. Domeniul ..

Electrod Enantiomerul Panta Potentialul linear de Limita 'de

. standard ) detectie

bazat pe butaclamolului  (mV/pBcl) o concentratie

E°(mV) (mol/L) (mol/L)
MD 1 S 51.20 525.20 107°-107 5.52x10!
MD II S 57.50 577.50 10'°%-10® 9.04x10™!
MD III R 58.50 614.00 10'°-107 3.19x10!!

Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C; toate valorile reprezinta media a 10
determinari.

Timpul de raspuns al electrozilor este mai mic de 1 minut. Caracteristicile de raspuns au

fost reproductibile pe o perioada de 6 luni (RSD<0.1%).



Efectul pH-ului asupra raspunsului electrozilor

Efectul pH-ului asupra raspunsului electrozilor a fost determinat prin masurarea f.e.m. a
unei celule continand o solutie de S-butaclamol 10® mol/L la diferite valori ale pH-ului
(pH 1-10) pentru electrozii bazati pe MD I si respectiv MD 1I, si o solutie de R-
butaclamol 10® mol/L la diferite valori ale pH-ului (pH 1-10) pentru electrodul bazat pe
MD III. Variatia f.e.m. a celulei cu pH-ul (Figura 2) arata independenta acesteia de
valoarea pH-ului in urmatoarele domenii de concentratie: 3.0-6.0, 3.0-5.0 si 3.0-5.0 petru

electrozii bazati pe MD I, MD II si respectiv MD III.
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Figura 2 Efectul pH-ului asupra raspunsului electrozilor potentiometrici, enantioselectivi

bazati pe I - MD [; I - MD II si III - MD IIL



Selectivitatea electrozilor

Selectivitatea si enantioselectivitatea electrozilor s-au determinat utilizand metoda
solutiilor mixte. Creatina si creatinina au fost selectate ca posibili interferenti.
Polivinilpirolidona (PVP) este un excipient de comprimare des utilizat in industria
farmaceutica si contributia sa la f.e.m. a celulei trebuie determinata. Rezultatele

prezentate in Tabelul 2 arata ca elctrozii propusi sunt enantioselectivi si selectivi fata de

creatina, creatinina si PVP.

Tabelul 2
Coeficientii potentiometrici de selectivitate pentru electrozii propusi
Interferentul Electrod bazat pe
MD I MD II MD III
R-Bcl 4.61x107 << 10" -
S-Bcl - - 3.93x107
Creatina 3.60x107 8.26x107 3.00x107
Creatinina 9.44x107 8.51x107 4.10x10°
PVP << 10* 7.63x107 << 10*

Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C; toate valorile reprezinta media a 10

determinari.

Aplicatii analitice

Electrozii potentiometrici enantioselectivi pot fi utilizati cu succes la determinarea
enantiopuritatii butaclamolului — substanta activa sau din produsele farmaceutice
corespunzatoare si din probe biologice cum ar fi probele de ser. Determinarea unui
enantiomer in prezenta celuilalt s-a facut pentru a demonstra ca indiferent de raportul in

care acestia se gasesc intr-o solutie, electrozii pot fi utilizati cu succes la testele de

enantiopuritate (Tabelele 3 si 4).



Tabelul 3
Determinarea S-butaclamolului in prezenta R-butaclamolului.

Determinarea S-Butaclamolului, %

S:R (mol/mol) Electrod bazat pe
MD I MD II
2:1 98.9020.02 100.00£0.01
1:1 100.00+0.01 99.0120.02
1:2 99.754+0.01 08.8910.01
1:4 99.6510.02 99.4010.02
1:9 99.24+0.01 99.47+0.01
Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C; toate valorile reprezinta media a 10
determinari.
Tabelul 4
Determinarea R-butaclamolului in prezenta S-butaclamolului.
R:S (mol/mol) Determinarea R-Butaclamolului, %
Electrod bazat pe 111
2:1 99.21+0.01
1:1 99.43+0.01
1:2 100.000.01
1:4 99.23+0.01
1:9 100.00+0.01

Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C; toate valorile reprezinta media a 10
determinari.

Rezultatele obtinute pentru enantioanaliza butaclamolului in probe de ser: 97.42 + 0.25%
s1 97.02 £ 0.30% pentru proba 1 respectiv 95.85 £ 0.50% si 96.50 + 0.31% pentru proba
2 cand S-butaclamolul a fost determinat utilizand electrozii bazati pe MD I si MD II; si
92.00 = 0.30% in proba 3 si 91.85 + 0.25% in proba 4 cand R-butaclamolul a fost

determinat utilizand electrodul bazat pe MD III.

CONCLUZII
Electrozii propusi prezinta mari avantaje fata de metodele standard cum ar fi metodele

cromatografice si spectrometrice, cand sunt utilizati pentru enantioanaliza produselor



farmaceutice. Constructia senzorului este simpla, rapida si reproductibila, asigurand
fiabilitatea informatiei analitice obtinute. Selectivitatea si enantioselectivitatea
electrozilor a facut posibila utilizarea lor la determinarea butaclamolului in produse

farmaceutice si probe biologice.
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