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Введение

Актуальность темы.  

Современное развитие фармацевтического анализа лекарственных средств характеризуется потребностью в разработке экспресс-методик для выявления недоброкачественных и фальсифицированных препаратов. Одним из методов, широко используемых для экспресс-анализа лекарственных средств, является ИК-спектроскопия в ближней области (БИК-спектроскопия). Данный метод в настоящее время включен во все ведущие фармакопеи. С 2011 г. он используется в системе государственного контроля качества лекарственных средств для выявления недоброкачественных и фальсифицированных препаратов. 

Препараты парацетамола занимают значительное место в медикаментозной практике. Они широко применяются в качестве препарата для снижения боли и уменьшения воспаления на момент использования. На территории РФ на рынке имеют обращение, как качественные препараты парацетамола, так и фальсифицированные. 

Цель работы: изучение возможности использования метода БИК-спектроскопии для экспресс-анализа таблеток парацетамола.

Объект исследования - химическое строение парацетамола.

Предмет исследования – таблетки парацетамола разных производителей. 

Задачи:

1. Качественный и количественный анализ действующего вещества препарата парацетамол.

2. Анализ парацетамола методом БИК-спектроскопии и построение хемометрической модели.

3. Анализ различных образцов таблеток парацетамола.

Методы исследования: 

теоретические (анализ учебной и научно-популярной литературы по теме исследования), 

экспериментальные (химический эксперимент), 

статистические (статистическая обработка результатов и их интерпретация).

Практическая значимость: 

Предложен эффективный метод экспресс-анализа для таблеток парацетамола методом БИК-спектроскопии. Для данного препарата построена хемометрическая модель, в результате использования которой истинные препараты будут восприниматься как «свои», а фальсифицированные – как «чужие».

Парацетамол

Парацетамол или ацетаминофен широко используется в медицинской практике в качестве анальгетика. Для него характерны болеутоляющий и жаропонижающий эффекты. По анальгетической эффективности парацетамол примерно соответствует ацетилсалициловой кислоте (аспирину). Быстро и полно всасывается из пищеварительного тракта. С белками плазмы крови всасывается в небольшой степени. Метаболизируется в печени. Образующиеся коньюгаты (глюкурониды и сульфаты) и неизменный парацетамол выделяются почками. Применяют парацетамол при головной боли, миалгии, невралгии, артралгии, при болях в послеоперационный период, при болях, вызванных злокачественными опухолями, для снижения температуры при лихорадке. Он хорошо переносится. В терапевтических дозах редко вызывает побочные эффекты. Возможны кожные аллергические реакции. (1)

По физическим свойствам парацетамол белый с розовым оттенком, кристаллический порошок. Легко растворим в спирте, ацетоне и плохо растворим в воде, диэтиловом эфире, бензоле. Растворимость парацетамола (г/100г) растворителя: вода - 1,4; кипящая вода - 5; этанол - 14,4; хлороформ - 2. (2)

Формула парацетамола: 4-НO-C6H4-NH-С(О)-CH3
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Он вступает в реакции как фенолы и амиды. 

По гидроксильной группе:

· + Na

· +NaOH 

По бензольному кольцу:

· +Br2 (образование белого осадка 2,4,6-трибромфенола)

· +HNO3 (образование 2,4,6-тринитрофенола или пикриновой кислоты)

По амидной группе:

· Гидролиз с образованием уксусной кислоты и 4-аминофенола

· При действии P2O5 отщепляется вода и образуется нитрил

· Восстановление во вторичный амин 

Любой фармакологический препарат, в том числе и парацетамол, несет в себе определенные риски. Особенно опасны препараты для пациентов, имеющих изменения со стороны печени, метаболические, наследственные болезни. Обусловлено это тем, что утилизация ацетаминофена происходит в печени. Выявленные в ходе клинических испытаний побочные эффекты обязательно указываются в инструкции по использованию парацетамола. В первую очередь вспоминаются аллергические реакции. Однако препарат может подтолкнуть к развитию и печеночной недостаточности, когда пациент не обращает внимания на ограничения дозы препарата. В любом случае проблема не появится на пустом месте. Только если есть какой-то фон, — например, наследственная недостаточность ферментов, которые утилизируют те или иные вещества, химические соединения. (3)
ИК-спектроскопия

Инфракрасная спектроскопия или ИКС используется в разных областях науки, и для каждой из них придаёт этому термину различный смысл. Для химика-аналитика это удобный метод решения таких задач, как, например, определение пяти изомеров гексахлорциклогексана, качества парафина, парацетамола, полимера, эмульгатора в эмульсии для полировки. Для химика-органика это метод идентификации органических соединений, позволяющий выявлять функциональные группы в молекулах и следить за ходом химических реакций. Физхимику метод позволяет приблизиться к пониманию механизма гетерогенного катализа и кинетики сложных реакций. Он служит дополнительной информацией при расшифровке структуры кристаллов. В этих и многих других областях знания ИК-спектроскопия служит исследователям мощным средством изучения тайн вещества. Вероятно, справедливо сказать, что из всех инструментальных методов ИК-спектроскопия наиболее универсальна. 
Возможности и ограничения ИК-спектороскопии:

1. Почти универсален (образцы могут быть ж, тв, газ, органическими и неорганическими, для ИК-излучения прозрачны только одноатомные газы и неполярные молекулы (Ne, He, O2 , N2 , H2)

2. Вода имеет в ИК-области очень сильное поглощение и, кроме того, растворяет окна кювет, в качестве которых используют пластинки и кристаллов солей. Поэтому как растворитель мы не можем её использовать.

3. Метод ИК-спектроскопии не очень чувствителен к примесям, если они не привышают 1%
Обычно ИК-спектр позволяет более надёжно определять функциональные группы, чем химический анализ. Когда требуется провести совместно качественный и количественный анализы, предпочитают метод ИК-спектроскопии. (4)

Одним из разделов ИК-спектроскопии является спектроскопия в ближней ИК-области или БИК. Спектроскопия в ближней ИК-области представляет собой современный инструментальный метод количественного и качественного анализа различных объектов, основанный на сочетании спектроскопии и статистических методов исследования многофакторных зависимостей. (5)

Она располагается между видимым светом и средней ИК-областью и изучает взаимодействие ближнего ИК-излучения (от 780 до 2500 нм) с веществами. Спектроскопия в ближней ИК-области основана на использовании излучения в спектральной области от 12800 до 4000 см-1 . В эту область попадают, в основном, обертоны и составные полосы. Поскольку вероятность таких переходов сравнительно мала, интенсивность соответствующих полос снижается примерно на 1-2 порядка на каждый шаг от фундаментального колебания. Таким образом, при движении от ИК-области в сторону области видимого излучения интенсивность полос сильно уменьшается, поскольку ближе к области видимого излучения наблюдаются переходы с большим колебательным уровнем, а вероятность таких переходов мала. В этом состоит существенное отличие БИК-спектроскопии от ИК-спектроскопии и КР-спектроскопии, где сигналы во всей спектральной области произвольно меняют интенсивность в зависимости и условий возбуждения каждого конкретного колебания.

В отличие от ИК- и КР- спектроскопии, БИК требует наличия большой ангормоничности колебаний, поэтому в ближней ИК-области проявляются, в основном, колебания C-H, N-H, O-H. Этому феномену способствует также то, что фундаментальные колебания этих групп проявляются при волновых числах выше 2000 см-1 , поэтому их обертоны находятся уже в БИК-области. С другой стороны, наиболее распространённые и интенсивные колебания в ИК-спектрах проявляются при волновых числах ниже 2000 см-1, поэтому их первые обертоны находятся всё еще за пределами ближней ИК-области. Поскольку же интенсивность второго и третьего обертонов резко падает, они практически не видны в спектрах. Например, интенсивное колебание группы C-F происходит при 1600 см-1 , однако из-за низкой константы ангармоничности первый и второй обертон находятся при 2400 и 3600 см-1 и не попадают в БИК-область.

Наложение многих обертонов и составных сигналов в ближней ИК-области приводит к уменьшению структурной селективности БИК-спектров, в сравнении с ИК- и КР-, в которых фундаментальные колебания обычно четко отделены друг от друга. Тем не менее, сигналы могут быть соотнесены с соответствующими колебаниями либо пути расчета частоты обертонов, либо при помощи хемометрических методов. 

Как и ИК-спектроскопия, БИК-спектроскопия подчиняется закону Бугера-Ламберта-Бера, то есть интенсивность пропускания света связана с концентрацией раствора и длиной оптического пути через кювету. Напротив, интенсивность излучения в КР-спектроскопии опроделяется лишь конференцией определяемого вещества.

Преимущества БИК-спектроскопии:

1. Быстрота (5-10 секунд)

2. Не требуется предварительной подготовки образца

3. Простота проведения измерений

4. Высокая точность и воспроизводимость анализа

5. Возможность проведения измерений через стеклянную или пластиковую упаковку

6. Анализ физических и химических свойств (6)

Метод основан на том, что спектры положения молекул являются характеристическими для данного вещества, а интенсивность поглощения связана с содержанием поглощающего компонента в облучаемом объекте. Он требует минимума пробоподготовки, которая чаще всего ограничивается сушкой и измельчением анализируемого материала. Процесс инфракрасного анализа обычно сводится к заполнению кюветы исследуемым материалом в виде порошка, раствора, суспензии или эмульсии, установки её в измерительную камеру прибора и получению результата в окончательном цифровом виде в требуемых единицах измерения. При этом одновременно может быть установлено содержание целого ряда компонентов или свойств исследуемого объекта, на определение которых предварительно отградуирован прибор. Непосредственно процесс измерения и расчётов занимает от 5 секунд до 2 минут в зависимости от конструкции прибора, характера объекта и вида анализа. (5)
Практическое решение вопросов контроля и управления процессами производства значительно упрощает применение волоконной оптики, позволяя отнести измерительный прибор на достаточно большие расстояния от исследуемого объекта. Используемая область спектра безопасна как для оператора, так и для анализируемого объекта. При соответствующем техническом обеспечении БИК позволяет исследовать органы и ткани живых организмов, а так же растения. 

Экспериментальная часть

Температуру плавления парацетамола определяли по ГОСТ 18995.4-73 на приборе PG HS 30 A/G (ГДР).

ИК спектры парацетамола записывали на приборе Perkin Elmer Spectrum 65 N. Анализ проводили в виде суспензии в вазелиновом масле и таблеток с бромидом калия. Отнесение полос поглощения осуществляли согласно имеющимся литературным данным.
Сложности приготовления образцов твердых веществ, которые нерастворимы в обычных растворителях для ИК-спектроскопии, чаще всего возникают при их растирании до мелкодисперсных порошков, обрзующих суспензии в вазелиновом масле и в бромиде калия. В обоих случаях цель состоит в создании однородного распределения частиц в луче, снижении рассеивания и в улучшении пропускания света взвешенными частицами в среде, имеющей близкий с образцом показатель преломления (иммерсия).

Суспензии в вазелиновом масле. Малое количество вещества (не более 0,5 - 2 мг) растирали в тонкий порошок, смешивали с вазелиновым маслом, полученную однородную пасту аккуратно наносили на солевое окно и раздавливали в тонкий слой вторым окном. 

Таблетки с KBr. Прокаливали бромид калия в течении часа в сушильном шкафу при температуре 130°С. Тщательно перемешивали тонкоизмельченную пробу с порошком KBr с последующим прессованием смеси в пресс-форме, в результате чего получали прозрачную или полупрозрачную таблетку. 

Модель ацетаминовена создавали в программе Assure ID при помощи метода SIMCA. Сравнение образцов с этанолом производим на приборе Perkin Elmer Spectrum 100 N.

Результаты
Для разработки метода экспресс-анализа парацетамола был выбран в качестве эталона один из образцов, строение и чистота которого были доказаны комплексом методов анализа. Качество субстанции парацетамола регламентируется фармакопейной статьей ФС 42-0268-07 ГФ XII издания (7). 

Для проведения анализа таблетки парацетамола предварительно измельчали в ступке. 4-Гидроксиацетанилид из лекарственного препарата экстрагировали ацетоном, не растворившуюся часть отделяли фильтрованием. Ацетон из фильтрата испаряли, получили белый порошок с температурой плавления 169-171оС (требования ГФ 168-172оС). При встряхивании 0.1 г субстанции с 10 мл воды и добавлении 0.5 мл 3% раствора хлорида железа (III) появлялось сине-фиолетовое окрашивание, что свидетельствует о наличие фенольного фрагмента.

Подлинность образца парацетамола была подтверждена методом ИК-спектроскопии. ИК спектры снимали в виде суспензии в вазелиновом масле и таблеток с бромидом калия. Для этого, предварительно надо было приготовить “таблетку” из данного вещества с бромидом калия. В агатовую ступку добавляли бромид калия (KBr) и растолчённый ацетаминофен в соотношении 9:1. Около 4-5 минут перемешивали до  однородной массы. Создавали таблетку с помощью ручного пресса. Помещали её в ИК спектрометр и снимали спектр (рис.1а). 

Для приготовления суспензии парацетамола в вазелиновом масле засыпали небольшое количество эталона в агатовую ступку, добавляли вазелиновое масло (2-3 капли) и перемешивали до образования однородной суспензии. Затем её вносили в разборную кювету, которую помещали спектрометр и снимали спектр (рис.1б).

а) 





б)
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Рис. 1. ИК спектры парацетамола а) таблетка с KBr, б) в вазелиновом масле

Анализ полученных ИК спектров позволяет идентифицировать следующие функциональные группы парацетамола: O-H, C=O, N-H, -CH3 и -C6H5.

3670 - 3580 см-1 - Гидроксильная группа (-OH);

1709 - 1679 см-1 – Карбонильная группа (-C=O);

3330 - 3070 см-1 - Аминогруппа (-N-H);

2975 - 2950 см-1 - Метильная группа (-CH3);

1600 - 1575 см-1 - Бензольное кольцо (-C6H5).

Для количественного определения парацетамола был использован метод нитритометрии. Точную навеску (0.2512 г) субстанции кипятили с обратным холодильником с 10 мл 50% раствора серной кислоты в течение 1 ч. Содержимое колбы количественно переносили в коническую колбу, разбавляли водой до 80 мл, прибавляли 1 г бромида калия и титровали стандартизированным раствором нитрита натрия. Конец титрования устанавливали по йодкрахмальной бумаге. Усредненные значения трех опытов содержания парацетамола составили 99.92% (требования ГФ 99.9-101%).

В качестве метода экспресс-анализа для таблеток парацетамола предложена БИК-спектроскопия. В качестве эталона был использован образец лекарственного средства парацетамола, строение и чистота которого нами были доказаны ранее.

Для данного образца были сняты спектры в ближней инфракрасной области и построена хемометрическая модель, в результате использования которой истинные препараты парацетамола воспринимаются как «свои», а фальсифицированные – как «чужие». 

С целью использования полученной модели для определения качества парацетамола были закуплены в разных аптеках г. Ярославля и пригорода образцы данного препарата. Порошки растолчённых таблеток парацетамола различных производителей были исследованы методом БИК-спектроскопии и с использованием полученной хемометрической моделью. В результате проведенного исследования было установлено, что практически все образцы парацетамола являются качественными препаратами. Данный вывод был сделан на основании определения расстояния Махаланобиса, которое показывает степень сродства веществ (для исследованных веществ значения лежат от 1,259 до 4,335, допустимая погрешность до 5,0). Примеры полученных БИК спектров качественных образцов парацетамола представлены на рис. 2.
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Рис.2. БИК спектры парацетамола: зеленый – эталон, красный – анализируемый образец

Только в одном случае нами был обнаружен фальсификат. Этот вывод был сделан в результате сравнения БИК спектров образца и эталона (рис.3) и определения расстояния Махаланобиса (29,538). 
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Рис.3. БИК спектр фальсификата парацетамола:

зеленый – эталон, красный – анализируемый образец

Заключение

Таким образом, в результате выполненной работы предложен эффективный метод экспресс-анализа для таблеток парацетамола методом БИК-спектроскопии. Для данного препарата построена хемометрическая модель, в результате использования которой истинные препараты воспринимаются как «свои», а фальсифицированные – как «чужие». Полученная модель была использована для определения качества парацетамола, приобретенного в разных аптеках г. Ярославля и пригорода. В одном случае выявлен фальсификат парацетамола.
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