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l. Wprowadzenie

Rosmice zainteresowanie analizekow, wynikajce z jej roli w kontroli jakéci
farmaceutykéw oraz w wykrywaniu i identyfikacji seko pogtych srodkow biologicznie
czynnych w materiatach i organizmach ludzi orazexwi (srodki psychotropowe, anaboliki,
kontrola dopingu sportowego...) spowodowato coragstsze pojawianie sitej tematyki w
ofercie edukacyjnej i coraz silniej odczuwalny bpaddiecznikow doéwiczen laboratoryjnych
Z tej dziedziny.

Podczas gdy dagine § na rynku ksigarskim pozycje stanowte wystarczagcy
materiat referencyjny do prowadzenia efajpaswieconych synteziesrodkdw leczniczych,
trudno znalé¢ podrcznik, ktory stanowitby dobre odniesienie dlacZag analizy chemicznej
substancji czynnych farmaceutykéw, zaréwno jedjaix-j wielosktadnikowych.

Analiza substancji leczniczych z uwagi na iclim@rodnd¢ postaci farmaceutycznych i
niejednokrotnie zkpong budowe chemiczi jest czsto duym wyzwaniem dla chemika,
wymagajcym od niego wszechstronnego przygotowania teaxaggo i eksperymentalnego.
Glowng intench przyswiecapca tworzeniu tego podcznika bylo nauczenie studentéw
podstaw samodzielnego wyboru wdave] metody analitycznej, a naphie sprawnego
przeprowadzania analizy identyfikacyjnej substanciiynnych lekow. Uznayny, ze
najbardziej wartéciowym podejciem do zgtbiania tych niewtpliwie ztozonych zagadnie
bedzie wykorzystanie znajomda istotnych elementéw struktury chemicznej badéanyc
zwiazkéw oraz ich wiéciwosci fizykochemicznych. §t, w zastosowanym w pagizniku
podziale srodkéw leczniczych przgjo za podstaw (procz wydzielonej grupy witamin)
budowe chemiczia opisywanych zwizkow (alkaloidy, sulfonamidy, tetracyklinyp-
laktamy...). Dodatkowo, konsekwencjakiego zat@enia jest sporadyczne pojawianie &
tresci podrcznika informacji o substancjach farmaceutycznyétuanie wycofanych w
Polsce z lecznictwa, lecz bardzaytecznych z dydaktycznego punktu widzenia. Czykeini
pewndcia zauway takze wyjatkowo szerokie potraktowanie rozdziatu dotyozgo analizy
alkaloidow, ktore z uwagi na swe niezwykle zriowanie chemiczne stanawicenny
materiat dotwiczen, zwlaszcza z zakresu porownawczej analizyekove;.

Przy opracowywaniu téei naszego podcznika przygtysmy zataenie, ze studenci
opanowali podstawy chemii organicznej, a zwlaszzagadnienia zwzane z zatenoscia
pomicdzy budow a wiaciwosciami fizykochemicznymi zwizkOw organicznych oraz

przebiegiem najwaniejszych mechanizmow reakcji.



Opracowany przez nas pedenik omawia zagadnienia szerokogtej analizy chemicznej
lekow jednosktadnikowych, zwanych inaczej lekamogtymi. Zagadnienia zwtane z
analityka chemiczia lekow zawierajcych w swym skladzie co najmniej dwie substancje
czynne, czyli tzw. lekébw zimnych, zostam omowione w odibnej pozycji wydawniczej
naszego autorstwa, jaka ukaskt na rynku ksigarskim niebawem.

Tres¢ niniejszego podicznika stanowi podstayndo prowadzeniawiczen obejmujcych:

» ustalanie tésamdci i czystagci substancji leczniczej na drodze analizy chemegzn

chromatograficznej i spektralnej;

* analiz jakosciowa znanego leku i iléciowe oznaczanie w nim zawastd substanciji
leczniczej;

» projektowanie toku oraz przeprowadzanie analizyodelowej polegajcej na
rozr&nianiu kilku zwhzkow biologicznie aktywnych, ktore nate do jednej grupy
strukturalnej (np. barbituranow, steroidéw, peptydtetracyklin).

Zawarta¢ podrcznika postanowi§my dodatkowo poszerzyo rozdziat dotyczcy bada
wstepnych w chemicznej analizie zywkow organicznych, ktérej nie ma w programie wielu
studiow oraz rozdziat zwkle omawiajcy podstawy wybranych metod analizysdmwej.

Mamy nadzieg, ze podecznik ten utatwi studentom zggianie i przyswajanie nietatwej i
obszernej wiedzy z zakresu analizy lekow.

Chciatyby¢my réwnoczénie podzekowat studentom, ktorzy jako pierwsi ,przecierali
szlak” przedmiotow dotyexych chemii lekow na Wydziale Chemii Uniwersytetdafskiego
za ich wkiad w testowanie niektérych procedur ikogia Bedziemy te ogromnie wdziczne
tym, ktoérzy swoimi uwagami krytycznymi zechcpomoc wyeliminowéa biedy czy
niedoskonatéci tego wydania podcznika.

Autorki.



I. Badania wsgpne w chemicznej analizie zvizkOw organicznych

Wigksza¢ substancji czynnych zawartych w stosowanych w rietwie srodkach
farmaceutycznych to zazki organiczne. W niniejszym rozdziale zostaraprezentowane
podstawowe metody ich wginej klasycznej analizy jakoiowej. Wszystkie podane tutaj
informacje dotyczy beda pojedynczych substancji w stanie czystym, tznsguxji czynnych
wyodrebnionych z masy leku, sktadnikbw recepturowych, ss#iéw farmaceutycznych,
produktow rozktadu lekéw itp...

Przed przysipieniem do analizy zwkku organicznego czy ustalaniazéamdci
substancji leczniczej nalg ocent jej wiasciwosci fizyczne (stan skupienia, barwa, zapach),
wykona prolke spalenia, ocefi rozpuszczalni& i dokon& analizy elementarnej po
przeprowadzeniu zwiku w pohczenia jonowe (stopieniu z sodem). Najpowszechniej
wystepujacymi w zwigzkach organicznych pierwiastkami: svegiel, wodor, tlen, azot, siarka i
chlorowce, z ktorych jedynie tlen nie by oznaczony bezgeoednio, a oznaczenieggla i
wodoru zwykle pomija g z uwagi na ich powszechne wysbwanie w zwizkach

organicznych.

1. Prbby spalania

Dowodem organicznego charakteru gzkiu jest zachowanie gipodczas ogrzewania
na porcelanie, platynie lub innym niereaktywnym ahe{(np. niklu).

Jeili umieszczona na blaszce platynowej lub w tygigbkucelanowym substancja pod
wptywem stopniowego ogrzewania do ciemnegaaru topnieje, zwgla skt i spala (zwazki
aromatyczne palsi¢ charakterystycznym, kopcym ptomieniem), to prawdopodobnie jest ona
substangj organiczia. Nie ulegag spaleniu substancje bardzo tatwo sublipej tatwo lotne i
rozktadajce s¢ w podwyzszonej temperaturze. Bez stopienia i wypego spalania zyglaja
sie czesto sole amin, kwasow i fenoli.

J&ili podczas ogrzewania na blaszce substanciglanst lub spala, ale po wyptaniu
pozostaje popiot o barwie x0ej od czarnej wskazuje to na obeghanetalu w zwizku
organicznym. Biala, silnie alkaliczna pozostétopo wypraeniu mae wskazywé na
obecnd¢ w probce potasu, sodu lub wapniéita — na bizmut lub otéw, brunatna —relazo,
z0lta podczas pegnia, a po ostygeciu biata — na tlenek cynku. Substancje nieorgar@aze
zweglaja si¢ i nie pah.

Cennych wskazéwek podczas badavsigpnych analizowanych prébek mpg

dostarczy tzw. préby ptomieniowe. Podczas ogrzewania warto zwraaavag na kolor



uzyskiwanego ptomienia. | tak na przykiad: sole o€l potasowe i wapniowe bagwi
ptomiei odpowiednio nazéito (Na), fioletowo (K') i ceglasto (CZ). Zwiazki organiczne
zawierapce chlorowce (nie fluor) podczas ogrzewania naidraogedzianym (oczyszczonym,
wyprazonym) barwa ptomier na kolor zielony (jodek) lub zielononiebieski (atek, bromek),
pochodzacy od tworacych st halogenkow miedzi. Proba ta jest tylko orientaayjgdy. wiele
zwiazkéw organicznych niezawiesglych fluorowcéw (np. pochodne pirydyny, chinoliny...)

takze barwi w tych warunkach ptonfie

2. Badania rozpuszczalngci

Oznaczenie rozpuszczakod badanej substancji w wodzie oraz roacEonych
wodnych roztworach kwaséw, zasad i dgkwaych soli pozwala poziajej wiasciwosci
hydrofilowe/hydrofobowe oraz charakter kwasowo-dasay. Proby rozpuszczalbo
przeprowadza siw temperaturze pokojowej, wytizgapc ok. 30 mg badanej substancji z 1 ml
okreslonego rozpuszczalnika. Podstawowymi rozpuszczammiknieorganicznymias woda,
roztwér wodorotlenku sodu (5%), roztwor wodokglanu sodu (5%) i kwas solny (5%).
Substancje krystaliczne przed badaniem ich rozpadadgci nalery doktadnie sproszkowa
(np. w matym madzierzu).

Woda rozpuszcza zwaki o charakterze hydrofilnym: alkohole wielowodtemowe,
cukry, niektére aminokwasy, hydroksykwasy izmégo typu sole. Odczyn powstatego
roztworu dostarcza informacji o chemicznym chanaddadanego zazku.

Rozpuszczaln@ w roztworze wodorotlenku sodu wynika zwykle z twemia soli
sodowych przez kwas karboksylowy, fenol czy imidalB rozpuszczalrdgi w roztworze
NaHCGQ; pozwala wyselekcjonowaz tych zwiazkoéw stabe kwasy, jak np. niepodstawione
silnie elektroujemnymi grupami fenole, laktamy cawidy, ktére § w tych warunkach
nierozpuszczalne.

Rozpuszczaln@d w kwasie solnym wskazuje na zki o charakterze zasadowym, np.
aminy.

Dla potrzeb analizy zwekéw organicznych przyjmuje eitez czesto system
wprowadzony przez Shrinera, Fusona i Curtina, ktéryprzyblzony sposob pozwala na
zakwalifikowanie badanej substancji do jednej zedaciu grup rozpuszczaldoi. Poniszy
schemat przedstawia zyzty algorytm posfpowania przy oznaczaniu grupy rozpuszcz&dno

nieznanego zweku organicznego.
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Rys.1. System ustalaniea grup rozpuszcZalrmwiazkdéw organicznych wg Shrinera, Fusona i Curtina

Grupa E1 obejmuje zwazki niskocasteczkowe, rozpuszczalne w wodzie i w eterze
etylowym, zawierajce do p¢ciu atomow wgla:
. zawierajce tylko wegiel, tlen i wodor: alkohole, aldehydy, ketony, laya
karboksylowe, bezwodniki, estry, etery, polihydrgiiesole;

. zawierajce azot: aminokwasy, aminy, amidy, aminofenolepfénole, nitrokwasy;
. zawierajce fluorowiec: fluorowcofenole, fluorowcokwasy;
. zawierajce siarle: merkaptany, tiofenole, heterocykliczne zeki siarki.

Grupa E2 obejmuje zwazki rozpuszczalne w wodzie, lecz nierozpuszczalnetevze

etylowym (gtéwnie zwizki o wigckszej ilasci grup polarnych):

. zawierajce tylko wegiel, woddr i tlen: hydroksykwasy, polihydroksykwas
najprostsze cukry, kwasy di- i wielokarboksylowe;

. zawierajce metale: sole kwasow karboksylowych i fenoli;

. zawierajce azot: sole amoniowe kwasOw organicznych, amidyginafenole,
aminokwasy, nitrokwasy, semikarbazydy, mocznilemskarbazony;

. zawierajce fluorowce: fluorowcoalkohole, fluorowcokwasy,udrowcoaldehydy,
halogenki acylowe — ulegahydrolizie;

. zawierajce siarle: merkaptany, kwasy sulfonowe;

. zawierajce azot i fluorowce: sole amin i fluorowcokwasow;
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. zawierajce azot i siark kwasy aminosulfonowe, kwasy cyjanosulfonowe, kwas
nitrosulfonowe, siarczany(VI) stabych zasad.
Grupa Kwl obejmuje silne kwasy - zwazki nierozpuszczalne w wodzie, lecz

rozpuszczalne w wodnych 5% roztworach wodorotlestau i wodorowglanu sodu:

. zawierajce tylko wegiel, wodor i tlen: kwasy karboksylowe i bezwodniki

. zawierajce azot: aminokwasy aromatyczne, nitrokwasy, potfenole, cyjanokwasy;
. zawierajce fluorowce: fluorowcokwasy, polifluorowcofenole;

. zawierajce siark: kwasy sulfonowe i sulfonowe, merkaptany;

. zawierajce azot i siark sulfonamidy, nitrotiofenole;

. zawierajce siark i fluorowce: fluorowcosulfokwasy.

Grupa Kw2 obejmuje stabe kwasy - zywki nierozpuszczalne w wodzie i w wodnym
5% roztworze wodorogglanu sodu, lecz rozpuszczalne w wodnym 5% roztevorz
wodorotlenku sodu:
. zawierajce tylko wegiel, wodor i tlen: niektére bezwodniki kwasowendde, enole;
. zawierapce azot: amidy, aminokwasy, nitrofenole, imidy, aafenole, cyjanofenole,

nitroalkany, oksymy;

. zawierajce fluorowce: fluorowcofenole,niektére halogenkidsawe;
. zawierajce siark: niektore merkaptany, tiofenole;
. zawierajce azot i siark alkilo- i arylosulfonamidy, aminotiofenole, tioady, kwasy

aminosulfonowe;

. zawierajce azot i fluorowce: polinitrofluorowcayglowodory aromatyczne,
podstawione fluorowcami fenole.

Grupa Z obejmuje zwazki o charakterze zasadowym i amfoterycznym -azWii
nierozpuszczalne w wodzie i w wodnym 5% roztworzelerotlenku sodu, lecz reagog z
5% kwasem solnym: aminy, aminokwasy, arylohydrazjhi-dialkiloamidy.

Grupa R obejmuje substancje o charakterze otmym - zwhazki nierozpuszczalne w
wodzie, 5% kwasie solnym i 5% roztworze wodorotieskdu:

. zawierajce azot: amidy, nitrozweki, zawieragce elektroujemne podstawniki aminy
aromatyczne, nitryle, nitrozo-, hydrazo — i azazki;

. zawierajce siarle lub azot i1 siark: sulfony, sulfonamidowe pochodne amin
drugorzdowych, merkaptany, rodanki, izorodanki, tioetgrgchodne tiomocznika.

Grupa O1 obejmuje substancje o charakterze etmym - zwiazki nierozpuszczalne w

wodzie, lecz rozpuszczalne watkwasie siarkowym i 85% kwasie fosforowym: zawjeca
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nie wiecej niz dziewké¢ atomow wegla alkohole, aldehydy, metyloketony, estry, ketony
pierscieniowe.

Grupa O2 obejmuje substancje o charakterze etogjm - zwhzki nierozpuszczalne w
wodzie i w 85% kwasie fosforowym, lecz rozpuszcealw stz. kwasie siarkowym:
zawierajce ponad dziewt atomow wgla alkohole, aldehydy, metyloketony, estry, ketony
pierscieniowe, etery, wglowodory nienasycone, alkilowane ¢glowodory aromatyczne,
bezwodniki, laktony, bezwodniki, chlorki kwasowéjmony, acetale.

Grupa N obejmuje substancje o charakterze otmym - zwhazki nierozpuszczalne w
wodzie ani t¢ w zadnym z rozpuszczalnikbw reaktywnych. Naleu take alifatyczne
weglowodory nasycone i aromatyczne oraz ich fluoromiquochodne, diaryloetery.

Podczas eksperymentalnych prob kwalifikowania gankbstancji do ok&onych grup
rozpuszczalnéei nalery stale mié na uwadze faktze maj one tylko warté¢ orientacyjm,
choci&z w wickszaci przypadkéw niewtpliwie utatwiap dalsze pospowanie
identyfikacyjne. Tok analizy natg przede wszystkim opiefa na okréleniu
charakterystycznych grup funkcyjnych, a rozpuszuzél traktowa jako wiaciwos¢ mniej
istotrp. OmOowienie i sposoby przeprowadzania reakcji dttargstycznych pozwalagych na
wykrycie podstawowych grup funkcyjnych, wggtijacych w zwazkach organicznych, mioa
znalez¢ w wielu dost¢pnychzrédtach literaturowych, jak np. [1, 2, 7-10]. Baiezspecyficzne,
czy mniej znane proby analityczne &fce identyfikacji ugrupowaspotykanych w strukturach

substancji leczniczych zostaprzedstawione w dalszych rozdziatach niniejszempguznika.

3. Jakaciowa analiza elementarna (oznaczanie azotu, siarkiuorowcéow)

Najlepszym sposobem przeksztatcenia azlii organicznego w rozpuszczalne w
wodzie sole nieorganiczne jest stapianie z nadmia@du.

. . temp.
Zwigzek organiczny iNa —2P NaCN + Na,S + NaX + NaOH
(zawierajgcy C, H, O, N, S, X) .
(gdzie X - fluorowce)

Wykonanie proby:

Do matej cienkéciennej amputki/probowki wprowadzagdirytkg metalicznego sodu o wielka ziarna
pieprzu i odrobin substancji (10-20 mg), po czym ogrzewa sfopniowo, najpierw tagodnie (#wiecacym
ptomieniu palnika) w celu stopienia sodu i utlwienia jego reakcji z badanprébla (bez jej zwglania!),
pézniej az do temperatury czerwonegaru. Rozarzory amputle wrzuca s¢ nastpnie do zlewki/parownicy z ok.
10 ml odjonizowanej wody (stroznie! Moze nasipi¢c maly wybuch; wszystkie czyn&o winny by
przeprowadzone w okularach ochronnych, pod digestr Po gknieciu amputki i zakéczeniu reakcji z sodem
przezroczysty i bezbarwny roztwér praeza s¢ i dzieli na trzy czsci przeznaczone do badania na obé&éno
azotu, siarki i fluorowcéw.

Jezeli substancja jest bardzo lotna i odparowuje &zybko podczas grzania probowki riglg¢a przed
stapianiem z sodem utkzap. z sacharazlub glukoz.
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3. 1. Wykrywanie obecndci azotu

Proba Lassaigne’a:
Wykonanie préoby:

Do ok. 1 ml roztworu uzyskanego po stopieniu z sodedaje si krysztalek lub kilka kropli nasyconego
roztw. siarczanuelaza(ll), ogrzewa do wrzenia i dodaje rozc. kwsistkkowego do uzyskania odczynu kwago
i rozpuszczenia wodorotlenkégelaza. W przypadku obecsw azotu w badanej prObce powstaje niebieskawe
zabarwienie lub osaddHitu pruskiego czyli heksacyjanelazianu(ll)zelaza(lll).

Konieczne do reakcji jony Eepowstaj wskutek utlenienia powietrzem goego
roztworu alkalicznego soli Bé
6 NaCN + FeSO, — Nay[Fe(CN)e]
Nas[Fe(CN)g] + 2 Fex(SOy4); — Fey[Fe(CN)glz + 6 Na,SO,
bkkit pruski
Jezeli substancja zawiera siatkwOwczas po rozpuszczeniu siarczaelaza(ll) wytgca se
czarny osad siarczkizelaza(ll). Ogrzanie do wrzenia i zakwaszenie ragmdenym kwasem

siarkowym powoduje jego rozpuszczenie i utworzemidtekitu pruskiego.

3.2. Prbéby na obecnxé siarki
Obecnda¢ siarki mana wykry za pomosg jednej z dwu metod:

* Reakcja z octanem otowiu(ll)

Wykonanie proby:
Do ok. 1 ml roztworu po stopieniu z sodem, zakwasgod kwasem octowym dodaje: diilka kropli octanu
otowiu. W przypadku obecioi siarki wytmca st czarny osad siarczku otowiu.

» Reakcja z nitroprusydkiem sodowym
Wykonanie proby:
Do ok. 1 ml roztworu po stopieniu z sodem dodage2sB kropleswiezo przyradzonego 0,5% roztworu
nitroprusydku (pentacyjanonitrozylelazianu) sodu. W przypadku obeécio siarki powstaje krétkotrwate
purpurowe zabarwienie.

Na,S + Naz[Fe(CN)5NO] — Na4[Fe(CN)5NOS]

3.3. Wykrywanie i identyfikacja fluorowcow
Obecndé¢ fluorowcdw mana orientacyjnie stwierdziza pomog proby Beilsteina — patrz
préby ptomieniowe (rozdz. 11.1.).

* Préba z azotanem(V) srebfaykrywanie obecrigi fluorowcow)
Wykonanie préoby:
Cz$¢ przegczu uzyskanego po stapianiu z sodem zakwagzeostieiczonym kwasem azotowym(V)
(jesli zwiazek zawiera azot lub siafkto zakwaszony roztwor nale ogrzewé kilka minut w temperaturze
wrzenia (zagzy¢ do potowy obgtosci), aby usum¢ cyjanek lub siarczek sodowy, ktére iekreaguj z
azotanem(V) srebra. A naphie do roztworu dodajeesiv nadmiarze 10% wodnego roztworu azotanu(V) stebra
W przypadku obecrigi fluorowca powstaje natychmiast osad halogenkbrsr.
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* Rozpoznanie rodzaju fluorowca

0o Badanie halogenkow srebra
Wykonanie préoby:

Wytracony osad halogenku srebra (patrz poprzednia prohadE 1-2 ml rozciéczonego (ok. 10%)
roztworu amoniaku. 38 osad jest bialy i rozpuszczalny w roztworze ai&u, to oznaczanym chlorowcem jest
chlor, jeli osad jestzoOttawy i daé¢ trudno rozpuszczalny — brom, asljeciemnazotty i praktycznie
nierozpuszczalny — jod.

0 Reakcja z waglchlorowg w obecngci chloroformu
W probie tej, przeprowadzanej w roztworze dwufazewivodno-chloroformowym),

obecne w przeszu otrzymanym po stapianiu probki z sodem jongdage s¢ utlenianiu za
pomoa wody chlorowej. Obserwuje izabarwienie warstwy organicznej. W pierwszej
kolejnasci woda chlorowa utlenia jony jodkowe do wolnegalyp ktéry zabarwia warsiwv
chloroformows na fioletowo, po czym nagiuje reakcja nagpcza utlenienia jodu do

bezbarwnego jodanu.

Cl, + 2I' — I, + 2CI’
l, + 5Cl, + 6H,0 — 2105 + 10ClI" 12H"
W przypadku obecrici w analicie jonéw bromkowych w naphej kolejndci

nastpuje ich utlenianie pod wptywem wody chlorowej dmtou, w wyniku czego warstwa

chloroformowa przyjmuje bamgwod z6ttej do brunatnej (zakmie od s¢zenia bromu).
Cl, + 2Br — Br, + 2CI

Wykonanie préoby:

Roztwér po stopieniu z sodem zakwasza lsivasem siarkowym, dodaje 2-5 kropli chloroformu, a
nastpnie, wstrasapc, dodaje s po kropli swiezy roztwor wody chlorowej. Zabarwienie warstwy orgamej
wskazuje na rodzaj fluorowca: bezbarwna — chbgditobrunatna — brom, purpurowa — jod, purpurowa
przechodzca wzéttobrunata — brom i jod.

0 Préba cyrkono-alizarynowa - wykrywanie fluoru
Wykonanie proby:

Mocno zakwaszankwasem octowym prokekroztworu po stopieniu z sodem ogrzewa b wrzenia,
zagszczajc roztwér do ok. potowy obfosci. Po ozgbieniu, kropé roztworu nanosi gi na papierek
wskaznikowy cyrkono-alizarynowy S. Zmiana barwy papiegkazerwonej naotta wskazuje na obecké fluoru
(duze ilosci siarczanéw i fosforanow zafatszowuygrzebieg proby).

Papierki wskanikowe cyrkono-alizarynowe przygotowanie:

Suchy bibuke filtracyjna nasyca s 5% roztworem azotanu(V) cyrkonu w 5% kwasie solnympo
wysuszeniu zanurza w 2% wodnym roztworze soli s@jduwasu alizarynosulfonowego (alizaryna S). Nasie
czerwor bibuk ptucze st woda, az poptuczyny stamsiec bezbarwne i suszy na powietrzu.

o Préba eozynowa - wykrywanie bromu

Pod wptywem tlenku otowiu(lV) wsrodowisku kwasu octowego obecne w parzsi
po stapianiu z sodem jony bromkowe utlepiajc do wolnego bromu, ktéry nagnie w
reakcji z fluoresceindaje czerwony barwnik — eozyn
Wykonanie préoby:

Do umieszczonego w probowce, zakwaszonego kwase&wwm roztworu po stapianiu z sodem dodaje

sie odrobire tlenku otowiu(lV), u wylotu probowki umieszcza katek bibuty nasycony fluorescain roztwér
tagodnie ogrzewa. d& substancje zawierata brom, papierek wslowy barwi s¢ na r&owo (powstaje
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eozyna). Fluoresceinowy papierek wakiiowy otrzymuje si zanurzajc bibuk w rozc. etanolowym roztworze
fluoresceiny. Wysuszony papierek wgkikowy ma barw cytrynows.

2 NaBr + PbOZ + 4 CH;COOH — Br, + (CH3COO)2Pb + 2 CH;COONa + 2 H,O
Br Br

® ©)
HO O\ OH HO O\ OH
4 Br,
—_—
7 Br o Br
€] €]
l COO ! COO

fluoresceina eozyna

Rys. 2. Préba eozynowa

 Prbéba na obecn czynneqo fluorowca

Niektoére substancje zawiegag tzw. ruchliwy atom fluorowca (np. fluorowiec my
czy obecny np. w pozycji benzylowej) reagbepzpdrednio z roztworem azotanu srebra iadaj
(zwykle po ogrzaniu) osad odpowiedniego halogenkebrs, nierozpuszczalny w
rozcienczonym kwasie azotowym(V).

Wykonanie proby:
Badan substang (ok. 50 mg) rozpuszczaesiv wodzie/etanolu, zakwasza kilkoma kroplami 5% &wa

azotowego(V) i zadaje 1% etanolowym roztworem amotsrebra i ewentualnie delikatnie ogrzewa. Povistan
osadu halogenku sreb$wiadczy o obecriei w zwiazku luzno zwihzanego chlorowca.
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lll.  Wybrane metody analizy ilgsciowej srodkow leczniczych
Do podstawowych metod stosowanych w analizigcitiwej zwizkéw organicznych naig:
* metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne;
* metody alkacymetryczne;
* metody redoksymetryczne, w tym oznaczenia jodoroetry, bromianometryczne,
cerometryczne i manganometryczne;
* metody stceniowe, np. oznaczenia argentometryczne;
* metody kompleksometryczne;
* 0znaczenia elektrometryczne, np. miareczkowanie erpdmetryczne,
konduktometryczne czy amperometryczne;
* metody polarymetryczne;
* metody fluorymetryczne.
Poniej zostan omowione jedynie niektore z nich. Wybor zostat yiddwany potrzebami

analizysrodkdéw leczniczych prezentowanej w niniejszym godniku.

1. Oznaczenia spektrofotometryczne

Spektrofotometria jest dzialem fotometrii obejaomym pomiary nagzenia linii
widmowych widm ranych substancji lub wyznaczanie charakterystyczngizh substancji
krzywych absorpcji lub transmisji (przepuszczani@bejmuje ona obszar widmowy od
nadfioletu do podczerwieni. Boiowo, promieniowanie przepuszczone przez roztwosuje
transmitancja (T), wyrazajaca s¢ stosunkiem natenia swiatta przepuszczonego:)(ldo
natzenia s$wiatta padajcego (b), natomiast promieniowanie zaabsorbowane opisuje
absorbancja(A), stanowaca logarytm dziegtny z odwrotnéci transmitancji.

T=1d1, A=Igl/li=1lgl/T=-1gT
Jako metoda analityczna spektrofotometria wykorggspomiary absorpcji promieniowania
monochromatycznego, uzyskiwanego e#zi zastosowaniu w aparatach, zwanych
spektrofotometrami, odpowiedniego pryzmasdhsiatek dyfrakcyjnych.

Jedrn  z najstarszych metod instrumentalnych w analizibentczne] jest
spektrofotometria w zakresie nadfioletu i promievamia widzialnego (UV/Vis), ktorej
przedmiotem bada s widma elektronowe. Przagjia elektronowe bada ¢sizwykle w
zwiazkach  organicznych lub w  kompleksach metali d-etidwych. Ich
prawdopodobigstwo jest mocno zémicowane i okréaja je reguty wyboru decydage o tym,

czy dane przégie jest dozwolone (konieczna m.in. zmiana momeiipolowego casteczki)

17



czy zabronione. Zgodnie z prawami Lamberta-Beenmay ratazeniu zerowej absorpcji
rozpuszczalnika, absorbancja proporcjonalna jestselzenia roztworu absorbagego (c;
mol/dnT) i grubdici warstwy roztworu (I; cm), a wspétczynnik propjomealngici zwany jest
molowym wspo6itczynnikiem absorpcije)(i w zaleznosci od prawdopodobiestwa przejcia,
osikga wartdci rzedu 1-13 dm® mol* cmi™.
A=¢lc
Absorpcja roztworu wielosktadnikowego rownag ssumie absorbancji poszczegolnych
sktadnikow (1l prawo Lamberta-Beera; prawo addytgien  absorpcji):
A=A+ A+ ... Ay,
gdzie: A, Ay, ..., AySa absorbancjami poszczegolnych skiadnikow.
Metody spektrofotometrycznea sszeroko wykorzystywane w analizie lekow. Badania
absorpcji wykonuje gizwykle metod bezpdredns, czyli rozpuszcza sibadany zwjzek w
odpowiedniegj ildci rozpuszczalnika i dokonuje pomiaru, a naste wyznacza gisktzenie w
oparciu o znany wspotczynnik absorpcji przy dkoeej diugdci fali. Rzadziej wymagane jest
sporadzanie krzywych wzorcowych absorpcji i kalibracji.
W analizach farmaceutycznychesto zamiast molowego wsp6iczynnika absorpjispotyka

si¢ wspotczynnik procentowy ¥ odpowiadajcy absorpcji roztworu jednoprocentowego (19

substancji absorbagej w 100 ml roztworu), o grukoi warstwy 1 cm. Znajomgé E*

lcm

pozwala na szybkie obliczenie&tnia wagowo-procentowego w oparciu o pomiar abgorpc
kuwecie o grubgi 1 cm, przy tej samej dtuga fali, przy ktérej wyznaczono £ .

Kolorymetria, stanowica podwaliny spektrofotometrii, jest techqi&nalityczm stuzaca
do okrélania stzenia roztworéw barwnych za pompowizualnego poréwnania intensyw4td
barwy roztworu badanego z intensywoaia barwy wzorca. W kolorymetrii wykorzystujegsi
liniowa zaleznos¢ absorpcji promieniowania widzialnego odgz&nia roztworu grawo
Lamberta-Beera). Wyrdznia skt nastpujace metody kolorymetryczne:

+ metode serii wzorcOw - probke badam poréwnuje s z zestawem wzorcow w
probéwkach kolorymetrycznych zawiegeych roztwory badanej substancji w
okreslonych stzeniach lub ze skalbarw we wzorniku.

« miareczkowanie kolorymetryczne - do odpowiedniego rozpuszczalnika dodaje si
substang oznaczaa tak dilugo, a barwa roztworu zréwna iz barwa roztworu
oznaczanego.

« 0znaczenia steniaw kolorymetrach, wykorzystugce liniowa zaleznos¢ pomkdzy

intensywnd@cia zabarwienia a gruldoia warstwy roztworu.
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Obecnie metody kolorymetryczne zostaly w znacznégrze wyparte przez obiektywn
analiz spektrofotometryczn Miniaturowe podgczne zestawy kolorymetryczne z tabelami
barw wykorzystywaneasw warunkach pozalaboratoryjnych. Powszechnie stasa jest do
szybkiego oszacowania pH roztworow za pognwgskalowanych papierkow wskaikowych.

2. Oznaczenia alkacymetryczne

llosciowe oznaczenia leczniczych substancji czynnychcharakterze kwaaym lub
zasadowym wykonuje @i czsto przez miareczkowanie alkacymetryczne, tzn. zprze
miareczkowanie mianowanymi roztworami kwasow (acydiria) lub zasad (alkalimetria). W
praktyce alkacymetrii wytia sk trzy typy miareczkowania:

« miareczkowanie mocnych kwasow i mocnych zasad

« miareczkowanie stabych kwaséw i stabych zasad

« miareczkowanie kwasow i zasad améj mocy.
We wszystkich przypadkach titrantem (roztworem wpkaaym) jest roztwdr mocnego kwasu
lub mocnej zasady. Nie stosuje sihiareczkowania roztworami stabych kwasoéadbstabych
zasad. W zalmosci od rodzaju powstagej soli odczyn srodowiska w punkcie
rownowanikowego zobajtnienia jest obajny lub w przypadku soli hydrolizagych —
kwasny lub zasadowy. Odczyfrodowiska decyduje o doborze wshki&a w celu ustalenia
punktu réwnowanikowego zobagjtnienia.

2.1. Oznaczenia alkacymetryczne wrodowisku wodnym

Oznaczenia alkacymetryczne $wodowisku wodnym daj dobre rezultaty tylko w
przypadku zwizkébw o wyragnym charakterze kwaym Ilub zasadowym. Zwiki o
charakterze stabych kwaséw lub zasad nie Kiajrownych wynikow w reakcjach isciowego
zobogtnienia w wodzie z uwagi na hydradizpowstagcych produktow, niestabilne pH
srodowiska i trudnéci w uchwyceniu punktu réwnowaikowego. Zdecydowanie lepsze
rezultaty uzyskuje siw tych przypadkach przy zastosowaniu zamiast wodpuszczalnikow
niewodnych. Wsrodowisku wodnym nie mima tez miareczkowé wielu kwasow czy zasad

organicznych, ktoreasstabo rozpuszczalne w wodzie.

2.2. Oznaczenia alkacymetryczne wrodowisku niewodnym

Podstaw miareczkowania wsrodowisku niewodnym jest teoria Bronsteda kwasow
wyjasniajaca rownowagi kwasowo-zasadowe wmgch rozpuszczalnikach. Rozpuszczalniki

dobiera s}, wiec tak, aby miareczkowany kwas lub zasada byly w tynodowisku
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dostatecznie mocne. Zdoktooddawania #dz przylaczania protonéw (potencjat wymiany
protonowej) mana wyrazé w woltach jako dodatni lub ujemny potencjat kwaséev.

Zgodnie z nim mgna zgrubnie uszeregowawiazki od najsilniejszych kwaséw do zasad:
HCIO4 — H,SO; — HCI — CH3COOH — H,O — RNH, — NaOH

W szeregu tym, licxt od najsilniejszego protonodawcy, kwasu nadchlegoy kady zwiazek
moze oddawé proton wszystkim leacym na prawo od niego. W alkacymetrycznym
oznaczaniu wrodowisku niewodnym wykorzystujeesio do wyboru zaréwno titrantéw, jak i
rozpuszczalnikbw. W acydymetrii stosuje¢ shajczsciej mianowany roztwor kwasu
nadchlorowego w bezwodnym kwasie octowym, w alkatim roztwor metanolanu sodu w
metanolu. W oznaczeniach niewodnych rola rozpusazikZav nie ogranicza giwytacznie do
rozpuszczania substancji miareczkowanej i powsyah produktéw zobejnienia. Réne
powinowactwo rozpuszczalnikbw do protonow wpltywa rérzystne ksztattowanie
wiasciwosci kwasowych/zasadowych oznaczanej substancji.

Rozpuszczalnikistosowane w tym typie miareczkowania dziedirsh:

- aprotonowe niepolarne (weglowodory, chlorowcopochodne eglowodoréw) -
wykazup wiasciwosci réznicujace moc kwasow i zasad, dlategp czesto stosowane
jako sktadniki rozpuszczalnikbw mieszanych; nie wazlp one widciwosci
zwickszapcych moc kwasow i zasad;

- rdznicujace — aprotonowe, ale polarne (aceton, nitrometan) — nie bioudziatu w
reakcji, lecz wplywai w znacznym stopniu na wzajemny stosunek mocy
rozpuszczonych w nich kwasow i zasad,;

« wyrownujace (np. kwas mréwkowy) — kwasy i zasadyzm@&ace s¢ znacznie mog
wykazup w nich zblzoma moc;

« protonodonorowe (np. kwas octowy) — reagujg rozpuszczonymi w nich zasadami
zwickszapc wzgkdnie ich moc i utatwiajc miareczkowanie;

- protonoakceptorowe(np. n-butyloamina, etylenodiamina) — reagrjrozpuszczonymi
w nich kwasami znacznie podngsach wzgkdna moc;

- amfiprotyczne (np. alkohole) — ktére nie #aia sic od wody pod wzgiddem wptywu na
reakcje kwas-zasada, &gi stosuje s je, gdy produkty lub substraty reakcja s
nierozpuszczalne w wodzie, a rozpuszczalne w alkcho

+ mieszane — stosuje s, gdy istnieje potrzeba pgmizenia widciwosci kilku

rozpuszczalnikéw.
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J&li np. w oznaczeniach acydymetrycznych zastosujgky rozpuszczalnik bezwodny
kwas octowy zamiast wody, togdizie on oddawat oznaczanej zasadzie pobrany odikwas
nadchlorowego proton znacznie tatwiet mioda, co mgemy okrali¢ jako ,wzgkdny wzrost
zasadowgéci” oznaczanej substancji. Podobnie, gdy oznaczamyzek o charakterze stabo
kwasnym rozpuécimy w rozpuszczalniku o wkszym powinowactwie do protonéwznivoda,
nastpi tatwiejsze pobieranie pochagzch od niego protondéw, czyli ,wzglny wzrost
kwasowdgci”.

Najczsciej stosowanymi w acydymetrii  rozpuszczalnikamia sozpuszczalniki
protonodonorowe lub aprotonowe. Titrantem jeststz roztwor kwasu nadchlorowego w

kwasie octowym:

HCIO, + CH;COOH — (CH3COOH,) + ClO,

Przyktady acydymetrii vérodowisku niewodnym obrazujéwnania:

RNH, + (CH;COOH,)'ClO, — (RNH3)" ClIO, + CH;COOH

RCOO'Na" + (CH3;COOH,)'ClIO, — RCOOH + NaClO, + CH;COOH

RNH;'NO; + (CH3;COOH,)'ClO, — (RNH;3)'CIO, + CH;COOH + HNO;

Padsrod substancji leczniczych oznaczanych acydymetiigcdwza grupe stanowd sole
zasad organicznych i kwasow chlorowcowodorowych. Wegledu na fakt, # jony
chlorowcowe nie & zdolne do przefria protonu od kwasu octowego, reakcja zetmgnia
musi by poprzedzona wydcaniem jondéw chlorowcowych w postaci niezjonizowamy

halogenkow rci, a wydzielona zasada tworzy zwykle octan, zgednieakgj:
2 (RNHR'R?)*X" + (CH3COO),Hg — 2 (RNHR'R?)CHSCOO™ + HgX,
(RNHR'R?)*CH;COO™ + (CH3;COOH,)*ClO, — (RNHR'R®)'CIO, + 2 CH;COOH
W oznaczeniach alkalimetrycznych najgzdej stosowanym titrantem jest roztwdr metanolanu

sodowego w metanolu.

3.  Oznaczenia redoksymetryczne
Redoksymetria obejmuje zbior technik miareczkowych, gdzie wykaitzje s¢ reakcje, w
ktérych nasfpuje przejcie elektrondw od jednej substancji do drugiej (edluktora do
utleniacza). Redoksymetria dzielg sia:

« oksydymetri¢ - miareczkowanie mianowanymi roztworami utlenigczy

+ reduktometri ¢ - miareczkowanie mianowanymi roztworami reduktoréw
Oksydymetria i reduktometria dzaebic na kilka metod w zafmosci od zwhzku kedacego
titrantem. Do typowych metooksydometrycznychnaleza:

« manganometria- jako utleniacz stosowany jest KMpO

« cerometria - jako utleniacz stosowany jest Ce(3£
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« chromianometria - jako utleniacz stosowany jest®r,0; lub KoCrOy,

« bromianometria - jako utleniacz stosowany jest KBfO
Do typowych metodeduktometrycznych naleza:

« tytanometria - jako reduktor stosujecsiwiazki tytanu(lll) najczsciej TiCls,

- ferrometria - jako reduktor stosowany jest roztwor FeSO
W poréwnaniu z reakcjami jonowymi reakcje ,red-ok®’zebiegaj wolniej i wymagag na
0got diuzszego czasu do wykonania oznaczenia.

Do ustalenia kicowego punktu miareczkowania stosuje diva rodzaje wskanikow:
wskazniki specyficzne i wskaniki oksydacyjno-redukcyjneWskazniki specyficzne tworza
pofaczenia z utleniaczem lub reduktorem, czemu towaszysmiana zabarwienia (np.
niebieska barwa skrobi wobec jodulWskazniki oksydacyjno-redukcyjne stanows
utleniacze lub reduktory, ktére w zateici od formy wys¢powania (utleniona dulz
zredukowana) przyjmaijrézne zabarwienie.

Szczegoblne zastosowanie w analizidkow leczniczych znalazta jodometria i

bromianometria. Pozostate metody redoksymetrycai@izystywane g znacznie rzadziej.

3.1. Oznaczenia bromianometryczne
W oznaczeniach bromianometrycznych do miareczkaayanivykorzystuje si
mianowane roztwory bromianu(V) potasu, ktorysmdowisku kwanym ulega redukcji do

bromkow, reagujcych dalej z bromianem(V) do wydzielenia bromu.
BrO; + 6 H" + 6e° — Br  + 3H,0
KBrO; + 5KBr + 6 HCI — HBrO; + 5HBr + 6 KCI
HBrO; + 5HBr — 3Br, + 3H,0

Utworzony ilgscciowo brom mae sheyé zarébwno do utlenienia oznaczanej substanciji (np.

hydrazydu), jak i do bromowania zygkOw aromatycznych:
RCONHNH, + 2Br, + H,O0 — RCOOH + N, + 4 HBr
OH OH

Br Br
+3Br2 —_— + 3 HBr

Br

llos¢ powstatego bromu okéla sk kazdorazowo w probie kontrolnejslépej probie),
wykonywanej rownolegle w identycznych warunkach.dhMér bromu nieziytego na
utlenienie kdz bromowanie utlenia jon jodkowy (z dodanego KIl) wolnego jodu, ktory
oznacza i przez miareczkowanie roztworem tiosiarczanu sdbh$é¢ bromu zuytego w

reakcji z oznaczanym zwikiem oznacza sina podstawie tnicy miedzy iloscia roztworu
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tiosiarczanu ziytego do zmiareczkowania probiepej i probki widciwej. Z uwagi na lotn&
bromu oznaczenia bromianometryczne powinny¢é bywykonywane w naczyniach z

doszlifowanym korkiem i w madiwie niskiej temperaturze.

3.2. Oznaczenia jodometryczne
Jodometria jest metod miareczkowania wykorzystga mianowane roztwory jodu

(do oznaczania reduktoréw) lub tiosiarczanu (dcaszania utleniaczy). Bazuje ona na reakciji:

L+2e == 2I

Substancje o wkgiwosciach redukujcych mana ilosciowo oznaczy wykorzystujc
utleniapce wiaciwosci jodu:

* metody bezpdredniego miareczkowania mianowanym roztworem jodu;

e stosujc nadmiar mianowanego roztworu jodu do utleniardaagzanej substancji i

odmiareczkowanie nie zytego jodu mianowanym roztworem tiosiarczanu.

Substancje o charakterze utleniaczy poddajereiiukcji jodowodorem (KI wsrodowisku
kwasnym), a wydzielony jod, proporcjonalny do &6 oznaczanej substancji,
odmiareczkowywany jest za pomypoooztworu tiosiarczanu. Za pompg@odometrii oznacza
mozna bromiany(V) (sole kwasu bromowego, HBYQO jodany(VIl), dichromiany(VI),
manganiany(VIl), nadtlenek wodoru, cer(IV), miéid), zelazo(lll) oraz nadtlenki organiczne.
Najczsciej stosowanymi wskaikami s skrobia i chloroform, ktére pod wptywem jodu

zabarwiaj sie na, odpowiednio, niebiesko i fioletowo.

4. Oznaczenia stgceniowe
llosciowa analiza stgceniowa wykorzystuje reakcje, w ktérych podstaw

miareczkowania jest tworzenie nierozpuszczalnyeuéow wg ogolnego schematu:
substancja oznaczana + titrants osad

Zaktada si, ze w warunkach daviadczenia produkt jest praktycznie nierozpuszozaln
Najwazniejsz technilq straceniow jest argentometria.

Argentometria jest dziatem analizy miareczkowej, w ktérym wykystuje s¢ reakcje
tworzenia trudno rozpuszczalnych amkéw srebra na przyktad AgCl, AgBr, Agl lub AgSCN.
Oznaczenia argentometryczne zna wykorzystywa do okrélania stzenia jonéw srebra lub
jonéw halogenkowych. W zataosci od pH analizowanego roztworu oznaczenie tycloyon

przeprowadza siwedtug:
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* metody Mohra,
* metody Volharda.

Metoda Mohra opiera st ha wspotzawodnictwie anionow i wykorzystujezmice
rozpuszczalnéei dwdch ra@nych soli srebrowych. Stosujegegh m. in. do oznaczania jonéw
chlorkowych i bromkowych w solach nieorganicznydhtrantem jest mianowany roztwoér
azotanu srebra, a wskakiem — 5% roztwdr chromianu(VI) potasu. Twaty sk pocatkowo
chlorek srebra jest znacznie gorzej rozpuszczailaymromian(V) srebra, ktérego wytrenie

sygnalizuje punkt kiacowy miareczkowania.

Agt +X — AgX (X=Cl, Br)

2Ag* +Cr0,2 —> Ag,CrO, (czerwonobrunatny osad)

L+2e == 2TI

Reakcje nalgy przeprowadza w srodowisku obajtnym (optymalne pHx 8), gdy
srodowisko kwadne uniemaliwia tworzenie osadu chromianu srebra, a svodowisku

alkalicznym istnieje mdiwos$¢ reakciji:

2 AgNO3 + Na,CO; —>  Ag,0 + NaNO; + CO,

Metoda Volharda jest metod paosredni i stuzy do ilosciowego oznaczania jonéw
srebra oraz jonow halogenkowych w solach nieorgaryich i organicznych. Pltynem
miareczkugcym jest mianowany roztwdér rodanku amonu, a \ishkdem — siarczamelazowo-
amonowy, tworzcy w punkcie rownowaikowym, wsrodowisku kwanym (zapobiegagym
hydrolizie wskanika), czerwony kompleks z nadmiarem jonow rodandwliareczkowanie
przebiega zgodnie z rownaniem:

AgNO3 + NH;SCN —>  AgSCN + NH4NO;
3 NH,SCN + FeNH4(SO,),—>  Fe(SCN)3 + 2 (NH,),S0O,

Procedura argentometrycznego oznaczania jonow éakogvych wymaga dodania do
roztworu nadmiaru mianowanego roztworu AgN@ie jest konieczne odszenie halogenku
srebra), a nadmiar azotanu srebra odmiareczkovigljpodankiem amonowym wobec jonow
Fe**. Po wytnceniu wszystkich jonéw srebra w formie AgSCN nadmiadanego rodanku
tworzy z jonamizelaza czerwony kompleks. Koniec miareczkowaniajest zbyt ostry, ale

metoda daje niezte wyniki.
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IV. Analiza jednosktadnikowychs$rodkow leczniczych

1. Przygotowanie probek

Jakaciowa analiza substancji czynnych, wygtjacych w preparatach farmaceutycznych
czesto wymaga odpowiedniego przygotowania badanychogkd Obecne w masie leku
substancje pomocnicze, barwniki, dodatki smakowapachowe, wypetnienia czy dmki w
niektorych przypadkach magutrudnia, wzgkdnie uniemaliwia¢ prawidiows analiz
substancji czynnej. Przed prébami atgmi na celu zidentyfikowanie substancji czynnej
badanego leku natg postaréd sic je ch@&by zgrubnie uswt. Leki posiadajce posta maci
lub zelowych czopkoéw nalgy wstkpnie wymrozé, rozkrusz¢ (o ile masa jest zestalona),
zad& odpowiedm iloscia wybranego wglowodoru (np. eter naftowy, pentan, heksan),
doktadnie wymieszg przegaczy¢. Pozostalé na aczku, ktora zawiera interesge nas
substancje czynne leku, nafenastpnie przemy kilkakrotnie stosowanym rozpuszczalnikiem
i wysuszy. W przypadku analizowania lekow kapsutkowanyclnssancg czynra wydobywa
si¢ z kapsutki po uprzednim jej otwarciu (rozerwanilp Irozkruszeniu). Leki w otoczkach
cukrowych (draetki) naley optuka kilkoma matymi porcjami wody (do odmycia warstwy
cukrowej), a nagpnie pozostaky¥ wysuszy. Wszystkie leki tabletkowane i granulaty nagle
dokladnie sproszkowav mazdzierzu.

Srodki farmaceutyczneedlace ptynami iniekcyjnymi poddaje esprobom analitycznym
na ogoét bez jakiejkolwiek wgbnej obrobki, o ile zawargé wody czy innego, obecnego w
leku rozpuszczalnika nie wptywa negatywnie na pdéoviry przebieg danego testu.

Przedstawione tu wsgine sposoby przygotowania probek lekéw do testéw
identyfikacyjnych powinny w wikszaci przypadkédw pozwoli na przeprowadzenie
przynajmniej zgrubnej analizy jakgowej badanego zwzku (w tym m.in. oznaczanie sktadu

pierwiastkowego oraz wykrywanie podstawowych ugwgostrukturalnych).

2. Identyfikacja pojedynczych substancji leczniczych
2.1. Alkaloidy i ich syntetyczne analogi

Alkaloidy, to zwhzki azotowe o specyficznym dziataniu fizjologicznybardzo cgsto
pochodzenia dinnego, z nielicznymi wytkami (np. efedryna i inne pochodne etyloaminy)
posiadajce w swych strukturach uktady karbo- lub heteroicgkle. Najczsciej 3 one drugo-
lub trzeciorzdowymi aminami, znacznie rzadziej stangaminy pierwszorgdowe wzgtdnie

czwartorzdowe zasady amoniowe. Ostatnie z nich wykapajwyzsza zasadowse.
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Alkaloidy wykazup spore zranicowanie pod wzgdem struktury uktadu cyklicznego,
jego ztoncici, jak i sposobu jego podstawienia. W c¢kszasci przypadkow uktady
heterocykliczne zawiergajco najmniej jeden atom azotu.

Ze wzgkdu na budow alkaloidy i ich syntetyczne analogigsto przyporzadkowuje s¢
do nastpujacych grup:

e zwiazki aromatyczne bez uktadow heterocyklicznych (raéisk, kolchicyna, efedryna,
2-fenyloetyloamina, amfetamina, metadon, lidokate&rakaina, prokaina),

e pochodne pirolu, piperydyny i pirydyny (nikotynanabazyna, lobelina, pirolidyna,
higryna, piperyna, rycynina, koniina),

» pochodne imidazolu (pilokarpina),

» pochodne puryny (kofeina, teobromina, teofilina),

* pochodne i analogi indolu (fizostygmina, brucyn&yahnina, johimbina, LSD-25,
ergotamina i inne alkaloidy sporyszu),

* grupa tropanu (atropina, skopolamina, kokainaggtiellyna, sparteina),

» zawierajice piekcien chinolinowy lub izochinolinowy (chinina, cynchominnarkotyna,
papaweryna),

» pochodne morfinanu (morfina, tebaina, kodeina, ksda, heroina, kolchicyna),

alkaloidy steroidowe (solanidyna, samandaryna).
Tabela 1 prezentuje przyktady struktur alkaloidowyzej wymienionych grup.

Na ogot alkaloidy to substancje stale, krystalesziako wolne zasady — trudno
rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze rozpusreza wigkszaci rozpuszczalnikow
organicznych oraz w roztworach kwasoéw mineralnyiiektore z nich, np. morfina czy
teobromina, wykazugjcharakter amfoteryczny, twayz takze dobrze rozpuszczalne w wodzie
sole z zasadami litowcow. Sole alkaloidowa s kolei trudno rozpuszczalne w
rozpuszczalnikach organicznych, coe¢sip wykorzystuje si w wielu metodach ich
identyfikacji i oznacze.
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Tabela 1. Niektore alkaloidy z wybran

ych grup stanélnych

Pochodne pirydyny, piperydyny i pirolu:

]
OWKI‘B
piperyna (0]

Y

CHg nikotyna

Pochodne puryny:

o) CH 0
770 Hgew H
HN N N
N O” 'N teofilina
CH kofeina C|:H3 teobromina CHy (aminofilina)
Pochodne tropanu: Pochodne imidazolu:
N CaHs CH
H3C/ CoHg CH:Z / 3
N\
O‘g~© x HoSO, o) . \[N> s
o N/ chlorowodorek

O siarczan atropiny

Pochodne etyloaminy bez uktadéw heterocyklicznych:

o/ﬁ x HCI

C2H5 CZH
chlorowodorek prokainy

HoN

OH C|ZH3

NH
x HCI

HaC—

CH3
chlorowodorek efedryny

pilokarpiny
CH3
_CoHs
W\AN x HCl
CH3 Csz

chlorowodorek lidokainy

o/ﬁ x HCI
CH2)3—N AN~
(CH2)3 N HsC CHs

chlorowodorek tetrakainy

Pochodne chinoliny i izochinoliny:

N=—
H3C\
o CHs
o CH

chlorowodorek papaweryny O-CHs CHg chinina cynchonina
Analogi indolu: Pochodne morfinanu:

e

O

HsC
~o
brucyna strychnina
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2.1.1. Testy analityczne alkaloidéw i ich syntetymych analogow

W klasycznej analityce rozmaitych zwkow chemicznych o znaczeniu
farmakologicznym szerokie zastosowanie znajdugakcje prowadge do barwnych
produktow. Wiele z nich charakteryzuje svysoky czutccia, wicc zwykle przeprowadzasi
je w skali mikro. Do jednej serii testow przeznaskazwykle ok. 10-50 mg badanej probki.
Jezeli przedmiotem testow jest seria kilku czy kilkshaprébek, kada z reakcji analitycznych
naley przeprowadzadla wszystkich badanych substancji rownolegle. &¥akym jest te
aby ocena obserwowanych barw, efektow fluorescemnajiych charakterystycznych dla danej
reakcji zjawisk, zostata skonsultowana zarosoly. Pozwala to na dokiadniejsz bardziej
obiektywry ocere ich wynikdéw. Testy nie wymagaje ogrzewania mieszanin reagjch
przeprowadza sizwykle na biatej porcelanowej plytce z aekilkunastu oksgtych wgkbien
na jej powierzchni. £to tzw. ptytki do analizy kroplowej (Rys. 3). W idym zagébieniu
ptytki umieszcza si kilka miligramOw badanej substancji (np. szczyphieszczca Sic na
koncu topatki dentystycznej), a ngghie dodaje z pipety Pasteura 2-3 krople odpowesgini
odczynnika i dokonuje siobserwacji wyniku testu. Istotnym jest, aby wyhkidedej reakcji
obserwowa co najmniej kilka minut, w ktorym to czasie eweahie powstajce barwy
produktow mog ulega& zmianom. Proby z zastosowaniem ogrzewania mieszaaigucych
nalezy przeprowadz&a na wrzcej tazni wodnej (ogrzewanie tagodne!) w probowkach z
nasadzos chtodniczlke powietrzy (chyba, ze przepis podaje inaczej) Ilub matych

parowniczkach (tylko mieszaniny bez palnych rozpaainikéw).

Rys. 3. Zestaw do analizy
kroplowej [19]

Alkaloidy i ich syntetyczne analogi natedo substancji biologicznie aktywnych, ktérych
zawarté¢ w badanych probkach (np. w materiale biologicznymdkach leczniczych,
uzywkach i narkotykach) jest zazwyczajsdoniska. Zastosowanie analizy kroplowej, jako
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prostej techniki pozwalagej na pra¢ w skali mikro, w tym przypadku jest zatem jak
najbardziej uzasadnione.

Alkaloidy nalezace do poszczegdélnych grup strukturalnych cechuje ghodobiéstwo
reaktywndci. Generalnie, testy stace do ich wykrywania i identyfikacji nima podzielt na
reakcje dajce w wyniku charakterystyczne osady (czasami tatiee identyfikacji pod
mikroskopem) oraz reakcje prowade do swaicie zabarwionych patzen.

Reakcje straceniowe przeprowadza siza pomog tzw. ogolnych odczynnikow na
alkaloidy, z ktérymi tworz one trudno rozpuszczalne w wodzie osady. N&fgj s to sole
proste amin, jakimigalkaloidy lub ich zwiazki kompleksowe. Nalg/ jednak zaznaczy ze
nie ma odczynnika, ktory by strat bez wyjtku wszystkie alkaloidy. Jeli jednak w trakcie
kolejnych analiz nie powstaje osad z kilkoma odcalami, obecn&t alkaloidu mana raczej
wykluczy¢. Dodatnie wyniki reakcji siceniowych mog jedynie sugerow@ obecné¢
alkaloidu w badanej prébce. Nalebowiem pamita¢, ze poszczegdlne odczynniki gtajace
czesto daj osady z licznymi zwazkami organicznymi, nakgcymi do innych grup
strukturalnych. W celu gbszej analizy konieczne slodatkowe testy (np. reakcje barwne) dla
identyfikacji badanej prébki.

Do najpopularniejszych odczynnikow gtajacych alkaloidy nales:

» odczynnik Mayera (jodorician potasowy) — wyidca z alkaloidami bezpostaciowe,
biate lubzéitawe osady o ogélnej strukturze [kaloid)™]2(Hgls®)n;

* odczynnik Dragendorffa (jodobizmutan(lll) potasowy) — z roztworéw alkalow
wytraca w wikszaici przypadkowzottopomaraczowe lub czerwone osady o ogolinej
strukturze [HAIkaloid]™ (Bil4)n;

* odczynnik Wagnera (roztwor jodu w wodnym roztworze jodku potasowegodsady
sa jasnokawowe do ciemnobrunatnych, przemve klaczkowate, proszkowate lub
galaretowate; ich ogdlna struktura to,Mkaloid]™ (13)n;

* kwas pikrynowy (nasycony na zimno roztwor wodny) — osady z alkalmi s
krystaliczne lub bezpostaciowe o banidste;;

* odczynnik Sonnenscheingkwas molibdenianofosforowy) — bardzo czuty odazin
do wykrywania alkaloidow, sicajpcy bezpostaciowe, jasnaite albo brunatnaétte
osady, ktére po pewnym czasie przybigtzgrwe bickitna albo zielon;

* odczynnik Scheiblera (kwas wolframianofosforowy) — czué reakcji z wieloma
alkaloidami jest wytkowo wysoka, osady as klaczkowate, pocgkowo da¢

objctosciowe;
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» kwas chloroplatynowy — daje z wikszccia alkaloidow osady o barwie od jastidte]
do pomaraczowe;j.
Skiad i doktadny sposob przygotowania wszystkicltzgdnikow potrzebnych do testow
analitycznych podano w rozdz. IX.1.

Wykonanie reakcji siiceniowych:

Rozpuci¢ szczypt badanej substancji w minimalnej §& (kilku kroplach) 1% kwasu solnego lub
lodowatego kwasu octowego. Uri& jedry krople tego roztworu na szkietku zegarkowym ustawionym na
czarnym tle. Tia obok tej kropli umiéci¢ krople jednego z wyej wymienionych odczynnikéw sitajacych i
polaczy¢ je koncem bagietki. Prap przeprowadsi z dwoma ranymi odczynnikami, z ktérych przynajmniej
jeden okae st efektywnym stgcalnikiem.

Obserwacje:
Obserwowd znmetnienie lub powstanie osadu na granicy zedtiai obu roztworéw. Zanotowéaolor oraz
posta& osadu.

Charakterystyczne dla alkaloidowreakcje barwne przeprowadza ei z
wykorzystaniem:
» $rodkoéw odwadniaicych, jak stzony kwas siarkowy(V1);
e zwiazkow utleniajcych, jak kwasy azotowy(V), chlorowce;
» zwiazkow jednoczénie utleniagcych i odwadniajcych, jak:
o odczynnik Erdmanna (roztwoér kwasu azotowego(V) w kwasie siarkowym{y1)
0 odczynnik Mandelina (roztwor wanadanu(V) amonowego w kwasie
siarkowym(VI)),
0 odczynnik Frohdego (roztwér molibdenianu sodowego w ¢st kwasie
siarkowym(V1)),
0 odczynnik Rosenthalera i Turka (roztwér arsenianu(V) potasowego wezst
kwasie siarkowym(VI)),
0 reakcja Vitaliego (nitrowanie wraz z nagbczym zalkalizowaniem powstatego
produktu);
e odczynnikéw zawieragych aldehydy w obecKoi substancji dehydratagych (najczsciej
stez. kwasu siarkowego(V1)), jak:
o odczynnik Wasicky’'ego (roztwor aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w
stez. kwasie siarkowym(V1)),
0 odczynnik Marquisa (aldehyd mrowkowy w gt. kwasie siarkowym(VI)).

Wykonanie analiz kroplowych nie wymagajch ogrzewania
Do odrobiny badanej substancji (w postaci statapjeszczonej w zaghieniu ptytki porcelanowej doda
kilka kropli odczynnika i cal& zamieszéa szklan, bagietk.

Wykonanie analiz kroplowych z ogrzewaniem

Do odrobiny badanej substancji (w postaci statepieszczonej w matej parowniczce lub probéwce doda
kilka kropli odczynnika i cal zamieszé szklara bagietlkh. Po ok. 10 min. ogrZazawart@¢ probowki lub
parowniczki na wrgcej tazni wodnej.
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Obserwacije:

Zanotowa barwe mieszaniny reagagej, a take jej ewentualne zmiany w czasie 5-15 minut przea o
po ogrzewaniu (o ile wymaga tego procedura). Sprawdzy wyshpi zjawisko fluorescencji wwietle UV (A =
254 nm lub 365 nm dla préby Marquisa). W przypadtwierdzenia braku fluorescencji mieszaninzciexczy¢
niewielky iloscia wody (OSTRQUNIE!), ewentualnie dodatkowo doéleok. 1 ml chloroformu i powtorzy
obserwacje wwietle UV.

Badania fluorescencji

Badania fluorescencji nalg wykonywa na plytkach do analizy kroplowej (nie w szklanych
probéwkach!). W przypadkach, gdzie weémiej reakcg przeprowadzano w proboéwce lub innym naczyniu
niewielka ilo§¢ mieszaniny reagugej pobiera s pipety Pasteura i nakraplagsiv zagebienie ptytki. Dotyczy to
mieszanin zaréwno homo-, jak i heterogenicznydisédwacje fluorescencji pod lampV nalezy prowadzé w
zaciemnionym miejscu.

Wykonanie wybranych reakcji charakterystycznych
* Reakcja Vitaliego
Wykonanie proby:

Do odrobiny badanej substancji (w postaci stalejpieszczonej w matej parowniczce dédaopk
dymiacego kwasu azotowego(V) i roztwor odpardwen t&ni wodnej. Do pozostadsi doda kilka kropel 10%
etanolowego roztworu wodorotlenku potasowego.

Obserwacje:

Zanotow& barwy mieszaniny reagigej, jakie powstaty przed i po zalkalizowaniu prkilu
nitrowania/utleniania.

* Reakcja ze s#. kwasem siarkowym(VI) i chlorkienielaza(ll) (charakterystyczna dla
pochodnych izochinoliny)
Wykonanie proby:

Do odrobiny badanej substancji (w postaci stat@pjeszczonej w parowniczce d@éda,5 ml s¢z. kwasu
siarkowego(VI) i jeda krople 5% roztworu FeGl Roztwér zabarwia sina zielono. Po ogrzaniu nazta wodnej
zabarwienie zmieniasina fioletowe, a po ochtodzeniu i dodaniu 1-2 kr@al% kwasu azotowego przechodzi w
ciemnoczerwone.

* Reakcja ze gf. kwasem siarkowym(VI) i glukaez
Wykonanie proby:
Do odrobiny badanej substancji (w postaci statepieszczonej w probéwce lub matej parowniczce doda
2- krotry ilos¢ glukozy ok. 0,25 ml gt. kwasu siarkowego(VI).
Obserwacije:
Zanotowa zmiany barw mieszaniny reagagj w czasie 5-10 minut.

» Reakcja z kwasem octowym i tlenkiem otowiu(IV)
Wykonanie proby:
Do odrobiny badanej substancji (w postaci stal@jjieszczonej w probéwce dadaiewielka ilos¢ PbQ
oraz ok. 1 ml lodowatego kwasu octowego. Gatugrza& do wrzenia, po czym przazyc.
Obserwacije:
Zanotow& barwg przegczu i jego ewentualnfluorescencje viwietle UV.

» Reakcja z nitroprusydkiem sodowycharakterystyczna dla pochodnych imidazolu
Wykonanie proby:

Do wodnego roztworu ok. 20 mg badanej substanajagl&ilka kropli 10% roztworu NaOH i 5% roztworu
nitroprusydku sodowego. Po 5 minutach mieszamialikatnie zakwasgi za pomog 10% kwasu solnego. W
przypadku obecrigi pochodnych imidazolu powstaje fioletowe zabanie Po dodaniu 2 kropli 3% roztworu
nadtlenku wodoru barwa zmienig sia ciemnoczerwen
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« Reakcja talejochinowgcharakterystyczna dla pochodnych chingliny
Wykonanie proby:

Do okoto 3 ml wodnego roztworu badanej substang@al 2-3 krople wody bromowej (unikajej
nadmiaru!) i po ok. 1 min. 0,5 ml 10% roztworu anadu, wprowadzajc go do probowki pdciance. Powstaje
zielony piekcien na granicy faz.

« Reakcja z odczynnikiem Marquisa
Wykonanie préoby:

Do okoto 2 mlswiezo przygotowanegmdczynnika Marquisa dodabardzo niewielk ilos¢ (Sladows)
badanego alkaloidu i ca#® zamieszé& Przy wuyciu wigkszych ilgci zabarwienia poszczego6lnych alkaloidéw nie
sa charakterystyczne. Po ok. 5-10 minutach @alekko ogrzé na ta&ni wodnej.

Przewanie obserwuje gizabarwienia od jasnaréwego poprzez karminowoczerwone do fioletowego.
Obserwacje:

Zanotow& zmiany barw mieszaniny reagogj.

» Reakcja z bezwodnikiem octowym w obeériosiez. kwasu siarkowego(VIjtzw. proba
koralinowg)
Wykonanie proby:
Do ok. 5 mg badanej substancji dédaml bezwodnika octowego, ogtzaa t&ni wodnej do ok. 86C, po
czym dodé ostraznie 5 kropli s§z. kwasu siarkowego(V1).

Obserwacije:
Obserwowa fluorescengj mieszaniny reagugej wswietle UV.

Rys. 4. Fluorescencja ¥wietle UV (. = 254 nm) produldw préby
koralinowej dla papaweryny (1) i cynchoniny (2apreakcji z Pb@w
kwasie octowym dla cynchoniny (3)

» Reakcja mureksydow@harakterystyczna dlpochodnych puryny
Wykonanie proby:

Ok. 10 mg badanej substancji ugtg w parowniczce, doda5 kropli 30% roztworu nadtlenku wodoru i 5
kropli 25% kwasu solnego. Mieszanindparowd na t&ni wodnej do sucha. Stapozostaté¢ podda& dziataniu
par amoniaku. W przypadku obednob pochodnych puryn obserwujegspowstanie purpurowofioletowego
produktu.

» Reakcja z odczynnikiem Wasicky’'ego
Wykonanie préoby:

Do okoto 2-5 mg badanej substancji do@a3 kropleswiezo przygotowanego odczynnika Wasicky’ego.
Calas¢ wymiesza bagietly. Po ok. 5-10 minutach calolekko ogrza na t&ni wodne;.

Obserwacije:
Zanotowa zmiany barw mieszaniny reagag;.
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2.1.2.Analiza wybranych alkaloidow

Chininy chlorowodorek
Chlorowodorek (2R, 4S, 5B-[(R)-(6-metoksy-4-chinolilo)-hydroksymetylo]-5-winylo-
chinuklidyny

c
HaC—O HO

CooH24N20;, « HCl ¢ 2 HO (m.cz. 396,93)
Wiasciwosci fizyczne
Biate lub prawie biate, igietkowate krysztaty, keapachu, o gorzkim smakiptknace
pod wplywem swiatla, tatwo rozpuszczalne w etanolu i chlorofagmirednio w wodzie,
praktycznie nierozpuszczalne w eterze etylowyme@Kna¢ whasciwa [0]%% = -240-258 (c

=2; 0,1 N kwas solny). Wspétczynnik absorpcji’E= 845 ¢ = 245 nm) oraz ¢ =155 {. =

315 nm). Temp. topn. 205-22G.
Chemiczne metody identyfikacji

Chinina, jak te i jej lewosketny diastereoizomer, zwany chinidy(substancja lecznicza o
dziataniu antyarytmicznym) posiadaw swej strukturze dwa uklady: chinolinowy oraz
chinuklidynowy. Drugi z nich zbudowany jest z dwodkondensowanych pigieni
piperydynowych. Obecne w gzteczce dwa atomy azotu wykazwjtasciwosci zasadowe.
Zasadow&¢ atomu azotu w ukfadzie chinuklidynowym jest zdemydnie wysza
(trzeciorzdowa amina alifatyczna). Chinina i chinidynazm@ sie od siebie konfiguragj
przestrzeny podstawnikow uktadu chinuklidynowego (w chininigrans w chinidynie —cis)
oraz atomu wygla przy grupie hydroksylowe,;.

* Reakcja erytrochinowa
Wykonanie préoby:

Do okoto 4 ml roztworu wodnego badanej substangjordzielaczu doda0,5 ml 30% roztworu N&G; i
przeprowadz ekstrakat wolnej zasady za pomachloroformu (ok. 4 ml). Do 2 ml roztworu chlorofoowego
dod& 3 ml 10% kwasu octowego i kroplami wody bromowejzbttobrunatnego zabarwienia, po czym doda
krople 10% roztworu K[Fe(CN)] i 1 krople 10% roztworu amoniaku. Po zmieszaniu warstwa offdiomowa
zabarwia si na czerwono lub ewo.

» Reakcja z kwasem siarkowym

Chinina wykazuje intensywinniebiesl fluorescengj w srodowisku kwasow tlenowych
(np. siarkowy, winowy, octowy, fosforowy, azotowWwasy fluorowcowodorowe wygasaaj

fluorescend;.
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Wykonanie préoby:

Do 1 ml roztworu wodnego badanej substancji da@l@5 ml 16% roztworu kwasu siarkowego. Powstaje
niebieska fluorescencja, szczegdlnie dobrze widmeziwietle UV. Fluorescengjnalezy obserwowa na ptytce
do analizy kroplowej (szklandcianki probéwek niekwarcowych silnie absorbujwiatto UV, utrudniajc
obserwacje fluorescencji).

Rys. 5. Produkty reakcji chininy zezst kwasem
siarkowym wykazyj intensywn fluorescengj w
swietle UV

» Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa (jodobizmutapetasowym)
Wykonanie proby:

Do okoto 1 ml roztworu wodnego badanej substanofiad 2 ml odczynnika Dragendorffa. Powstaje
czerwony osad soli z chinjro strukturze:

20
CH (Bilg)2

HC=CH;

» Reakcja specyficzna dla chininy
Wykonanie proby:

Ok. 0,1 g chininy, doda3 ml mieszaniny zawiergej 19 ml 30% roztworu kwasu octowego, 5 ml etanolu
i 1 ml 15% kwasu siarkowego, intensywnie zamiésiastpnie doda 2-3 krople 10% etanolowego roztworu
jodu, tak aby mieszanina przybrata jasfite zabarwienie i zmieszaPo kilku sekundach tworzyeskrystaliczny
zielony osad soli jodochininy. Pod mikroskopem ossidoczny jest w postaci ptytek rombowych, silnie
zalamujcych $wiatto. Zaleznie od potaenia osi krysztatéw wzgtlem wizki swiatta wydaj si¢ badz to zielone,
badz czerwone.

» Reakcja odréniajgca chinire od chinidyny
Wykonanie proby:

Okoto 0,5 mg substancji rozfei¢ w 2 ml rozci&czonego roztworu kwasu octowego, ogrda ok. 60°C,
dod& 1 kropk 5% wodnego roztworu octanu sodowego (bez miesgahiaople wody bromowej i po uptywie 1
min. zmieszé&. Powstaje czerwone lub fioletowe zabarwienie. PR in. dodd 3 ml 2 N roztworu NaOH, po
czym po kolejnych 2 min. otrzymany roztwér wyism¢ z 2 ml chloroformu. Chinidyna zabarwia warstw
chloroformowvg na kolor czerwonofioletowy, podczas gdy w przypadkininy warstwa chloroformowa pozostaje
bezbarwna.
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* Reakcja talejochinowa

Chinina odbarwia wog bromows tworzac bromopochodn ktéra nasfpnie pod

N N
AN | N
H3C\ m /
(@) (@] B NH3, Hzo
/CH N /
HO HO

ZBI’2 r
—_— Br CH 'N “hBr

HC=CH; CIH—CIIHZ
Br Br
/N | OH | N\
= =
—_— B N
CH HO CH
N \ © N
OH HO

HoC~CH CH-CH,
OHOH talejochin "a" OHOH

Rys. 6. Przebieg reakejiejochinowej

wptywem amoniaku daje zwiek (talejochin ,a”) o

zielonym zabarwieniu (Rys. 6 7).

Wykonanie proby: "! -

Do okoto 3 ml wodnego roztworu badanej substan
dod& 3 krople wody bromowej (unikgej nadmiaru) i po ok. 1
min. 0,5 ml 10% roztworu amoniaku, wprowadzajgo do
probowki posciance. Powstaje zielony péeren na granicy faz.

Prob; mozna przeprowadziréwniez na plytce do analizy
kroplowej (Rys. 7)

Rys. 7. Pozytywny wynik proby
talejochinowej

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z dosgpnymi odpowiednimi widmami wzorcowymi.

T T T T T T
= = - = = =+ = = i [}

HSF—as—so= ==l g

Rys. 8. Widrttd NMR chininy (400 MHz, ¢ = 0.03 g/ 0.5 ml CD{[18]
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Efedryny chlorowodorek

Chlorowodorek (1S, 2R 1-fenylo-2-metyloaminopropan-1-olu
OH H X HCI

N

~N

CHj
CHg
CloH15NO « HCI (m.CZ. 201,09)

Czasteczka efedryny posiada w swej strukturze dwa asyecene atomy wgla. Maze
zatem wysipowa w czterech optycznie czynnych postaciach: dwoelstdreoizomerycznych
formach (1S, 2R)czyli erytro — efedryna oraflS, 2S)zyli treo — pseudoefedryna) oraz ich
enancjomerach. Wszystkie formy wykagdgiatanie lecznicze, a lewoskny izomer(1R, 2 S)
— najsilniejsze. Lek w formie racemicznej zwanyt gfetomin.

Wiasciwosci fizyczne
Biate lub bezbarwne krysztaty, bez zapachu, ciepaceepod wptywemwiatta, tatwo

rozpuszczalne w etanolu, wodzie i kwasach, prakigcnierozpuszczalne w eterze etylowym.
Skrecalnai¢ whasciwa [a]*% = -3% do -3% (c = 5; woda). Wsp6tczynnik absorpcjt’E = 150
(A =250 nm) w 0,1 N kwasie solnym. Temp. topn. 220-C.
Chemiczne metody identyfikacji

W celu przeprowadzeniaagj przedstawionych prob zsamdciowych naley wczeniej
przygotowa ok. 0,5% wodny roztwor badanej substancji - rozt(#j.

* Reakcja z siarczanem miedzi(ll)
Wykonanie proby:

Do okoto 1 ml roztworu (A) doda0,1 ml 2% roztworu CuSQi 2-3 krople 15% roztworu NaOH.
Powstaje fioletowe zabarwienie zwku kompleksowego o strukturze podanej pepiNasgpnie doda 2 ml
eteru etylowego i wytksmé. Powstaje purpurowe lub #dwe zabarwienie warstwy eterowej i niebieskie
warstwy wodne;.

Rys. 9. Zagek kompleksowy efedryny z jonem miedzi(ll)

» Reakcja nitrowania (zmodyfikowana reakcja Vitalipgo
Wykonanie proby:

0,1 ml roztworu (A) odparowana t&ni wodnej do sucha. Pozost&taozpucic w 0,4 ml 96% HSGO, i
dod& kilka krysztatkow NaN@ powstajez6ite zabarwienie roztworu, ktére po zalkalizowa®jl% etanolowym
roztworem KOH zmienia sina fioletowe.
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Reakcja przebiega wg schematu, jak pokazano nalRys.

— ?e —
®
O,N o _NQ
©\ 2 O\ ” \©\
OH OH N OH
CH~ NaNO, H,SO, cH KOH c” ®
CH CH
HaC” \rluH HaC” \hlle HaC” \rlvH
CH; CHs L CHa|

nitropochodnaf6ita) sol nitropochodnej (fioletowa)

Rys. 10. Przebieg reakcji Vitaliego dla efedryny
* Reakcje utleniania

Pochodne fenyloetyloaminy z drugedowa grupa alkoholowa w sasiedztwie pieicienia
aromatycznego tatwo ulegajtlenieniu pod wptywem takich zwakow, jak: ninhydryna
heksacyjangelazian(lll) potasu, manganian(VIl) potasu, jod ciydan(l) sodowy w

srodowisku zasadowym do odpowiednich aldehydéw zeraraniem” t&cucha alifatycznego.

gl ;
OH
” " [O], NaOH

Cu
CH H 4 CHsCHO + CHsNH, + NaCl + H,O
| EE——

CH

~

HaC” ITIH

CHg

Rys. 11. Reakcja utleniania efedrynyrmadowisku zasadowym

0 Reakcja z heksacyjafelazianem (IIl) potasu

Wykonanie préby:

Do 1 ml roztworu (A) doda 0,5 ml 15% roztworu NaOH oraz 0,5 ml 5% roztwory[R€(CN)]
(przygotowanegoex temporg i ogrz&. Wydziela s¢ zapach gorzkich migdatow (aldehyd benzoesowy) i
niebieszczeje zwibny wody papierek lakmusowy, umieszczony u wylotu probé(mketyloamina).

0 Reakcja z ninhydryn

Ninhydryna jest odczynnikiem stacym przede wszystkim do wykrywania alifatycznych
pierwszorzdowych grup aminowych. W tym przypadku reaguje ztytoamim, ktéra
powstaje po utlenieniu efedryny (Rys. 11). Przehiegkcji — analogicznie, jak w rozdz.
1V.2.9.2.

Wykonanie préby:

Do 1 ml roztworu (A) doda 0,5 ml 0,2% roztworu ninhydryny w etanolu, 0,09NgCO; i ogrzewd.
Powstaje fioletowe zabarwienie.

0 Reakcja jodoformowa
Wykonanie proby:

Do 1 ml roztworu (A) doda2 ml 10% roztworu NaOH, a naphie kroplami, 0,05 M roztworu jodu w
roztworze jodku potasowego do uzyskania lekidgitego zabarwienia, wytisa® ok. 1 min. i ogrzé& do
temperatury ok. 66C. Wydziela si charakterystyczny zapach, a po ochtodzeniu z mztwypadazéity osad
jodoformu.
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CH COONa

41, + 7NaOH
HCI x C| —_— + CH3NHCH,OH + CHI3 + 5Nal + NaCl+ 5H0

Rys. 12. Przebieg reakcji jodoformowej w przypaekedryny

» Odr&nianie efedryny od racemicznej efetoniny
Wykonanie préby:
Do 0,1 ml roztworu (A) dodakrysztatek szczawianu potasowego. W przypadku rgfsdpowstaje
krystaliczny igietkowaty osad. Szczawian efetorknystalizuje w postaci ptytek. Wynik proby obserenge pod
mikroskopem.

Analiza spektralna

Nalezy zarejestrow& widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e
poréwnd je z dosgpnymi widmami wzorcowymi.

LoD

so
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Rys. 13. Widmo IR efedryny (pastylka KBr) [18]

HSP—aS—s73 [==1agl

Rys. 14. Widmé! NMR efedryny (400 MHz, ¢ = 0.04 g / 0.5 ml CRQXJ18]
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Kofeina
1,3,7-trimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion

T
H3C /C N
T
)
&C\T N
CHj

CgH10N4O2 (M.cz.194,19)

Wihasciwosci fizyczne

Biate, iglowate krysztaly o gorzkim smaku, tempprio 234-238°C (dla postaci
bezwodnej), trudno rozpuszczalne w wodzie, eterzdoweym, fatwo rozpuszczalne w
chloroformie i wodzie wrzcej, dag¢ tatwo w metanolu. Zwizek rozpuszcza gitakze w
stezonych roztworach salicylanéw i benzoesanow litowc@powstaj kompleksy z
przeniesieniem tadunku, w ktorych akceptorem ebteidw n jest grupa karbonylowa
ksantyny).
Chemiczne metody identyfikacji

Wyodrebniorm z masy leku kofein naleey podd& nizej podanym prébom
tozsamd@ciowym.

 Reakcja mureksydowa

W reakcji tej kofeina utleniana jest w obeétionieznacznych il&ci stzonego kwasu
solnego za pomacnp. HO, lub KCIO; do produktéw, ktére z amoniakiem twarizw.

tetrametylomureksyd.

O cHy Q
Ha3C.-C< N o H3C. -C~©
T o 4 9
0" N N 0" N HaCx  -C N C-CHs
s ok ¢ I I C
alloksan o -Cs
{ (O] 0" 'N" 00" NS0
CH CH
Q  CHs 0 " 3 INHg O ®
HzC. .C_N__O HsC. .C 2 H,0
“.' Yoy o o
_C NH _C I n
o~ \,}I o NH2 o* \,}l o HaC. -C 1,1\1\‘ Cu\-CHs
CHs CHs & '\@/ o
pochodna kwasu  pochodna kwasu O”'N” T0O0 'N" 7O
pseudomoczoweg._aminobarbiturowego CHy N CHy
"Mureksyd"
s6l amonowa pochodnej kwasu
purpurowego

Rys. 15. Przebieg reakcji mureksydowej w przypakidieiny
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Wykonanie préoby:

Okoto 0,01 g badanej substancji umieszczonej w jnpatwniczce zadalml 30 % roztworem perhydrolu
(wody utlenionej), po czym dodd ml 25% kwasu solnego i catoodparowd na ta&ni wodnej do sucha. Do
pozostatéci doda& 1-2 krople 25% roztworu amoniaku. Mieszanina zafmisk na kolor czerwonofioletowy.
Powstaty produkt wykazuje swietle UV fioletowg fluorescendg;.

* Reakcje strceniowe

Tylko nieliczne odczynniki grupowe heterocykliczhyewiazkédw azotowych wyticaja
osady z pochodnymi ksantyny (w tym i z kotgin

0 Reakcja z roztworem jodu w jodku potasowym
Wykonanie préoby:
Ok. 50 mg badanej substancji wytsm¢ z 2 ml wody, po ochfodzeniu w razie potrzeby pszeg. Do ok.
1 ml tego roztworu dodal kropk 0,2M roztworu §/KI (roztwor powinien pozostaklarowny), po czym dodal

krople 5% kwasu solnego. Tworzy esibrunatny osad nadjodku kofeiny gf@GoN4O, ¢ 14 « HI), ktory jest
rozpuszczalny w 10% roztworze NaOH.

0 Reakcja z chlorkiemdti(ll)
Wykonanie préoby:

Do ok. 1 ml wyej otrzymanego roztworu wodnego kofeiny do@al ml 1% roztworu HgGITworzy si
biaty osad (GH1oN4O, « HgCh).

» Reakcja specyficzna dla kofeiny

W toku tej préby kofeina hydrolizuje wrodowisku alkalicznym do kofeidyny, ktéra pod
wptywem acetyloacetonu przechodzi w pochpdenaminow, a ta z kolei poddana

kondensacji z aldehydem 4-dimetyloaminobenzoesowworzy barwnik o intensywnie
niebieskim kolorze.

Wykonanie proby:

Ok. 0,01 g kofeiny rozpei¢ w 0,25 ml mieszaniny 0,5 ml acetyloacetonu oraz 0% roztworu NaOH, po
czym roztwér ogrzewana t&ni wodnej o temp. ok. 86C przez 7 min. , Po ogiieniu dodd 0,5 ml 1 %
roztworu aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego wWikbasie solnym i ponownie ogrzeévaa t&ni wodnej o

temp. ok. 80°C przez 7 min. Po ogbieniu mieszaniny reagigej doda 10 ml wody. Powstaje intensywnie
niebieskie zabarwienie.
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I CHg 0 CHs  OH O I s
3N~ N © HC  _C N HaC - C N
D B e ) |
C / -Cco ) — HaC Yy —
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CHs CHs3 TN
3

H3C)oN
(H3C)2 y y CHs
e c /@ H3C (6]
NI IN
(@)
N\ ® />
/CON(CH3)2 H3C—’N/ N

HaC™ ™

o F

N(CH3)2
Rys. 16. Reakcja specyficzna dla kofeiny
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Analiza spektralna

Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e
poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.

T T T T T T T T
11 i = = r = = =+ = = 1 ()
ssssssssss [=]=y ]

Rys. 17. WidmdH NMR kofeiny (90 MHz, ¢ =0.046 g/ 0.5 ml CD{[18]
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Rys. 18. Widmo IR kofeiny (pastylka KBr) [18]

2.1.3. Reakcje specyficzne wybranych alkaloidow

Niektore alkaloidy posiadajpewne unikalne fragmenty strukturalne, eftziktérym
mozliwe jest przeprowadzanie tzw. analitycznych reakpgpcyficznych. Reakcje te, z uwagi
na swoj przebieg czy mechanizm sharakterystyczne tylko dla konkretnego alkaloidu
powodzeniem magby¢ dowodem potwierdzagym jego obecni&. Warto tu jednak miena
wzgledzie fakt,ze w niektérych warunkach, pomimo obeéciov analizowanej prébce danego
alkaloidu jego reakcja specyficzna neo dawg wynik negatywny lub odmienny od
oczekiwanego. Spowodowane to zadoy¢ obecngécia w prébce domieszek innych substancji
niealkaloidowych, ktére w warunkach danej reakpgsyficznej potrafi skutecznie maskowa
jej oczekiwany wynik. Dlatego tezwykle przed analiz warto dizy¢ do wyodebnienia
alkaloidu i otrzymania go w stanie uiovie czystym. Niej przedstawiono kilka przyktadow

reakcji specyficznych dla wybranych alkaloidow.
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Reakcja specyficzna dla chininy

Za najbardziej specyficanreakcg dla chininy uznaje si reakcg erytrochinovg
(wykonanie — patrz rozdz. IV.2.1.2.). Polega onaaddycji bromu do wizan podwdjnych, a
nastpnie reakcji powstatego produktu z heksacyjatazianem(lll) potasowym w lekko
alkalicznym srodowisku. W przypadku pozytywnego przebiegu reakcjchinim finalny
produkt zabarwia na czerwono obgcw mieszaninie reagagej warstwe chloroformowv.
Pozostate alkaloidy kory chinowej nie gldgj reakcji, podobnie jak alkaloidy z innych grup
strukturalnych, jak morfina, strychnina, narkotymapaweryna, atropina, kokaina, kofeina,
albo leki, jak aspiryna, fenacetyna. Brucyna dajen jedynie jasnorzowa.
Reakcja specyficzna dla kokainy

Szczegolnie specyficarreakch dla kokainy jest tworzenie z tiocyjanianem kob@lju
intensywnie niebieskiego zwaku kompleksowego, najprawdopodobniej o strukturze

przedstawionej na Rys. 19.

CH
Os .0 N
¢ % SCN
C6 Os__OCH
_Cs - 3
H,cO™"So [\ ©
NCS
N /C\\
HaC” o o

Rys. 19. Produkt reakcji kokainy z tiocyjanianentétiu(11)
Wykonanie proby:
Niewielka ilos¢ badanej substancji zatld% wodno-glicerynowym roztworem tiocyjanianu kdhbdl).
Powstaje intensywnie niebieski produkt,csto wydzielajgcy sk w postaci ptatkbw. W przypadku kokainy
produkt nie powinien zmientaswojej barwy po dodaniu kilku kropel roztworu ctdo cyny(ll) w kwasie

solnym. Rozpgci¢ powstaly osad przez dodanie kwasu solnego, aprast doda 2 ml chloroformu. Po
wymieszaniu dolnha warstwa chloroformowa przyjmugevie niebiesld.

Reakcja specyficzna dla kofeiny

Kofeing mazna tatwo zidentyfikow& przeprowadzagr najpierw reakg z
acetyloacetonem Wrodowisku zasadowym, a negghie kondensag¢jpowstatego produktu z
aldehydem 4-dimetyloaminobenzoesowym &wodowisku kwanym. Powstaje produkt o
ciemnoniebieskim zabarwieniu (wykonanie i przelpezpmian — patrz rozdz. IV.2.1.2.).
Reakcja specyficzna dla pilokarpiny

Pilokarpina tworzy z gciotlenkiem chromu zwizek kompleksowy, ktéry w roztworze

benzenowym lub chloroformowym przyjmuje trevaliebieskofioletow barwe.
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K,Cr,0; + 4H,0, + H,SO, — 2 CrOs + K,SO, + 5H,0

CH
/3

FN/ CoHs

N
X CrO5

o)
Rys. 20. Zwizek kompleksowy pilokarpiny z ggiotlenkiem chromu

Dla odr&nienia warto podg ze apomorfina zabarwia chloroform na fioletowo pakai z
dwuchromianem ji bez nadtlenku wodoru, natomiast strychnina powsadujzemijagce
zabarwienie niebieskie.
Wykonanie proby:

Ok. 10 mg badanej substancji rozpid w 5 ml wody, doda 0,1 ml 16% roztworu 80O, 1 ml 3%
roztworu HO,, 0,1 ml 5% roztworu KCr,O;, 3 ml benzenu lub chloroformu i caintensywnie wytrasmgé.

Warstwa organiczna zabarwig sia niebieskofioletowo. Warstwa wodna stopniow@itiana ciemry barwe,
przechodzc ostatecznie ibita.

Reakcja specyficzna dla papaweryny

Znam reakcy specyficza dla papaweryny jest tzw. ,préba koralinowa”. Papayma w
obecndci bezwodnika octowego i kwasu solnego tworzy pkbdewany ,koralinem” o
charakterystycznej intensywnej jasnozielonej flsoencji.

OCH, OCHs
OCHj,4 OCH3
g (CH4C0),0 O
H3CO @
)
s SNH H,SO, | HsCO Q N~ “CH,
¥

| H3CO | | H3CO Z )

papaweryna koralin

Rys. 21. Préba koralinowa

Wykonanie proby:

Do ok. 5 mg badanej substancji dédaml bezwodnika octowego, ogrzaa ta&ni wodnej do 8C°C, a
nastpnie doda ostraznie 5 kropli s¢z. H,SO,. Powstaje intensywna fluorescencja mieszaninyujgagj, dobrze
widoczna wswietle UV.

Reakcja specyficzna dla lidokainy
Specyficza reakcg dla lidokainy jest tworzenie jasnozielonego osggjikompleksu z
chlorkiem kobaltu(ll) o strukturze, jak pokazanoRws. 22.

Wykonanie proby:

Ok. 0,25 g badanej substancji (w postaci chlorowkao rozpécic w 5 ml wody, doda 0,5 ml 10%
roztworu NaOH, powstaly osad adgy¢ i przemy wodq do obogtnego odczynu przeszu. Rozpsgci¢ 0,1 g tak
otrzymanego osadu w 0,5 ml etanolu (95%), do@b ml 2% roztworu CoGli dokladnie wymiesza
Jasnozielony osad pojawig §io ok. 2 minutach.

43



(0]
—
(@]
(@]
lidokaina NT TN
CHs;

| CHs _
Rys. 22. Zwizek kompleksowy lidokainy z jonem kobaltu(ll)

2.2. Niealkaloidowe azotowe zasady organiczne z uktadami
heterocyklicznymi

Aminofenazon

1-fenylo-2,3-dimetylo-4-dimetylamino-3-pirazolin-5en

CHg
HaC ,\{
H3C< I :N@
VS
CHz ©
C13H17N30 (m.cz. 231,30)
Wiasciwosci fizyczne

Bezbarwne, bezzapachowe krysztaty o stabo gorzkiraks, temp. topn. 107-10%C,
rozpuszczalne w wodzie, etanolu (95%), chloroforreterze etylowym i benzenie, a takw
rozcienczonych wodnych roztworach kwasow.

Chemiczne metody identyfikacji

Wyodrgbniony z masy leku aminofenazon malepodd& nizej podanym prébom
tozsamdciowym wywajac do nich substancji statej lub jej wodnego roziw@zalenie od
informacji podanej w odpowiedniej procedurze).

Aminofenazon wykazuje wiaiwosci redukugace juz na zimno pod wplywem wielu, nawet
tagodnych utleniaczy, np. FeClroztworu jodu, azotanu srebra. Pgkpwo powsta
niebieskofioletowe rodniki, ktére po agkzeniu dimetyloaminyakza sie w dimer o barwie
zOkobrunatnej.

» Reakcja z chlorkiertelaza(lll)
Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% wodnego roztworu badanej substadwiia® krople roztworu FeG. Roztwér zabarwia i
na niebieskofioletowo. Po dodaniu 6 kropli 16% kwagrkowego zabarwienie przechodzi w fioletowoezare.
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Rys. 23. Utlenianie aminofenazonu

* Reakcja z etanolowym roztworem jodu
Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% wodnego roztworu badanej substadogla 1 kropk etanolowego roztworu jodu.
Powstaje niebieskie zabarwienie.

» Reakcja z azotanem(V) srebra
Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% roztworu badanej substancji do8akropli 2% roztworu AQN@ Powstaje fioletowe
zabarwienie, a po pewnym czasie czarny osad metaijp srebra.

* Reakcja z heksacyjatmlazianem(lll) potasu i chlorkiegelaza(lll)
Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% wodnego roztworu badanej substatmgig 0,5 ml 5% roztworu Fe(CN)], a nasgpnie

krople 1% roztworu FeGl Utworzony w wyniku utleniania aminofenazonu[Re(CN)] tworzy z jonami
zelaza(lll) ciemnoniebieski bkit pruski Fg[Fe(CN)]s.

 Reakcja Emersona

Aminofenazon, metamizol sodowy i izopiryna w tzwakcji Emersona dajprodukty o
zabarwieniu czerwonym. Reakcja polega na utleniggan pochodnych pirazolinonu za
pomoa heksacyjanzelazianu(lll) potasu, a nagmnie kondensacji utworzonego produktu
utlenienia z fenolem.

K3[Fe(CN)e]

N{ .C .
- CH - )= y=(
H3C N\ 3 O=N CH3 o —N CHs
CHs

Rys. 24. Aminofenazon w reakcji Emersona
Wykonanie préoby:
Do 3 ml 2% roztworu badanej substancji do@sb ml 5% roztworu KFe(CN)] i 0,5 ml 2% roztworu
fenolu. Mieszanina reagiga zabarwia gina czerwono.
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+ Reakcja z manganianem(VIl) potasu

Silniejszesrodki utleniajce, np. manganian(VIl) potasu, utlegigiminofenazon do 2-

(N'-acetyloN'-metylo-N-fenylo-hydrazynoN,N-dimetylo-2-okso-acetamidu.

CHg
PN [C] 0 o)
I/N & _N. _C. _cH

H3C‘N C\:\ H3C/ \N/ ~c” \N/ 3
I

Hee O

|
CH3 O CHg

Rys. 25. Utlenianie siaminofenazonu pod wptywem silnych utleniaczy
Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% wodnego roztworu badanej substashmjiawa kroplami 1% roztwér KMnQw 0,25 M

H,SO,. W przypadku obecroi aminofenazonu obserwuje;sidbarwianie si fioletowego roztworu dodawanego
utleniacza.

Atom azotu w poteeniu 2 piefcienia pirazolinowego w pochodnych pirazolinonuab (
tym i aminofenazonu) wykazuje staby charakter dasgy. Maze zatem tworz§ sole,

wystepujac w kationowych formach tautomerycznych.

CH4 CHs CH3
HiC e He o/ HC ,\{
\ H =N =\
H3C\ N c HSC\N C/ H3C\ N \C
| \ | \ | |
HeC O CHy © HeC HO

Rys. 26. WHciwosci kwasowo-zasadowe pochodnych pirazolinonu-5

 Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa

Wykonanie préoby:
Do niewielkiej ilasci badanej statej substancji d@édkilka kropli odczynnika Dragendorffa. W przypadku
obecndci aminofenazonu obserwuje; giojawianie bgzowopomaraczowego osadu.

Analiza spektralna

Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e
poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.

T T T T
11 1O = = - = = =} = = 1 (=)

HSP—0a—==2 [=]=1ag]

Rys. 27. WidmdH NMR aminofenazonu (90 MHz, ¢ =0.04 g / 0.5 ml Q§{18]
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Rys. 28. Widmo IR aminofenazonu (pastylka KBr) [18]

Chlorochinaldol
5,7-dichloro-2-metylo-8-chinolinol
cl

X

=
cl N~ “CHy

OH
C10H7NOC|2 (m.cz. 228,08)

Wiasciwosci fizyczne

Krystaliczny, zottobrunatny zwizek o ddé¢ charakterystycznym stodkawym zapachu i
temp. topn. 109-11%C. Substancja rozpuszcza 8i chloroformie, acetonie, eterze etylowym,
trudno rozpuszczaegw etanolu (95%), jest praktycznie nierozpuszczainaodzie.
Chemiczne metody identyfikacji

Wyodrgbniony z masy leku chlorchinaldol nale podd& nizej podanym prébom
tozsamaciowym.

* Reakcja z chlorkierzelaza(lll)

Reakcja jest charakterystyczna dla grupy fenolowe;j.

Wykonanie proby:
Okoto 5 mg badanej substancji rozpid w 5 etanolu (95%), doddl kropk 1% roztworu FeGl Obserwuje
sie ciemnozielone zabarwienie od powstategoaziii kompleksowego.

* Reakcja z siarczanem miedzi(ll)
Wykonanie proby:
Okoto 0,02 g badanej substancji rog@a w 2,5 ml etanolu (95%), dodaD,1 ml roztworu siarczanu
miedzi(ll). Powstajez6itobrunatny osad.

» Wykrywanie obecrai chloru
Wykonanie proby:
Okoto 1 mg badanej substancji rozpid w kilku kroplach acetonu. Miedziany drucik, zanumg uprzednio
w tak otrzymanym roztworze, umieszczony w ptomiguélnika barwi go na kolor zielony.
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Izoniazyd
Hydrazyd kwasu 4-pirydynokarboksylowego

| N
CsH7N30 (m.cz.137,14)
Wiasciwosci fizyczne.
Biaty, krystaliczny proszek o temp. topn. 170-1%3, rozpuszczalny w wodzie, &to
trudno w etanolu i chloroformie, praktycznie niggagzzczalny w benzenie i eterze etylowym.

Chemiczne metody identyfikacji.

» Kondensacja z aldehydem benzoesowym
Wykonanie préoby:

Do ok. 0,25 g badanej substancji dody25 mlswiezo przedestylowanego aldehydu benzoesowego, 2 ml
etanolu (95%) i cakd ogrzewé pod chiodniczk zwrotra na wracej tazni wodnej przez ok. 15 min. Po
ochtodzeniu wydzielony osad agzy¢, przemy niewielky iloscia etanolu, wysuszy po czym przekrystalizowa
z etanolu. Uzyskany produkit-izonikotynoiloN*-benzylidenohydrazyna) powinien wykazyiwéemp. topn.
201-203°C.

» Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie préoby:
Okoto 0,01 g badanej substancji z&d®,25 ml odczynnika Ehrlicha (roztwor aldehydu 4-
dimetyloaminobenzoesowego w 10 % kwasie solnyna}as¢ zamieszé bagietk. Pojawia s} zolte zabarwienie
lub osad produktu kondensacji o strukturze:

I
H

/
N—NH CHs| o
HC= =N® |(Cl
CH

 Reakcja z odczynnikiem Tollensa

Pod wplywem dziatania amoniakalnego roztworu aaotarebra (odczynnik Tollensa)
izoniazyd ulega utlenieniu do amidu kwasu 4-piryakerboksylowego. Obserwujeeszybkie
wytracanie czarnego osadu metalicznego srebra.

Wykonanie préoby:
Okoto 0,02 g badanej substancji rozgia w 1 ml wody, dod&1 ml amoniakalnego roztworu azotanu srebra
(odczynnik Tollensa) i ogrzewaatas¢ na wracej tazni wodnej przez kilka minut. Powstaje czarny osad.

* Reakcja z odczynnikiem Fehlinga
Wykonanie préoby:
Okoto 0,02 g badanej substancji roggitt w 1 ml wody, dodé 1 ml odczynnika Fehlinga i ogrzeivaatas¢
na wrzcej tazni wodnej przez kilka minut. Powstaje ceglastoczeryosad tlenku miedzi(l).

48



* Reakcja z octanem miedzi(ll)

Préba polega na wykrywaniu kwasu izonikotynowego produktu utlenienia
izoniazydu.

Wykonanie préoby:

Do okoto 0,1 g badanej substancji rozpuszczonej,5vrl wody dodéa kroplami wody bromowej do
utrzymywania si trwatego jasnostomkowego zabarwienia. Galogrza do odbarwienia, doda0,5 g octanu
sodu (w celu przeprowadzenia powstatego kwasu kotyimowego w postasoli), przegczye, a do przegzu
doda 3 ml 10% roztworu octanu miedzi(ll). Po kilku miagh obserwuje siwydzielenie niebieskiego osadu
izonikotynianu miedzi(ll).

» Reakcja z 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem
Wykonanie proby:
Okoto 10 mg badanej substancji roggid w 4 ml etanolu i dodal ml etanolowego roztworu 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenu, zamieszapo czym doda kroplami 1 ml ok. 5% etanolowego roztworu KOH. ©hsuje s¢
powstawanie produktu o zabarwieniu brunatnoczerwoaywzorze:

O,N

4
\ N, o IN— 23]
| i S|k

N ~#
* Ogrzewanie z bezwodnynaglanem sodu
Wykonanie proby:
Izoniazyd ogrzewany z nadmiarem bezwodnegglanu sodowego ulega rozktadowi. Wyczuwa zpach
pirydyny.

* Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa.
Wykonanie proby:
Do okoto 0,01 g badanej substancji rozpuszczone0,&% ml wody dodéa kilka kropli odczynnika
Dragendorffa. Wydziela sipomaraczowy osad.

Analiza spektralna.
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpase

poréwnd je z dosgpnymi widmami wzorcowymi.
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Rys. 29. Widmo IR izoniazydu (KBr) [18]
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Metronidazol
2-(2-Metylo-5-nitro-imidazol-1-ylo)-etanol

O,N N//\OH
T y—on
N

C6H9N303 (m .CZ. 171,15)
Wiasciwosci fizyczne.

Bialy lub jasnozoity krystaliczny proszek o stabym, charakteryshyem zapachu,

trudno rozpuszczalny w wodzie i w etanolu. Wspohezl absorpciji Ellz/:n =380 { =276 nm)
w 0,1 N kwasie solnym. Temp. topn. 159-163
Chemiczne metody identyfikacji.

Rozpuci¢ ok. 0,25 g badanej substancji w 10 ml 0,1 p6&, otrzymupc roztwér (A),
ktéry nalery przeznacz§ do nizej zaproponowanych prob na badaniestomdci.

* Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa

Wykonanie proby:
Do okoto 1 ml roztworu (A) doda2 ml odczynnika Dragendorffa. Powstaje pomazawy osad soli z
metronidazolem o skladzie

N G
OZN@H Bils

» Reakcja z roztworem jodedianu (1) potasowego (odczynnikiem Mayera)

Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml roztworu (A) doda2 ml odczynnika Mayera. Wyita s¢ bezpostaciowyzo6ttobiaty osad
soli z metronidazolem o skiadzie:

HO
\

H,C—CH
2 Hz CHs

Hg l4
OZN{\/QH 2

» Reakcja z jodoplatynianem (IV) potasowym

Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml roztworu (A) doda2 ml odczynnika jodoplatynianowego. Wyta sé osad szarofioletowej soli z
metronidazolem o skladzie:

50



* Reakcja z kwasem pikrynowym

Wykonanie proby:

Do 5 ml roztworu (A) doda10 ml nasyconego wodnego roztworu kwasu pikrynayegeszania ogrza
prawie do wrzenia i pozostagvilo krystalizacji na 12 godzin. Powstaty osadaodg, przemy zimng woda (3 X
5 ml), po czym doktadnie wysuszyZmierzyt temp. topn. pikrynianu metronidazolu, ktéra povénwynosé
150-153°C.

ozN{/
\ gH O2N

 Potwierdzenie obecdoi grupy nitrowej

W probie tej grupa nitrowa metronidazolu zostajedmkowana do grupy aminowej,
dajpc 2-(5-amino-2-metylo-imidazol-1-ylo)-etanol. Ngstie powstaly zwizek, pod
wptywem kwasu azotowego(lll) przeksztatca wi sol diazoniow, ktéra w zakresie pH 5-9
tworzy z 2-naftolem brunatnofioletowy barwnik diazo
Wykonanie préoby:

Do 1 ml roztworu (A) doda 0,5 ml 25% kwasu solnego, 0,02 g pylu cynkowegmgiizewd na fa&ni
wodnej przez 5 minut. Mieszarirochtodz¢ na t&ni lodowej, dodéa 0,5 ml zimnego 0,1 M roztworu NaNO

silnie zamieszg po czym doda kroplami zimnego 2 ml 1% roztworu 2-naftolu w O\l roztworze NaOH.
Whytraca sk brunatnofioletowy osad.

HO

\ HO HO
H,C-CH \
TN HoC Q- H,C-CH,
N 3 NaNO, \
ond W zniHg N N\(CHs o
2NN\ N HoN— N HCI N=N— \N cl

Rys. 30. Wykrywanie obecoogrupy nitrowej w strukturze metronidazolu

» Wyodebnienie czystego metronidazolu
Wykonanie préoby:
Surowy metronidazol, wyogdbniony wczéniej z masy tabletkowej przekrystalizotva gomncej wody. Osad
odsiczye, przemy zimmg woda, doktadnie wysuszyi zbadd jego temp. topnienia. Temp. topn. metronidazolu
wynosi 159-163C.

Analiza spektralna.
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpase

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 31. WidmdH NMR metronidazolu (400 MHz, ¢ =0.04 g / 0.5 m| BK-d) [18]
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Rys. 32. Widmo IR metronidazolu (pastylka KBr) [18]

Niketamid
N,N-Dietyloamid kwasu pirydyno-3-karboksylowego

(0]
Il

N \ C\ N/C2H5
I

A ézHg,
Ci10H14N20 (m.cz. 178,23)
Wiasciwosci fizyczne.

Bezbarwna lub jasrdtta oleista ciecz, silnie zatamgp swiatto, o stabym swoistym
zapachu. Mge wystpowa w postaci krystalicznej o temp. topn. 22°24 Dobrze rozpuszcza
si¢ w wodzie, etanolu, chloroformie i eterze etylowyll. preparatach farmaceutycznych
czesto wystpuje w postaci soli, np. mleczanu.

Chemiczne metody identyfikacji.

» Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa
Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml wodnego roztworu badanej substangda 2 ml wody i kilka kropli odczynnika
Dragendorffa. Powstapgttobrazowy osad soli z niketamidem.
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* Reakcja z odczynnikiem Mayera (jodaranem potasowym)
Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml roztworu wodnego badanej substanejlad 2 ml wody i kilka kropli odczynnika Mayera.
Whytraca sk biaty osad soli z niketamidem o sktadzie

H
| & CoHs 20
N Hg I4
0 2

* Reakcja z CuSQ NHs SCN
Wykonanie préoby:
Do 1 ml roztworu wodnego badanej substancji doktapl 10 % kwasu solnego, krapll % roztworu
CuSQ oraz dwie krople 0,1 N roztworu NHCN. Wytaca sk krystaliczny, zielony osad w ksztaicie rozet
(badanie mikroskopowe).

SCN
NCS.

N N
C2|‘||5 z A CoHg

[ — !
N NN = N_
CoHg ﬁ ﬁ/ CoHg
(@] (@]

» Reakcja hydrolizy i tworzenia kompleksu miedziowego
Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml roztworu wodnego badanej substanafiad 5 ml 10 % NaOH i ogrzewa wydziela s¢
charakterystyczny zapach dietyloaminy. Zaw&rforobowki ochtodai, zobogtni¢ za pomog 16% HSO,, dod&
2 ml 2% roztworu CuS® Powstaje niebieski osad nikotynianu miedziowego.

© |
N 1) OH /HyQy N _0
| N C,Zsz 2) CuSO4 /H Y \/\(\3/
= N. ———> o0 Cu 0
ﬁ/ CoHs 'c A
~
0 o0~ | N
P

Rys. 33. Synteza kompleksu miedziowego niketamidu

* Reakcja jodoformowa

Reakcja potwierdza obecd§to kwasu mlekowego, ktéry zwykle dodawany jest do

preparatow leczniczych zawiegaych niketamid:

HOOC-CH(CH3)-OH + 41, + 6 NaOH —» CHIz3 + HOOC-COOH +5H0

Wykonanie proby:
Do 0,3 ml roztworu wodnego badanej substancji d&lml 50 % roztworu KOH, 3 ml 0,1N roztworu jodu
w 2% roztworze Kl i ogrz& Wydziela s¢ zapach jodoformu, a po ochtodzeniu vggr s¢ jegozotty osad.

* Reakcja z 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem
Wykonanie préoby:

Do okoto 0,1 g badanej substancji dédaodwdjry ilos¢ 2,4-dinitrochlorobenzenu, tagodnie stbpi
(Swiecacy ptomier palnika), ochtodzi i doda& 3 ml 0,1 N etanolowego roztworu KOH. Powstaje piddo
czerwonym zabarwieniu.
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Rys. 34. Synteza barwnej pochodnej

aromatycznego i przeksztatcenie w fernitrowa ,aci”

Analiza spektralna.

€]

(0]
@
N/
|
NO,
NS
| oot
X
“CoHs
(6]

niketamidu pEprzdobudowanie” znitrowanego ukfadu

Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 35. WidmdH NMR niketamidu (400 MHz, ¢ =0.05 g/ 0.5 ml DMSJ) [18]
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Rys. 36. Widmo IR niketamidu (pastylka KBr) [18]
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Propyfenazon
1-fenyl-4-izopropylo-2,3-dimetylo-3-pirazolin-5-on

HsG
N CHs
N\ I CH
e
I
o) |
HsC
C14H14N20 (m.cz. 230,14)
Wiasciwosci fizyczne
Bezbarwne, bezzapachowe krysztaty o lekko gorzkimaksi, temp. topn. 102-10%C,
rozpuszczalne w etanolu (95%), eterze etylowynhcsta wodzie.
Chemiczne metody identyfikacji
Wyodrebniony z masy leku propyfenazon ngle podd& nizej podanym prébom
tozsamaciowym.

» Reakcja z chlorkierzelaza(lll)
Wykonanie préoby:
Do 1 ml ok. 2 % wodnego roztworu badanej substadojl& krople 5% roztworu FeGl Roztwor

przyjmuje kolor bgzowo czerwony od powstgjego zwizku kompleksowego. Po dodaniu 1 ml 10% kwasu
solnego zabarwienie roztworu zmienia sazotte.

 Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa

W érodowisku kwanym sprotonowana forma péeienia pirazolinonu-5 w
propyfenazonie jest stabilizowana efektem rezonagsg a nadto wyspuje w dwoch
formach tautomerycznych. Kationowa struktura ulimoa tworzenie soli z popularnymi
odczynnikami sticajacymi organiczne zasady azotowe (np. z odczynnikiagendorffa lub

kwasem pikrynowym).

/HBC\ Ho@ HsC HsC
0 ‘ ® \\) | HO |
Y ocn H L CH b CH_
/ “CHy = /g s 20 B ] e
AN | ANSY Ne_
N7CHy N CHs N™ “CHg
HsC L H5C HsC ]
HsC
Q I
CH
C ~
> / CHg
D N\@/
N CHs
HaC

Rys. 37. WHciwosci kwasowo-zasadowe propyfenazonu

Wykonanie préoby:
Do niewielkiej ilasci badanej statej substanciji d@édkilka kropli odczynnika Dragendorffa. W przypadku
obecndci propyfenazonu obserwujezgiojawianie bgzowopomaraczowego osadu.
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 Reakcja z manganianem(VII) potasu

Silniejsze srodki utleniajce, np. manganian(VIl) potasu, utlemiapropyfenazon.
Reakcja przebiega podobnie, jak w przypadku amivadenu, tj. poprzez rozszczepienie
wiazania podwaojnego w pigsieniu heterocyklicznym.

Wykonanie proby:
Do 3 ml ok. 2% wodnego roztworu badanej substashmjiawa kroplami 1% roztwér KMn@Qw 0,25 M

H,SO,. W przypadku obecroi propyfenazonu obserwujezshidbarwianie si fioletowego roztworu dodawanego
utleniacza.

* Reakcja z piciotlenkiem chromu

Propyfenazon, jako jedyny z pochodnych pirazolinojakie znalazty zastosowanie w
lecznictwie, tworzy fioletowo zabarwiony komplekspiciotlenkiem chromu(V). Odsgpstwo
to, w stosunku do np. aminofenazonu, wynika z brp&dstawnika aminowego w pozycji 4
jego pieécienia heterocyklicznego.

Cr,0;% + 4H,0, + 2H" — 2CrOs + 5H,0
Propyfenazon tworzy kompleks z Gy@ stosunku (3:1).
Wykonanie proby:
Do 5 ml ok. 0,2% wodnego roztworu badanej substataja 5 kropli 15% roztworu k50O, 1 ml 3%

roztworu HO,, 0,5 ml 0,02 M roztworu chromianu(VIl) potasu orazml chloroformu. Po wytegnieciu i
rozdzieleniu warstw obserwujezdioletowe zabarwienie fazy organicznej.

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpamse

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 38. WidmdH NMR propyfenazonu(400 MHz, ¢ =0.04 g / 0.5 ml AR 18]
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Rys. 39. Widmo IR propyfenazonu (pBstyKBr) [18]

Metamizol sodowy (Pyralgina

N-(1-fenylo-2,3-dimetylo-5-okso-3-pirazolin-4-ylo)N-metyloaminometanosulfonian

N
ey
o N=CHz

O HiC so3 Na
Ci3HigNaNaOS « HO (m.cz. 351,35)

sodowy

@

Wiasciwosci fizyczne.
Biaty lub prawie bialy, krystaliczny proszek, tatwozpuszczalny w wodzie, metanolu,

praktycznie nierozpuszczalny w eterze etylowymi@aue, benzenie i chloroformie.
Chemiczne metody identyfikaciji.

. Reakcje utleniania

€]
- Ny
CH,
H3C N CH3 N CH3 H3C NH
— H,0 7—< 7—(
2 c_ N ng” : *
O \N/ \CH3 C N\N/C (0] \N/N CH

N CN
HZO 7—< 7—§

/ \ C=0 0=C /N\

©©

zOMy produkt kondensaciji
Rys. 40. Utlenianie pyralginy za pamazotanu(V) srebra
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o0 Reakcja z azotanem srebra

Wykonanie proby:

Do 2 ml ok. 2% roztworu badanej substancji do8akropli 2% roztworu AgN@ W pierwszym etapie
tworzy sk bialy osad soli srebra, a ngstie roztwor mtnieje i przybiera zabarwienie niebieskie, przeadaod w
zielone, a na kitcu powstajezdtto zabarwiony produkt kondensaciji.

0 Reakcja z azotanem(lll) sodu
Wykonanie préoby:
2 ml ok. 2% roztworu badanej substancji zakwasi pomog 10% kwasu solnego do pH ok. 1, rasie
dod& 1 ml 5% roztworu NaN© Powstaje natychmiast niebieskie zabarwienie,qghaézce wzolte.

0 Reakcja z heksacyjaielazianem(lll) potasu i chlorkiegelaza(lll)
Wykonanie préoby:
Do 3 ml 2% roztworu badanej substancji d®8&b ml 5% roztworu Fe(CN)] oraz kropt 1% roztworu
FeCk. Utworzony w wyniku utleniania metamizolu sodowe#f@[Fe(CN)] tworzy z jonami zelaza(lll)
ciemnoniebieski kkit pruski Fe[Fe(CN)]s.

o0 Reakcja Emerson@ heksacyjanelazianem(lll) potasu i fenolem)

Pochodne pirazolinonu, w tym m.in. aminofenazomrajgyna (metamizol sodowy) czy
izopiryna, w reakcji Emersona dgprodukty o zabarwieniu czerwonym. W pierwszym etap
pod wptywem heksacyjanelazianu(lll) potasu zachodzi utlenianie grupy kilaeminowej
(obecnej przy pidcieniu pirazolinonu) do grupy nitrozowej. Utworzopyodukt utleniania w

reakcji z fenolem prowadzi do czerwonego produkindensaciji.

SO3H
HoC
\
HsC N—CH3 HsC N=0 H3C N:<Z>:O
N g c KaFe(CN)e g c CgHsOH N_ _C
250 ~~=0 675 SN 20
Hee” O Hoc” N —— He N

C

Wykonanie préoby:
Do 3 ml 2% roztworu badanej substancji do@@®b ml 5% roztworu {Fe(CN)] oraz 0,5 ml 2% roztworu
fenolu. Roztwér zabarwiagha czerwono.

C C

Rys. 41. Reakcja Emersona

. Reakcje strceniowe(charakterystyczne dla alkaloidow)

Pyralgina wykazuje wkgiwosci kwasowo-zasadowe analogicznie, jak propyfenazon
(patrz Rys. 37), co unibwia tworzenie trudnorozpuszczalnych soli o znadue
diagnostycznym. W wyniku reakcji steniowej z jodobizmutanem(lll) potasu (odczynnik
Dragendorffa) tworzy giosad o zabarwieniu pomaczowym, z kwasem pikrynowym — osad

z0Mty, z jodortcianem(ll) potasu (odczynnik Mayera) - osad szaigbi
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0 Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa
Wykonanie proby:
Do okoto 1 ml roztworu doda2 ml wody i kilka kropli odczynnika DragendorffaPowstaje
pomaraczowy osad soli z z pyralgin

0 Reakcja z odczynnikiem Mayera
Wykonanie proby:
Do okoto 1 ml roztworu doda2 ml wody i kilka kropli odczynnika Mayera. Wytra st szarobialy osad
soli z pyralgin.

. Reakcja hydrolizy

Obecne w badanym zwzku ugrupowanie sulfonylometylenoaminowe (>N-£%0;H)
tatwo ulega hydrolizie pod wpltywem ogrzewania w wgeh roztworze kwasu solnego.
Reakcja biegnie z wydzieleniem dwutlenku siarki zofarmaldehydu, ktérego obecito

wykrywa st odczynnikiem Schiffa.

O—SO,H OH
/

/ @ e
HaC H20 / HCl | H,C o H20/HCI H,N—CH3| €I + CH,O
— - /
/N CHs (-B/NH CHs| CI - S0, R
R R

Rys. 42. Przebieg hydrolizy kwasowej pyralginy

Wykonanie proby:

Okoto 0,1 g badanej substancji rozpid w 2,5 ml 10% kwasu solnego i ogrzewdo wrzenia. Wydziela
sie dwutlenek siarki, a naginie formaldehyd. Do 0,5 ml cieptego roztworu dodaml odczynnika Schiffa.
Mieszanina przyjmuje bamfioletowopurpurow.

* Reakcja z odczynnikiem Millona

Odczynnik Millona zawiera azotan(V) i azotan(lltgai(ll) oraz kwas azotowy(V). W
obecnéci jonéw Hd* zachodzi nitrozowanie pigienia aromatycznego pyralginy w pozycii
2, a powstaty produkt tworzy z jonami Hgv srodowisku kwanym zwiazek kompleksowy o

zabarwieniu czerwonym.

N _0 Oy
2 ® 2 o4 N\ ,N
HaC_ N N=O HaC N Hg 2+
N c=0 N c=0 e N /Hg CH
—_— —— HSC\N/@\\C/O \O\C// \N/ 3
HsC /N—CH3 HsC /N—CH3 )_—:_< —
HoC H2C\ HaC /N‘CHS HaC=N_ CHs
SO3zH SOzH HaC _CHa
SOzH HO3S

Rys. 43. Przebieg reakcji pyralgingdczynnikiem Millona
Wykonanie préoby:

Okoto 1 ml wodnego roztworu badanej substancji agdo wrzenia, po czym dodd@®,5 ml odczynnika
Millona. Mieszanina przyjmuje czerwone zabarwienie.

« Zwigzek wykazuje reakcje na obeghsiarki i jonu sodowego.
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Analiza spektralna.
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpase

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 44. WidmdH NMR pyralginy (400 MHz, ¢ =0.04 g/ 0.5 ml CQJ18]
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2.3. Zwigzki o budowie steroidowej

Zwiazki steroidowe, g pochodnymi cyklopentanoperhydrofenantrenu, zaydeyani w
swych strukturach tzw. uktad steranu. Steran jéstdglowym weglowodorem alicyklicznym.
Skfada si z czterech skondensowanych pegeni. Trzy z nich (6-cio cztonowe) oznacza si
zwyczajowo literami A, B i C, natomiast czwarty ¢ cztonowy) — liteg D.

Poszczegoblne steroidy odrdaja sie od siebie stopniem nasycenia uktadu steranu oraz

iloscia i rodzajem podstawnikow.

Rys. 46. Uktad steranu
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2.3.1. Reakcje charakterystyczne steroidow

W analizie jakéciowej zwhzkdéw steroidowych stosuje ¢siprzede wszystkim testy
barwne, ktorych przebieg wyidia st specyficza dla danego zvwizku kolejngcia zmiany
barwy i/lub jej natzenia.

Wigkszaici reakcji barwnych towarzyszy obeddostzonego mocnego kwasu, np.
kwasu siarkowego(VI), czy azotowego(V). Zzki steroidowe reagujz kwasem mineralnym
dzieki obecndci wiazan nienasyconych w uktadzie steranu, azeakjrup hydroksylowych w
pozycjach C-3, C-11, C-14 i C-17. Kdorazowo, w pierwszym stadium reakcji kwas
umazliwia odszczepienie wody po sprotonowaniu grupyrbkdylowej w pochodnej sterolu.
Tworzacy sk pierwotnie karbokation w drugim etapie #eo

* uczestniczy w odszczepianiu protonu zssedniej pozycjp (reakcje typu E1),

* uleg& reakcjom z obecnymi ¥rodowisku reakcji nukleofilami,

e uleg& przegrupowaniom (na drodze migracji aniondw woduarkch wzgkdnie
grup alkilowych), a nagpnie prowadz do produktow reakcji wymienionych w
dwoch pierwszych punktach.

Ponizszy schemat przykladowo przedstawia mechanizm povestia najbardziej
prawdopodobnych produktéw reakcji cholesterolutzeomym kwasem siarkowym.

H3C H3C H3C

\ \ \
HaC  CH-(CH2)3-CH(CHg), HsC  CH-=(CH2)3-CH(CHj3), HsC  CH=(CHp)3-CH(CHy),
H3C ’
o 1 o8
H
HsC H3G
e HaC i CH~(CH,)3-CH(CH3)
\ H.C CH_(CH2)3-CH(CH3)2 - 2)3° 3/2
-H,0|  HsC CH—(CH2)3-CH(CHg), S GHs
HaC HsC
HsC
HO .
cholesterol produkty dehydratacji cholesterolu

Rys. 47. Mechanizm prawdopodobnych przemian strakiych cholesterolu pod wptywem dziatania
stezonego kwasu siarkowego(VI)

W przypadkach pochodnych steroli przegrupowaniadeationéw § przemianami da
powszechnymi, egto magcymi charakter kaskadowy, co w rezultacie skutkeggoczesnym
powstawaniem szeregu produktéw o znmi@owanych wiasniciach chromoforowych. W

wigkszaici przypadkow, przy przeprowadzaniu testéw barwnysteroli rzeczywicie
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obserwuje si pojawienie sj na pocatku okrglonej barwy pierwotnej mieszaniny reagtg),
a nasgpnie jej transformacjezalo ustalenia giokreslonej barwy kacowe;.

Przyktadowo, w wyniku tzw. proby Salkowskiego clafmrmowy roztwor cholesterolu
zabarwia s pocatkowo na kolor krwistoczerwony, po pewnym czasiegjest s
ciemnopurpurowy, a warstwa kwasu siarkowego wylaziglorn, fluorescengj.

W wyniku reakcji z samym atonym kwasem siarkowym twagrzsie barwne produkty
dehydratacji, ktore w niektorych przypadkach wykazatensywn fluoresceng w swietle
widzialnym lub UV. Po rozcigczeniu mieszaniny powstatych produktow wamogn mied
miejsce kolejne przemiany, zygiane tym razem z katalizowahkwasowo addyegj wody do
wiazan podwaojnych — zaréwno pierwotnych, jak i nowopowsth. W rezultacie, mieszanina
czesto zmienia zabarwienieadlz fluorescengj.

Produkty reakcji steroli z kwasem p-toluenosulfogowcharakteryzuj sic zéttym albo
czerwonopomarazowym zabarwieniem oraz fluoresceng swietle UV.

Reakcja pochodnych steroli z fenolami snodowisku stzonego kwasu siarkowego
prowadzi do produktéw, ktérych barwa zajeod rodzaju sterolu oraz stopnia rofceenia
mieszaniny reaguag¢ej wodi. Przyktadowo, w przypadku octanu dezoksykortonu
pomaraczowoczerwone zabarwienie produktu kondensacji maffelem zmienia 8i po
ozigbieniu i rozcié&czeniu wod na niebieskofioletowe, a octan kortyzonu daje pkbdbarwy
pomaraczowobnzowej, zmieniajcej Sk po ozkbieniu |1 rozciéczeniu wod na
pomar&czows. Ostateczny wynik tej proby analitycznej jest plzewszystkim rezultatem
kolejno nasfpujacych po sobie reakcji: kwasowo katalizowanej dehtatiji z wytworzeniem
przegciowych karbokationow (a tym samym elektrofili), bstytucji elektrofilowej
karbokationow do piécienia aromatycznego fenolu i nankol addycji wody do istniegych
i/lub nowopowstatych wizan podwoéjnych wegiel-wegiel.

W reakcji Liebermanna—Burcharda (reakcja z bezwadm octowym w obecriai skz.
kwasu siarkowego) w przypadku ekszasci steroli obserwuje si z uptywem czasu
charakterystyczne przechodzenie barw jednych w, iooe tuswiadczy o ztaonadsci procesu
(reakcje naspcze wynikajgce z przegrupowa karbokationéw). Przyktadowo, w obeceo
cholesterolu wyspuje najpierw zabarwienie xdéwoczerwone, ktére poprzez ckitne
przechodzi w zielone.

Sterole zawierape grupy hydroksylowe w pateniach enolowych reagyj z
hydrazynami, datc po zakwaszeniuotto zabarwione hydrazony.

Pochodne steroli, posiadag w podstawniku przy pozycji C-17 ugrupowarfia

ketonowe tworgz pochodne krystaliczne z  hydroksyloamin semikarbazydem,
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tiosemikarbazydem oraz 2,4-dinitrofenylohydragya charakterystycznych temperaturach
topnienia.

Z hydroksyloamin reaguj takze estry steroli (np. octany). Produktami reakgjka/asy
hydroksamowe, ktére z solanelaza(lll) daj czerwonofioletowe zwazki kompleksowe.

W przypadku obecrioi w strukturach badanych zygkdéw grup fenolowych lub
enolizupcych  ketonowych reakcje =z roztworami solzelaza(lll) prowadz do
charakterystycznie zabarwionych pmten kompleksowych.

W reakcji steroli z nadtlenkiem benzoilu ulegagpoksydacji wizania podwdjne.
Powstate paiczenia epoksydowe poddane rpsie dziataniu stzonego kwasu siarkowego
dajp stopniowo zrénicowane pod wzgbem barwy produkty otwarcia pigieni
oksiranowych (np. cholesterol: zielone bickitne, ergosterolzéite — bezbarwne).

Kwasowo katalizowane kondensacje pochodnych sterdidehydami pozbawionymi
tzw. protonéw a (np. z furfuralem czy formaldehydem) charaktergzigic barwnym
przebiegiem. Reakcja me zachodzi w obrbie piekcienia aromatycznego pochodnej sterolu
(o ile jest obecny), wzgtinie angaowat uktad enolowy. Tworgce s¢ produkty kondensacji
odznaczgj si¢ czesto kolorem specyficznym dla pekenia z danym sterolem, co utatwia jego
identyfikacg.

Generalnie, wszelkie reakcje analityczne, ktérychepieg wyréania sk specyficzia
zmiarg barw lub fluorescengjmog stanowé cenry podstaw przy projektowaniu prostych

testow o charakterze diagnostycznym.

2.3.2. Przygotowanie lekow steroidowych do analiz

Do testéw naley przygotowa taka ilos¢ leku, ktora zawiera ok. 50 mg badanego
steroidu. Leki tabletkowane naledoktadnie sproszkowav matym madzierzu, przeni&€ do
niewielkiej kolbki stakowej, zadd 5 ml mieszaniny chloroform — metanol (9:1, v/v),
doktadnie wymiesza przez intensywne wytsganie, po czym tak uzyskanzawiesir
przegaczy¢ pod zmniejszonym gmieniem. Przegz naley zebr& bezpdrednio do kolbki
okragtodennej poj. 50 ml. Pozostaly nacsku osad naley dodatkowo 4-krotnie przenyza
pomoa w/wym. mieszaniny rozpuszczalnikéw (4 x ok. 5 mbebra& ekstrakty. Wszystkie
pofaczone przegze naley odparowa do sucha na wyparce rotacyjnej, a uzygkanten
SposoOb suchpozostatéc przeznacz§ do bada analitycznych.

Leki w postaci mgci naleey zmiesza z eterem naftowym, silnie zamiegszéna
mieszadle magnetycznym lub poprzez wygemnie) i ptyn zdekantowaPozostaté przemy

kilkakrotnie zblzonymi do pierwotnej oljosciami eteru naftowego, wygyi eterowe
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kazdorazowo odrzucag. Przemyty osad wysuszyna wyparce obrotowej, rozfmi¢c w
mieszaninie chloroform — metanol (9:1, v/v) i w iEzpotrzeby przegzy¢, usuwajc
nierozpuszczalne zanieczyszczenia. Rizespodzielé na kilka porcji (zalenie od ilcci
zaplanowanych do przeprowadzenia testéw), ktéreezpalodparowa do sucha (np.
strumieniem azotu). Otrzymany osad padtestom analitycznym.

Uwaga.W przypadkach, gdy dysponuje: siiewielka iloscia prébki, wskazanym jest,
aby przed odparowaniem pokonych przegzy podziele je na tak ilos¢ w przyblzeniu
rownych porcji (np. przez odmierzenie pipetlo osobnych probdéwek), ktéracdrie
odpowiadata iléci przewidzianych do przeprowadzenia testéw. Rozgedniki naley

odparowa, a pozostal& wykorzystad do przeprowadzania danej proby analitycznej.

2.3.3.  Testy analityczne steroidéw

Proby z zastosowaniem ogrzewania mieszanin reegtl) naley przeprowadza na
goracej lub wrzcej tazni wodnej (ogrzewanie tagodne!) w probowkach z daem
chtodniczly powietrzry (chyba, ze przepis podaje inaczej). Proby, ktére nie wymmgaj
ogrzewania, ani te obserwacji jakichkolwiek zmian w olkilenej warstwie lub granicy
migedzyfazowej w mieszaninach heterogenicznych, zwykieeprowadza sina ptytce do
analizy kroplowej, o ile skala danego testu na eawala. Obserwacje fluorescencji warto
takze przeprowadzana ptytkach do analizy kroplowe;j.

» Rozkiad pod wptywemesbnego kwasu siarkowedproba Salkowskiego)

W proébie tej, w zalenosci od rodzaju steroidu jedna lub obie warstwy wykaz
intensywne, kontrastage ze solp zabarwienia, a czasami dodatkowo jedna z nichnfluge w
swietle UV. Przyktadowo, octan dezokortonu — po reczeniu mieszaniny reagigej w 1 ml
etanolu i ogrzaniu daje roztwor niebieski, aswietle UV — czerwon fluorescengj; octanu

kortyzonu — po 1 minucie — roztwéétty, a wswietle UV — zielon fluoresceng;.

Rys. 48..Wyniki reakcji Salkowskiego (po rozdiezeniu wod)
dla wybranych steroidéw. 1 spirolakton (pomara&zowa barwi
dolnej warstwy, zota fluorescencja warstwy gornej), 2 —
finasteryd (jasnoseledynowa barwa oraz szarofiole
fluorescencja dolnej  warstwy), 3 — prednizolor
(wisniowoczerwona barwa dolnej warstwy, szaroniebit
fluorescencja warstwy gornej), 4 dehydroandrosteron (dol
warstwa — pomareczowa z rgowofioletowg fluorescengj), 5 —
hydrokortyzon g6ttozielona warstwa gorna mtensywnie zielom
fluorescencj, brazowa warstwa dolna z niebiesRuorescendj)
6 — prednizon (obie warstwy bezbarwne, delikatna iegka
fluorescencja warstwy dolnej).
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Wykonanie préoby:

Kilka miligraméw badanej substancji roZpit w niewielkiej ilasci chloroformu (ok. 2 ml) i ,podwarstéi
(tzn. wprowadzi po sciance probowki) 2 ml gt. kwasu siarkowego(VI). Po zanotowaniu wynikéw magsre
rozcienczyé woda (1-2 ml, OSTRANIE!) i ponownie dokon&obserwacii.

Obserwacije:

Dla kazdej z warstw zanotowazmiany barwy wwietle widzialnym, a take fluorescenegjw swietle UV
w czasie ok. 5 minut od dodania kwasu siarkowegonaatpnie po rozciéczeniu mieszaniny wad
(OSTRQZNIE!). Badania fluorescencii natg wykonywa na ptytce do analiz kroplowych lub w probdwkach ze
szkia kwarcowegoo ile & dostpne.

. Reakcja Liebermanna-Burcharddreakcja z bezwodnikiem octowym w
obecndci stkez. kwasu siarkowego(VI))
Wykonanie préoby:
Kilka miligramow steroidu rozpuszczazsi niewielkiej ilasci chloroformu (ok. 2 ml), dodaje (chtogtzw
razie potrzeby) 10 kropli bezwodnika octowego gp@ankach probdwki 2-3 kropleggt H,SO;.
Obserwacije:

Zanotowa fluorescengj (lub brak) oraz bargvmieszaniny reagugej, a take jej zmiany w czasie 5-10 min.
w $wietle widzialnym oraz wwietle UV (A = 254 nm).

» Reakcja z kwasem siarkowym(VI) i nadtlenkiem b&nzoi
Wykonanie proby:

W 3 ml lodowatego kwasu octowego rozpuszcz&kika miligramdw badanego steroidu i dodaje szézyp
nadtlenku benzoilu. Mieszarinogrzewa s w temperaturze wrzenia, a po ochtodzeniu dodajesqiance
probowki 4 krople stz. kwasu siarkowego(VI). Prébwykona w szklanej probéwce. Obserwujee si
charakterystyczne dla danego steroidu ,przechod?&airw.

Obserwacije:

Zanotowa barwe i ewentualnie zmiany barwy mieszaniny reagaj w czasie ogrzewania. Zwrdci

uwag: na szybké¢ zachodzcych zmian.

* Reakcja z kwasem siarkowym(VI) i furfuralem
Wykonanie proby:

Ok. 5 mg steroidu rozpuszcza siv 2,5 ml alkoholu etylowego, dodaje 3 krople 0,3#oholowego
roztworu furfuralu §wiezo sporadzonego), po czym OSTRANIE podwarstwia stz. kwasem siarkowym(VI).
Po zmieszaniu i ochtodzeniu obserwuje sharakterystyczne dla danego steroidu ,przechadzdrarw (np.
cholesterol: czerwone» bigkitne, ergosterol: brunatnaréwe — brunatne, stigmasterol: czerwonobrunatae
stabobtkitne).

Obserwacije:
Zanotowa zmiany barwy obu warstw w czasie.

» Reakcja z odczynnikiem Marquisa
Wykonanie proby:

Do okoto 2-5 mg badanej substancji dédaml stz. H,SO, zmieszanego wczeiej z 2 kroplami 38%
roztworu formaldehyduUwaga: stzenie steroidu w mieszaninie reagcgj nie mee by zbyt due, gdy
utrudnia to poréwnywanie barw w przypadku réwnodggt analizowania kilku emych probek.

Obserwacje:

Nalezy sledzic barwg (i ewentualne jej zmiany) mieszaniny reagej w czasie ok. 5-10 minut od
zainicjowania reakcji. Dodatkowo warto obserwéwalor ewentualnej fluorescencji mieszaniny reagej w
Swietle UV.

» Reakcja z chlorkiem acetylu wobec chlorku cynku
Wykonanie proby:
Do okoto 10 mg badanej substancji w 2 ml lodowatkg@asu octowego dodal ml chlorku acetylu i

krysztatek_bezwodneg@p. swiezo stopionego) chlorku cynku, po czym ogrzéwecz ok. 5 min. w proboéwce
zaopatrzonej w chtodniczkpowietrzr, (praca pod wyaigiem!).
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Obserwacije:

Nalezy sledzic barwg (i ewentualne jej zmiany) mieszaniny reagej w czasie do 30 minut od
zainicjowania reakcji. Po zakozeniu ogrzewania zanotow&olor ewentualnej fluorescencji mieszaniny w
Swietle UV.

* Reakcja z chlorkiem cyny(1V)
Wykonanie proby:

Okoto 2-5 mg badanej substancji roggia w 2 ml lodowatego kwasu octowego i dédeoztwor
otrzymany przez rozpuszczenie 1 krysztatka chlarymy(lV) w 0,4 ml lodowatego kwasu octowego. Géto
ogrz&.

Te samy probe powtbrzy, stosujc jako rozpuszczalnik chloroform.

Obserwacije:
Nalezy $ledzic barwe (i ewentualne jej zmiany) mieszaniny reagej przed i po jej ogrzaniu. Zanotoéva
ewentualne rénice po zmianie rozpuszczalnika.

» Reakcja z chlorkiem antymonu(lil)

Wykonanie proby:

Sporadzi¢ roztwor 2 mg badanego steroidu w 1 ml bezwodnéddoraformu (bez domieszek alkoholu!).
Do 0,2 ml tego roztworu doda4 ml nasyconego na zimno roztworu chlorku antynfbhuw bezwodnym i
bezalkoholowynthloroformie.
Obserwacije:

Nalezy sledzi¢ barwg (i ewentualne jej zmiany) mieszaniny reagej w czasie, a nadto zwrdaiwag; na
fluorescengj w diugofalowymswietle UV (0 = 366 nm).

2.4. Sulfonamidy
Leki z grupy sulfonamidowaspochodnymi amidu kwasu 4-aminobenzenosulfonowego
(sulfanilamidu) o ogdlnej strukturze:

0>
S. _R?
o
RI-HN

Moga one zawiera rézne podstawniki (Ri R?), zaréwno na grupie aminowej, jak i
sulfonamidowej, a w zatmosci od ich rodzaju magwykazywa& charakter kwasowy lub/i
zasadowy, #dz tez obogtny. Charakter zasadowy nadaje im nie podstawisnpagaminowa
przy pieécieniu aromatycznym (pK =11,64-12,3), natomiast charakter kwasowy -
ugrupowanie sulfonamidowe (dla ekszaci zwiazkow pK, = 6,5-7,5). Sulfaguanidyna,
posiadajca ugrupowanie sulfaguanidynowe zamiast sulfonawedo, jest praktycznie
pozbawiona wiasrici kwasowych (pK = 12,05). W roztworach wodorotlenkdéw rozpuszcza
si¢ dopiero na gaico, rozkladajc sk z wydzieleniem amoniaku (odndienie od innych

sulfonamidow z wyjtkiem Sulfakarbamidy

2.4.1. Reakcje wspolne dla sulfonamiddéw
Zwiazki z grupy sulfonamidéw po stopieniu z sodem wbach wstpnych daj

pozytywne reakcje na obedosiarki (np. produkt o czerwonym, nietrwatym zabiamiu po
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reakcji z roztworem nitroprusydku sodowego), a &g z bezwodnym gglanem sodowym —
pozytywne reakcje na obedidgonow siarczanowych.

Zwiazki tej grupy pod wpltywem ogrzewania w wodnych veatach wodorotlenkéw
ulegap reakcjom hydrolizy. Jednym z produktow jest amind amoniak (zatenie od
struktury badanego zwaku), ktore identyfikuje si w mieszaninie poreakcyjnej w oparciu o
wiasciwe im préby charakterystyczne.

Sulfonamidy wsrodowisku kwasu solnego reagu formaldehydem, twoaz na ogoét
biate, rozpuszczalne w roztworze wodorotlenku sastpw osady. Osady te po ogrzaniu
roztworéw macierzystych (tj. tych, z ktérych wadity sie) ulegap rozpuszczeniu, dag
pomaraczowe lub czerwone roztwory. Po ezieniu ponownie pojawia &ibiaty osad,
rozpuszczalny w tugu.

Wszystkie sulfonamidy rozpuszczalne w kwasie solnpa potraktowaniu waog
bromows dajp w tym roztworze biate lulzéttawe osady produktéw bromowania geni

aromatycznych.

2.4.2. Rozr@nianie sulfonamidow

W probach rozraniania poszczegoélnych sulfonamidéwesto wykorzystywane as
wiasciwosci zmiany barwy podczas przechodzenia w stan stgpi®Wiele sulfonamidéw
podczas ftagodnego ogrzewania w suchej probowcesifypearaturze redukagego ptomienia
palnika) tworzy stopy o charakterystycznych dldsdarwach.

Jednake, podobnie, jak w przypadku eiszasci zwiazkdw organicznych, gtown
podstaw rozr&niania, a tym samym i identyfikacji poszczegoélngthfonamidéw g wyniki
reakcji barwnych.

Sole sodowe  sulfonamidéw, zawiejch  podstawiom ugrupowaniem
heterocyklicznym grupsulfonamidovy tworza z jonami Ca@* barwne kompleksy. W prébach
z innymi sulfonamidami obserwuje e¢sipowstawanie niespecyficznego zielonego Ilub
niebieskiego zabarwienia od ich soli miedziowycleakcja ta nie jest charakterystyczna dla
nich specyficza, gdyz sole miedziowe wielu kwaséw organicznych posiagadobne zielone
lub niebieskie zabarwienia.

Sulfonamidy podstawione niektérymi heterocykliczmymktadami aromatycznymi
tworza barwne zwizki kompleksowe z solami kobaltu(ll) o strukturaahalogicznych do
podanych na Rys. 49.
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Rys. 49. Rodzaje pgtzei sulfonamidéw z jonami miedzi(ll)

W reakcji z wodnym roztworem mieszaniny jodu i jadkotasowego sulfonamidy
podstawione ugrupowaniem heterocyklicznymadajzowo- lubzéttawoczerwone osady soli,
w przeciwigistwie do sulfonamidéw z grupy izocyklowej lub padsionych ugrupowaniami
karbocyklicznymi, ktore z tym odczynnikiem osadoie tworz.

Pierwszorgdowe aminy aromatyczne pod wplywem kwasu azotowdyo(
przeksztalcaj sic w sole diazoniowe, ktére w reakcjach z silnie gakiwanymi na substytug;
elektrofilowa zwiazkami aromatycznymi (np. fenolami, aminami aromatyaeni, a zwtaszcza
N,N-dialkiloaminami) daj barwne produkty spegania — zwizki diazowe. Zwykle, ze
wzgleddéw sterycznych preferowane jest podstawienie wygoz4 szdciocztonowego
pierscienia aromatycznego. Uktad aromatyczny 2-naftesit podstawiany w pozycji 1.

Dodatkowo, zwizki zawierajce w swych strukturach pierwszedowe grupy aminowe
ulegap reakcjom kondensacji z aldehydami, np. aldehydedin¥etyloaminobenzoesowym
(odczynnik Ehrlicha), furfuralem czy aldehydem amyym tworzc barwne produkty typu
zasad Schiffa, ktore niekiedy wypagalage srodowiska reakcji w postaci osadow. Wiele
produktéw reakcji sulfonamidéw z odczynnikiem Ethia charakteryzuje ¢siswoist

fluorescencj w swietle UV, co czsto utatwia analiz identyfikacyjra.

O CH3
C N
o H CHg CHa
N =L, S
- H,0O, HCI H \CH3

Rys. 50. Ogélna reakcja aromatycznych amin piervesdowych odczynnikiem z odczynnikiem Ehrlicha

Powyzsz proke mazna tez wykona na celulozowej bibule (np. papierze gazetowym).
Jest to tzwpréba ligninowa. Celuloza pod wptywem kwasu solnego ulega hydielidapc
glukoz, ktora w reakcji z pierwszogdowymi aminami aromatycznymi prowadzi do
czerwonopomaieczowych produktow kondensacji typu zasad Schiffgpidypadku @ycia do
tej proby furfuralu przebieg reakcji jest zgodngrezentowanym na Rys. 51.
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Rys. 51. Ogdlna reakcja aromatycznych aminysieorzdowych z furfuralem vérodowisku silnie kwénym

so426
2

Kondensacja z pochodrfurfuralu, podstawiof w pozycji 5 przebiega bez otwarcia

pierscienia furanowego.

0
R NH > R N=C ]
O 2 NS O 70" “CHz-OH

Rys. 52. Ogo6lna reakcja aromatycznych amin piervegdowych wsrodowisku silnie kwénym z pochodnymi
furfuralu podstawionego w pozycji 5

Piekcienie aromatyczne sulfonamidéw ulegagakcjom nitrowania, w wyniku czego
obserwuje s powstawanie nitropochodnych azrg/ch odcieniach lazu, zieleni lukzotci.

Powstate produkty poddane ngstie dziataniu zasad (np. etanolowy roztwér KOH) w
wigkszaci przypadkdéw zmienigj barwe (najczsciej na zbliong do zoltej, pomaraczowe;j
lub brazowoczerwonej) — reakcja Vitaliego.

Wyniki wybranych reakcji barwnych, w oparciu o kkdmana rozraniac zwiazki

sulfonamidowe prezentuje Tabela 2.
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Tabela 2. Wybrane préby analityczne raziajace pochodne sulfanilamidu {RH)

Barwa produktu

Podstawnik grupy Barwa
Lp. | Nazwa leku _ _ _ Reakcja
sulfonamidowej (-R) stopu CusSQ Co(NQGy), | Odcz. Ehrlicha]
Vitaliego®
O_ Pomara- Ci . a) Ciemna
N . iemnaotta brunatno-
1. | Sulfafurazol \ czowa— | Szaronie- . .
; /) ; Rézowa (cytrynowa zielona,
(Amidoksal brunatno- bieska i
fluorescencja)| b) brazowo-
H3C CH3 czerwona
czerwona
. Pomaraczowa
NH
> | Sulfaguani- Il Zotta— : Szaro (pomara- a) Brzowa,
: d C fioletowa, | Biekitna bleki b) z6topo-
yna N ¢kitna czowa ,
NH, NH3 1 . maraczowa
fluorescencja)
o ZOtta—
3. Sggﬁ:(igr— g fioletowa, | Btekitna blszkziit:'\% Pomaraczowa| Brak danych
<" "ONH, NH; 1 €
- CH3 Zbtta— | Niebiesko-| Rézowo- Czerwnono- a) Jasnoby
4. | Sulfamera- N . ! zowa,
| czerwono-| zielona | fioletowa | brazowa (bez :
zyna )\ Pz : =+ | b) oliwkowo-
N brunatna | (morska) jasna fluorescenciji) s6ita
- Ciemno- :
5 | Sulfameto- N~Q : Niebiesko- pomaraczowa a) Zielona,
. / Brunatna Bikitna zielona b) pomara-
ksazol Z ™~CH (czerwona
3 (morska) : czowa
fluorescencja)
\ ( > Ciemno- .
6. Skuslf?iﬂg)- +~ Q pomara- Zielona Niebieska Zo+t(éggvn\7aara- Brak danych
y © FH=CHs | * czowa
HsC
Jaskrawo-
N Brunatno- I pomardéczowa | a) Brazowa,
7. | Sulfatiazol /4 \5 czerwona fiflé?(;ev-a ’:‘Iilglzlt?)?/\lfg- (kanarkowo- | b) pomara-
S H,S1 zOha czowa
fluorescencja)
Sulfacet- ﬁ Czerwono- Szaro
8. : c niebieska,| Btekitna . Pomaraczowa| Brak danych
amid —N btekitna
CHj H,S 1
. OCHs Kanarkowaot-
Sulfadime- g : .
9. X Zottozie- Szaro- | ta (zielonobru-| a)Zotta,
toksyna N” N Brunatna - .
(Madroxin) )l\)\ lona niebieska natna b) zotta
OCHs fluorescencja)
Jasnopomara | a)Zoto-
10. | Sulfanilamid ) Ciemnofio- : - czowa zielona,
(Streptocydl H letowa Bickitna | Niebieska (morelowa) bez b) zo6topo-
fluorescencji | maraiczowa

*) a - po nitrowaniu; b — po alkalizacji.

2.4.3.

Wyodr ¢bnianie sulfonamidéw z masy leku

Testy analityczne sulfonamidéw

Leki tabletkowane naky doktadnie sproszkowaw matym madzierzu, przeni& do

niewielkiej
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zada acetonem (sulfonamidy zawiegeg¢ podstawion




aromatycza grupe aminows) lub 1N kwasem solnym (dla sulfonamidow z niepadsbr

grupa aminows), doktadnie wymieszaprzez intensywne wytgsanie, po czym tak uzyskan
zawiesir przegczy¢ pod zmniejszonym énieniem. Przegz naley zebr& bezpdrednio do

kolbki okragtodennej. Pozostalty naaczku osad nalgy dodatkowo dwukrotnie przermyza

pomoa odpowiedniego w/wym. rozpuszczalnika, zébpazeacze i pohczy¢ je z zebranym
wczesniej. Roztwory nalgy odparowa do sucha na wyparce rotacyjnej, a uzygkanten

Sposob suchpozostatéc przeznacz§ do bada analitycznych.

Zwiazki sulfonamidowe, ktére as trudnorozpuszczalne w kwasie solnym zm@
probowa eluowa z masy leku za pomadN roztworze NaOH, po czym zakwasizyskany
eluat kwasem solnym do pH ok. 4-5. Wydzielony osadfonamidu po odszeniu i
ewentualnym wysuszeniu rmua poddawa reakcjom jakéciowym. Zakwaszone eluaty, z
ktérych osad sulfonamidu nie wytit sie¢ odparowuje & do sucha, a otrzymarpozostaté¢
przeznacza sido bada identyfikacyjnych.

Leki w postaci m&i naleey zmieszéd ze zblzona objetosciowo iloscia eteru
naftowego, silnie zamieszgna mieszadle magnetycznym lub poprzez wagamie) i ptyn
zdekantowd& Pozostalé¢ przemy eterem naftowym (2-4 razy), wwgi eterowe
kazdorazowo odrzucag. Przemyty osad wysuszyna wyparce obrotowej, rozfaic w
acetonie lub 1N kwasie solnym (dla sulfonamidéwepaodstawion grupa aminows), w razie
potrzeby przegzy¢, usuwajC nierozpuszczone zanieczyszczenia i odpatoda sucha
(wyparka rotacyjna). Otrzymany osad poéltizstom analitycznym.

Procedury doswiadczen

* Reakcja z siarczanem miedzi(ll)

Wykonanie préoby:

Okoto 10 mg badanej substancji (sulfonamid w postali sodowej) rozpéci¢ w 1 ml wody. Sulfonamid
w postaci wolnej zawieSiw mieszaninie 1 ml wody po czym d@da-2 krople ok. 1N roztworu NaOH i
dokfadnie wymieszado rozpuszczenia (pH roztworu nie powinng lmyzsze od 9). Nagpnie doda ok. 0,5 ml
5% roztworu CuS@ i ponownie doktadnie wymieséza Obserwuje si powolne rozpuszczanie patzowo
wytraconego wodorotlenku miedzi(ll) i tworzenie barwngmiaczenia sulfonamidu z jonami miedzi(Iwaga:
w reakcji naléy unika® nadmiaru zasady.

Rys.53. Zabarwienia pgizen sulfonamidéw jonarr
- Cu*.
‘ ’ Od lewej kolejno: Sulfafurazol (Amidoxal
, l Sulfaguanidyna, Sulfamerazyna, Sulfametoksaz
- — Sulfatiazol, Sulfadimetoksyna (Madroxit

Sulfanilamid (Streptocyd).

» Reakcja z solami kobaltu(ll)
Wykonanie proby:
Okoto 10 mg badanej substancji (sulfonamid w postati sodowej) rozpéci¢ w 1 ml wody. Sulfonamid
w postaci wolnej zawiesiw mieszaninie 1 ml wody po czym dada-2 krople ok. 1N roztworu NaOH i
doktadnie wymieszado rozpuszczenia (pH roztworu nie powinnd lyyzsze od 9). Nagpnie dodé ok. 0,5 ml
1% roztworu Co(NG@), i ponownie doktadnie wymiesza Obserwuje s tworzenie barwnego padzenia
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sulfonamidu z jonami kobaltu(ll) wydcajacego st w postaci osadu i charakterystycznie zabarwionegtworu.
Uwaga: w reakcji nalgy unika’ nadmiaru zasady.

, l ! I l I l Rys.54. Barwy paiczeh sulfonamidéw z jonamn
g Co™.

% ~ o . Od lewej kolejno: Sulfafurazol (Amidoxal

' , l ‘ Sulfaguanidyna, Sulfamerazyna, Sulfametoks:

Bl e J

Sulfatiazol, Sulfadimettsyna (Madroxin)
Sulfanilamid (Streptocyd).

i

» Tworzenie stopéw
Wykonanie préoby:

Kilka miligraméw badanej substancji unsas w niewielkiej probowce i delikatnie ogrzedvéwiecacym
ptomieniem palnika. Powstaje stop o charakterystynr dla danego sulfonamidu zabarwieniu. Przyktadomo
przypadku sulfaguanidyny stop ma barfioletows, a reakcji towarzyszy wydzielanie amoniaku (wykany
przy wyciu zwilzonego wod uniwersalnego papierka wskakowego).

*  Wykrywanie ugrupowania sulfonowego
Wykonanie proby:

Okoto 0,2 g badanej substancji zmigsaa suchej probéwce z 0,2 g bezwodnego,®, stopt i
wyprazy¢. Utworzony stop rozpieic w 5 ml 25% roztworu kwasu solnego i przeng. Przegcz badéa na
obecnd¢ jondw siarczanowych. Do 0,5 ml praesu doda 0,5 ml 5% roztworu chlorku barowego. Wada sé
biaty osad.

» Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie proby:

Okoto 20 mg badanej substancji z&dd ml odczynnika Ehrlicha (1% roztwér aldehydu 4-
dimetyloaminobenzoesowego w 10% kwasie solnym}dséadoktadnie wymieszabagietk. Powstaje zbtiony
barwa do pomaraczowego osad lub roztwér produktu kondensacji ¢(zé¢eod stzenia badanej substancii).
Sprawdzt fluorescengj powstatego produktu vwietle UV i zanotowa jej barwe, o ile wystpi.

Rys. 55. Wyniki reakcji sulfonamidéw z odczynniki
Ehrlicha.

Od lewej kolejno: dot - Sulfafurazol (Amidoxal)
Sulfaguanidyna, Sulfamerazyna, Sulfametoksazok gor
Sulfatiazol, Sulfadimetoksyn(Madroxin), Sulfanilamit
(Streptocyd).
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Rys. 56. Fluorescencja wwietle UV (A = 254 nm)
produktéw reakcji wybranych  sulfonamidéw
odczynnikiem Ehrlicha.
Gora:
1. Sulfadimetoksyna (Madroxin)
(zielonobrunatna fluorescencja)
2. Sulfafurazol (Amidoxal) (cytrynowa
fluorescencja).
Srodek:
1. Sulfafurazol (Amidoxal) (jasnatta
fluorescencja )- tu stabo widoczna
2. Sulfaguanidyna (silna pomaiezowa
fluorescencja)
3. Sulfamerazyna (brak fluorescencji)
4. Sulfametoksazol (silna czerwona
fluorescencja)
5. Sulfadimetoksyna (Madroxin)
(zielonobrunatna fluorescencja).

Dok

1. Sulfanilamid (brak fluorescenciji)

2. Sulfaguanidyna (silna pomaiezowa
fluorescencja)

3. Sulfatiazol (silna kanarkowdtta
fluorescencja)

4. Sulfamerazyna (brak fluorescencji)

5. Sulfametoksazol (silna czerwona
fluorescencja).

* Reakcja z aldehydem atmwym w stz. kwasie siarkowym(VI)
Wykonanie proby:

Okoto 50 mg badanej substancji za@s5 ml s¢z. H,SO,, doktadnie wymieszabagietk do rozpuszczenia
si¢ badanej substancji, po czym déda kropk aldehydu angowego i caté¢ ponownie dokladnie wymiesza
Powstaje zbfiony barwe do pomaraczowego osad lub roztwor produktu kondensacji ¢zeée od s¢zenia
badanej substancji). Zanotoévpowstas barwe mieszaniny reaguej, a nasjpnie doda ostraznie 0,5 ml wody.
Roztwér zmienia barg(zwykle na kremow, zottawa lub jasnobgzowa), przy czym mtnieje.

siarkowego (przed dodaniem wody).

RN
. Od lewej kolejno: Sulfafurazol (Amidoxal
4 b . ' . i Sulfaguanidyna, Sulfamerazyna, Sulfametoks:
Sulfatiazol, Sulfadimetoksyna (Madroxjn)
Sulfanilamid (Streptocyd).

Rys. 57. Wyniki reakcji wybranycbulfonamidéw :z
aldehydem ampwym wobec stz. kwasu

-
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» Reakcja z formaldehydem
Wykonanie préoby:
Okoto 20 mg badanej substancji roggid (ogrzewajc w razie potrzeby) w 1 ml 10 % roztworu kwasu
solnego, po czym po ochtodzeniu dédaml 35-40% formaliny i ogrzewaprzez kilka sekund do wrzenia. Po
ozigbieniu wypada bialy osad, ktéry powinienc¢bgozpuszczalny w 1-2N roztworze NaOH. Ponowne atieza

mieszaniny reaguagej do wrzenia powoduje rozpuszczenie osadu, a tabmoztwor przybiera pomaifiazowy
lub czerwonr barwe. Po ochtodzeniu znowu wypada biaty osad.

» Prdba ligninowa
Wykonanie préoby:
1 kropk wodnego roztworu badanej substancji uitiie na bibule i doda krople stz. kwasu solnego.
Powstaje pomarezowo zabarwiona plama.

* Reakcja z furfuralem

Wykonanie préoby:

Okoto 20 mg badanej substancji rogpid w 1 ml 50% kwasu octowego, doktadnie wymigshagietl, a
nastpnie dodd 1 kropk furfuralu i ponownie dokladnie wymieszaPowstaje zwykle zabarwieniéite, r&zowe,
zOttoczerwone lub malinowe. Po 2 minutach dbda2 krople 16 % roztworu kwasu siarkowego(VI). W
przypadku wgkszaici sulfonamidéw barwa mieszaniny reaggj zmienia s na ciemnoczerwan lub
amarantow.

FL W O™

Rys. 58. Wyniki reakcji sulfonamidoéw z furfuraleo lewej - przed dodanienest H,SOy:
1) Sulfafurazol (Amidoxal); 2) Sulfaguanidyna; 3) Sutferazyna; 4) Sulfametoksazol;
5) Sulfadimetoksyna (Madroxin). Po prawej - po dudatz. H,SO, w tej samej kolejnizi.

» Reakcja diazowania i sprgania z 2-naftolem

Wykonanie préoby:

Okoto 25 mg badanej substancji rozgid w 1 ml 10% roztworu kwasu solnego, ocht@dma teni
lodowej, doda 1 ml 1% roztworu azotanu(lll) sodowego i wymieszidastpnie do tego roztworu dodgowoli
po kropli, intensywnie mieszg bagietls 3 ml alkalicznego roztworu 2-naftolu (przygotowanipatrz rozdziat
IX.1.). Na og6t obserwuje &ipowstawanie pomafiazowoczerwonego osadu wgdhie ciemnoczerwonego
zabarwienia roztworu. Dla sulfaguanidyny reakcjazepiega najszybciej przy pH = 9-10 wg schematu
przedstawionego na Rys. 59.

NaN02 HCI 2 naftol 4‘
pH 9-10

| |
C\ C /C\
HoN" T SNH HoN" S NH HN" SNH

Rys. 59. Sulfaguanidyna poddana reakcji z odczyenmikPauliego (reakcja diazowania i sggania)

» Reakcja diazowania i spfgania z rezorcyam
Wykonanie proby analogicznie, jak w przypadku reakcji z 2-naftole
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* Reakcja bromowania
Wykonanie proby:

Okoto 20 mg badanej substancji roggiti (ogrzewajc w razie potrzeby) w 1 ml 10% roztworu kwasu
solnego lub octowego, po czym po ochiodzeniu doleoplami wody bromowej w ilici do uzyskania
jasnopomarngczowej barwy mieszaniny reagugj. W przypadku obecdo sulfonamidu  obserwuje si
wypadanie biatego luboitawego osadu produktu bromowania géggnia aromatycznego.

* Reakcja Vitaliego

Wykonanie proby:

Okoto 50 mg badanej substancji zadd5 ml stz. H,SO, i catcs¢ doktadnie wymiesza bagietk.
Nastpnie doda kilka krysztatkow NaN@, wymieszé ponownie i ogrzewakrotko (5-10 sek.) na wazej tazni
wodnej. Po zanotowaniu barwy powstatego produktmowiania mieszanin zalkalizowac za pomacO0,1%
roztworu KOH w etanolu, dodawanego po kropli. Wktdeych przypadkach nagtuje zmiana barwy mieszaniny
reaguicej.

Rys. 60. Wyniki reakcji Vitaliego
sulfonamidami przed alkalizacj (géra) i pc
alkalizacji (d6t) mieszaniny reagigej.

Od lewej kolejno: 1)Sulfafurazol (Amidoxal)

2) Sulfaguanidyna, 3) Sulfametoksazol, 4) Sulfa-
merazyna, 5) Sulfatiazol, 6) Sulfadimetoks
(Madroxin), 7) Sulfanilamid (Streptocyd).

» Reakcja z roztworem jodu z jodkiem potasoguczynnik Wagnera)
Wykonanie préby:

Do okoto 0,5 ml roztworu (50 mg substancji w 2 nN kwasu solnego rozaiezonego wod do 5 ml)
dod& 1-2 krople odczynnika Wagnera (5% roztwsm 10% roztworze Kl). Wydzielenieeiottawoczerwonego
osadu swiadczy o obecriwi sulfonamidu podstawionego na grupie sulfonamigjowugrupowaniem
heterocyklicznym.

2.5. Tetracykliny

Tetracykliny to grupa naturalnych lub péisyntetygaim antybiotykéw o strukturze
zawierajcej podstawowy ukilad tetracenu (naftacenu), ktébpdowany jest z czterech
skondensowanych liniowo pigieni szécioczionowych o0 zr#nicowanym stopniu
nienasycenia.

Elementami strukturalnymi, odidiajacymi poszczegoélne tetracykliny od siebie s
podstawniki pierwszych trzech piereni (R' — ), znacznie rzadziej pigienia ostatniego.
Najczsciej s to grupy: -CH, -Cl, -OH lub atom wodoru.
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Rys. 61. Ogdlna struktura tetracyklin

2.5.1. Reakcje charakterystyczne tetracyklin

Tetracykliny wykazuj charakter amfoteryczny. Rozpuszezaje zatem zardwno w
roztworach silnych kwaséw, jak i silnych zasad.b$tacharakter kwasowy zawdzizap
obecndci grupy fenolowe]j oraz grup enolowych. Chlorowddortetracyklin dobrze
rozpuszczaj sic w wodzie.

Wiasnaci zasadowe tetracyklin as zwiazane z obecrigia w ich strukturach
trzeciorzdowej grupy aminowej. Wykazaj zatem szereg reakcji steniowych z
odczynnikami stosowanymi do wykrywania zasad orgamjch (w tym alkaloidow), takich
jak odczynnik Dragendorffa czy Mayera, azakoztwor jodu w jodku potasu itp.

Tetracykliny poddane dziataniuggbnych roztworéw kwasow i zasad ulegepzkiadowi
(m. in. na skutek reakcji eliminacji), daj charakterystycznie fluoryzige zabarwienia
roztworow (Rys. 62.).

® 3
H rHZ)O/ HO CHs OH  N(CHg), V\H
oksytetracyklina
0

OH

O O O
OH g
OH

(@]
(o]
HaC OH N(CH3),

apooksytetracyklina izooksotetracyklina

Rys. 62. Rozklad oksytetracyklimydpvptywem sizonych kwasow i zasad [6]

Grupy enolowe i fenolowe w reakcjach z solami methbu- i trojwartgciowych, np.
chlorkiemzelaza(lll) czy solami cynku dajparwne, czasami trudno rozpuszczalne w wodzie

zwiazki kompleksowe.
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Rys. 63. Struktura komplekséw tetracykliny z
jonami metali dwuwartiiowych [6]

Piekcien aromatyczny tetracyklin nt@ wchodzt w reakcje substytucji elektrofilowej.
Aromatyczna substytucja elektrofilowa tatwo zachogrzede wszystkim w woln od
podstawnikéw pozyej 4 w stosunku do grupy fenolowej. Produkty reakcjkwasem 4-
diazobenzenosulfonowym  charakteryguj sk na o0got czerwonopomatrezowym

zabarwieniem.

Rys. 64. Produkt kondensacji tetracykliny z kwasem
SOzH diazobenzenosulfonowym [4]

Piegcien aromatyczny tetracyklin wsrodowisku kwanym jest podatny tale na
kondensacje z aldehydami pozbawionymi ysiedztwie grupy karbonylowej protondéw
(aldehydy aromatyczne, formaldehyd). W rezultaciev§tap tu pohczenia, zawdzczapce
swa intensywr barwe nowopowstatym rozleglym ukiadom spzpnych whzan
wielokrotnych.

Nalezy zwrécic uwag; na fakt, £ wszystkim przemianom przebiegeym w obecnéci
stezonych kwasdéw mineralnych czy zasadamdowarzysz§ przynajmniej czsciowy rozpad

uktadu tetracenu, o ktérym wspomnianozejly
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2.5.2.  Przygotowanie lekow tetracyklinowych do an#

Obecne w masie leku substancje pomocnicze, wygraiczy néniki moga utrudnia,
wzglednie uniemaliwia¢ prawidtows analiz substancji czynnej, zatem warto je przed
przystpieniem do przeprowadzania analiz ugunlLeki z zawartécia chlorowodorkow
tetracyklin, posiadape postd maci, naley zad& odpowiedma iloscia wybranego
weglowodoru (np. eter naftowy, pentan, heksan), dibkia wymiesza i przegczy¢, a
pozostaté¢ na aczku przemy kilkakrotnie stosowanym rozpuszczalnikiem i wysués4 eki
tabletkowane nalsy sproszkowé, zad& woda, lub metanolem (zahmie od rozpuszczalsoi
substancji czynnej leku) doktadnie wymieszarzez intensywne wytgsanie i oddzieé od
substancji wypetniagcych przez ich odgzenie. Zebrane przgesze mana odparowa do
sucha na wyparce rotacyjnej, wagphie wy¢ bezpdrednio do analiz, o ile obecfiowody jest
w danej probie dopuszczalna. W przypadku analizeaviekow kapsutkowanych, substagcj

czynm wydobywa st z kapsutki po uprzednim jej otwarciu (rozerwaniu).

2.5.3. Testy analityczne tetracyklin

* Rozktad pod wptywemesbnego roztworu kwasu siarkowego
Wykonanie proby:

Do 1 mg badanej substancji déd&lka kropel s¢z. kwasu siarkowego. Po zanotowaniu zmiany barw i
ewentualnego wyspienia fluorescencji w czasie ok. 5-10 minut od aptkowania reakcji mieszangnnalezy
rozcienczy¢ woda i ponownie dokoraobserwacji ewentualnej zmiany barwy i fluorescerRjoly wykona na
biatej ptytce porcelanowej lub szkietku zegarkowystawionym na biatym tle.

W przypadku chlorowodorku tetracykliny powstaje mzenofioletowe zabarwienie, ktére po dodaniu 1 mi
wody przechodzi wotte, dla chlorowodorku oksytetracykliny powstagharwienie czerwone, zmierdag s¢ w
z06H4e po rozciéczeniu wod, a w przypadku chlorowodorku chlorotetracyklingabarwienie ciemnoniebieskie,
stopniowo przechodze w zielononiebieskie, a po rozeizeniu wod — zéttopomaraczowe.

* Rozkiad pod wplywemesbnego roztworu wodorotlenku sodowego
Wykonanie proby:
Do ok. 5 mg badanej substancji dédg5 ml wody i 0,1 ml 8% roztworu NaOH.
W przypadku chlorowodorku tetracykliny powstaj@topomaraczowa fluorescencija, a twietle UV —
niebieska, dla chlorowodorku oksytetracykliny paajst fluorescencjazéitopomaraczowa, wswietle UV —
zielona, a po ogrzaniu — niebieska.

» Reakcja z chlorkiertelaza(lll)
Wykonanie proby:
Ok. 5 mg badanej substancji rozpi¢ w 1 ml 0,1 N kwasu solnego i dad@,1 ml 1% roztworu FeGlW
przypadku w¢kszaici tetracyklin powstaje zabarwienie czerwonobruaatn

» Reakcja z kwasem 4-diazobenzenosulfonowym
Wykonanie proby:
Okoto 10 mg badanej substancji roggid w 5 ml mieszaniny 1 ml 5% roztworu pEOs; i 4 ml wody,
doda 1 ml roztworu zawieragego kwas 4-diazobenzenosulfonowy (przygotowapitrz rozdziat 1X.1.).
W wyniku reakcji z tetracyklip powstaje pomarezowoczerwone zabarwienie, wykagg wswietle UV
(254 nm) fioletow fluorescengj.
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» Reakcja z aldehydem 4-dimetyloaminobenzoesowyei vkwasie siarkowym(VI)
Wykonanie proby:

Okoto 25 mg badanej substancji rozgid w 0,3 ml swiezo sporadzonego 1% roztworu aldehydu 4-
dimetyloaminobenzoesowego west H,SO, z  dodatkiem 1 kropli wody. Zanotowabarwg mieszaniny
reagujicej oraz zbadajej fluoresceng w swietle UV (na ptytce do analizy kroplowej).

W przypadku chlorowodorku tetracykliny powstaje pgkowo zabarwieniezoétte, przechodge w
brunatne po tagodnym podgrzaniu. Chlorowodorek ttsycykliny daje produkt fioletowy, ktéry po podgniu
staje st niebieski i wykazuje czerwarfluorescengj w swietle UV.

» Reakcja z glukezw obecngci stez. kwasu siarkowego
Wykonanie proby:
Do ok. 5 mg badanej substancji déd&. 10 mg drobno sproszkowanej glukozy, po czyitkakkropel
stez. H,SO,. Proke wykona na porcelanowej biatej ptytce lub szkietku zegavian ustawionym na biatym tle.
Obserwacije:
Zanotowa zmiany barw mieszaniny reagagj w czasie ok. 10-15 minut. Dodatkowo obserwowalor
ewentualnie pojawiagej sk fluorescencji mieszaniny reagugj wéwietle UV (A = 254 nm).

» Reakcja z chlorkiem cynku(ll)
Wykonanie proby:
2 ml 50% wodnego roztworu chlorku cynku(ll) ogrzéwdo utworzenia twardej masy na powierzchni.
Nastpnie dodé 1 mg badanej substancji i ogrzevdalej przez 1 mingt
Chlorowodorek tetracykliny dajeotto zabarwiony produkt. Chlorowodorek oksytetrdoyk prowadzi do
produktu o zabarwieniu ametystowym

 Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa

Wykonanie proby:
Okoto 50 mg badanej substancji zaak. 0,5 ml odczynnika Dragendorffa i csdazamiesza bagietk.
Powstaje osad, na og6t o zabarwieniu poriErawobgzowym.

* Reakcja z odczynnikiem Mayera
Wykonanie préoby:
Do okoto 50 mg badanej substancji dédaml wody i kilka kropli odczynnika Mayera. Wytra s¢ biaty
osad soli.

2.6. Pochodne kwasu salicylowego i aniliny

Farmaceutyki, &dace pochodnymi kwasu salicylowego (np. salicylangica kwasu
salicylowego, etenzamid, kwas acetylosalicylowy) aniliny (np. paracetamol, fenacetyna) -
to leki dziatagce na érodkowy uktad nerwowy.

o}
I R2
C\Rl
/@ R? R
P N

RS o H
Pochodne kwasu salicylowego o Pochodne aniliny o
zastosowaniu farmaceutycznym zastosowaniu farmaceutyczny
gdzie najcesciej: gdzie najczsciej:
R! = OH, NH,, OG,Hs, R' = H, CH;CO,
R% = H, C,Hg, CH,CO, R? = OH, COOGHs, OC,Hs
R®=H, NH,

Rys. 65. Ogolne struktury farmaceutykdw z grupy hmmnych kwasu salicylowego (po lewej) i
pochodnych aniliny (po prawej)
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2.6.1. Reakcje charakterystyczne

Pochodne kwasu salicylowego, ¢kii obecndci w swych strukturach wolnej grupy
fenolowej, ladz karboksylowej, wykazuyj charakter kwasowy. Zwzki te lxda dawaty
pozytywne reakcje, wskazige na obecnig tych grup funkcyjnych.

W reakcji z roztworem chlorkaelaza(lll) zwazki posiadajce wolne grupy fenolowe

prowada na ogét do purpurowofioletowych produktow o sturize kompleksowej.

Os. _NH, HO, NH °
QC/ \Cé O\C//
OH 3+
©/ ©/OH FeCls / HCI i ot | st
3

Rys. 66. Tworzenie zwzkoéw kompleksowych pochodnych Kkwasu salicylowegmnamizelaza(lll)

Zwiazki, bedace estrami lub amidami pod wplywem silnych zasagorganicznych
ulegap hydrolizie. Mieszaniny po reakcji poddaje g@stom na obecidé produktow hydrolizy
(np. alkoholi, fenoli, amin).

Jako padczenia o charakterze aromatycznym pochodne kwasayleavego oraz
pochodne aniliny ulegajtatwo substytucjom elektrofilowym (np. bromowanidppc czsto
zwiazki krystaliczne o charakterystycznych temperatutapnienia.

Pochodne aniliny, po przeksztalceniu w péstauwolniory grum aminows (np. po
hydrolizie, o ile jest potrzebna) poddaje probom potwierdzagym tazsamdac¢ leku, opartym
0 reakcje charakterystyczne dla aromatycznych peovwedowych ugrupowa aminowych

(np. diazowanie i nagbcze sprzganie, kondensacje z aldehydami).

2.6.2. Analiza wybranych substancji czynnych

Benzokaina

Ester etylowy kwasu 4-aminobenzoesowego
0

HoN

CoH1:NO, (m.cz.165,08)
Wihasciwosci fizyczne
Biate, da&¢ drobne krysztaty o silnie gorzkim smaku, temp.nto@88-91°C, dobrze
rozpuszczalne w etanolu, eterze etylowym, chlorofer benzenie, bardzo trudno

rozpuszczalne w zimnej wodzie.
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Chemiczne metody identyfikacji

* Otrzymywanie zwikow diazowych
Wykonanie proby:

Okoto 0,01 g badanej substancji roggiti w 2 ml 10 % kwasu solnego, @bi¢ na t&ni lodowej, mieszajc
dodaw& powoli 0,2 ml 1 % roztworu NaNO(do pozytywnej proby jodoskrobiowej). Neghie, do tak
otrzymanego roztworu dod&8 ml zimnego alkalicznego roztworu 2-naftolu. Ptajes pomaraczowy osad lub
pomaraczowe zabarwienie roztworu. W przypadkiycia 1-naftolu powstaty barwnik diazowy ma zabarmvige
malinowoczerwone.

+ Reakcje kondensacji z aldehydami

0 Reakcja z furfuralem
Wykonanie préoby:
Okoto 0,02 g badanej substancji roggiti w 1 ml 10 % roztworu kwasu octowego i dédaml 2% roztworu
furfuralu w kwasie octowym. powstaje poméacaowe zabarwienie. Po 2 minutach dodaopk 16% kwasu
siarkowego. Roztwdr zmienia bagwa ciemniejsg

(@]
o) /g :o: 0
C2Hs0 H—>\ / CZHSO)‘\O\ H o
éc
)

- H,0, HCl

Q ® o el
NH5
OC;Hs e
NZ N
\ /

Rys. 67. Kondensacja benzokainy z furfuralefredowisku kwanym

0 Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie préoby:
Okoto 0,05 g badanej substancji roggit w 2 ml 10% kwasu solnego i dadd ml odczynnika Ehrlicha
(roztwor aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w 18%asie solnym). Pojawia ¢ipomaraczowe
zabarwienie lub osad od produktu typu zasady Szhiff

* Reakcja jodoformowa

Benzokaina poddana hydrolizie alkalicznej prowanizin. do alkoholu etylowego, ktory
maozna wykry¢ na drodze reakcji jodoformowe.

NaOH / H,0
H2N-CgHs-COOCoHs ————  H,N-C¢H4-COONa + C,Hs-OH

CoHg-OH + 41, + 6NaOH —» CHI; + 5Nal + HCOONa + 5H,0

Wykonanie proby:

Do ok. 0,05 g badanej substancji dédaml 20% roztworu NaOH, ogrzalo wrzenia, po czym dodawa
kroplami roztwér jodu w jodku potasowym do trwategfittego zabarwienia. Po krétkim czasie powstajiy
osad jodoformu o wyczuwalnym charakterystycznymazap.

* Reakcja tworzenia kompleksow kwasow hydroksamoxzvgotamizelaza(lll)
Wykonanie proby:

Do ok. 0,05 g badanej substancji dédaml 0,5 N etanolowego roztworu chlorowodorku tofdryloaminy i
0,2 ml 6N roztworu NaOH, po czym ogtzanieszanin do wrzenia. Po ochtodzeniu da@dkroplami 2 ml 1N
kwasu solnego, a naphnie 2 krople 5% roztworu Fe£Mieszanina przyjmuje czerwonofioletauwarwe.
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Analiza spektralna.
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpase

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.

T —

ssssssssss [=]=l gl
Rys. 68. WidmdH NMR benzokainy (90 MHz, ¢ =0.043 g/ 0.5 ml CRGIL8]
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Rys.69. Widmo IR benzokainy (pastylka KBr) [18]
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Etenzamid

Amid kwasu 2-etoksybenzoesowego

O:C\NHZ
O-C,Hs
CoH11NO, (m.cz. 165,08)
Wiasciwosci fizyczne.

Biaty, krystaliczny proszek, dobrze rozpuszczalny chloroformie, octanie etylu,

metanolu, trudno w zimnej wodzie. Temp. topn. 132-C.
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Chemiczne metody identyfikacji

* Reakcja z chlorkierelaza(lll)

W probie tej pod wplywem dziatania ¢gt gomcego kwasu siarkowego ulega
rozszczepieniu ugrupowanie eteru alkilowo-aryloweddtworzona po acydolizie grupa
fenolowa daje pozytywnreakcg z solamizelaza(lll).

Wykonanie proby:

Okoto 0,01 g badanej substancji rogg@d w 0,5 ml metanolu, doda2 krople 5% wodnego roztworu
FeCk. Roztwdr nie powinien zabarévsie na fioletowo (odrénienie od salicylamidu). Jednak po dodaniu 0,5
ml skz. kwasu siarkowego(VI) i ogrzaniu mieszaniny do ewmia obserwuje si pojawienie zabarwienia
ciemnofioletowego.

* Reakcja z wodorotlenkiem sodu
Wykonanie proby:
Okoto 0,02 g badanej substancji zmigszd®,3 ml 25% roztworu NaOH i ogrzeivev temp. wrzenia przez
ok. 3 minuty. W wyniku hydrolizy wizania amidowego wydzielagszapach amoniaku. Pary amoniaku barwi
uniwersalny papierek wskaikowy (zwilzony uprzednio wogl) na kolor niebieski.

Analiza spektralna.

Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e
poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.

L1l
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Rys. 70. WidmdH NMR etenzamidu (400 MHz, ¢ =0.05 g / 0.5 ml CB18]
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Rys. 71. Widmo IR etenzamidu (pastylka KBr) [18]
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Kwas 4-aminobenzoesowy

/O/COOH
HoN

C;H;NO, (m.cz.137,14)
Wiasciwosci fizyczne.

Bezbarwne, krysztaly, lekkéotknace na powietrzu i pod wplywerwiatta, temp. topn.
187-187,5°C, rozpuszczalne w etanolu, octanie etylu, kwasi®wym, stabo w wodzie i
eterze etylowym.

Chemiczne metody identyfikacji.

» Otrzymywanie zwikow diazowych
Wykonanie préoby:

Okoto 0,01 g badanej substancji roggitt w 2 ml 10% kwasu solnego, @bi¢ na f&ni lodowej, mieszajc
dodaw& powoli 0,2 ml 1% roztworu NaNO(do pozytywnej préby jodoskrobiowej). Neghie, do tak

otrzymanego roztworu dod&8 ml zimnego alkalicznego roztworu 2-naftolu. Ptajes pomaraczowy osad lub
pomaraczowe zabarwienie roztworu.

+ Reakcje kondensacji z aldehydami

0 Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie proby:
Okoto 0,05 g badanej substancji roggit w 2 ml 10% kwasu solnego i dadd ml odczynnika Ehrlicha

(roztwor aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w 1Ré#asie solnym). Pojawia ¢ikanarkowy osad
produktu kondensacji.

0 Reakcja z furfuralem
Wykonanie préoby:
Okoto 0,02 g badanej substanciji rozgitt w 1 ml 10% roztworu kwasu octowego i dodakropk furfuralu.
Powstaje czerwone zabarwienie roztworu. Po 2 matutbodé 1 kropk 16% kwasu siarkowego. Roztwoér barwi
sig na ciemnoczerwono od powstatego produktu kondginsac

Analiza spektralna.
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a cpamse

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 72. WidmaH NMR kwasu 4-aminobenzoesowego (90 MHz, ¢=0.045g#@l CDC}) [18]
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Rys. 73. Widmo IR kwasu 4-aminobenzoesowego (pkestyBr) [18]

Kwas 4-aminosalicylowy

Kwas 4-amino-2-hydroksybenzoesowy

0]
II

HoN OH
C/H/NO3 (m.cz.153,14)

Wiasciwosci fizyczne

W lecznictwie stosowany w postaci soli sodowej. lideavne, krysztaty, lekkadtknace na
powietrzu i pod wptywemwiatta, temp. topn. 144-153C (z rozktadem), rozpuszczalne w
etanolu, rozcigczonych roztworach kwaséw i zasad, stabo w wodzeterze etylowym,
praktycznie nierozpuszczalne w benzenie. W padagnej temperaturze (powusj 40 °C)
zwiazek fatwo ulega dekarboksylacji, prowadzdo 3-aminofenolu o brunatnoszarym
zabarwieniu.
Chemiczne metody identyfikacji

» Otrzymywanie zwikow diazowych
Wykonanie proby:

Okoto 0,01 g badanej substancji roggiti w 2 ml 10% kwasu solnego, @bi¢ na f&ni lodowej, mieszajc
dodaw& powoli 0,2 ml 1% roztworu NaNO(do pozytywnej proby jodoskrobiowej). Neghie, do tak
otrzymanego roztworu dod@ ml zimnego alkalicznego roztworu 2-naftolu. Ptaje czerwony osad.

» Reakcja z chlorkierrelaza(lll)
Wykonanie préoby:

Okoto 0,01 g badanej substancji roggiti w 0,5 ml metanolu i dodsb kropli 5% roztworu FeGl Powstaje
czerwonofioletowe zabarwienie.

* Wyodebnianie chlorowodorku kwasu 4-aminosalicylowego
Wykonanie préoby:

Okoto 0,25 g badanej substancji roggd w niewielkiej ilosci 1IN wodnego roztworu NaOH, po czym
otrzymany roztwor zakwasiza pomog 10% kwasu solnego. Wydzielony osad chlorowodorkvadu 4-
aminosalicylowego odszy¢, przemy kilkoma matymi porcjami wody i wysusgy Otrzymany produkt
powinien charakteryzowasie temp. topn. 220-22ZC.
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* Proba ,rezorufinowa”
Wykonanie proby:

Do ok. 20 mg badanej substancji dodagelsiml stz. H,SO, oraz 1 krysztatek NaNOMieszanir ogrzewa
sie do wrzenia a do wystpienia fioletowego zabarwienia, a ngstie mieszania wylewa s¢ do 2 ml wody i
nasyca amoniakiem. Powstaly fioletowy barwnik prestzi przy wytrasaniu do alkoholu amylowego. Warstwa
alkoholowa wykazuje zabarwienie karmazynowe z cyoab fluorescengj.

 Reakcje kondensacji z aldehydami

0 Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie proby:
Okoto 0,05 g badanej substancji rogga w 2 ml 10% kwasu solnego i dada ml odczynnika Ehrlicha
(roztwor aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w k@¥asie solnym). Pojawiagspomaraczowoczerwone
zabarwienie lub osad produktu kondensacji.

0 Reakcja z furfuralem
Wykonanie proby:

Okoto 0,02 g badanej substancji roggia w 1 ml 10 % roztworu kwasu octowego i dédaml 2 %
roztworu furfuralu w kwasie octowym. Powstaje czen& zabarwienie. Po 2 minutach dédaople 16% kwasu
siarkowego. Roztwér barwigha ciemnoczerwono.

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 74. WidmdH NMR kwasu 4-aminosalicylowego (400 MHz, ¢ =0.04@5 ml DMSO-g) [18]
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Rys. 75. Widmo IR kwasu 4-aminosalicylowego (KBEB]
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Kwas acetylosalicylowy

Kwas 2-acetoksybenzoesowy

COOH

O\C":/CHS

0]

CoHgO4 (m.cz. 180,16)

Wiasciwosci fizyczne

Krystaliczny, biaty zwazek o lekkim zapachu kwasu octowego, charakteagygi temp.
topn. 134-137°C. Substancja rozpuszcza sv etanolu, chloroformie, eterze etylowym, jest
trudno rozpuszczalna w wodzie.
Chemiczne metody identyfikacji

Kwas acetylosalicylowy d@ tatwo ulega hydrolizie w wodzie i pod wptywem wagah
roztworéw zasad. Po hydrolizie wykrywa sibecné¢ kwasu salicylowego i kwasu octowego.

* Reakcja z chlorkierzelaza(lll) po hydrolizie

Reakcja jest charakterystyczna dla grupy fenolowe;j.
Wykonanie proby:

Okoto 0,05 g badanej substancji zada ml wody i ogrzewa w temp. wrzenia przez ok. 1 min. Po
ochtodzeniu doda 1l kropk 5% roztworu FeGl Obserwuje si ciemnofioletowe zabarwienie od powstatego
zwiazku kompleksowego.

» Reakcja hydrolizy
Wykonanie proby:

Okoto 0,2 g badanej substancji rozpid w 5 ml 1N roztworu wodnego NaOH, ogrzewa temp. wrzenia
ok. 1 min., ochtodZi, po czym cal& zakwast za pomog 0,5 M H,SO,. Wydzielony osad kwasu salicylowego
odsiczy¢, przemy niewielka iloscia wody i po wysuszeniu zmier&yego temp. topnienia. Zaiek topnieje w
zakresie 158-169C.

* Reakcja z tlenkiem wapnia i chlorkiemlaza(lll)

W wyniku reakcji z zawiesintlenku wapnia w wodzie kwas acetylosalicylowy totduje
do kwasu salicylowego, ktory tworzy nierozpuszczalnwodzie sol wapniow Zwiazek ten,
jak tez i tworzacy sk tu octan wapnia w dalszej reakcji z jonamelaza(lll) dag barwne
produkty.

Wykonanie préoby:

Okoto 0,2g badanej substancji rozetra® mazdzierzu z 0,5 g tlenku wapnia z dodatkiem 2 ml woply

czym mieszani@ przeaczy¢. Do osadu i do przeszu doda po kropli 5% roztworu FeGl Osad, na skutek

obecndéci w nim salicylanu barwi gina fioletowo, a roztwor przyjmuje kolor czerwongl powstatego octanu
zelaza(lll).

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a qpe

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 76. WidmdH NMR kwasu acetylosalicylowego(400 MHz, ¢ =0.04@5 ml CDC}) [18]
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Rys. 77. Widmo IR kwasu acetylosalicylowego (pstyKBr) [18]

Kwas salicylowy

Kwas 2-hydroksybenzoesowy

COOH
OH

C7/HeO3 (m.cz. 138,12)
Wiasciwosci fizyczne
Krystaliczny, biaty zwazek, charakteryzafy si temp. topn. 156-177C. Substancja
rozpuszcza giw etanolu, chloroformie, eterze etylowym, acetofed rowniez w wodnych
roztworach NaOH, NaHC£ amoniaku, jest trudno rozpuszczalna w wodzie.
Chemiczne metody identyfikacji

» Reakcja z chlorkierzelaza(lll)
Wykonanie proby:
Okoto 0,05 g badanej substancji roggid w 0,5 ml etanolu. Do 5 ml wody do&ld kropk tego roztworu, po czym 1

krople 5% roztworu FeGl Obserwuje si powstanie trwalego niebieskofioletowego zabarvdenprzechodego po
rozciexczeniu w czerwonofioletowe.
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* Reakcja z azotanem(lll) sodu
Wykonanie préoby:

Okoto 0,25g badanej substancji udgié w probéwce, dodal ml stz. kwasu siarkowego(VI), po czym
calas¢ ochtodzé na tani lodowej. Do ochtodzonej, wstiganej mieszaniny dodawavolno kroplami 10%
roztwér NaNQ. Roztwor przybiera kolejno nagujace barwy: pomarezowaz6ita, pomaraczowoczerwos,
krwistoczerwon z odcieniem zielonym i ostatecznie ciemnoczemd@arwa soku czarnych porzeczek).

» Reakcja z wanadanem(V) amonowym (odczynnikiem NMaaye
Wykonanie proby:

Kilka miligraméw badanej substancji zad@,5 ml wody, ogrzewana wrzcej tazni wodnej, sporadycznie
mieszajc przez ok. 2 minuty. Do 2-3 kropli tego roztworadd 1 ml stz. H,SO,, po czym po ochtodzeniu
dod& kilka kropli odczynnika Mandelina. Po kilku sekwauth powstaje prz&iowe zabarwienie niebieskie.

 Reakcja z odczynnikiem Millona

Przemiany kwasu salicylowego pod wpltywem odczynnikéillona polegag na
nitrozowaniu piefcienia aromatycznego w pozycji orto w stosunku d@ojenia grupy
hydroksylowej, a nagpnie utworzeniu czerwono zabarwionego @ku kompleksowego z
jonami reci(ll). Struktura powstajcego kompleksu jest analogiczna do przedstawica&lys.
137 (patrz dalej - rozdz. VI.9.).

Wykonanie préoby:
Kilka miligraméw badanej substancji zada ml wody, ogrzew& na wrzcej tazni wodnej, sporadycznie

mieszajc przez ok. 2 minuty, po czym dad&ilka kropli odczynnika Millona. Po kilku sekundagowstaje
przefgciowe zabarwienie czerwone.

» Reakcja z aldehydem mréwkowym #&.dtwasie siarkowyrfodczynnik Marquisa)
Wykonanie préoby:

Kilka miligraméw badanej substancji rozpit w 2 kroplach stz. kwasu siarkowego(VI), po czym dada
krople odczynnika Marquisa. Mieszanina przyjmuje zabameed&owe.

* Reakcja z siarczanem 4-nitrobenzenodiazoniowym
Wykonanie préoby:

Kilka miligramoéw badanej substancji rozgi¢ w 10 ml wody z dodatkiem 2 kropli 10% roztworu NaQpo
czym dodawa kroplami roztwor wczéniej przygotowanego roztworu kwasu p-nitrobenzeapdniowego (patrz
dalej — ,Przygotowanie odczynnikaaz do wyshpienia, a nagpnie zaniku czerwonego zabarwienia. Po
wyekstrahowaniu otrzymanego produktu za poan@ ml eteru etylowego oddzielpmarstve eterovy wytrzasa
sie z 20 kroplami 10% roztworu NaOH. Warstwa eterowmgstaje bezbarwna, natomiast warstwa wodna
przyjmuje kolor czerwony.

Przygotowanie odczynnika:

Rozpuci¢ 0,5 g p-nitroaniliny w 5 ml wody z dodatkiem 1nmés H,SO,, dod& dodatkowo 5 ml wody,
0zighi¢ na tani lodowej, po czym mieszg wolno wkroplé zimny roztwor 0,3 g NaN®w 5 ml wody. Po
wymieszani roztwor dopelbiwoda do ok. 50 ml i przegzye, o ile to konieczne. Odczynnik przygotowuje si
bezpdrednio przed zyciem.

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.

89



.11

S0

TRARSHITTRNCED 41

T T T T T T T
4000 30 0 £00a L8Da Lo 500
WA VENUHE BRI )

Rys. 78. Widmo IR kwasu salicylowego(pastylka KR§]

Paracetamol

N-(4-Hydroksyfenylo)-acetamid
H

H3CW(L/N\©\
OH
CgHoNO, (m.cz.151,06)

Wiasciwosci fizyczne

Bialy, krystaliczny proszek, tatwo rozpuszczalny9®% etanolu, acetonie, gotrudno
rozpuszczalny w wodzie, praktycznie nierozpuszozalreterze etylowym. Temp. topn. 178-
182°C.
Chemiczne metody identyfikacji

Wyodrebniony z masy leku paracetamol ralepodd& nizej zaproponowanym prébom
tozsamaciowym.

» Reakcja z chlorkiertelaza(lll)
Wykonanie proby:
Okoto 0,05 g badanej substanciji wysm¢ z 5 ml goscej wody i dodéa 0,1 ml 1% roztworu FeGl
Roztwor zabarwia sina niebieskofioletowo od powstatej soli kompleksgw

» Reakcje po hydrolizie yrodowisku kwsnym
Wykonanie proby:
Okoto 0,2 g badanej substancji ogrzéwmsa ta&ni wodnej 2 min. z 5 ml 36% kwasu solnego, dod@ ml

wody, ochtodzt i przegaczy¢. Otrzymany roztwor (A), zawierggy 4-aminofenol, przeznac&ydo ponkszych
prob jakaciowych.

0 Reakcja utleniania

Reakcja polega na utlenianiu powstatego po hydeokavasowej 4—acetyloaminofenolu
do monoimino-1,4-benzochinonu. Obserwowane jakétefmakcji fioletowe zabarwienie jest

wynikiem powstania produktu jego kondensaciji z dremsteczlg 4-aminofenolu.
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Rys. 79. Utlenianie produktu kwasowej hydrolizygatamolu

Wykonanie proby:
Do ok. 10 ml roztworu (A) doda0,1 ml 0,5% roztworu chromianu (VI) potasu. Poyestzowoli fioletowe
zabarwienie, nie przechagtz w czerwone (odidienie od fenacetyny).

0 Otrzymywanie zwizkow diazowych

Wykonanie proby:

Okoto 1 ml roztworu (A) ozbi¢ na t&ni lodowej, mieszajc dodawa powoli 0,2 ml 1% roztworu NaNO
(do pozytywnej proby jodoskrobiowej). Ngghie, do tak otrzymanego, mieszanego roztworu élddaplami 3
ml zimnego alkalicznego roztworu 2-naftolu. Powstajiemnoczerwony osad lub takie samo zabarwienie
roztworu.

Przygotowanie odczynnika:

Rozpuci¢ 0,5 g 2-naftolu w 4 ml 8,5% roztworu NaOH i uzupétwoda do 10 ml. Przygotowa
bezpdrednio przed zyciem.

0 Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha
Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml roztworu (A) lub ok. 25 mg substarst@te, otrzymanej po odparowaniu do sucha roztworu
(A) dod& 1 ml odczynnika Ehrlicha (1% roztwér aldehydu #sdityloaminobenzoesowego w 10% kwasie
solnym). Caté¢ doktadnie wymieszabagietk. Pojawia s z6tte zabarwienie lub osad od produktu kondensac;ji.

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z odpowiednimi widmami wzorcowymi.
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Rys. 80. WidmaH NMR paracetamolu (400 MHz, ¢ = 0.034 g/ 0.5 rM$0-d;) [18]

91



LoD

N T e q“‘
o \j [l‘ T N}r

TRREHETTIRCE]

T T T T J T
apao HO00 zo00 psoa 1000 1)
HAVEMUMEER! -1

Rys. 81. Widmo IR paracetamolu (pastylka KBr) [18]

Salicylamid

Amid kwasu salicylowego, o-hydroksybenzamid
NH,
©:OH
C/H/NO; (m.cz. 137,14)

Wiasciwosci fizyczne

Bialy, krystaliczny proszek, rozpuszczalny w roztach KOH, NaOH, amoniaku,
NaCQO;, etanolu, stabo w chloroformie i eterze, bardzmimo w wodzie. Temp. topn. 139 -
142°C.
Chemiczne metody identyfikacji

Wyodrebniony z masy leku salicylamid nale podd& nizej podanym prébom

tozsamdciowym wzywajac do nich substancji statej.

» Reakcja z chlorkierrelaza(lll)
Wykonanie préoby:
Okoto 0,01 g badanej substancji rozgit w 0,5 ml etanolu 95%, dodd-2 krople 5% roztworu Fegl
Roztwdr zabarwia sina fioletowo od powstatej soli kompleksowe;j.

* Reakcja z wodorotlenkiem sodu
Wykonanie proby:
Okoto 0,02 g badanej substancji zmigsza0,3 ml 25% roztworu NaOH i ogrzetvav temp. wrzenia
przez ok. 3 minuty. W wyniku hydrolizy wzania amidowego wydzielagszapach amoniaku. Pary amoniaku
barwia uniwersalny papierek wskaikowy (zwilzony uprzednio wodl) na kolor niebieski.

» Reakcja hydrolizy kwasowej
Wykonanie proby:
Do okoto 0,1 g badanej substancji doedaml 20% kwasu solnego i ogrzeévaod chtodnig zwrotra w
temp. wrzenia przez ok. 30 min. Ngstie dodéd 15 ml wody i ochtodz. Wydziela s¢ biaty osad kwasu
salicylowego o temp. topn. 156-1%8, ktom nalezy zmierzyt.
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* Reakcja bromowania
Wykonanie proby:

Okoto 0,2 g badanej substancji rozpid w 5 ml etanolu, dodal5ml wody i kroplami wog bromowa do
trwatego zabarwienia roztworu. Powstaly osadhoelg, przemy wody i przekrystalizowéa z 20%-ego wodnego
roztworu etanolu. Po wysuszeniu nagDp (eksykator préniowy) zmierzy temperatug topnienia utworzonej
dibromopochodnej salicylamidu (temp. topn. 183-18%

» Reakcja z kwasem diazobenzenosulfonowym
Wykonanie proby:

Okoto 10 mg badanej substancji roggid w 5 ml mieszaniny 1 ml 5% roztworu p&0O; i 4 ml wody,
ochtodzt, po czym doda kroplami, intensywnie mieszgj, 1 ml zimnego,swiezo sporadzonego roztworu
zawierajcego kwas 4-diazobenzenosulfonowy. Wydzieka zgitty osad (lub roztwér przyjmujedita barwe)
produktu elektrofilowej substytucji kwasu diazobenasulfonowego do pigienia aromatycznego salicylamidu.
Przygotowanie odczynnika:

Okoto 0,2 g kwasu sulfanilowego rozgit w 10 ml wody, ochtodzi na tani lodowej do ok. 5°C, po
czym mieszajc dodawa dod& powoli 1 ml 10% roztworu NaN©O

Analiza spektralna
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z dos¢gpnymi widmami wzorcowymi.
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Rys. 82. Widmo IR salicylamidu (pastylka KBr) [18]

2.7. Zwiazki B-laktamowe

Zwiazki lecznicze o budowig-laktamowej to na ogot antybiotyki, ktore wywaedgie
od penicyliny oraz cefalosporyny. Posiagaj swej strukturze uktad dwoch skondensowanych
pierscieni heterocyklicznych, gdzie jednym z nich jegtecoczionowy uktad3-laktamowy
(zwany inaczej uktadem azacyklobutanonu lub azetgdy), z& drugim — pg¢cio- lub
sze&ciocztonowy uktad cykliczny, zawiergly atom siarki, tlenu lub/i wzanie nienasycone
wegiel-wegiel. W pochodnych penicyliny dwupigieniowy ukftad, zwany penamem,
zbudowany jest czteroczionowego peenia tiazolidynowego i czteroczionowegp-
laktamowego.
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Rys. 83. Wzor ogélny pochodnych penicyliny

2.7.1. Reakcje charakterystyczne zwrkow o budowiep-laktamowej

Testy potwierdzage tasama¢ tej grupy zwazkéw obejmuy kilka reakcji ogélnych.
Jako kwasy jednokarboksylowe, zgki te tworz sole, m.in. z okidonymi zasadami
organicznymi dajc w odpowiednich rozpuszczalnikach krystaliczneidtio rozpuszczalne
osady.

W srodowisku rozcigéczonych gaicych kwaséw mineralnych penicyliny ulegaj
rozktadowi do penicylaminy i kwasu penaldowego,rktdalej dekarboksyluje, dgj aldehyd
penilowy. Produkty hydrolizy identyfikuje giza pomoe reakcji charakterystycznych dla

aldehydow i aminokwasow.

P H
HOo% CH3 COOH OHC N
Q + | / N RN /R
N I _H"H0 .\ cn” e
P pc-c—cH i I
M N/C\R I \
HyC S H sH NH; COOH O
penicylamina kwas penaldowy
l -CO,
OHC H R
\C/ \C/
Hz ||

o
aldehyd penilow
Rys. 84. Rozklad pochodnych penicylin pod wptywemacieiczonych kwaséw mineralnych w podiggonej
temperaturze

Penicyliny w srodowisku stz. kwasu siarkowego w reakcjach z fenolami ulggaj
kondensacjom, da produkty o charakterystycznych zabarwieniach.kRjeae daje produkt
rozktadu penicylin — aldehyd penilowy.

W s$rodowisku zasadowym nagony pieécien -laktamowy ulega tatwo rozerwaniu, co
umazliwia tworzenie kwasow hydroksamowych w reakcji ziadajpca jako nukleofil
hydroksyloamin. Kwasy hydroksamowe 2z solamielaza(lll) daj czerwonofioletowe

pofaczenia.
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Rys. 85. Reakcja rozszczepiania piggnia p-laktamowego w pochodnyh penicylin pod wplywem rafili
(tutaj — hydroksyloaminy) i identyfikacja powstategroduktu

Wyzej wspomniane metody identyfikacyjne sspolne dla catej grupy zwikéw o
strukturze penicylin. Poszczegoélne zzki mog tez by¢ dodatkowo identyfikowane poprzez
specyficzne testy, charakterystyczne tylko dla rsemych, o ile grupa R zawiera w swej
strukturze dodatkowe grupy funkcyjne czy inne rpetye uktady, a tate w przypadkach
obecndci w leku niektorych zasad organicznych jako jonparupcych (np. prokaina w

benzylopenicylinie prokainowej).

2.7.2. Analiza lekow o strukturzef-laktamowej

* Reakcja z chlorowodorkiem hydroksyloaminy
Wykonanie proby:

Okoto 50 mg badanej substancji rozgid w 1 ml 2 N roztworu NaOH, doda0,15 g chlorowodorku
hydroksyloaminy i odstawina 5 minut. Nagpnie dodé 1 ml 0,1 N kwasu solnego i krapl% roztworu FeGl
Mieszanina reagaga przyjmuje bare czerwonofioletow od powstajcego zwizku kompleksowego kwasu
hydroksamowego z jonami £e

» Reakcje kondensacji z fenolami
Wykonanie proby:
Do ok. 50 mg badanej substancji déd® mg rezorcyny, 0,5 milgt kwasu siarkowego (96%) i ogrzetva
Powstaje czerwone zabarwienie, pochmaz od produktu kondensacji. W reakcji z 2-naftolpowstajcy
produkt ma zabarwienie zielone.

2.8. Barbiturany

Barbiturany, zwane feczgsto pochodnymi malonylomocznika (kwasu barbituroweg

wykazup jednoczénie charakter diimidu, jak i aromatycznego trifanol

0 OH
! i
5H2(|:/ \lTllH HC? \ﬁl
ci_ ,-C& )\ C
o// HS \O HO N/ \OH

Kwas barbiturowy
Rys. 86. Struktura kwasu barbiturowego

Dos¢ mocny kwasowy charakter kwasu barbiturowego ddatewany jest
oddysocjowaniem protonéw grup iminowych lub grup olewych. Wprowadzenie
podstawnikéw w pozycje C5 pimienia znosi jego aromatyczitooraz wyranie ostabia

kwasowad¢ czasteczki. Na stopie kwasowdci C5-podstawionych barbituranéw wptywa
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wielkos¢ i znak efektu indukcyjnego, jaki wywotuie podstawniki. Barbital, posiaday przy
atomie C5 dwa podstawniki etylowe (silny efekt jd¥t najstabszym kwasem w tej grupie
zwigzkéw, a fenobarbital z podstawnikiem fenylowym wmtymiejscu (rezonansowa
stabilizacja anionu), to stosunkowo najmocniejsaya& wérod barbituranéw. Ponadto,
obecnd¢ na jednym z atoméw azotu podstawnikow elektrodowgch dodatkowo obna

kwasowd¢ tych pochodnych.

Tabela 3. Kwas barbiturowy i jego wybrane pochodne

Rl R2 R3
Kwas barbiturowy: -H -H H
Barbital: -C,Hs -C,Hs H
Rl ” R3 . .
\c/c\ / Fenobarbital: -CyHs -CgHs H
R27

Cyklobarbital: -CzHs

/j\ | Heksoarbital: -CHs @ -CH3
_cC

Allolobarbital: -CH,-CH=CH,  -CH,-CH=CH, -H

2.8.1. Reakcje charakterystyczne barbituranow

Analiza jakdciowa barbiturandéw sprowadzag silo identyfikacji uktadu, a naginie
wykorzystania reakcji odediajacych. Probamiéwiadczcymi o obecnéci barbituranow s
rozpuszczalng& (dobra w etanolu 95% i roztworach wodorotlenkéwagowcow, eterze i
wrzacej wodzie, staba w chloroformie i zimnej wodziehzktad w srodowisku silnie
zasadowym oraz reakcje Parri'ego i Zwikkera. Réai@niu poszczegolnych barbituranow
mog stuzy¢ reakcje piejcienia aromatycznego, uktadéwazan nienasyconych oraz gruy
metylowych.

Pochodne kwasu barbiturowego stapiane ze statymomwtdnkiem sodowym (tede
potasowym) lub ogrzewane z jegezsinym roztworem ulegajrozktadowi do odpowiednio
podstawionych na atomie C2 pochodnych kwasu octowd®pakcja przebiega poprzez
stadium utworzenia pochodnej kwasu malonowego zzwejehiem amoniaku i dwutlenku
wegla. Po zakwaszeniu rozaezonym kwasem siarkowym wydzielag stharakterystyczny

zapach kwasu organicznegegdhcego ostatecznym produktem reakciji.
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Rys. 87. Rozktad pochodnych kwasu barbiturowego pgdlywem ogrzewania ze statym wodorotlenkiem
sodowym (lub jego skonym roztworem)

Barbiturany z jonami kobaltu(ll) (tzwreakcja Parri) lub miedzi(ll) (tzw. reakcja
Zwikkera) w obecnéci zasad (np. pirydyny, amoniaku lub piperydyny)srodowisku
bezwodnym tworz barwne zwizki kompleksowe. Reakcja z jonami kobaltu(ll) jest
charakterystyczna nie tylko dla barbituranow, ale¢ dla pochodnych hydantoin, zwkow

purynowych (np. teofiliny, teobrominy) oraz sulfoniadw.

o) N

C s /0 N\ /
c”SNH - Co(NOg); SO N JE
CoHs™ | | SN Do AR

& & NH3 CHs c—N—"" /"~ _._ ¢ c
7N N0 O// H / o\ /N ol
H HsN N—‘C\\ 25

barbital 0

Rys. 88. Reakcja Parri [3]

W wyniku reakcji Zwikkera pochodne kwasu barbituem@ przeksztatcajsic w zwiazki
kompleksowe o zabarwieniu fioletowym. Reakcja jakte charakterystyczna dla pochodnych
hydantoiny (kompleksy o zabarwieniu niebieskim) zorouracyli i pochodnych kwasu
tiobarbiturowego ( zvazki kompleksowe zielone). Struktura wszystkich pkidw tej reakcji
jest analogiczna do produktéw reakcji Parri.

Sole sodowe pochodnych kwasu barbiturowego twopp zadaniu ich wodnymi
roztworami AgNQ lub HgCL biate osady, ktore tatwo rozpuszegaie w 10% wodnym

roztworze amoniaku.

O (@]
CoHs (ll CoHs (ll
N\ <) AN
¢ ONH |Na AgNO3 _c” N A
C2H5 | | —_— C2H5 | | g
o Cx Ca 6 Cx Cs
o7 N7 q o” N{TO

s6l sodowa barbitalu A9

Rys. 89. Tworzenie soli srebrowych przez pochodmaski barbiturowego [3]
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2.8.2.  Testy analityczne barbituranow

* Rozktad pod wptywem wodorotlenkéw potasowcow
Wykonanie proby:

Do ok. 0,05 g barbitalu dod@®,5 ml s¢z. (tj. co najmniej 50%) roztworu wodnego NaOH (hibwielka
ilos¢ statego NaOH), po czym silnie ogézanieszanin reagujca (w przypadku przeprowadzania reakcji w fazie
statej — stopi). Wydziela s¢ zapach amoniaku, bamei umieszczony u wylotu proboéwki wilgotny uniwersaln
papierek wskanikowy na niebiesko. Po zakwaszeniu ogrzewanejakilkinut mieszaniny za pomgpc
rozcieiczonego HSQ, pojawia s¢ wyczuwalny nieprzyjemny zapach kwasu 2-etylomasigov

» Reakcja z solami kobaltu(ll) (reakcja Parri)
Wykonanie proby:

Ok. 0,05 g badanej substancji rozgd w 1 ml metanolu, dodakrople 1% metanolowego roztworu
Co(NGy), i kroplg 10% roztworu NH. Powstaje czerwonofioletowe zabarwienie. Ob&éngody w stzeniu
powyzej 5% wsérodowisku przeszkadza prawidtowemu przebiegowrdakcji (tworz sig niebiesko zabarwione
produkty hydrolizy o nieoki&onej strukturze).

» Reakcja z solami miedzi(ll) (reakcja Zwikkera)
Wykonanie préoby:
Ok. 1-2 mg badanej substancji rozpid w 1 ml wody, dod&a1-2 krople 1% roztworu CuS@raz 0,5 ml
roztworu sporadzonego wczéiej z dodania 1 kropli pirydyny do 1 ml CHCPo skidceniu mieszaniny warstwa
chloroformowa w przypadku obecdud barbituranéw barwi gina fioletowo.

» Reakcja tworzenia soli srebra lukeci(ll)
Wykonanie proby:

Ok. 50 mg badanej substancji wysm¢ z 2,5 ml wody z dodatkiem 1 kropli 15% roztworu\d. Po ok. 2
minutach mieszaninprzeaczy¢, pobra ok. 1 ml przegczu i zada go 1-2 kroplami 2% roztworu AgNQub 1-2
kroplami 5% roztworu HgGl Wytraca st biaty osad, ktéry powinien rozgei¢ sie na zimno w niewielkiej iléci
10% roztworu amoniaku

2.8.3.  Reakcje rozré@niajace poszczegolne barbiturany

+ Reakcje pieftienia fenylowego

0 Reakcja z azotanem(lll) sodu
Wykonanie proby:

Do 0,05 g badanej substancji dédaml stz. kwasu siarkowego(VI), po czym 5 mg azotanu(ltjls.
Lekko ogrza. Powstajez6ite zabarwienie od twoszej sk nitropochodne;j.

o Reakcja nitrowania i tworzenia pochodnej azoksybpnz

Piekcien fenylowy w odpowiednich pochodnych kwasu barbivego na wsfpie
niniejszej préby ulega nitrowaniu pod wptywem anoi/) sodu wsrodowisku s¢zonego
kwasu siarkowego(VI). Redukcja grupy nitrowej poatsgo produktu za pomsgcsiarczku
amonu w §rodowisku alkalicznym prowadzi poprzez pochadnnitrozows i
hydroksyloaminow do produktu ich kondensacji — pochodnej azoksybeowej kwasu
barbiturowego.

Wykonanie proby:

Do 0,05 g badanej substancji dédaml stz. kwasu siarkowego(VI), po czym 5 mg azotanu(V)wsbd

lekko ogrz&. Powstajezbite zabarwienie. Po ochtodzeniu déda5 ml wody i kroplami 15% roztworu amoniaku

do odczynu alkalicznego. Mieszaaniogrzewa na ta&ni wodnej kilka minut, ochtodzii ,podwarstwi” kilkkoma
kroplami siarczku amonu. Tworzyedbrunatny pieicien.
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Rys. 90. Przeksztatcanie 5-fenylopodstawionych pdolich kwasu barbiturowego w pochodne azoksybenzenu

* Reakcje na obecrd uktadéw nienasyconych

0 Reakcja bromowania
Wykonanie préoby:

Do 0,1 g badanej substancji déd2 ml wody, silnie wymieszaprzez wytrzsanie i przeszy¢. Do 5
ml otrzymanego przeszu doda 1 ml 30% kwasu octowego i 0,1 ml wody bromowejsijauje natychmiastowe
odbarwianie roztworu.

0 Reakcja utleniania
Wykonanie préoby:

Do 5 ml przesczu otrzymanego w poprzedniej prébie dodal ml 0,1 M roztworu KMnQ Jego
ré6zowe zabarwienie zmieniagsszybko wsrodowisku obajtnym na brunatne (od powsiaggo MnQ), a w
srodowisku alkalicznym — na zielone {MnQ,).

» Reakcja ze gt. kwasem siarkowym(VI
Wykonanie préoby:
Do ok.50 mg badanej substancji dédaml 96% kwasu siarkowego(VI1). Cyklobarbital i lsebarbital
barwia sie powoli na pomangzowoczerwono.

» Reakcja z rezorcyn
Wykonanie préoby:
Ok. 0,1 g badanej substancji zmiesze0,05 g rezorcyny i 2 mlgt. kwasu siarkowego (96%), po czym
ogrz&. Allobarbital daje zabarwienie ciemnoczerwone, ré&tdo zalkalizowaniu roztworu przechodzi w
zOtopomaraczowe z intensywnfluorescengj w swietle przechodaym.

» Reakcje na wykrywanie pochodnych N-metylowych

N-metylowane barbiturany twagzz azotanem(V) ¢ti(ll) rozpuszczalne w wodzie

kompleksy, podczas gdy pochodne niemetylowangwayyniku tej reakcji biate osady.

\\C—N \\c P
R25< \%H OH R? N%H + NTAR
RI C—N// g- R C—N// O—C\ ~ ><R2
/ H / \ N C\\
(e} (e} CH3 @)

biaty osad soli zwigzek kompleksowy (rozpuszczalny w wgdzie

Rys. 91. Odrénianie barbituranéw N-metylowanych od ich niemetydmych analogéw
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Wykonanie proby:

Ok. 0,5 g badanej substancji wysm¢ z 5 ml wody w cigu 5 min. i przegczy¢. Przegcz ogrzé do
wrzenia, po czym dodakrople odczynnika Millona. W przypadku pochodnyiskimetylowych nie obserwujesi
powstania zrgnienia w cagu 1 minuty. Pochodne niemetylowaneadagady o barwie biatej.

2.9. Leki o budowie peptydowej

Analiza chemiczna farmaceutykbw o budowie peptygowprowadza si przede
wszystkim do ustalenia obedwp w strukturze substancji czynnej ukladu apan
peptydowych, a nagbnie identyfikacji poszczegolnych reszt aminokwagdw Aminokwasy
stanowice pojedyncze elementy nleuchéw peptydowych identyfikuje ¢siwskpnie na
podstawie odpowiedniej serii reakcji barwnych, wektdrych przypadkach po uprzednigj
hydrolizie badanej substancji czynnej. Niektorekoga barwne, szczegdlnie charakterystyczne
dla taacuchéw bocznych wybranych aminokwasow,zmo z powodzeniem przeprowadza
takze na peptydach niezhydrolizowanych.

Leki peptydowe zawierajniejednokrotnie w swych sekwencjach reszty inne reszty
tzw. aminokwasow kodowanych, np. reszty aminokwasbwkturalnie zmodyfikowanych,
réznego typu izostery aminokwasOw, ugrupowania sieceljtaacuchy biatkowe, grupy
ochronne, ugrupowania glikozydowe itp. Do analegd typu zwizkdéw kazdorazowo naley
podchodzt w sposob indywidualny, a przy doborze odpowiednistéw identyfikacyjnych
uwzgkdnia takze specyficzne elementy strukturalne badanegazkwi

Warto zwroct uwag; na fakt,ze chemiczna jakkeiowa analiza oligopeptydow zazwyczaj
pozwala jedynie na zgrubne poznanie skladu amins&wago badanej probki. W celu
ustalenia doktadnej sekwencji aminokwasowej danagmicha peptydowego koniecznym jest
podicie dodatkowych badaz zastosowaniem ztonych metod chemiczno-instrumentalnych
(np. technik spektroskopowych, chromatograficznyelkcji enzymatycznych).

2.9.1. Reakcje ogolne zyrkdéw peptydowych

W celu poznania przebiegu napméejszych reakcji charakterystycznych dlagoain
oligopeptydowych riej zaproponowane dwiadczenia mgna z powodzeniem wykonywa
dla roztworu biatka kurzego lukelatyny.

» Przygotowanie roztworu biatka kurzego

Dokfadnie oddzieti biatko odzoéttka z jednego jajka kurzego, po czym dod@0 ml 2% roztworu wodnego
NaCl. Tak przygotowany roztwoér przezna¢zjo bada na obecn& ugrupowa strukturalnych, wyspujacych
w peptydach/biatkach.
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*  Wykrywanie uktadéw wrai peptydowych (reakcja ,biuretowa”)

Reakcg t¢ dap wszystkie paiczenia,
ktére zawieraj w czsteczce co najmniej dwie
grupy —CO-NH- paiczone ze sab
bezpdrednio (jak w diamidzie kwasL

Szczawiowego), poprzez jeden atom azotu (

w diamidzie mocznika -  biurecie
NH,CONHCONH) czy jeden atom wgla

a) b)

. . Rys. 92. Wyniki reakcji biuretowej a) d
(jak w peptydach czy diamidzie kwasu roztworu biatka (pozytywa): b) dla glicyny

malonowego). Préba jest takpozytywna dia ~ ("€9atywna)

potaczen podobnych do wiej wymienionych,

np. dla zwazkéw zawierajcych fragmenty strukturalne typu —CH(MHCH(OH)-. Reakcja
daje negatywny wynik w odniesieniu do pojedynczgatinokwasow (z wytkiem histydyny),
ich monoamidow i dipeptydéw. W przypadku zmkow o budowie peptydowe] reakcja
biuretowa polega na tworzeniugsiv srodowisku silnie zasadowym barwnego zxkiu
kompleksowego pomdzy kationem miedzi(ll) a heteroatomami reszt arvasowych
oddalonych od siebie o co najmniej jacleszt w tancuchu gtéwnym peptydu lub biatka. Ze
wzrostem liczby wjzaa peptydowych w casteczce rénie intensywnéc fioletowej barwy

powstajcego kompleksu.

_ENRln L
JE

Cu?t

Rys. 93. Fragment strukturalny kompleksu powsego z oligopeptydu lub biatka poddanego reakciidibwe;j

Wykonanie proby:

Do ok. 10-20 mg doktadnie sproszkowanej probki 2utnl jej wodnego roztworu dodajee2 ml 10%
roztworu NaOH, a nagbnie kroplami 1% wodnego roztworu Cu$Qustrzsapc mieszania reagujca po
dodaniu kadej kropli. W przypadku obecko w strukturze badanego zywku sisiadupcych ze sofp co najmniej
dwéch whzan peptydowych obserwuje esipojawienie zabarwienia pogtkowo r&owego, przechodzego
poprzez fioletowe do niebieskofioletowego, a wygtmy wodorotlenek miedzi(ll) ulega stopniowemu
rozpuszczaniu.

*  Wykrywanie wolnych grup aminowy(ieakcja z ninhydrya)
Wykonanie proby:
Do ok. 10-20 mg dokfadnie sproszkowanej prébki tszgezonej w 1 ml wody dod®,5 ml odczynnika
ninhydrynowego (przygotowanie — patrz rozdz. IXilopgrza& do wrzenia. Obserwujeespowstawanie riowego
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lub fioletowego zabarwienia. Barwa zaba jest od rodzaju aminokwasu, biatka lub peptyiuebieg reakcji —
patrz dalej Rys. 98. Uwaga: badany roztwor powinreie
odczyn lekko zasadowy lub oletijy.

Reakcg t¢ mazna take wykon& metod,
kroplowa na bibule.

Wykonanie proby:

Dwie krople odczynnika ninhydrynowego
umieszcza sina bibule, suszy w suszarce w temp. 1005
nastpnie na wysuszan plane nakrapla s (1-2 krople)
roztworu badanej substancji (o odczynie zniym do
obogtnego). Po ponownym wysuszeniu bibuty (5-10 min. w
temperaturze suszarki) w obeéoioaminokwasu lub peptydu
zawierajcego pierwszorgdowa grupe aminows obserwuje si :
powstawanie  niebieskiego, z@wego lub fioletowego Rys. 94. Pozytywny wynik reakcji
zabarwienia. a-aminokwasu z ninhydryn

»  Wykrywanie pieftieni aromatycznych w aminokwasgecbakcja ksantoproteinowa)

Pod wptywem dziatania kwasu azotowego(V) uktadynsatyczne obecne wfauchach
bocznych aminokwaséw (fenyloalanina, tyrozyna, tivfgn) ulegaj nitrowaniu, a utworzone
nitropochodne o barwieottej poddane dziataniu zasady przeksztatsi w forme ,aci” o
barwie pomaréczowej. Nitrowanie fenyloalaniny wymaga dodatkezskwasu siarkowego.

Histydyna w wyniku tej reakcji daje produkt jagioéiawy.

biatka kurzego

Wykonanie proby:

Do ok. 10-20 mg badanej probki, rozpuszczonej wl ivody dod& 0,5 ml s¢z. kwasu azotowego(V) i
ogrzewd na wrzcej tazni wodnej przez ok. 5 minut. W przypadku obeadyrozyny lub tryptofanu obserwuje
sig powstawaniezOitego zabarwienia. Po ochtodzeniu dédsstraznie 0,5 ml 20% roztworu NaOH. Barwa
pogkbia sk, przechodac w pomaréczows. W przypadku otrzymania negatywnego wyniku prohglezy
powtdrzyt ja z dodatkiem 0,5 ml st. kwasu siarkowego(VI), aby potwierdziub wykluczy¢ obecnéé¢
fenyloalaniny.

+ Wykrywanie grup tiolowych

Ogrzewanie zwizkbw zawierajcych ugrupowania tiolowe (np. w resztach cystelnkp)
mostki disiarczkowe (np. w resztach cystyny) wzehych roztworach NaOH powoduje ich
rozktad z wydzieleniem siarkowodoru, ktory w reakcpctanem otowiu(ll) daje czarny osad

siarczku otowiu(ll). Préba jest negatywna dla meitigy.
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Wykonanie proby:
Do ok. 10-20 mg doktadnie sproszkowanej probki tszgzonej w 1 ml wody dodéroplami 0,3 ml
2% roztworu octanu oftowiu(ll) oraz 2 ml 20% roztwdiaOH. Caté¢ ogrzewd na wrzcej tazni wodnej przez
ok.5 minut. Obserwuje siciemnienie roztworu. Po agdieniu i zakwaszeniu mieszaninystkwasem solnym
wydziela s¢ zapach siarkowodoru.

» Reakcja hydrolizy

Zwiazki peptydowe poddane dziataniu kwasu solnego wyyaszonych temperaturach
ulegaj hydrolizie, teoretycznie prowasizej do sktadowych aminokwaséw. Niestety, podczas
hydrolizy przeprowadzanej zwykle w g@odrastycznych warunkach (reakcjasmdowisku 6N
kwasu solnego w 11f%C przez 24 godziny lub w temperaturze ok. ¥65rzez 30-60 minut)
niektére reszty aminokwasowe mpoglega rozktadowi lub pewnym modyfikacjom na skutek
np. utleniania czy reakcji rodnikowych. Do
aminokwaséw posiadagych najbardziej labilne
tancuchy boczne nalg: tryptofan, tyrozyna,
cysteina/cystyna, seryna, treonina oraz aminocukry
pofaczenia fosforylowane. Aby zapobiec tego typu
niepazadanym reakcjom hydroliz prowadzi st
czsto w obecngéi niewielkiej ilosci rozmaitych
dodatkéw - ,antyutleniaczy” czy tzw. ,zmiataczy”
wolnych rodnikéw (ang. scavengers), jak np. fenol i
jego pochodne, kwas tioglikolowy, merkaptany.
Przed rozpocgxiem reakcji mieszangn dodatkowo
przeptukuje si strumieniem gazowego azotu lub

argonu celem usuwtia z niej powietrza. : -
Rys. 96. Naczynie do hydroli
. . przeprowadzanej na skahikro
Wykonanie proby:

Ok. 10 mg peptydu umiei¢ w naczyniu do hydrolizy
(w ksztatcie grubgriennej zaroodpornej probowki o wym. 15 x 150 mm, zaopatefow boczm rurke i
teflonowy zawoér, Rys. 9B dod& 1 ml 6N kwasu solnego z 2-5% dodatkiem fenolu, ék@aptoetanolu lub
kwasu tioglikolowego. Mieszaninprzeptuka strumieniem gazowego argonu lub azotu przez kiflaut, po
czym naczynie szczelnie zamkni umieici¢ w metalowym bloku grzewczym, ustawionym na £65 Reaka}
prowadzé 1 godzir. W przypadku prowadzenia hydrolizy przy temp. 2C0czas reakcji nady przediuiy¢ do
ok. 22 godzin. Nagpnie, po ochtodzeniu mieszaniny reagej do temp. pokojowej powobtworzy naczynie
(OSTRQOZNIE!), otrzymany hydrolizat w razie potrzeby roz@ey¢ i przeznaczg do bada na obecn&
aminokwasow.

» Analiza TLC hydrolizatow peptydowych
Wykonanie:

Problke hydrolizatu peptydowego nakéepunktowo na dwie osobne plytki do TLC, z ktéryeldjpa pokryta
jest celuloz (np. DC Alufolien Cellulose 60 F 254; Merck, godb warstwy: 0,1 mm), Zadrugazelem
krzemionkowym (np. DC Alufolien Kieselgel 60 F 25Merck, grubé¢ warstwy: 0,2 mm), rozwig
chromatogram w ukladzie rozpuszczalnikéw: chlorafer metanol — 25% NH(8:8:3; v/viv), po czym wywoia
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plamy wswietle UV (. = 254 nm), a nagbnie odczynnikiem ninhydrynowym lub izatynowym. Wzypadku
uzycia odczynnika izatynowego, ktéry daje z aminokavas produkty o bardziej zedicowanej gamie barw,
nalezy po spryskaniu chromatograméw ogrzévekilkangcie minut w temp. 80-88C, wzgkdnie pozostawéi w
temp. pokojowej przez 20 godzin.

Identyfikacg poszczegélnych aminokwasow utatwi chromatografigdrblizatu wobec wzorcéw
aminokwasowych, o iledola dostpne.

2.9.2.  Wykrywanie wybranych aminokwasow

* Reakcje ogélnex-aminokwasow

o] Préba wg Chellegdreakcja z kwasem azotowym(lll), a rgstie kondensacja z
fenolami)
a-Aminokwasy alifatyczne, wzgtinie aminokwasy z gruapaminows zwiazarg z

tancuchem alifatycznym reagujz kwasem azotowym(lll), da¢ hydroksykwasy. Reakciji
towarzyszy wydzielanie azotu.
NH,-CH(R)-COOH + HO-N=0 — HO-CH(R)-COOH + N, + H,0

Obecndé¢ hydroksykwaséw w mieszaninie poreakcyjnejzme wykry¢ na drodze np.
barwnych reakcji z niektorymi fenolami (gwajakolkpezol, rezorcyna) wérodowisku silnie
kwasnym. W obecnéci skzonego kwasu siarkowego(VIl) hydroksykwasy ulegaj
dehydratacji, po czymatza sic z fenolami wg mechanizmu aromatycznej substytucji
elektrofilowej (§) (analogiczny przebieg reakcji - patrz rozdz. VbBaz Rys. 130).

Wykonanie proby:

Do ok. 0,2 ml wodnego roztworu zawieyeggo ok. 50 mg aminokwasu d@éda ml kwasu octowego i
0,5 ml 5% roztworu NaN@ Po dokltadnym wymieszaniu obserwuje wiydzielanie gcherzykéw azotu. Cako
nalezy ogrzewa do wrzenia w celu uswgia pojawiajcych sé brunatnych tlenkéw azotu (resztki tlenkéw azotu
usuwa s przez ogrzewanie do wrzenia mieszaniny z niewiél@scia siarczanu hydrazyny). Do gmego
jeszcze roztworu doda2 ml stz. H,SO, (OSTRQOZNIE!), a nastpnie 1 krop¢ alkoholowego roztworu
odpowiedniego fenolu. Obserwuje giowstanie intensywnie zabarwionego produktu. Reddwo, w przypadku
glicyny powstaje czerwonofioletowy produkt z gwajem, dla alaniny — czerwony produkt z gwajakolem,
cytrynowazotty z kodein, pomaraczowa:étty z p-krezolem.

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Rys. 97. Zabarwienia produktéw préby Chellego pogdh dziataniu p-krezolu w obecs® skz. kwasu
siarkowego(VI).
(1 -Lys, 2—-Pro,3-Trp, 4 —Tyr, 5 - Phe, 6rg, A — His, 8 — Ser, 9 — Cys, 10 — cystyna, 11et,NI2 — Gly).

0] Reakcja z ninhydryn

Ninhydryna daje purpurowoniebieskie produkty, rgagu z aminokwasami
zawierajcymi pierwszorzdowa grupe aminows przy tacuchu alifatycznym. Reakcja daje
wynik pozytywny take dla innych zwizkOw zawierajcych pierwszorzdowa grups aminows,

w tym takie peptydow z wolp (tzn. nieostonita lub niezacylowas jak w peptydach

cyklicznych) grup aminows oraz biatek. Przebieg reakcji przedstawia Rys. 98.
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mnhydryna

O
H nlnhydryna
- N=CHR
H,0, -RCHO
O

floletowonlebleskl produkt
Rys. 98. Przebieg reakejtaminokwasOw z ninhydryn

Wykonanie proby:
Do 1 ml odczynnika ninhydrynowego dd@delka miligraméw aminokwasu. Po wymieszaniu miesna
ogrzewg do wrzenia. Obserwuje ¢sipowstawanie purpurowoniebieskiego lub szaroniéi®ege zabarwienia
roztworu.

0 Reakcja z siarczanem miedzi(ll) lub chlorkigstaza(lll)

Roztwory wodne aminokwaséw, zadane niewddlkscia roztworu siarczanu lub chlorku
miedzi(ll) przyjmup ciemnoniebieskie zabarwienie od twgego st zwiazku
kompleksowego. Chlorekelaza(lll) daje natomiast z wodnymi roztworami aakwasow
zwiazki 0 bardziej zrénicowanych zabarwieniach, ktére zanikpp zakwaszeniu (Rys. 100.)

Wykonanie proby:

Do ok. 1 ml wodnego roztworu aminokwasu dédaoplami 10% roztwdr CuSQOlub 5% roztworu
FeCk. Obserwuje si powstawanie ciemnoniebieskiego zabarwienia roziwer przypadku reakcji z jonami
miedzi(ll) lub jasnadéitego, pomandczowego, czerwonego lub jasnabowego dla reakcji z jonanielaza(lll).
Cysteina z jonamielaza(lll) daje produkt o barwie indygo.

Uwaga: roztwor badanego aminokwasu powinienéroiczyn zbtkony do obaogtnego.

Rys. 100. Wyniki reakcji wybranych aminokwaséw ztworem FeGl Od lewej: Trp, Tyr, Phe, Arg, His,
Thr, Cys, cystyna, Met, Gly, Lys, Pro, biatko kurze
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*  Wykrywanie cysteiny
NH,

HS\)\
COOH

cysteina
0 Reakcja octanem otowiu(ll) svodowisku alkalicznym

Cysteina i cystyna ogrzewane snodowisku zasadowym ulegajozktadowi. Zawarta
w nich siarka ulega uwolnieniu w postaci jonéw stowych, ktére z jonami Pbdap
czarny osad siarczku otowiu(ll). Metionina tej repkie daje.
Wykonanie proby:

Do ok. 10 mg doktadnie sproszkowanej prébki chlayderku cysteiny lub cystyny, rozpuszczonej w 0,5

ml wody dodé po 1 ml 30% wodnego roztworu NaOH i 0,1 ml 2% wamtu (CH;,COO)Pb. Catéé
ogrzewa kilka minut na wrzcej tazni wodnej. Powstaje czarny osad PbS.

0 Reakcja z chlorkierelaza(lll)

Cysteina w roztworze obginym w reakcji z chlorkiemzelaza(lll) daje produkty o
barwie indygo. Barwa jednak szybko zanika na skutiniania sj cysteiny do cystyny.

Wykonanie proby:

Do ok. 10-20 mg dokladnie sproszkowanej probki chimdorku cysteiny, rozpuszczonej w 1 ml wody
doda po jednej kropli 5% wodnego roztworu FgQl 25% roztworu amoniaku. Powstaje nietrwate
fioletowoczerwone zabarwienie. Prébie ina rownie poddawdé hydrolizaty peptydowe o odczynie
wczesniej doprowadzonym do obginego za pomac25% roztworu amoniaku.

o] Reakcja z kwasem fosforowolframowym

Cysteina redukuje kwas fosforowolframowy, gtayv rezultacie produkty o zabarwieniu
szaroniebieskim. Wiele aminokwaséw zekulega utlenianiu w tych warunkach (Rys.
101.). Cystyna nie ulega tej reakciji.

Wykonanie proby:
Ok. 10 mg dokfadnie sproszkowane] prébki chlorowsdocysteiny, zadakilkoma kroplami roztworu
kwasu fosforowolframowego. Powstaje szaroniebiez&lzarwienie.

Rys. 101. Wyniki dziatania kwas
fosforowolframowego na wybrane aminokwasy. 1 -
Arg (kolor szary) , 2 - His, 3Frp (kolor bazowy),

4 - Tyr, 5 - Phe, 6 - Pro, 7 - Ser, 8ys (kolor
szaroniebieski), 9 Met (kolor cytrynowaétty), 10

- cystyna, 11 — Cys (kolor szaroniebieski), 12 y. Gl
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0 Reakcja z N,N-dimetylo-p-fenylenodiamin
Wykonanie proby:

Do 1 ml ok. 0,1% roztworu cysteiny dad®,5 ml roztworu 0,2 g chlorowodorkl,N-dimetylo-p-
fenylenodiaminy (Ch),N-C¢H4-NH, x HCI), w 100 ml wody, a nagpnie kropk 5% roztworu FeGl Podczas
ogrzewania obserwuje ¢sipowstawanie trwalego ciemnoniebieskiego zabaraie@ystyna i jej pochodne,
siarczki nieorganiczne, a tak kwasy tioglikolowy i tiomlekowy tej reakcji nieag.

*  Wykrywanie metioniny

NH,
s
~ COOH

metionina
Metionina wsrodowisku alkalicznym w obec®aoi glicyny reaguje z nitroprusydkiem

sodowym, dajc czerwono zabarwione produkty o nieustalonej stnzle. W tych samych
warunkach cysteina i cystyna aagrodukty o trwatym zabarwieniu szaroniebieskingptofan
— 0 lekko bgzowawym, a histydyna - o czerwonawym, ktore szylkoika (Rys. 102.).
Pozostate aminokwasy tej reakcji nie ulegaj

‘Pro Tyr His Trp Met Met-enkefalina
e = - Cys Cystyn
[ ,

- ’ Rys. 102. Wykrywanie metioniny poprz

reakcje reakcji nitroprusydkiem sodow

‘l (reakcji obecnéci glicyny). Od lewej préb

\ \ . kolejno dla: Pro, Tyr, His, Trp, Me

’ \ L! i hydrolizatu @ptydu zawierajcego metionig,
L Cys, cystyny.

Wykonanie préoby:

Do ok. 10-20 mg doktadnie sproszkowanej probki tszgzonej w 1 ml wody dod&olejno 0,5 ml 40%
roztworu NaOH, nagpnie 1 ml 1% roztworu glicyny i po wymieszaniu y8 swiezo sporadzonego 10%
roztworu nitroprusydku sodu. Cétoogrzewa na tani wodnej o temp. 35-4%C przez 5-10 minut, a naphie po
ochfodzeniu doda 2 ml stz. kwasu solnego. W przypadku obeério metioniny pojawia si czerwone
zabarwienie.

*  Wykrywanie tryptofanu
NH,

H tryptofan

0 Reakcja Adamkiewicza-Hopkinséz kwasem glioksalowym na wykrywanie
pierscienia indolowego)
W wyniku tej reakcji powstaje niebieskofioletowyepicien na pograniczu warstw,

pochodzcy od produktu katalizowanej kwasowo kondensadpdik indolowego (obecnhego w
tancuchu bocznym tryptofanu) z kwasem glioksalowym (HOCHO) (Rys. 103.).
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Wykonanie préoby:
Do rozcieiczonego roztworu tryptofanu (np. ok. 0,1%) doda ml roztworu kwasu glioksalowego

(przygotowanie — patrz 1X.1.), po czym paance probéwki 1 ml st. kwasu siarkowego(VI). Na granicy
warstw pojawia i niebieskofioletowa olczka.

C|ZOOH C|IOOH

® CH CH_®
Ve /D
HN" Nep, g’ NHa

\ Y so,2  Rys. 103. Struktura produktu reakcji tryptofanu z
CH kwasem glioksalowym w warunkach préby
N \ N Adamkiewicza-Hopkinsa

L COOCH

o] Reakcja Voiseneta
Wykonanie préoby:

Ok. 1 ml 1% wodnego roztworu tryptofanu zédakroph 2,5% roztworu aldehydu mréwkowego oraz 4
ml stez. kwasu solnego i pozostawina ok. 5 minut. Po tym czasie dodaviaoplami 0,05% roztwor NaNO

W przypadku obecrigi tryptofanu obserwuje sizmiare barwy na fioletowobrunagn Inne aminokwasy
aromatyczne, jak tyrozyna i fenyloalaninaaajodukty o barwiez6itawej.

IEELT

~%

| SOm—
R

Rys. 104. Wyniki reakcji Voisonetdla
proliny (negatywna) i tryptofanu

(pozytywna)
Pro Trp
o Reakcja z wagbromow

Wykonanie préoby:
Wodny roztwér tryptofanu, zadany kilkoma kroplambdy bromowej (unik& nadmiaru) lub wody
chlorowej daje zabarwienie czerwone do czerwonefitego. Podczas wytzania z octanem etylu z

dodatkiem alkoholu amylowego lub vagiznie z tym alkoholem utworzony barwnik przechodaiwarstwy
organiczne;j.

0 Kondensacje z aldehydami aromatycznymigél. &ivasach mineralnych

Tryptofan (staly lub jego atony roztwér) po zadaniu odczynnikiem Ehrlicha
przyjmuje zabarwienie czerwonofioletowe, z roztworgvaniliny w kwasie siarkowym
daje zabarwienie czerwone, a z aldehydem 4-nitmiesowym w kwasie siarkowym

prowadzi do produktu kondensacji o barwie zielonej.
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*  Wykrywanie histydyny

HOOC histydyna

o] Sprzganie z solami diazoniowyr(reakcja Pauliego)
Wykonanie préby:
Bezparednio przed wykonaniem préby przygotawmsobno dwa zimne @aia lodowa) roztwory:
(1) 0,5% roztwdr kwasu sulfanilowego w rozégzonym kwasie solnym (5 mlegt HCI rozcigiczy¢
woda destylowan do 100 ml);
(2) 5% roztwor wodny NaN©@

Do 1 ml zimnego wodnego roztworu histydyny (lub tyelp/biatka zawierajcego histydyn) doda& 1 ml
10% wodnego roztworu N&QC;, po czym calé¢ ochlodzé na t&ni lodowej. Zmieszaze sol powoli po 1 ml
zimnych roztworéw (1) i (2), po czym dotlapowoli (kroplami, mieszajc bagietly) tak otrzymany roztwor
zdiazowanego kwasu sulfanilowego do roztworu higtiydz NaCOs. Powstaje ciemnoczerwone zabarwienie lub
wydziela s¢ czerwonowdniowy osad barwnika.

e it o

Rys. 105. Wybrane aminokwasy poddaakajez odczynnikiem Pauliego

0 Reakcja biuretowa

Histydyna ulega reakcji biuretowej [2]. Wykonanipatrz wy.ej.

o] Reakcja specyficzna dla histydyny

Wykonanie proby:

Do roztworu 10-20 mg histydyny w kwasie solnym wpagdlzié, ogrzewajc tagodnie, niewielk ilos¢
chloranu(V) potasu, po czym roztwér odparévgsiawie do sucha. Naginie dodé swiezo sporadzonej wody
chlorowej i $ladows ilos¢ kwasu azotowego. Pozost&topo odparowaniu do sucha podddziataniu par
amoniaku. Powstaje ciemnagwve zabarwienie, ktére po dodaniu niewielkiegdioroztworu NaOH przechodzi
w czerwonofioletowe.

. Wykrywanie tyrozyny

NH»>
HO tyrozyna

0 Reakcja nitrozowania
Wykonanie proby:

Kilka mililitrow roztworu tyrozyny zad& 0,5 ml 0,04 N kwasu solnego oraz 0,2 ml 1% rozowdaNG
i ogrzewd przez 10 minut na #ai wodnej. Powstaje zabarwieniélte, przechodce w ré&owe, fioletowe, a w
koncu w zielone. Po wytesaniu z alkoholem amylowym fioletowy barwnik przedki do warstwy organiczne;j.
Tryptofan podobnych zabarwiaie daje, a adrenalina barwg sia kolor rubinowoczerwony.
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o Reakcja z odczynnikiem Millona

Tyrozyna daje z odczynnikiem Millona produkt

0 czerwonym zabarwieniu. Za pozytywny przebieg '-‘

reakcji odpowiedzialne jest obecne w tyrozynie —
- - - .. * -
ugrupowanie fenolowe. Odczynnik Millona w reakcji z

.“

tryptofanem syca szarobizowawy osad soli ¢ti(ll).
(Rys. 106.). ”

i , Trp Tyr
Wykonanie proéby: *

-~

Kilka kropli roztworu tyrozyny (lub  peptydu
zawierajcego tyrozyr) zad& 2-3 kroplami odczynnika Millona.
Powstaje czerwone zabarwienie, a czasami i czervazag. W
niektérych przypadkach zabarwienie zeqojawé sig dopiero po
ogrzaniu mieszaniny reaguggj na wrzacej tazni wodnej.

Rys. 106. Tyrozyna i tryptofan
reakcji z odczynnikiem Millona

0 Proba Mérnera
Wykonanie proby:

Niewielka ilos¢ tyrozyny lub jej roztworu ogrzewaesz 2-3 ml odczynnika (przygotowanie - patrzej).
Wystepuje natychmiast trwate zielone zabarwienie, chargktyczne dla grupy fenolowej w tyrozynie. Prdsst
negatywna dla fenoli jedno- i wielowodorotlenowymiaz biatek z zawarfoia tyrozyny.

Przygotowanie odczynnika:
Zmiesza& 0,1 ml 40% formaliny z 4,5 ml wody i 5,5 mkst kwasu siarkowego(VI). Mieszanina jest trwata.

o] Sprzganie z solami diazoniowyr(reakcja Pauliego)
Patrz — wykrywanie histydyny.

. Wykrywanie argininy
NH,

H
H2N N\/\)\
\ﬂ/ COOH

NH arginina

0 Reakcja Sakaqguchi

Niepodstawiona grupa guanidynowa, obecna w argingaréwno wolnej, jak i obecnej
w polaczeniach peptydowych, w reakcji z utlenionym upreedprzez podbromin sodowy 1-

naftolem tworzy czerwony zwzek o strukturze:

NH,

H
HoN N\/\)\
| COOH

o)
Niektére inne aminokwasy w warunkach tej reakcjigmaleg& utlenianiu, dajc produkty o

barwach zblionych dozoéttej lub bnzowej o ré@nej intensywnéci. Roztwory zawierace

tryptofan - wecz czerniegj (Rys. 107.).
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Wykonanie proby:

Do 2 ml oztbionego w wodzie z lodem ok. 5% roztworu argining Ibiatka doda 2-3 krople 5%
roztworu 1-naftolu w etanolu (odczynnik Molischdpktadnie wymieszg a nastpnie dodé 10 kropli roztworu
podbrominu sodu (przygotowanie — patrz rozdz. [X.Powstajca czerwona barwa wskazuje na ob&éno
pochodnych guanidyny (w tym przypadku - argininy).

-4(-'-'-\4‘ R ;‘ﬁ-w—ﬂ,a;u H" g ll-t“ ﬁﬁgvd;,‘,
RERE B oy T Vr“’“mm «‘-. M. S,
m-w | B

0 e e L S | SR P
m R —— J”;.. m‘ h‘w

Rys. 107. Wybrane aminokwasy
poddane reakcji Sakaguchi

*  Wykrywanie glicyny

HoN COOH
~ glicyna

Ponizsza reakcja jest charakterystyczna dla glicyny, ojakedynej spérdd
monoaminokwaséw oraz dla wielu aminokwasow zasadbwy
Wykonanie proby:
Do 10 ml ok. 1% roztworu glicyny dod&0 kropli 20% roztworu NaOH oraz 10 kropli nasyega
wodnego roztworu aldehydu o-ftalowego. Po 10 se&ahdintensywnego wytizania doda 20 kropli stz.

kwasu solnego. Obserwuje: sivytracanie fioletowego lub szarego osadu. W bardziegieazzonych roztworach
powstaje niebieskie, fioletowe lub czerwone zabana.

2.9.3. Identyfikacja nieznanego zwzku peptydowego
Wiele biologicznie aktywnych zwikéw organicznych stosowanych w medycynie to
pofaczenia zawierape w swych strukturach waania peptydowe. Ogélnie, rima je podzieli

na trzy grupy:

. zwiazki liniowe i cykliczne o budowie czysto peptydowkjorych tacuchy gtéwne to
odpowiednie sekwencje reszt aminokwasow biatkowypbtaczonych ze sab
wiazaniami peptydowymi (przyktady — patrz Tabela 6omdz. VII);

. ich analogi w rany sposéb zmodyfikowane strukturalnie, np. zawigejw tarcuchach
gtéwnych oprocz wizan peptydowych wizania innego rodzaju (np. estrowe, laktonowe)

lub reszty aminokwasow niebiatkowych;
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. zwiazki  bedace  strukturalnymi  pakzeniami fragmentéw peptydowych i
niepeptydowych (np. glikopeptydy, lipopeptydy).

Analiza identyfikacyjna zwizkdéw naleéacych do dwoch ostatnich grup musi na ¢pst
obejmowa wykrycie obecnéci specyficznych dla danego analitu gm#en strukturalnych (np.
w glikopeptydach - fragmentu peptydowego, zwanegitkanem oraz cgci cukrowej czyli
glikanu). Wymaga to zwykle przeprowadzania reakgjore w niepodwzalny sposob
dowioch obecndci kazdego z tych swoistych ugrupowaW dalszej cgsci niniejszego
rozdziatu zostanie scharakteryzowany jedynie spasatycznej analizy jalkkciowej pohczen
peptydowych (peptydéw lub ich fragmentow w w/wynwigzzkach mieszanych). Analiz
fragmentow o charakterze niepeptydowym, z uwadchagromm réznorodna¢ strukturalm,
mozna, zalenie od potrzeb, zaplanowsa oparciu o informacje zawarte w innych rozdziatac
tego podecznika lub korzystag z innychzrédet literaturowych.

Jednym z gtéwnych elementéw analizy identyfikacyjpwiazku o budowie peptydowej
jest poznanie sktadu aminokwasowego jegacdgha. Badar zwiazki o niezbyt dtugich
tancuchach peptydowych (do kilkunastu reszt aminokwgsb) mazna w wielu przypadkach
z powodzeniem stosowanetody klasycznej analizy jaktiowej. Naley tu jednak zastrzeege
droga ta raczej nie sty okrelaniu sekwencji aminokwasowej wnaleuchu. Jednak, w
sytuacjach, gdy znamy kilka czy kilkaw#ée sekwencji, z ktorych jedna naje do
identyfikowanego przez nas peptydu, zma g czgsto znaleé¢ drogy dedukcji. Aby byto to
stosownej kolejngi.

Analizie poddaje si zarbwno sam peptyd, jakzte jego hydrolizat (zalenie od potrzeb).
Propozycg toku analizy przedstawia Rys. 108.

Identyfikacji niektérych reszt aminokwasowych w bagm zwazku mana dokona
dwiema drogami - podd# odpowiednim reakcjom sam peptyd lub jego hydabliDotyczy
to zwlaszcza reakcji obejmugych przemiany w okbie taacuchow bocznych poszczegolinych
aminokwasoéw. Istnieje bowiem szereg reakcji, ktégespecyficzne tylko dla wybranych
ugrupowa strukturalnych. & droga mazna wykry obecnéc: histydyny (His), tyrozyny (Tyr),
fenyloalaniny (Phe), tryptofanu (Trp), argininy @r cysteiny (Cys) i cystyny. Po hydrolizie
peptydu dodatkowo nima zidentyfikowa lizyne (Lys), glicyre (Gly), metionire (Met) oraz
seryrg (Ser) i treonin (Thr).

Analize warto dodatkowo uzupeihio chromatografi TLC hydrolizatu peptydowego, co
pozwoli na okrélenie w nim ilgci réznych reszt aminokwasowych. Warto patat, ze w
hydrolizatach (a tym samym i na chromatogramaci)anikryjemy kwasu piroglutaminowego

(pGlu), glutaminy (GIn) i asparaginy (Asn), gdybecne w ich kcuchach bocznych
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ugrupowania amidowe ulegnprzeksztatceniu w grupy karboksylowe, gtajodpowiednio

kwasy - glutaminowy (Glu) i asparaginowy (Asp).

Hieznany

{sposrod kilkunasty o znanych sekwenciach)

peptyd

Ninhydryna

Kolor jasnozotty
peptyd bez gr. —NH,
(cykliczny lub liniowy =

I
Kolor ciemnoniebieski:
peptyd z gr. —MH,
(cykliczny lub limicwy)y

pGiu lub Pro na N-koncu)

I
Kolor biekitny:
dipeptyd
I

| Reakcja biuretowa

1

Kolor fioletowy:
cligopeptyd

I

| Reakcia ksantoproteinowa
1

Kolor 261y, po alkalizacji
pomaranczowy: peptyd
Zawierajgcy aminokwasy
aromatyczne Trp, Tyr lubfi Phe

I
Bezharwny lub jasnoddity roztwor,
po alkalizacji bez zmian: pepityd
niezawierajacy Trp, Tyr, Phe

1) Hydroliza
2) TLC hydrolizatu
Peptyd o ustalonej ilogci
rozmigcych sie reszt
aminokwasowych
| NaQH {temp.) / octan ofowiu(ll)
]

I
Bezbarwny roztwor: peptyd
niezawierajacy Cys ani cystyny

I
Faobor inmy niz indygo:
peptyd niezawierajgcy Cys
I

Czamy osad lub ciemny roztwar:
peptyd zawierajgcy Cys Uk
cystyne (mostki disiarczkowe)
T
| 1) Hyaroliza; 2) FeCi; (oH ok 7)
1

Kolor indygo: peptyd
Zawierajacy Cys

I
Wykrywanie aminokwasow

Peptyd zawierajacy wykryte aminokwasy

Rys. 108. Przykiad toku identyfikacji zawku peptydowego

Tam, gdzie poszukiwana sekwencja jest gedrkilku czy kilkunastu znanych, tak zebrane
dane pozwalajzazwyczaj na wytypowanie tej najbardziej prawdayioe).

Zidentyfikowanie innych, mi wyzej wymienione, reszt aminokwasow biatkowych w
zwiazku peptydowym niestety wymaga zastosowania dodaiklo, bardziej zigonych
enzymatycznych),

instrumentalnych, chrtaygaaficznych,

(np. TLO),

technik analitycznych (np.

wzglednie prostej chromatografii ale przepaolmanej wobec wzorcow

aminokwasowych.
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2.9.4. Identyfikacja nieznanego aminokwasu

Poznanie przebiegu reakcji charakterystycznychpdkzczegolnych aminokwasow (patrz
—rozdz. IV.2.9.2.), utatwia wégiwe zaplanowanie toku analizy identyfikacyjnej tdagrupy
zwiazkow. Dobrym przygotowaniem do wykrywania obe@io poszczegolnych reszt
aminokwasowych w peptydzie m® byt umiegtnos¢ identyfikacji pojedynczego nieznanego
aminokwasu biatkowego. Przyktadowy tok takiej anafprzedstawia Rys. 109.

Niestety, jak wida na Rys. 109., tylko nieliczne aminokwasy bez dkalaych grup
funkcyjnych w swych strukturach mggosta& zidentyfikowane na drodze prostych reakcji
barwnych. Nalgy do nich jedynie glicyna (Gly) oraz prolina (Préminokwasy o charakterze
kwasowym, kwas asparaginowy (Asp) oraz kwas glutamy (Glu), wprawdzie nie daj
specyficznych dla siebie reakcji barwnych o charadd diagnostycznym, ale o ich obeaia
duzym prawdopodobigstwem mana wnioskowdé na podstawie stabokwaego odczynu
roztworow wodnych badanych prébek. Identyfikacjiimokwasow takich, jak: walina (Val),
leucyna (Leu), izoleucyna (lle), a takasparagina (Asn) i glutamina (GIn) ima dokona np.
poprzez charakterystykich pochodnych krystalicznych, na drodze analipgksralnej czy
chromatograficznie.

Kazdy z aminokwasow, zidentyfikowany zaprezentowam drog tzw. ,kolejnych
wykluczer” nalezy, celem upewnienia gico do jego tesamdci, podd& dodatkowo innym

specyficznym dla niego reakcjom, o ilemane.
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Nieznany a-aminokwas

ninhydryna
I |
Kolor 2oity: Kolor ficletowoniebieski: ‘
Pro inny aminokwas

| Feakcja ksanfoproteinowa

Bezbaramy lub jasnozolty roztwar,

po alkalizacji bez zmian: . -

aminockwas niearomatyczny lub His z?nrrn[gka;;?agﬁmtyczny
Reakcja Pauliego  |(Trp, Tyr, Phe)

Kolor jasnozolty: Kolor wigniowo- Reakcja Voisonefa
inny aminokwasz czerwony: His

, : Kaolor brunatny: Kolor zokty:
NaOH (temp.) / octan cfowiu Trp (Tyr, Phe)

Kolor Zolty, po alkalizacji

}

l | Reakgja Pauliego

Bezbanwny roztwor:
inny aminokwas Czamy osad lub

- | ciemmy roztwor: Kolor 2dity: Kolor pomaranczowy:
Reakgja Sakaguchi | Cys jub cystyna Phe Tyr

Bezbarwny roztwor: Kolor czerwony: FeCl/pH 7-8
inny aminokwas Arg
1) Aidehyd o-fialowy / NaOH Bezbarwny roztwar: Kolor indygo:
| 2) Hol | Cystyna Cys
Bezbarwny roztwor: Kaolor fioletowy:
inny aminckwas Gly lub Lys
1) Glicyna, nifroprusydek sodu 1) Mestionina, nitroprusydek sodu
/NaOH (temp.); 2) HCI A NaOH (temp.); 2) HCI
' 1
Bezhanrany roztwor: Kolor Ziclono: Bezbarwny roztwor: Kolor ziglono-
Ser, Thr, lig, Lew, Val, Ala, I Lys niebieski: Gly
niebieski: Met

Asp, Asn, Glu lub Gin

Rys. 109. Przyktadowy schemat identyfikacji pojecegoa-aminokwasu biatkowego

2.10. Leki z grupy witamin

Witaminy nalea do najrozmaitszych typow zwikow organicznych i dlatego nie tra
pod& dla nich ogélnych reakcji grupowych. €to klasyfikuje si je do jednej z dwoch grup
rozpuszczalngei: witamin rozpuszczalnych w wodzie lub rozpusieyeh w tluszczach.
Grupa zwizkow rozpuszczalnych w ttuszczach obejmuje witandrgrup m.in. A, D, E i K.

Witaminy z grupy B oraz witamina C — to zwki rozpuszczalne w wodzie.

2.10.2. Witamina A

Witamina A jest wyszym, nienasyconym alkoholem, zwanym retinolem.irRét
wystepuje jedynie w organizmach zwierz/ch (nerki, ptuca, atroba, ztogi ttuszczowe), gdzie
jest powazany z wyszymi kwasami ttuszczowymi w p@izenia typu estrowego. Wdlmach
natomiast wysfpuje tzw. prowitamina A (jako barwnik typu karotevego lub

karotenoidowego).

115



HsC_ CHs CHs

retinol

HsC. CHs CHs CHs  H,C CH,

[-karoten

CH, HsC

Rys. 110. Struktury zwzkow z grupy witaminy A.

*  Wykrywanie witaminy A (retinolu)reakcja z chlorkiem antymonu(lll)
Wykonanie proby

Do 1 ml chloroformowego roztworu, zawiegeggo 7 pg badanej substancji dagda2 ml 30%
chloroformowego roztworu SbglUwaga: Wszystkie ayte do analizy odczynniki powinny bywolne od
domieszek wody i alkoholu. Powstaje niebieskie, bkpy zanikajce zabarwienie. Reakcja jest 1ak
charakterystyczna dla karotenoidéw, pochodnychnona take dla niektorych steroli

2.10.2. Witaminy Dy i D3

Grupa witamin D — to zweki o budowie steroli. Obejmuje ona ergokalcyferol
(witamina ) i cholekalcyferol (witamina B). Witamina D wyskpuje naturalnie w
organizmach rdinnych i drazdzach, natomiast witamina s0est pochodzenia zwiegzego.
Zazwyczaj, komercyjne farmaceutyki z zawacie witamin z grupy D & mieszania obu
w/wym. steroli, ktére to zwizki dap praktycznie identyczne wyniki barwnych reakcji

analitycznych.

HsG HsG
CH,
CHs CH, CHs
' | HsC
\
HO ergokalcyferol HO cholekalcyferol

Rys. 111. Struktury zwzkow z grupy witamin D

* Wykrywanie witamin pi D3 (ergokalcyferolu i cholekalcyferolu)

0 Reakcja z bezwodnikiem octowym w obedrglkz. kwasu siarkowego
Wykonanie préoby:

Ok. 0,5 mg badanej substancji rogpid w 5 ml chloroformu, po czym dodaD,2 ml bezwodnika
octowego oraz 0,1 mlgt H,SO, i calos¢ intensywnie wytrasmé. W przypadku obecrgoi witamin z grupy D
pocztkowo pojawia si zabarwienie czerwone, szybko przechmgzw fioletowe, nagpnie btkitne, a wreszcie
w zielone.
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0 Reakcja z chlorkiem antymonu(lil)
Wykonanie proby:

Do 0,2 ml roztworu zawieragego ok. 2 mg witamin a grupy D w 1 ml chloroforrdada 4 ml
nasyconego na zimno roztworu chlorku antymonuii§wiezo przedestylowanym (wolnym od wody i alkoholi)
chloroformu. Pojawia sipomaraczowa6lte zabarwienie, ktére po krotkim czasie stagebsirdziej intensywne.

0 Reakcja z sachargav obecnéci stez. kwasu siarkowego(VI)
Wykonanie préoby:
Do ok. 1-2 mg witaminy Bdod& w przyblizeniu rowr ilos¢ sacharozy, po czym mieszagimozpucic w 1-
2 ml bezwodnego etanolu. Po dodaniu 2 kropit.skwasu siarkowego(VI) wysgpuje czerwone zabarwienie, a
podczas dodawania ngghych 6 kropel rozcieczonego kwasu siarkowego(VI) — zabarwienie stajbigkitne.

2.10.3. Witamina E
Witamina E to powszechna, wspolna nazwa tokofaradikotrienoli — zwazkéw o
silnych wia&ciwosciach antyoksydacyjnych, anod ktérych najlepiej poznanym jesi-
tokoferol. Tokoferole, to pochodne dihydrochromaktgre w potaeniu 2 zawieraj 16-
weglowy tancuch diterpenowy, a w pateniu 6 - grup fenolows.
CHg
HaC o CHj

3

CH
HO 3

CHs3 a-Tokoferol
Rys. 111. Struktura-tokoferolu

*  Wykrywanie witaminy E (tokoferoli)

0 Reakcja z chlorkiertelaza(lll) i a,a’-dipirydylem
Wykonanie proby:

Do ok. 1-2 ml etanolowego roztworu witaminy E dédaml 0,2% etanolowego roztworu FgCi nasipnie
po doktadnym wymieszaniu 1 ml 0,5% etanolowegowort o,a’-dipirydylu. Powstaje intensywnie czerwone
zabarwienie od soti,a’-dipirydylowej tokoferolu z jonamielaza(lll).

0 Reakcja nitrowania
Wykonanie proby:

Do ok. 1 ml witaminy E doda0,2 ml stz. kwasu azotowego(V). Ogrzewanieszanin na t&ni wodnej o
temp. 75°C przez 15 minut. Powstaje zwek o géboko czerwonym zabarwieniu.

2.10.4. Witaminy z grupy B

Witamina B (chlorowodorek tiaminy)

Tiamina jest zwjzkiem tatwo ulegaicym rozpadowi wsrodowisku zaréwno kwéym, jak
i alkalicznym, zwlaszcza w obecdim czynnikbw o wihaciwosciach utleniggcych. W
srodowisku obajtnym lub stabo alkalicznym pod wptywem jonéw hekganazelazianu(lll)

tiamina ulega utlenieniu do tiochromu — zwku o silnej niebieskiej fluorescencji.
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H,
HO\C/C S\ H,N HO\ /C H,N
Hy o\ ? W\OH =N
N 7 CHj, OH CHj
@\C ; —
H

sol tlamlny

Ks[Fe(CN)el / OH OH \;Y{ >7CH3

t|ochrom

Rys. 112. Rozktad tiaminy pod wptywem czynnikéweanibpcych

. Wykrywanie witaminy B 1

0 Reakcja z heksacyjafmlazianem(lll) potasu
Wykonanie proby:

Rozpuci¢ ok. 50 mg badanej substancji w 5 ml 2% wodnegewoi NaOH, doda 0,5 ml swiezo
przygotowanego 0,5% wodnego roztworgfe(CN)Y] oraz 5 ml izobutanolu. Caé wytrzasat ok. 2 min., po
czym pozostawi do rozdzielenia si warstw. W przypadku obecfm tiaminy warstwa izobutanolowa (po
oddzieleniu od warstwy wodnej i wysuszeniu nad hed&SO,) wykazuje intensywa niebiesld fluorescengj,
ktéra zanika po zakwaszenitodowiska i ponownie pojawiagspo jego zalkalizowaniu.

0 Reakcja z octanem otowiu(ll)
Wykonanie proby:
Rozpuci¢c ok. 5 mg badanej substancji w mieszaninie 2 ml 1@%iworu NaOH i 1 ml 5% roztworu
Pb(CHCOO),. Powstajezéite zabarwienie, ktére po ogrzaniu przechodzi wnhtne, a po pewnym czasie
wydziela s¢ czarny osad siarczku otowiu(ll).

0 Reakcja z kwasem pikrynowym
Wykonanie proby:
Zmiesz&é 2 ml 0,25% roztworu badanej substancji z 1 ml nasggo roztworu kwasu pikrynowego.
Tworzy sk z6lty osad pikrynianu tiaminy o temp. topn. 206-2D8

0 Reakcja z chlorkiemgti(ll)
Wykonanie proby:
Do 1 ml 0,25% roztworu badanej substancji dotlanl 5% roztworu HgGl Wydziela st biaty osad.

Witamina B (ryboflawina)

Ryboflawina jest jasnmita pochodn 7,8-dimetyloizoalloksazyny, ktéra w pakeniu
N1o zawiera resztp-rybitolu. W srodowisku kwanym lub obogtnym, pod wptywemswiatta
ulega ona tatwo rozktadowi do rybitolu oraz wykapa@igo niebiesk fluorescengj
lumichromu. Natomiast w roztworach alkalicznychaftawina przeksztatca gpod wptywem

swiatta w lumiflawire o zabarwieniuoéttozielonym.

118



O
ryboflawma
(Jasnozoita)
H;C N\ \’%
Z NH
H;C N

lumichrom 0 lumiflawina
(bezbarwny, o niebieskiej fluorescencji) (zottozielona)

Rys. 113. Wptyw pHrodowiska na przebieg rozkladu witaminy @yboflawiny) w obecnéci swiatta

. Wykrywanie witaminy B

o Badanie fluorescencji
Wykonanie proby:

Rozpuci¢ ok. 1 mg badanej substancji w 100 ml wody. W padku obecnéri ryboflawiny roztwér
powinien by jasnaohty i wykazywa zielonazdtta fluoresceng (przy A= 530 nm), znikajca po dodaniu
nieorganicznych kwaséw lub zasad.

0 Reakcja ze gt. kwasem siarkowym(VI)
Wykonanie proby:

Ryboflawina zadana 96% kwasem siarkowym zabarwiaaiczerwono.

0 Reakcja z AgNQub solami reci(ll)
Wykonanie préoby:

Do 1 mg badanej substancji dédh ml 2% roztworu AgN® lub soli reci(ll) i wymiesz&. Po kilku
minutach tworzy si czerwono zabarwiona s6l z ryboflawjiwypadajca po pewnym czasie w postaci osadu.

0 Reakcje charakterystyczne dla grup alkoholowych
Patrz — lit. np. [1, 2, 7, 8, 9, 10].

2.10.5. Witamina C (kwas askorbowy)

(0]
Y/ OH

witamina C (kwas askorbowy)

Kwas askorbowy posiada w swej strukturze ugrupowadienolowe, ktore jest
odpowiedzialne za silne wieiwosci redukuace zwhzku. Produktem jego utlenienia jest kwas

dehydroaskorbowy. Dwie grupy enolowe w pozycjach 8 s zdolne do oddysocjowania
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protonéw, z czym zwzany jest kwasowy charakter zwku. Zdecydowanie silniejsze
wiasciwosci kwasowe (pK = 4,17) posiada grupa enolowa w p@hboiu 4, w poréwnaniu z

grupa z potazenia 3 (pK = 11,6), co skutkuje zdoldoia tworzenia przez kwas askorbowy

monosoli.
e
0
: £ '°
) ©OH 5 (zasada) ) —OH Y—oH
-
HO ] _BH ™ Ho HO
OH OH OH Oo oH ©
kwas askorbowy stabilizowany rezonansowo anion kwasu askorbaweg

Rys. 114. Reakcja kwasu askorbowego z zasadami
Reakcje charakterystyczne

0 Badanie odczynu
Badany zwazek wykazuje w wodzie odczyn kwray (proba wobec lakmusu).

0 Reakcja z odczynnikiem Fehlinga
Wykonanie proby:

Okoto 0,02 g badanej substancji rogga w 1 ml wody, doda 1 ml odczynnika Fehlinga i ogrzedveatas¢
na wrzcej tazni wodnej przez kilka minut. Powstaje ceglastoczsryvosad tlenku miedzi (1).

0 Reakcja z jodem
Wykonanie proby:

Okoto 0,02 g badanej substancji rogga w 1 ml wody, po czym dodawakroplami 0,1M roztwér jodu.
Obserwuje s odbarwianie roztworu.

0 Reakcja z manganianem(VII) potasu
Wykonanie préoby:

Okoto 0,02 g badanej substancji roggid w 1 ml wody, dodé&2 ml 0,5% roztworu KMn@Q Obserwuije si
powstawanie brunatnego osadu tlenku manganu(I\grykpo dodaniu nadmiaru kwasu askorbowego ulega
rozpuszczeniu, a roztwor odbarwia.si

0 Reakcja z azotanem(V) srebra
Wykonanie préoby:

Okoto 0,02 g badanej substancji roggid w 1 ml wody, po czym dodaD,5 ml 2% roztworu AgNQ Tworzy
sie czarny osad metalicznego srebra.

o]
OH +2 AgNO
How g 3 +2Ag¢
-2HN03

OH OH

Rys. 115. Wiaciwosci redukujice kwasu askorbowego. Reakcja z azotanem(V) srebra

0 Reakcja z nitroprusydkiem sodu
Wykonanie proby:

Okoto 0,02 g badanej substancji roggid w 1 ml wody, dodéa kilka kropli 10% roztworu nitroprusydku
sodu oraz 0,5 ml 0,5M roztworu wodnego NaOH. Obs@rse powstawanie niebieskiego, zmienizggo st w
zielone zabarwienia mieszaniny reagej.
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3. Monografie lekéw prostych

3.1. Chininum hydrochloricum (Polfa-Warszaway- tabletki 300 mg

(tabletka zawiera 0,285-0,315 g chlorowodorku atyhi
Substancja czynna: Chlorowodorek 2R, 4S, 5R[(R)-(6-metoksy-4-chinolilo)-
hydroksymetylo]-5-winylo-chinu-klidyny

Syn.:chlorowodorek chininy (nazwa tradycyjna).

N
jo®
H3Co =
3 o I% o

CH cl
HO NH
O
HC=CH,

Co0H24N20, ¢ HCl « 2 HO (m.cz. 396,93)
Wiasciwosci fizyczne:
Patrz rozdz. 111.1.1.1.
Dziatanie i zastosowanie:

Chinina zmniejsza przemiammaterii, hamuje czynié enzyméw oksydacyjnych, przez
co obnia cieptot ciata, wywiera dziatanie przeciwbolowe i przeciwgzkowe, pobudza
wydzielanie sokow trawiennych, rozszerza naczynmvidhosne w skoérze, wzmaga
wydzielanie potu (wptyw napotny) oraz skurcze ¢éni gtadkich, niszczy zardde
malaryczne; w diych dawkach spowalnia przewodzenie bmiv w mksniu sercowym. W
matych dawkach dziata profilaktycznie w chorobachkanych, zwlaszcza w grypie i
przezebieniu.

Badanie tazsamadici leku:

Dokfadnie sproszkowadwie tabletki (tj. ok. 2 x 0,3 g substancji czyj)neoda 20 ml
goracej wody destylowanej, silnie wyrgm¢ w ciagu kilku minut i przesczy¢. Przegcz
(roztwér A) przeznaczydo prob na badanieisamdci, zaproponowanych w rozdz. 1V.2.1.2.
llosciowe oznaczanie zawartei substancji czynnej w leku:

Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednh wag jednej
tabletki, wzgkdnie innej jednostkowej porcji leku (o ile nie m@a postaci tabletki).

 Metoda spektrofotometryczna.

Wykonanie:

o] Sporadzi¢ doktadrm nawake masy sproszkowanych tabletek, odpowiadapk. 0,067 g chlorowodorku
chininy, umidci¢ ja w kolbie miarowej poj. 100 ml i uzupetndo kreski 0,1 N kwasem solnym. Zawartto
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kolby wytrzasa: ok. 30 min, po czym przeszy¢ do suchego naczynia — roztwoér (A). Odmigrdpkitadnie
2 ml roztworu (A) do kolby miarowej poj. 50 ml, yzeini¢ ja do kreski 0,1 N kwasem solnym — roztwor
(B).

o] Wykonat pomiar absorpcji promieniowania roztworu (B) pdtygaici fali A= 250 nm w kuwetach 1 cm,
stosujc 0,1 N kwas solny jako odéik.

o] Celem dgrednienia wynikéw powtdrzy niniejszy procedu¢ oznaczania dla co najmniej trzech kolejnych
nawaek badanego leku.

o] Na koniec, &redni otrzymane wyniki wartéci absorpcjiA, a nastpnie oblicz¢ zawarté¢ W (w

gramach) substancji czynnej w jednej tabletce/jedmyamie badanego leku, wiedze dla chininy w
roztworze 0,1 N kwasu solnego przy dtggdali A= 250 nm wsp(’)}czynniEiZ‘r’nI 770.

W tym celu mana take skorzystéze wzoru (o ile prowadzy zagcia nie zaleci inaczej):
W= (AsVge*Nem)/(770 * m, +100)
gdzie:A —srednia warté¢ absorpcjiVg - objetos¢ roztworu (B) w [ml];N — wspétczynnik pobrania (dla
niniejszej procedury N = 50jn; — §rednia masa jednej tabletki w [¢]70— warta¢ Eig‘r’ndla chininy w roztworze
0,1 N kwasu solnego przy diugm fali A== 250 nm;m,, — masa nawiki w [g].

« Metoda bromianometryczna.

Oznaczenie polega na wykorzystaniu silnych sen@osci utleniapcych bromianu
potasowego. Wrodowisku kwanym utlenia on zwizki redukugce (tutaj bromek potasowy)
zgodnie z rébwnaniem:

KBrO; + 6 HCI +5KBr — 3Br, + 6 KCl + 3H,0

Wywiazany ilgscciowo brom stay do utleniania wsrodowisku kwd&nym substancji oznaczanej
(np. poprzez bromowanie uktadu aromatycznego zakmamego na reakgj substytucji
elektrofilowej, bromowanie wzaxr wielokrotnych wegiel — wegiel, utlenianie niektorych
innych grup funkcyjnych, jak hydrazynowa, czy enwd). W przypadku chlorowodorku
chininy reakcji bromowania ulega jedynie grupa iomya. W warunkach wymaganych dla
metody bromianometrycznejrodowisko silnie kwéne) obydwa atomy azotu w chininie s
sprotonowane, a zatem pielen ukladu aromatycznego jest zdezaktywowany na stuugty
bromem wg mechanizmu:S

Nadmiar bromu, nieziytego na utlenianie zwzku organicznego, poddaje; Skeakcji z
jodkiem potasowym, w wyniku ktérej wydzielagswolny jod, a ten z kolei oznaczagsi
ilosciowo poprzez zmiareczkowanie mianowanym roztwotiesiarczanu sodowego.

Br, + 2KI — 2KBr + I,
l, + 2 Na,S,0; — 2 Nal + NayS,06
Wykonanie:

o] W kolbie stakowej poj. 250 ml z korkiem szlifowym undiei¢ doktadm nawake badanego leku
zawierajica ok. 0,2 g substancji czynnej, roZpi¢ ja w 10 ml wody, doda10 ml 5% wodnego roztworu
bromku potasu, 10 ml 10% kwasu solnego, 0,1 mlwomi czerwieni metylowej, caié6 doktadnie
wymiesz&, po czym zmiareczkowaroztworem bromianu potasowego (¢ = 0,02 mol/l) ztoiany
zabarwienia.

o] Nastpnie dodéa 50 ml 1% roztworu jodku potasowego i 150 ml wokiyibg zamkmé korkiem szlifowym
i pozostawé w ciemnym miejscu na okres ok. 5 minut.

o] Wydzielony jod zmiareczkowa 0,1 M roztworem tiosiarczanu sodowego, dadajpod koniec
miareczkowania 2 ml roztworu skrobi.

o] Wykona: $lepa proke, tzn. powtorzy czynndci z punktéw (a) — (c) bez zawastd badanego leku.
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o] Obliczy¢ zawarté¢ W (w gramach) substancji czynnej w jednej tabletegldmego leku (lub jednym
gramie leku jéli do analizy otrzymano jego sproszkowdormg).

Analiza TLC:

Przygotowanie probki:
Do sproszkowanej ikei tabletek, odpowiadagej ok. 15 mg substancji czynnej, déda ml 50%
wodnego roztworu etanolu, silnie wydsraé i przeaczye.

Chromatogram:

ztoze: zel krzemionkowy Hbs4 (Merck);

uktad rozwijaacy: chloroform — aceton - dietyloamina (5 : 4 : 1);
wywotywacz:odczynnik Dragendorffa lub wwietle UV (. = 254 nm)
(Rf — ok. 0,30 plama okgta, pomaraczowa).

3.2. Ephedrinum hydrochloricum (Polfa-Warszaway) tabletki 25 mg
Substancja czynna:Chlorowodorek 1-fenylo-2-metyloaminopropan-1-olu
Syn.:chlorowodorek efedryny (nazwa tradycyjna).

OH
N xHcl

©/CHC|H’ “CHy
CH3
CioH1sNO » HCI (m.cz. 201,09)
Wiasciwosci fizyczne:
Patrz rozdz. IV.2.1.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek adrenergiczny, dzialggy na obwodowy ukiad nerwowy. Z£#a naczynia
krwionasne, dtugotrwale podnosi &iienie, przyspiesza czyn§to serca, stymuluje oddech,
rozszerza oskrzela, rozkurcza cémie gtadkie drog moczowych, rozszerzeenice bez
porazenia akomodacji. Lek stosowany jest w Zapadychawicy skrzelowej, w stanach
alergicznych, zatruciach morfiub jej pochodnymi.

Badanie tazsamadici leku:

Dokfadnie sproszkowailos¢ tabletek odpowiadaga ok. 0,05 g substancji czynnej,
doda& 10 ml wody destylowanej, silnie wytgmaé i przesczy¢. Przegcz (roztwor A),
stanowicy ok. 0,5% roztwdr substancji czynnej przeznaadg prob na badanie zsamdaci
zaproponowanych w rozdz. 1V.2.1.2.

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substanciji czynnej w leku:

Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej

tabletki.
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» Metoda argentometryczr®iohra)

Metoda polega na oznaczeniu zawstojondéw chlorkowych w leku za pomgc
mianowanego roztworu azotanu srebra przy udziawaru chromianu(VI) potasu jako

wskaznika. Reakcje przebiegajvg rownai:
Ag " +Cl- — AgCl |
2Ag° + Cro,* — Ag,CrO,4 | (czerwonobrunatny osad).
Oznaczanie przeprowadzag s srodowisku obagjtnym, co umaliwia powstanie

czerwonobrunatnego osadu chromianu(VI) srebra, mgk@ego koniec miareczkowania.

Wykonanie:

0 Sporadzi¢ doktadra nawatke sproszkowanych tabletek odpowiagajzawartgci ok. 0,075 g substancji
czynnej, doda 10 ml wody destylowanej, doktadnie wymiesigrzeaczy¢. Osad przemytrzykrotnie
woda (3 x 5 ml), zbierajc wszystkie przegze w jednej kolbie std&owej — roztwor (B).

o Do roztworu (B) dodéakilka kropli wodnego roztworu ¥CrO, i miareczkowa 0,1 N roztworem AgN@
do czerwonego zabarwienia.

0 Wyznaczy ilos¢ chlorowodorku efedryny (fgH;sNO « HCI) w 1 g leku (jéli do analizy otrzymano
sproszkowasn forme leku) lub w jednej tabletce.

o Celem drednienia wynikow niniejsz procedu¢ oznaczania powtorzydla co najmniej dwdch kolejno
sporadzonych nawzek badanego leku.

« Metoda acydymetrycznadrmodowisku niewodnym

W acydymetrii w srodowisku niewodnym stosuje ¢sistabo kwasowe protonowe
rozpuszczalniki (tutaj kwas octowy), ktére w reakcjsilnymi kwasami (np. wobec HCIp
wykazup wiasciwosci protonobiorcow.

HCIO, + CH;COOH — (CH3COOH,)'CIO4

Jony chlorowcowe, obecne np. w chlorowcowodorkaninaorganicznych, nieaszdolne
do odebrania protonu od kwasu octowego. Reakcjajzimiiania musi by zatem poprzedzona
wytracaniem nierozpuszczalnych w kwasie octowym halogenkteci(ll), a zasada

organiczna (B) przechodzi w foenoctanu. Miareczkowanie przebiega wg reakciji:
(BH") CH;COO + (CH3;COOH,)'ClO, — (BH") ClO, + 2 CH;COOH

Wykonanie:

o] Odwazy¢ doktadnie ilé¢ sproszkowanych tabletek, odpowiagtaj 0,1 g substancji czynnej, rozmic w
12,5 ml lodowatego kwasu octowego, doda5 ml roztworu octanu qti(ll) i miareczkowa 0,1 N
roztworem kwasu chlorowego(VIl) w bezwodnym kwasietowym wobec fioletu krystalicznego
(rozpuszczonego w lodowatym kwasie octowym) jakdadsika, do zmiany zabarwienia na niebieskie
(przygotowanie wszystkich roztworéw — patrz rozdlX.1). Wykona takze Slepa préke. Oznaczenie
przeprowadzapod sprawnie dziatagym wychgiem.

Celem drednienia wynikéw niniejsg procedu¢ oznaczania powtdrzydla co najmniej dwoch kolejno
sporadzonych nawzek badanego leku.

Wyznaczy ilos¢ chlorowodorku efedryny w 1 tabletce leku (lub jgangramie leku jdi do analizy
otrzymano jego sproszkowaformg).

Analiza TLC:

Przygotowanie probki:
Do doktadnie sproszkowanej §l tabletek, odpowiadagej ok. 5 mg substancji czynnej, dédaml 50 %
wodnego roztworu etanolu, silnie wydsraé i przeaczye.
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Chromatogram:

zloze: zel krzemionkowy HEbs4 (Merck);

uktad rozwijaacy: chloroform — aceton - dietyloamina (5 : 4 : 1);
wywotywacz:odczynnik Dragendorffa w temp. pokojowej lubswietle UV (A = 254 nm).
(Rf—ok. 0,45 plama okgta, pomaraczowa, nietrwata).

3.3. Galospa (FCSP Galenus)tabletki 40 mg

Substancja czynna:

Chlorowodorek 1-(3,4-dietoksybenzylideno)-6,7-dikstp-1,2,3,4-tetrahydroizo-chinoliny
Syn.:Chlorowodorek drotaweryny, chlorowodorek izodihyglegoaryny., NO-SPA.

_CoH
o 25

(@]
e
C2|'||5

o)
O NH x HCI
C2H5\O

CosH31INO, » HCI (mcz433,96)
Wiasnadici fizyczne:
Zielonazotty, krystaliczny proszek, tatwo rozpuszczalny wtamolu, etanolu, dé

trudno w wodzie. Wspdtczynnik absorpcji’E = 440 § = 241 nm) w 0,01 N kwasie solnym.
Temp. topn. 216C (z rozktadem).

Dziatanie i zastosowanie:

Potsyntetyczna pochodna papaweryny. Lek spazmuiitycdziatagcy bezpérednio na
migsnie gtadkie. Dziata silniej i ditej od papaweryny. Stosowany jest w przypadkachikolk
watrobowej,z6tciowej, kamicy nerkowej, w zapaleniu drég moczetvychorobie wrzodowej,
niewydolngci wiencowej serca, dusznicy bolesnej oraz przy riameniu ttniczym.

Badanie tazsamaici leku:

Odwazy¢ ilos¢ sproszkowanych tabletek, odpowiagtaj ok. 0,08 g substancji czynnej,
doda& 10 ml wody, doktadnie wymieségrzez intensywne wytsganie, po czym przeszy¢
pod zmniejszonym gmnieniem przy @yciu matlego lejka sitowego lub Schotta. Pazzs
(roztwér A) przeznaczydo prob na badanieisamdci.

» Reakcja z chlorkierzelaza(lll)
Wykonanie proby:

Do okoto 1 ml roztworu (A) lub ok. 10 mg substansfatej dodé ostraznie 2,5 ml stz. H,SO, i jedm
krople 5% roztworu FeGl Po ogrzaniu na #mi wodnej obserwuje si powstawanie zielonofioletowego
zabarwienia, pochodzego od tworzcej st soli kompleksowej pochodnej fenolowej. Pochodnaofewa
powstaje w wyniku acydolitycznego rozszczepienitalczno-aromatycznych grup eterowych.

Po dodaniu mieszaniny reagcgj do ok. 0,3 ml g. kwasu azotowego(V) zabarwienie zmienia isa
brunatnoczerwone od powstatego produktu utleniei@aasyconego mostka.
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» Reakcja Erdmanna
Wykonanie proby:
Do 1 ml roztworu (A) doda ostreznie 2,5 ml stz. H,SO, i 3 krople stz. HNO;. Powstajezétte
zabarwienie roztworu, zmienigje s¢ w brunatne, jakim charakteryzuje girodukt utlenienia drotaweryny:

O/CZHS

C2H5
» Reakcja wykrywania obecfm jondw chlorkowych

Wykonanie préoby:
Do 1 ml roztworu (A) dodaostraznie 0,1 ml 10% HN®@i 1 ml 0,1 N roztworu AgN@ W przypadku
obecndci jondw chlorkowych powstaje biaty osad, rozpusieg w 10 % roztworze amoniaku.

» Reakcja z odczynnikiem Dragendorffa
Wykonanie préoby:
Do okoto 1 ml wodnego roztworu badanej substangda 2 ml wody i kilka kropli odczynnika
Dragendorffa. Powstaje pomacazowy osad soli z drotaweryn

+ Badania spektrofotometryczne

Przygotowanie roztworu do badta

Odwazy¢ doktadnie ilg¢ sproszkowanych tabletek odpowiagtajok. 0,02 g chlorowodorku drotaweryny
do kolby miarowej poj. 100 ml, dod&0 ml 0,05 N kwasu solnego, intensywnie zamiésaaupetné objetos¢
cieczy kwasem do kreski, praegy¢ — roztwér podstawowy (B). Nagtnie, do kolby miarowej poj. 50 ml poléra
2,5 ml przesczu, uzupetrd objetos¢ cieczy do kreski za pomed),05 N kwasu solnego, cato doktadnie
wymiesz& — roztwor (C).
Wykonanie:

Zarejestrowawidmo UV dla 0,001% roztworu badanej substancjl,@6 N kwasie solnym (tj. roztworu

C). Widmo absorpcyjne powinno wykazyévanaksima absorpcji przy diugmach fali: 241 nm, 303 nm i 352 nm.

(EX przyr= 241 nm wynosi 440).

Icm

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substanciji czynnej w leku:
Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednh wag jednej
tabletki.

 Metoda spektrofotometryczna.

Wykonanie:

o] Wykona pomiar absorpcji promieniowania roztworu (C) prdjugcsci fali A= 241 nm w
kuwetach 1 cm, stosag 0,05 N kwas solny jako odfmuk.

0 PowtOrzy¥ powyzsza procedu¢ pomiaru absorpcji co najmniej dwukrotnie, spoizapc z
roztwory podstawowe (B) z kolejnych naxe& badanego leku.

0 Usrednic otrzymane wyniki, a nagtnie obliczy zawarté¢ W (w gramach) substancji czynnej w

jednej tabletce badanego leku (lub jednym gramieu lgsli do analizy otrzymano jego
sproszkowaa forme), uwzgkdniajac informacg, ze ELe przy A= 241 nm wynosi 440, wielko

lcm
sporadzonej nawaki i ewentualniesrednia mag tabletki.

W tym celu m@na take skorzystaze wzoru (o ile prowadzey zagcia nie zaleci inaczej):

W = (A VceNem)/(440 « m, «100)
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gdzie:A —srednia warté¢ absorpcjiVc - objetos¢ roztworu (C) w [mI];N — wspéitczynnik pobrania (dla
niniejszej procedury N = 40, — srednia masa jednej tabletki w [g]40— wartg¢ Eiz/fn dla chlorowodorku

drotaweryny w roztworze 0,05 N kwasu solnego phpgdkci fali .= 241 nm;m,, — masa nawi w [g].

« Metoda acydymetrycznadrmodowisku niewodnym

Zasada oznaczenia — analogiczna, jak dla oznacezhlmeowodorku efedryny.
Wykonanie:

Odwazy¢ dokladnieilos¢ sproszkowanej masy tabletek, odpowiad®j0,2 g substancji czynnej,
rozpuci¢ nawake w 20 ml kwasu octowego, do€l& ml bezwodnika octowego, 5 ml roztworu octangi(tl),
0,1 ml roztworu fioletu krystalicznego i miareczkaw0,05 N roztworem kwasu chlorowego(VII) w kwasie
octowym do zmiany zabarwienia. Uwaga: przygotowaomworow — patrz rozdz. IX.1. Wykoaalepa prob.
Obliczy¢ zawartd¢ substanciji czynnej w jednej tabletce badanej grigbk (w mg).

Oznaczenieatmetod, nalezy wykonywa pod sprawnie dziatagym wycagiem

Analiza TLC:
Przygotowanie probki:

Doktadnie odway¢ iloé¢ sproszkowanej tabletki odpowiadegj ok. 5 mg substancji czynnej, dédaml
50 % wodnego roztworu etanolu, silnie wysm¢ i przeaczyg.
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy Hbs, (Merck);
ukiad rozwijajcy: cykloheksan — aceton (4 : 5);
wywotywacz:odczynnik Dragendorffa lub obserwacjawietle UV (A = 254 nm).

(Rf —ok. 0,30 plama owalna, pomacaowa).

3.4. Cardiamidum (Polfa)
(ptyn zawieragcy w 100 ml 24,5 — 25,5 g kardiamidu i 2,85 — 3gllsvasu mlekowego)

Substancja czynnaN,N-Dietyloamid kwasu pirydyno-3-karboksylowego

N
| N C|32H5

N<
= e Mg

C10H14N20 (rcr)mcz. 178,23)
Wiasnadici fizyczne:
Patrz rozdz. IV.2.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek analeptyczny, wzmaga pobudlié¢o osrodkowego ukiadu nerwowego (przede
wszystkim naczyniowo-ruchowego) i oddechowego. Bsdncknienie krwi, rozszerza
naczynia wiécowe serca, moézgu, nerek i skory. Dziatanie krdtkate. Stosowany w
przypadkach wstesow, zapéci, niewydolndci krazenia, w ostrych chorobach zakgch,
zatruciach barbituranami, mordintlenkiem wegla, alkoholem.

Badanie tazsamadici leku:

Patrz rozdz. IV.2.2.
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Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:

 Metoda spektrofotometryczna.

Wykonanie:

o] Odmierzy doktadnie (za pomacpipety automatycznej) 1 ml roztworu kardiamidukadby miarowej po;.
100 ml, dopetri woda destylowan do kreski i calé¢ intensywnie wymiesza- roztwér podstawowy (A).

o] Nastpnie, do kolby miarowej poj. 100 ml polsrdoktadnie 1 ml roztworu (A), uzupetobjetos¢ cieczy

do kreski 1 N kwasem solnym, c&adoktadnie wymiesza— roztwor (B).

o] Wykonat pomiar absorpcji promieniowania roztworu (B) pdtygadici fali A= 261 nm w kuwetach 1 cm,
stosujic 1 N kwas solny jako oddoik.

o] Obliczy¢ zawarté¢ W (w gramach) substancji czynnej w 100 ml badanegiu,l uwzgédniajac

informacg, ze wspdtczynnikE - W 1N HCI przyA= 261 nm wynosi 302.

lcm
o] Celem dgrednienia wynikéw powtdrzy niniejszy procedu¢ oznaczania dla co najmniej trzech kolejnych
doktadnie odmierzonych prébek badanego leku.

Analiza TLC:

Przygotowanie prébki:
Lek w postaci ptynu rozciezy¢ etanolem (95%) do zawagtm ok. 25 mg kardiamidu w 1 ml roztworu.
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy Hbs, (Merck);
uktad rozwijaacy: cykloheksan — chloroform — kwas octowy (4 : 5;: 1)
wywotywacz odczynnik Dragendorffa
(R — ok. 0,50 plama okgta, trwata, pomar@zowa).

3.5. Metronidazol Polpharma(Polpharma SA)- tabletki 250 mg
Substancja czynna:2-(2-Metylo-5-nitro-imidazol-1-ylo)-etanol

HO
H,C—CH,

OZN@

CeHoN3O3 (m.cz.171,15)

CHj

Wiasnasci fizyczne:

Patrz rozdz. IV.2.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek o dziataniu przeciwpierwotniakowym i przeciwbalkyjnym. Dziata na'richomonas
vaginalis a ponadto hamuje rozwépmblia imtestinalisoraz Entamoeba histolyticaDziata
bakteriobdjczo wylcznie na bakterie beztlenowe z rodzapiostridium, Helicobacter
Stosowany w przypadkach zaka  rzesistkowych oraz przy lambliazie, czerwonce
petzakowej oraz zakaniach bakteriami beztlenowymi w chorobie wrzodqowsjsocznicy,
zakaeniach pooperacyjnych oraz w stomatologii.

Badanie tazsamadici leku:

Odwazy¢ taka ilos¢ sproszkowanych tabletek, ktéra odpowiada 250 mdaiey

substancji, dodal0 ml 0,1 N HSQO,, doktadnie wymieszaprzez intensywne wytgganie, po
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czym przesczy¢ pod zmniejszonym gmieniem przy @yciu malego lejka sitowego lub
Schotta — roztwér (A). Przesz przeznaczy do préb na badanie zsamdci — patrz rozdz.
V.2.2.
Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:

Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej
tabletki.

 Metoda spektrofotometryczna.

Wykonanie:

o] Odwazy¢ doktadnie ilé¢ sproszkowanych tabletek odpowiagtajok. 0,01 g substancji czynnej do kolby
miarowej poj. 10 ml, doda8 ml etanolu (95%), zawa&b ogrza& do temp. 40-50°C, intensywnie
zamiesz4, ostudzt, uzupetné objetos¢ cieczy etanolem do kreski. Zawastdolby przegczy¢ — roztwor
podstawowy (B).

o] Nastpnie, do kolby miarowej poj. 10 ml poléraloktadnie (przy #yciu pipety automatycznej) 0,1 ml
roztworu (B), uzupehdi objetos¢ cieczy do kreski za pomecaetanolu i caté¢ doktadnie wymiesza—
roztwor (C).

o] Wykonat pomiar absorpcji promieniowania roztworu (C) pdtygasci fali A= 312 nm w kuwetach 1 cm,
stosujic 95 % etanol jako oddoik.

o] Celem drednienia wynikéw powtérzy niniejsz procedu¢ oznaczania dla co najmniej trzech kolejnych
nawaek badanego leku.

o] Na koniec, #&redni otrzymane wyniki wartéci absorpcjiA, a nasipnie oblicz¢ zawartég¢ W (w

. . . . . .. . L 1%
gramach) substancji czynnej w jednej tabletce/inggebadanego leku, uwzginiajac informacg, ze E
w 95% etanolu, prz= 312 nm wynosi dla metronidazolu 537.

W tym celu mana take skorzystéze wzoru (o ile prowadzy zagcia nie zaleci inaczej):
W= (Ae*VceNem)/(537 * m, «100)
gdzie:A —érednia warté¢ absorpcji roztworu (C) przy diuga fali A= 312 nm;V¢ - objgtosé roztworu
(C) w [mI]; N — wspotczynnik pobrania (dla niniejszej procedNry 100);m;— srednia masa jednej tabletki w

[9]; 537 — wartd¢ Eiz/fn dla metronidazolu w etanolu przy dtsgofali A= 312 nm;m, — masa nawiki w [g].

Analiza TLC:

Przygotowanie prébki:

Odwazy¢ doktadnie sproszkowarilosé¢ tabletek odpowiadaga ok. 5 mg substancji czynnej, d@éda ml
acetonu, silnie wytesmé i przegaczye.
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy Hbs,4 (Merck);
uktad rozwijaacy: aceton — chloroform — eter dietylowy (5: 2 : 3);
wywotywacz: 0,1 % wodny roztwdr KMn@lub obserwacja wwietle UV (. = 254 nm)

(Rs — ok. 0,50 plama owalnajtta).

3.6. Pyralgina (Polpharma SA)- tabletki 500 mg
Substancja czynna:

Nazwa chemicznalN-(1-fenylo-2,3-dimetylo-5-okso-3-pirazolin-4-yl&y-metyloamino-
metanosulfonian sodowy

Syn.:Analgin, Pyralginum, Metamizolum natricum, Dipyrdsowalgina
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CH3
HaC. N
\ (&)
N H,0
O3S_ C- N C
| \
3C ©

H

CisHigNsNaOsS « HO (m.cz. 351,35)
Wiasnasci fizyczne:
Patrz rozdz. IV.2.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek o dziataniu przeciwbolowym, przeciwgoekowym i uspakajapym. Zmniejsza
napkcie migsni gtadkich, rozszerza naczynia krwigne, dziata rowniz przeciwzapalnie. Lek
ma zastosowanie jako redukcy bdle r@nego pochodzenia, w tym: bdle gtowy, migrena,
nerwobdle, schorzenia reumatyczne, kolkgrabowa i nerkowa, stany gmzkowe, zapalenie
korzonkéw nerwowych.

Badanie tazsamadici leku:

Odwazy¢ ilos¢ sproszkowanych tabletek, odpowiagtaj 0,5 g pyralginy, dodal5 ml
wody destylowanej, intensywnie wymiegzg@o czym przegzy¢. Przegcz przeznaczy do
wykonania nagpujacych reakcji charakterystycznych, jak podano w ro2d.2.2.

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substanciji czynnej w leku:
Przed przysipieniem do oznacaealosciowych naley oznaczy wag; jednej tabletki.

« Metoda jodometryczna.

Metoda oznaczania polega na tywe w czasie hydrolizy pyralginy wrodowisku
kwasnym (patrz- reakcje charakterystyczne w rozdz. [®/)2 jod utlenia utworzony
siarczan(lV) do siarczanu(VI), natomiast powsgtgj jodowodér reaguje z produktem

hydrolizy (4N-metyloaminofenazonem), twaiz jego jodowodorek o strukturze:

et P
3 C\ o
| N |
/
HC N
CHs

Miareczkowanie jodem natg rozpoca¢ natychmiast po rozpuszczeniu badanej probki
w wodzie i dodaniu kwasu solnego. Powstate po Hymeoprodukty — formaldehyd oraz
wodorosiarczan(lV) sodowy magzesciowo reagowé ze soh, dapc zwiazek o strukturze
NaSQCH,OH (nie reagujcy z jodem), co spowoduje zmniejszone w stosunkwidéciwego

zuzycie jodu.

130



Wykonanie oznaczenia:

Odwazy¢ doktadnie ilé¢ tabletek, odpowiadaga zawartdci ok. 0,2 g substancji czynnej, déda ml
wody destylowanej, 5 ml 0,02 N kwasu solnego, isy@mie wymieszai miareczkowa 0,1 N roztworem jodu
(przygotowanie — patrz rozdz. 1X.1.), dogiapod konieaniareczkowania 2 ml roztworu skrobi.

Celem drednienia wynikéw procedgroznaczania nahy powtorzy¢ co najmniej dwukrotnie, korzystg
z kolejno sporgdzanych nawzek badanego leku.

Przy obliczaniusredniej zawartéci substancji czynnej w jednej tabletce, podawawejjg] mozna
uwzgkdni¢ informacg, ze 1 ml 0,1 N roztworu jodu odpowiada 0,01757 g @@eodne] pyralginy
(C1aH16NsNaG,S » HO).

Analiza TLC:

Przygotowanie probki

Sporadzi¢ roztwér zawierajcy 1-5 mg substancji czynnej w 1 ml metanolu i pggeyc¢.
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy Hbs4 (Merck);
uktad rozwijajcy: dioksan — ksylen — toluen — izopropanol — 25%w0OrtNH; (1:2:1: 4 : 2);
wywotywacze:5% wodny roztwér FeGL(A), 5% roztwér K[Fe(CN)] — (B) lub obserwacja éwietle UV (A =
254 nm). Chromatogramy po rozwgniu i wysuszeniu spryskaolejno roztworem (A), a naginie (B).
(R — ok. 0,23 plama okgta, granatowa, trwata).

3.7. Hydrocortisonum (Jelfg) — tabletki 20 mg
Substancja czynna:11,17-Dihydroksy-17-(2-hydroksyacetylo)-10,13-diglet1,2,6,7,8,9,10,
11,12,13,14,15,16,17-tetradekahydrocyklopenta[ajiieren-3-on

Co1H3005 (m.cz. 362,46)
Wiasciwosci fizyczne:

Substancja krystaliczna, biata, trudno rozpuszezainetanolu (0,76 g/ml), bardzo
trudno rozpuszczalna w eterze etylowym, praktycanes rozpuszcza siw wodzie. Temp.
topn. ok. 216C (z rozktadem).

Dziatanie i zastosowanie:

Lek z grupy steroidéw, glikokortykoid o dziataniu rzpciwzapalnym i
przeciwalergicznym.
Badanie tazsamadici leku:

* Reakcja z kwasem siarkowym(VI)
Wykonanie proby:

Sproszkowan iloé¢ tabletek, odpowiadaga ok. 1 mg steroidu rozgai¢ w 1 ml 96% kwasu siarkowego,
dod& ostraznie 10 ml wody i zamieszaW przypadku hydrokortyzonu po 5 min. powstajezbmwoczerwone
zabarwienie, zmieniage st po rozciéczeniu wod nazéttopomaraczowe. Jednoczeie wytrca sé osad. W
swietle UV — zielona fluorescencja.
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* Reakcja z 2-naftolem
Przygotowanie odczynnika:
1 g 2-naftolu zmieszaz 40 ml 96% kwasu siarkowego i ogézea t&ni wodnej do rozpuszczenia osadu.
Wykonanie proby:
Do ok. 1 mg steroidu dodal ml w/wym. ,odczynnika naftolowego”. W przypadkwydrokortyzonu
roztwoér przyjmuje barwzotobrazows, ktéra nie zmienia sipo rozciéczeniu wod.

* Reakcja z 2,4-dinitrofenylohydrazyn
Wykonanie proby:
Do ok. 10 mg steroidu dodal ml odczynnika 2,4-dinitrofenylohydrazynowego Zjggotowanie - patrz
rozdz. IX.1.) i zamiesza Obserwuje s powstawanie ciemnopomaiczowego osadu.

» Reakcja z hydrazydem kwasu izonikotynowego
Przygotowanie odczynnika:
0,05 g hydrazydu kwasu izonikotynowego rogpél w bezwodnym etanolu, doéld kropk 96% kwasu
siarkowego i dopetdido 100 ml bezwodnym etanolem.
Wykonanie préoby:
Do ok. 10 mg steroidu dodd ml w/wym. odczynnika i pozostagviv temp. pokojowej do rozpuszczenia,
mieszajc sporadycznie. Obserwuje gidtte zabarwienie roztworu od powsieggo zwizku o strukturze:

Hz
/C—OH

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:
Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej
tabletki.

. Metoda spektrofotometryczna

o] Odwazy¢ doktadnie massproszkowanych tabletek, odpowiagajok. 5 mg substancji czynnej, rozpit
ja w ok. 25 ml etanolu, przeszy¢ bezpdrednio do kolby miarowej poj. 50 ml, przetmyawarté¢ saczka
etanolem (3 x 5 ml), zbierg wszystkie przegze w w/wym. kolbie. Dopettiobjetos¢ kolby do kreski
tym samym rozpuszczalnikiem — roztwor (A).

o] Pobr& pipets automatycza 1 ml roztworu (A) do kolby miarowej poj. 10 ml, peinic objetos¢ roztworu
do kreski za pomacetanolu — roztwér (B).

o] Zmierzy¢ absorbangj roztworu (B) przy diugéci fali A = 240 nm.

o] Celem dgrednienia wynikéw powtdrzy niniejszy procedu¢ oznaczania dla co najmniej trzech kolejnych
nawaek badanego leku.
o] Na koniec, #&redni otrzymane wyniki wartéci absorpcjiA, a nasipnie oblicz¢ zawartég¢ W (w

gramach) substancji czynnej w jednej tabletce/iImgrabadanego leku, uwzglniajac srednia masg
tabletki oraz faktze wartg¢ Eﬁ/r‘:1 dla hydrokortyzonu w etanolu przy diugo fali A= 240 nm wynosi
435.

Opcjonalnie, ména skorzystaze wzoru (o ile prowadey zagcia nie zaleci inaczej):
W= (A*VgeNem)/ (435 m, +100)
gdzie:A —érednia warté¢ absorpcji roztworu (B) przy diugoi fali A= 312 nm;Vg - objetos¢ roztworu
(B) w [ml]; N — wspdtczynnik pobrania (dla niniejszej procedNry 50); m,— srednia masa jednej tabletki w [g];
435— wartg¢ EX dla hydrokortyzonu w etanolu przy diugofali A= 240 nm;m, — masa nawii w [g].

Ilcm
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Analiza TLC:

Przygotowanie prébki:
Przygotowa roztwor substanciji badanej @#&niu ok. 2,5 mg/ml w mieszaninie chloroform — mela(9 :
1). W razie potrzeby przgszyc.

Chromatogram:

ztoze: zel krzemionkowy Gps4 (Merck);

uktad rozwijaacy: chloroform — aceton (4 : 1);

wywolywacze mieszanina gé. H,SO, i etanolu (1 : 4) lub obserwacja dwietle UV (. = 254 nm).
Chromatogramy po rozwigtiu i wysuszeniu w temp. pokojowej spryékaywotywaczem i ogrzewal5 min w
temp. 120°C.

3.8. Sulgin (prod. Rosja)- tabletki 0,5 g
Substancja czynna:
Nazwa chemiczna: 1-Sulfanililoguanidyna

NH
Oy 1l

S C
/©/ \N/ \NHZ "
H
HoN

C7H10N4O5S « HO (m.cz. 232,26)

Wiasnasci fizyczne:

Biate, igietkowate krysztaty lub biaty, krystalicgrproszek, temp. topn. = 190-19G
(dla substancji bezwodnej), tatwo rozpuszczalny akacej wodzie, trudno rozpuszczalny w
etanolu i w zimnej wodzie.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek o dziataniu bakteriostatycznym, stosowany pexyalczaniu zaksen przewodu
pokarmowego.
Badanie tazsamadici leku:

» Reakcja hydrolizy
Wykonanie préby:
Okoto 50 mg badanej substancji ograzo wrzenia z 5 ml 10% roztworu NaOH. Wydziela sapach
amoniaku (odrgnienie od innych sulfonamidéw), ktéry barwi na nésdko umieszczony u wylotu naczynia
reakcyjnego uniwersalny papierek wgkiéowy (uprzednio zwitony wod).

Pozostate reakcje, potwierdzeg tazsamda¢ substancji czynnej w leku nale wykona
wg przepiséw zawartych w rozdz. IV.2.4.
Oznaczanie ilgciowej zawartasci substanciji czynnej w leku:

Jezeli badany lek ma postaabletki, to przed przygpieniem do oznaczeilosciowych
nalezy oznaczy jej srednig wagg.

 Metoda bromianometryczna

Zasada oznaczania — patrz rozdziat 1V.3.1. W prdbjesulfaguanidyna ulega reakciji

bromowania, dag dibromopochodno strukturze:
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NH

O,
Br S. .C.
N~ "NH,
H
H,oN
Br
Wykonanie oznaczenia:
o] Umiesci¢ doktadr, nawake sproszkowanych tabletek, odpowiagtaj ok. 0,05 g substancji czynnej w
kolbie z korkiem szlifowym, po czym rozfxi¢ ja w 5 ml 25% roztworu kwasu solnego.
o] Dod& roztwor 1 g KBr w 1,5 ml wody, 10 ml kwasu octowe@o czym intensywnie mieszajdod&
20 ml roztworu bromianu(V) potasu (c = 0,02 mol/l).
o] Catas¢ pozostawd w ciemnym miejscu przez 5 minut, a regstie dodé 0,5 g jodku potasu.
o] Po uptywie 1 minuty miareczkowal,1 M roztworem tiosiarczanu sodowego, dadapod koniec
miareczkowania 2 ml roztworu skrobi.
o] Réwnoczénie naley wykona: slepa proke, pozwalajca oznaczy catkowity ilos¢ bromu, jaka powstaje
w warunkach oznaczania.
o] Procedug oznaczania naky powtérzye co najmniej dwukrotnie, korzyst@ kazdorazowo z
nowosporadzonej nawaki leku.
o] Obliczy¢ sredni zawartd¢ (W) monohydratu sulfaguanidyny w jednej tabletce v [g

3.9. Tetracyclinum (Polfa Tarchomin)- tabletki powlekane 250 mg

Substancja czynna:

Nazwa chemiczna: Chlorek (3-karbamoilo-2,4a,5,7,11-pentahydrek&ymetylo-4,6-diokso-
1,4,4a,6,11,11a,12,12a-oktahydronaftacen-1-ylo)etifoamoniowy

Syn.:Tetracyklina, Chlorowodorek tetracykliny

OH O OH O

Cl

C22H25CIN,Og (m.cz. 480,13)
Wiasciwosci fizyczne:
Zotty, krystaliczny proszek, tatwo rozpuszczalny vedzie, dé¢ trudno w etanolu,
praktycznie nierozpuszczalny w eterze etylowym.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek jest skuteczny w zwalczaniu wielu szczepdw bajhych. Tetracyklina zakioca
bakteriom synteg biatek, przez co powstrzymuje proces ich naman&. Stosowana jest w
przypadkach infekcji spowodowanych bakteriami Avaymi na tetracyklirg, migdzy innymi
przewlektego zapalenia oskrzeli, zapalenia ptupalenia cewki moczowej, zapalenia giat,
infekcji naradéw rodnych, jak rzeczka, kita, infekcji spowodowanyctchlamydi.
Tetracyklirg stosuje si takze w zwalczaniu wielu zakaen przewodu pokarmowego, przy

diugotrwatym leczeniu #dzika, a profilaktycznie przed i po zabiegach cgicenych.
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Potwierdzenie tazsamdci leku:

Nalezy przeprowadz reakcje analityczne dla tetracyklin, wg przepispawartych w
rozdz. 1IV.2.5.3., zwracag uwag na obserwacje charakterystyczne dla chlorowodorku
tetracykliny.

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:

Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej

tabletki.

 Metoda spektrofotometryczna

Wykonanie:

o Odwazy¢ dokladnie tak ilos¢ sproszkowanych tabletek, ktéra odpowiada 0,1 gar@wei badanej
substancji czynne;.

o0 Rozpuci¢ w 10 ml 0,36% kwasu solnego, przesy bezpdrednio do kolby miarowej poj. 100 ml,
przemy zawart@¢ saczka wod (3 x 10 ml), zbierajc wszystkie przegze w w/wym. kolbie. Dopetai
objetos¢ kolby do kreski tym samym rozpuszczalnikiem —wamt (A).

o Pobr& 1 ml roztworu (A) do kolby miarowej poj. 100 mlpdiet 5 ml 20% roztworu NaOH i dopetni
woda objetos¢ roztworu do kreski — roztwor (B).

o Po 6 minutach zmiergyabsorbanej roztworu (B) przy diugéei fali A = 380 nm. Jako odinik nalezy
zastosowaé roztwor mieszaniny 0,1 ml 0,36% kwasu solnegoml 20% roztworu NaOH, dopeionej
woda do kreski w kolbie miarowej poj. 100 ml.

0 Procedug oznaczania naky powtorzy co najmniej dwukrotnie, korzystgj kazdorazowo z nowo
sporzdzonej nawaki leku.

o0 Obliczy zawarté¢ w [g] chlorowodorku tetracykliny ($H.4N-Og ¢ HCI) w jednej tabletce W),

(ewentualnie w jednym gramie) przyjmaj ze jego absorbowalié Eig‘r’n w 20% NaOH, przy diugmi
fali A= 380 nm wynosi 372.

Opcjonalnie, ména skorzystaze wzoru (o ile prowadey zagcia nie zaleci inaczej):
W= (AeVgeNem)/(372 « m, +100)

gdzie:A — wartg¢ absorpcji promieniowania roztworu (B) przy dhdgiofali A= 380 nm;Vg - objetosé
roztworu (B) w [ml];N — wspétczynnik pobrania (dla niniejszej procediry 100);m,— $rednia masa jednej
tabletki w [g]; 372— warta¢ Ei/fn dla chlorowodorku tetracykliny przy dtugm fali A= 380 nm;m, — masa
nawaki w [g].

 Metoda kolorymetryczna

Metoda wykorzystuje zdolsé tworzenia barwnych kompleksow z metalami, tutgprzami
Fe(ll).

Wykonanie:

o0 W kolbie miarowej poj. 100 ml umidei¢ doktadrm nawake sproszkowanych tabletek, odpowiataj
0,05 g substancji czynnej, dada0 ml 0,1 N kwasu solnego, doktadnie wymigsda rozpuszczenia,
dopeint woda do kreski, ponownie doktadnie wymiegzaroztwor (C).

o Do drugiej kolby miarowej poj. 100 ml odwg doktadnie 0,05 g wzorcowej tetracykliny, roZpid ja
w 10 ml 0,1 N kwasu solnego, dopehabjetos¢ woda do kreski — roztwor (D).

o Do osobnych trzech kolb miarowych poj. 250 ml @élpo 3 ml roztworéw: (C), (D) oraz 0,01 N kwasu
solnego.

o Do kazdej z kolb doda po 10 ml mieszaniny skladaej se z 5 ml 1% roztworu Fegloraz 95 ml
wody, po czym uzupettido kreski za pomac0,01 N kwasu solnego, doktadnie wymieszadstawé
na 10 minut.

0 Zmierzy¢ wartg¢ absorpcji promieniowania w kuwecie 0,5 cm pfzy 420 nm, stosaf roztwor z
trzeciej kolby, jako odrimik.

0 Procedus oznaczania naky powtérzy¥ co najmniej dwukrotnie, korzystgj kazdorazowo z nowo
sporzdzonej nawaki leku.

0 Obliczy¢ zawartd¢ w [g] chlorowodorku tetracykliny (£H24N2Og » HCI) w jednej tabletce.
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Analiza TLC:

Przygotowanie probki:

Przygotowa roztwér badanej substancji @stniu ok. 1 mg/ml w metanolu. W razie potrzeby pizey.
Chromatogram:
ztoze: celuloza (Merck). Przed zyciem plytke nalezy spryska 3,7% roztworem wodnym wersenianu
disodowego, doprowadzonym do pH 7 za pomn@% roztworu NaOH albo buforem cytrynianowo-
fosforanowym o pH 4,5, po czym wysuézy w temp. 50C przez 30 minut.
uktad rozwijajcy: octan etylu — aceton —woda (10 : 5: 1);
wywotywanie chromatogram wysuszyw temp. pokojowej, wysyéiparami amoniaku i obejrzav swietle UV A
= 365 nm. Dla chlorowodorku tetracykliny wsp. Rf,&8.

3.10. Urtosal (Lifepharma Italy)- tabletki 500 mg

Substancja czynna:Amid kwasu salicylowego, salicylamid

Syn: Sinedol, Salamid

0
Y%

7
\

NH>

OH
C/H/NO, (m.cz. 137,14)

Wiasciwosci fizyczne:

Patrz rozdz. IV.2.6.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Salicylamid dziata przeciwgaetzkowo, przeciwzapalnie i przeciwbolowo, a nadto
posiada mniejszy wplyw diaiacy na sluzéwke, niz kwas acetylosalicylowy. Lek ma
zastosowanie w znoszeniu bdélowzmégo pochodzenia, np. w chorobach reumatycznych
(zwtaszcza g&cu misniowym), w przypadkach nerwoboli (lumbago, zapaekorzonkdw
nerwowych), po urazowych stanach ggakowych, grypie i przegbieniach.

Badanie tazsamaici leku:

Sproszkowane dwie tabletki wytismé z CHCE i przegczy, po czym przegz
odparowé do sucha, a pozostato przeznacz§ do bada na obecng& amidu kwasu
salicylowego, jak podano w rozdz. 1V.2.6.2.

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substanciji czynnej w leku:

 Metoda spektrofotometryczna

Sporz;dzanle krzywej kalibracyjne;.

Sporzdzi¢ dokladra nawake 0,05 g czystego salicylamidu do kolby miarowej.pgp ml,
doda 35 ml wody, ogrzé silnie zamieszai po ochtodzeniu dopeltikolbe woda do kreski,
otrzymupc tzw. roztwér podstawowy.

0 Do pigciu kolb miarowych poj. 50 ml kolejno odmiekzgoktadniepo: 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 mi
oraz 1 ml roztworu podstawowego.

0 Do kazdej z kolb dodé po 0,5 ml 1% roztworu wodnego FgCtamieszé uzupeint kolbe
woda do kreski i ponownie zamiesza

0 Wykona® pomiar absorpcji promieniowania tak otrzymanychtnmrow w kuwecie 1 cm przy
dtugdsci fali 517 nm, stosuag jako odnénik 0,01% roztwér FeGl
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0 Sporadzi¢ krzywa kalibracyjra w postaci wykresu zataosci stzenia salicylamidu w badanym

roztworze od absorpciji.
Wykonanie oznaczenia

0 Okresli¢ usredniors mag jednej tabletkm (w gramach).

0 Odwazy¢ doktadnieilos¢ sproszkowanych tabletek odpowiagtaj ok. 0,05 g salicylamidu do
kolby stazkowej poj. 100 ml, doda70 ml wody, ogrzé& silnie zamieszg przegczy¢ do kolby
miarowe] poj. 100 ml ywaga: zadbé o dokladne odgzenie i przemycie osadu po
ochtodzeniu dopehiikolbe wody do kreski, otrzymujc tzw. roztwdr podstawowy (A).

0 Odmierzy doktadnie 5 ml roztworu do kolby miarowej poj. 60, dod& 0,5 ml 1% roztworu
wodnego FeG| zamieszé uzupeint kolbe woda do kreski i ponownie zamiesza roztwor
pomiarowy (B).

0 Wykona pomiar absorpcji promieniowania roztworu w kuwetiem przy dtugéci fali 517

nm, stosujc jako odnénik 0,01% roztwoér FeGl

0 Z wyznaczonej wczmiej krzywej kalibracyjnej odczytawarta¢ stzenia salicylamidu w
mierzonym roztworze.

0 Powtdrzy powyzsza procedu¢ oznaczania dwukrotnie.

0 Na koniec, éredni otrzymane wyniki, a nagbnie obliczy zawarté¢ W (w gramach)
salicylamidu w jednej tabletce badanego leku.

Analiza TLC:

Przygotowanie prébki:
Doktadnie sproszkowa0,25 tabletki (0,065 g), dod® ml etanolu (95%), silnie wyt§gsmc i przesaczyc.
Pobra 0,5 ml przesczu i dodé 4,5 ml etanolu (95%).
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy HEs4 (Merck);
uktad rozwijaacy: CHCl; — etanol (95%) (9 : 1);
wywotywacze $wiatto UV; 5% roztwor FeGl
Dla salicylamidu - R= 0,71, plama fioletowa.

3.11. APAP (US Pharmacia International, Incs) tabletki 500 mg

Substancja czynna:N-(4-Hydroksyfenylo)-acetamid

H
oy
HO o

CgHgNOz (m.cz.151,06)

Syn.:Paracetamol

Wiasndici fizyczne:
Patrz rozdz. IV.2.6.2.
Dziatanie i zastosowanie:

Lek jest stosowany dosmierzania ranego rodzaju bolu (np.chow, gtowy, boléw
menstruacyjnych, bélow m@ni oraz reumatycznych), a tak w stanach podwgzonej
temperatury przy przegdieniach.

Lek dziata w podobny sposéb jak kwas acetylosaley, lecz nie powoduje
podranienia btonsluzowych przewodu pokarmowego. Nie akmitemperatury ciata, gdy ta
jest w normie, nie wptywa na czynniki we krwi deaygte o jej krzepliwéci i dlatego mae
by¢ uzywany przez osoby skionne do krwawid. ek jest na ogot dobrze tolerowany przez

pacjentow reagagych alergicznie na kwas acetylosalicylowy.
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Efekt wmierzania boélu wynika z przeciwdziatania powstawanprostaglandyn
(substancji powodagych bol), ktére produkowanes 9rzez organizm w stanach zapalnych
oraz w przypadkach uszkodztkanek.

Badanie tazsamaici leku:

Mass sproszkowanych tabletek, odpowiagaj 0,5 g paracetamolu, wyHgmé z
acetonem (2 x 20 ml), przgzy¢, aceton odparowana wyparce rotacyjnej, a pozostato
wysuszy i przeznacz§ do bada tozsamdaci leku zgodnie z przepisami zawartymi w rozdz.
IV.2.6.2.

Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:

Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej

tabletki.

* Metoda spektrofotometryczna

o Do kolby miarowej poj. 100 ml odwigi¢ doktadnie mas sproszkowanych tabletek, odpowiagaj
ok. 0,1 g substancji czynnej, d@da0 ml chloroformu, wytrzssrmaé¢ przez 10 minut, dopelfido
kreski metanolem, cad6 intensywnie wymieszai przeaczy¢ - roztwor podstawowy (B).

o Nastpnie, do kolby miarowej o poj. 100 ml pobrdoktadnie 1 ml roztworu (B), dod#®,5 ml 36%
kwasu solnego, uzupetniobjetos¢ cieczy metanolem do kreski, cédodokladnie wymiesza—
roztwor (C).

o Wykona pomiar absorpcji promieniowania roztworu (C) pdtygasci fali A= 249 nm w kuwetach
1 cm, stosujc metanol jako odrimik.

0 Celem dgrednienia wynikbw powtorzy niniejsz procedu¢ oznaczania dla co najmniej trzech
kolejnych nawaek badanego leku.

0 Obliczy zawarté¢ W (w gramach) substancji czynnej w jednej tabletaamego leku,

uwzgkdniajac informacg, ze Ei"m dla metanolowego roztworu paracetamolu, pkzy249 nm
wynosi 880.

W tym celu mana take skorzystaze wzoru (o ile prowadzy zagcia nie zaleci inaczej):

W = (AeVceNsm)/(880 « m, «100)

gdzie:A — wartag¢ absorpcji promieniowania roztworu (C) przy diggdali A= 249 nm;V¢ - objetosé¢
roztworu (C) w [mI];N — wspotczynnik pobrania (dla niniejszej proceddry 100);m; — $rednia masa jednej

tabletki w [g]; 880— warta¢ Eﬁ/r‘:1 dla paracetamolu przy diugm fali A= 249 nm;m, — masa nawi w [g].
Analiza TLC:

Przygotowanie probki:

Odwazy¢ taka ilos¢ sproszkowanej masy tabletkowej, ktéra odpowiada26kmg substancji czynnej, dada ml
mieszaniny metanol — woda (1 : 1), silnie wys& przez kilka minut, po czym przgszy¢. Chromatogram
sporadzi¢ wzgldem 4-chloroacetanilidu, ktory jest substamippazadar w leku.

Chromatogram:

ztoze: zel krzemionkowy Hbs, (Merck);

uktad rozwijaacy: aceton — chloroform — toluen (5 : 13 : 2);

wywotywacz:obserwacja vwietle UV (A = 254 nm).

R dla 4-chloroacetanilidu — ok. 0,35; Bla paracetamolu — ok. 0,20.
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3.12. Amotaks (Polfa Tarchomin) kapsutki 250 mg, 500 mg
Substancja czynna:Kwas @S, 5R, 6IR6-[(R)-2-amino-2-(4-hydroksyfenylo)acetamido]-3,3-
dimetylo-7-okso-4-tia-1-azabicyklo[3.2.0]-heptand&@boksylowy, trojwodzian

Syn: Amoxicillinum, Duomox, Apo-Amoxi, Novamox., OSeX.

HOOC P OH
H@Iﬁﬁ /(IC?:\/©/X 3 H0
HyC S H =
NH;
Ci6H19N305S » 3 H,O (m.cz. 419,45)

Wiasciwosci fizyczne:

Biaty lub prawie biaty krystaliczny proszek, @otrudno rozpuszczalny w etanolu i
wodzie, praktycznie nierozpuszczalny w eterze etytn. Skecalna¢ wihasciwa [0]*D =
+ 290 do + 318 (c=2, woda).
Dziatanie i zastosowanie:

Antybiotyk p-laktamowy, nalgacy do grupy aminopenicylin, wibwy na dziatanief-
laktamazy. Stosowany w leczeniu infekcji wywotanyohkteriami z grupy: enterokokow,
paciorkowcow,Listeria monocytogenesinnych szczepdw bakteryjnych nie wytwaegajch
B-laktamaz.

Badanie tazsamadici leku:

Amoksycylina ulega reakcjom wspolnym dla wszystkioliazkéw o budowiep-
laktamowej (patrz rozdz. IV.2.7.2.), a nadto dageytywne wyniki w wyniku niej podanych
testow.

» Reakcja z odczynnikiem Fehlinga
Wykonanie proby:
Do 20 mg badanej substancji déda5 ml wody, doktadnie wymies&apo czym doda0,5 ml odczynnika
Fehlinga. Mieszaniny reagujej nie ogrzew& Powstaje intensywnie zielone zabarwienie od twmggo st
kompleksu z jonami Cil.

* Reakcja z ninhydryn

Amoksycylina ulega reakcjom charakterystycznym ati@inokwaséw. Reszta kwasu 2-
amino-3-(4-hydroksyfenylo)-octowego ki obecndci pierwszorzdowej grupy aminowe;j
pod wptywem ninhydryny ulega utlenieniu do aldehytomatycznego. Wydzielajy sk w
wyniku tej reakcji amoniak w naginym etapie kondensuje z kolgjozasteczly ninhydryny
oraz z jej form zredukowan, dapc produkt o zabarwieniu fioletowym. Przebieg reakgcj
analogicznie, jak na Rys. 98.

Wykonanie préby:

Okoto 50 mg badanej substancji rogpd w 2 ml wody, doda 1 ml 0,2% etanolowego roztworu
ninhydryny i ogrzewé& Powstaje fioletowe zabarwienie.
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Oznaczanie ilgciowej zawartasci substancji czynnej w leku:
Przed przysipieniem do oznaczeilosciowych naley oznaczy srednp wag: jednej
tabletki.

. Metoda jodometryczna

Zasada oznaczenia:

W toku oznaczania amoksycylina poddawana jest koldjydrolizie zasadowej, po
czym powstate produkty hydrolizowang \w warunkach katalizy kwasowej wobec buforu. W
dalszej kolejnéci, pod wptywem jodu zachodzi utlenianie, prowgm ostatecznie do kwasu
penicylaminosulfonowego oraz kwasuN-[2-amino-2-(4-hydroksyfenylo)acetylolamino-

malonowego (Rys. 116.).

HOOC, o OH HOOC
2 o) 2 GOOH M hcirH,0
N ; KOH / H,0 NH C
H30>( C ———> HC & — >
N~ NT
H =
NH,

HeC S HsC S H =
NH,
HOOC COOH OH
—NH I
— > H3C 2 * HO )\ /C\/©/
SH (ﬁ N =
H3C NHZ
penicylamina l |
2

l 31,

COOH OH
- C
>(NH2 + HOOC H/ -

HaC Z

HoC  SOsH NH,

Kwas N-[2-amino-2-(4-hydroksyfenylo)-
acetyl o] -aminomal onowy

Rys. 116. Przemiany amoksycyliny podczas jej ozamiezmetod jodometrycza

Kwas penicylaminosulfonowy

Utlenianie jodem niezhydrolizowanej wphie amoksycyliny nie zachodzi, dlatega te
uzytecznym jest rownolegte przeprowadzerdiepej proby, ktéra umdiwia oznaczenie
stopnia ewentualnego zanieczyszczenia leku produkiazktadu (powstatymi np. podczas
przechowywania). Na utlenienie jednego gramoréwrmika amoksycyliny zostaje w sumie
zwytych osiem gramorownowaikOw jodu. Przedstawiony na powszym schemacie
przebieg reakcji jest uzaleiony od pH srodowiska, co wyjgnia konieczné stosowania
buforu.

Wykonanie oznaczenia.

o] Do kolby miarowej poj. 100 ml odvisic doktadnie ilé¢ sproszkowanych tabletek odpowiagajok. 0,06
g substancji czynnej, dod@&0 ml wody, wytrasmé¢ do rozpuszczenia leku, po czym uzupeicatcs¢ do
kreski wod, i wymiesz& (roztwor A).

o] Wstawit kolbg z roztworem A do tani lodowej.
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o] W osobnej kolbie miarowej poj. 100 ml spaazi¢ roztwor buforowy przez rozpuszczenie 5,44 g octanu
sodowego (CBECOONa ¢ 3 HO) i 2,4 g 96% kwasu octowego w wodzie i dopetréeabgtosci tego
roztworu wod do kreski. Roztwor ten tak ochtodzt w tazni lodowej.

o] Odmierzy do kolby stakowej poj. 50 ml 5 ml roztworu A, dodal ml 1IN roztworu KOH, zamkig
korkiem i odstawd na 20 minut (ania lodowa).

o] Doda 1 ml roztworu buforowego, 1 ml 1 N kwasu solne@0, ml 0,01 M roztworu jodu i ponownie
odstawt zawartd¢ kolby stazkowej zamkngtej korkiem na 20 minut w fai lodowej.

o] Odmiareczkowa nadmiar jodu za poma®,01 M roztworu tiosiarczanu sodowego wobec romvgkrobi
(dodanego w iléci kilku kropel pod koniec miareczkowania).

o] Réwnolegle wykonaslepa proke, tj.:

o] Pobr& 5 ml roztworu A do kolby stdowej poj. 50 ml, dodal ml roztworu buforowego, 10 ml 0,01 M
roztworu jodu, zamkat naczynie korkiem i umigi¢ w tazni lodowej na okres 20 minut. Nadmiar nie
zwytego jodu odmiareczkowaa pomog 0,01 M roztworu tiosiarczanu sodowego wobec skrobi

o] Celem grednienia wynikéw obie procedury miareczkowania fiozy¢ co najmniej dwukrotnie.
o] Obliczy¢ sredni zawartd¢ (W) substanciji czynnej w jednej tabletce w [g].
Analiza TLC:

Przygotowanie probki

Do sproszkowanej ikezi leku, odpowiadajcej ok. 6 mg substancji czynnej déda3 ml 4% roztworu
NaHCQG;, silnie wytrzasmd i przegczyc.
Chromatogram:
ztoze: zel krzemionkowy G (Merck);
uktad rozwijaicy: octan butylu — kwas octowy — bufor fosforanowytd §,0 — 2-butanol — metanol (15:7,5: 4,5
:2,7:1);
wywotywanie:

Po wysuszeniu chromatogramu w temp. pokojowej plamgna wstpnie obejrzé w swietle UV (A =
254 nm), a nagpnie piytike nalezy umiesci¢ na 15 minut w szczelnie zamkteéj komorze, wypetnionej parami
chloru, po czym wywofaplamy odczynnikiem tolidynowym.

Pary chloru uzyskuje siw nastpujacy sposéb: w komorze chromatograficznej ze szazpbkrywa
umiesci¢ zlewke poj. 100 ml zawierapa 15 ml 2% roztworu KMnQ@i ostraznie dodé 10 ml kwasu solnego.
Komore zamkra¢. Po ok. 15 min. whay¢ do niej wysuszone chromatogramy.

3.13. Descipher Barbitalum(Descipher Mediciné7) — proszek 500 mg
Substancja czynnaKwas 5,5-dietylobarbiturowy, 5,5-dietyloheksahydrgmidyno-2,4,6-
trion.

Syn.:Veronalum, Barbitalum

I
CoHs
HN/C
| CoHs
C
AN
O N
N™ Yo

CgH12N203 (Mm.cz. = 184,2)
Wiasciwosci fizyczne:
Bezbarwne, bezzapachowe krysztaty, o temp. top8-182 °C, dobrze rozpuszczalne w
rozcieaczonych wodnych roztworach wodorotlenkow potasowc@vtake w metanolu,
acetonie, octanie etylu i eterze etylowym, stabppuszczalne w chloroformie i w zimnej

wodzie.
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Dziatanie i zastosowanie:

Srodek nasenny, silnie uspokajey, obecnie rzadko stosowany. Wywotuje siln
lekozalenos¢, zatrucia objawiace s¢ m.in. zaburzeniami psychicznymi, zaburzeniami
uktadu autonomicznego, odczynami skérnymi, uszkogze naradow mhzszowych;
powoduje niebezpieczne interakcje z wieloma lekawiaszcza dziatagcymi depresyjnie na
CNS. Aktywuje enzymy watrobowe, przez co przyspiesza metabolizm wielu wekdnizajac
ich skuteczng.

Chemiczne metody identyfikacji:

Wyodrebniony z masy leku barbital (np. poprzez wyeluowagod z masy tabletkowej za
pomoa 95% etanolu naky podd& probom tasamdciowym przedstawionym w rozdz.
IV.2.8.2., jakie g wspolne dla barbiturandw.

Analiza spektralna:
Nalezy zarejestrowawidma wyodebnionej z masy leku substancji, a rasie poréwna

je z dosgpnymi widmami wzorcowymi.
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Rys. 117. WidmdH NMR barbitalu (400 MHz, ¢ =0.042 g / 0.5 ml DMSig)-[18]
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Rys.118. Widmo IR barbitalu (pastylka KBr) [18]
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Oznaczanie zawartéci substancji czynnej w leku

Zasada oznaczenia
Zawartg¢ ilosciowa barbitalu, podobnie jak i innych pochodnych kwasu

barbiturowego, ze wzgllu na ich dé& trudm rozpuszczaln& w wodzie oznacza Siw
srodowisku wodno-etanolowym, stogajmetod alkalimetryczia. Miareczkowanie za pomac
wodnego roztworu NaOH przeprowadza siobec tymoftaleiny jako wskaika (pH zmiany
barwy wynosi 9,3-10,3). Przed miareczkowaniem pgdbiwierajca oznaczany barbituran
rozpuszcza giw alkoholu (metanol, etanol), ktéry przedyaiem doprowadza siroztworem
wodorotlenku sodowego do odczynu niebieskiego zeibara wskanika.

Metoda oznaczania wykorzystuje charakter kwasoanpituranéw, ktére ze wzglu
na dua réznice pomidzy wartdciami pKa (ok. 8) i pKa (0k.12) reaguj z zasad jako

kwasy jednozasadowe (Rys. 119).

7 7 i
C2H CzHs CoH

HN/C 2Ms5 o N4C eN/C 25

| CzHs C|: C2H5 B | CyHsg

C P C

o” >N Yo o” "N o o” N o
H H H
Rys. 119. Reakcja barbitalu z zagsad

Wykonanie:

Sporzdzi¢ dokladr nawake sproszkowanej ikei leku, odpowiadajcej ok. 0,2 g substancji czynne;.
Rozpuci¢ ja w 15 ml etanolu (95%) uprzednio zomjionego wobec tymoftaleiny, intensywnie wymieszzo
czym miareczkow&a0,1 N roztworem NaOH do uzyskania niebieskiegaralenia. Procedgroznaczania
powtdrzy co najmniej dwukrotnie.

Oznaczy zawartd¢ barbitalu w [g] w @rednionej masie jednej porcji leku (np. w 0,500rgszku).

Analiza TLC:

Przygotowanie probki

Do sproszkowanej ikzi tabletek, odpowiadagej ok. 1 mg substancji czynnej dédaml etanolu 95%,
silnie wytrzasmgé i przesczye.
Chromatogram:
zloze: zel krzemionkowy G (Merck);
uktad rozwijaacy: chloroform : etanol (95%) : 25% roztwor NH 16 : 3 : 1;
wywolywanie: Po wysuszeniu chromatogramu w temp. pokojowej zyakpryské go swiezo sporadzom
mieszanina (1 : 1) 0,2% etanolowego roztworu difenylokarbazer?2% etanolowego roztworu chlorkwet(ll),
wysuszy¢ w temp. pokojowej, a naginie wywota 2% etanolowym roztworem NaOH, ogrzewaprzez 5 min.
w temp. 110C.
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3.14.  Vitaminum C (GlaxoSmithKline) tabletki powlekand 00 mg
Substancja czynna’5-(1,2-Dihydroksyetylo)-3,4-dihydroksy-5H-furan-2+o
Syn.:Witamina C,Kwas askorbowy

O

9 OH
/
HO
oH OH

CeHsOgs (M.Ccz. 176,12)
Wiasciwosci fizyczne substancji czynney:

Krystaliczny, bialy zwizek o ostrym, cho przyjemnym kwénym smaku,
charakteryzujcy sk temp. topn. 190-192C. Substancja tatwo rozpuszcza si wodzie,
etanolu, jest nierozpuszczalna w chloroformie,zet@tylowym i benzenie.

Dziatanie i zastosowanie:

Kwas askorbowy jest witamin(witamina C), ktérej niedobdr w organizmie prowiadz
do szkorbutu (stan zapalny dazet, i wypadanie e¢bdéw, zaburzenia procesu kostnienia
Zwiazane z ostabieniem syntezy kolagenu, krééhmaczyi). Oprocz zastosowania w leczeniu
awitaminozy C kwas askorbowy jest takstosowany w przypadkach chordb alergicznych,
prochnicy zbow, niedokrwistéci, w niektorych zatruciach, a tak profilaktycznie przy
przezebieniach.

Chemiczne metody identyfikacji:

Wyodrebniony z masy leku kwas askorbowy nglepodd& prébom tasamdciowym

przedstawionym w rozdz. 1V.2.10.5.
Analiza spektralna:
Nalezy zarejestrowa widma wyodebnionej z masy leku badanej substancji, a e

poréwnd je z dos¢gpnymi widmami wzorcowymi.
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Rys. 120. WidmdH NMR kwasu askorbowego (400 MHz, ¢ =0.05 g / 0D SO-ds) [18]
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Oznaczanie zawartéci substancji czynnej w leku:
Przed wykonaniem oznaczenia riglekreli¢ sredna mag, jednej tabletki w [g].
Metoda jodometryczna

Zasada oznaczenia:
Podstawy oznaczenia jest reakcja bezpniego utleniania kwasu askorbowego za
pomog jodu do kwasu dehydroaskorbowego.

O O
¢ ;
- O/
OH
/e, — © v2m
HO HO
OH OH oH O

Rys. 121. Utlenianie kwasu askorbowego w warunkagb oznaczania metagodometrycza

Wykonanie oznaczenia:

o] Oznaczy srednk wag; jednej tabletki leku.

o] Sporadzi¢ doktadry, nawake sproszkowanej ikei leku, odpowiadajcej ok. 0,06 g substancji czynne;j.

o] Przenig¢ ja ilosciowo do kolby stekowej poj. 250 ml, po czym rozgeic w 50 ml wody przez
intensywne wytrzsanie.

o] Doda 10 ml 16% roztworu kwasu siarkowego(VI), po czyramczkowaé roztwor za pomagc 0,1 M

roztworu jodu do trwalego niebieskiego zabarwiemaztworu skrobi, dodanego pod koniec
miareczkowania w iléci 2 ml.

o] Celem dgrednienia wynikow procedgrpowtérzyt co najmniej dwukrotnie z kolejno spadzanych
nawaek badanego leku.
(0] Obliczy¢ sredni zawartd¢ kwasu askorbowego w [g] w jednej tabletce.

Metoda redoksymetryczna
Zasada oznaczenia:
Podstaw oznaczenia jest utlenianie kwasu askorbowego maoppjodu do kwasu

dehydroaskorbowego (réwnanie reakcji — patketoda jodometryczrip Kwas askorbowy
reaguje z jodem natychmiast po jego wytworzeniuymiku poprzedzagcej reakcji jodanu(V)
potasowego z jodkiem potasowym, biege wsrodowisku kwanym.
KIO; + 5KI + 6 HCI — 31, + 3H,O + 6 KCI
Jod, po utlenieniu catkowitej $ai kwasu askorbowego tworzy szybko ciemnoniebieski
kompleks ze skrohj sygnalizugc koniec miareczkowania.

Wykonanie oznaczenia:

o Oznaczy srednia wag: jednej tabletki leku.

0 Sporzdzi¢ doktadm nawake sproszkowanej ikzi leku, odpowiadaicej ok. 0,05 g substancji czynnej.

0 Przenié¢ ja ilosciowo do kolby stekowej poj. 250 ml, po czym rozpeic w 25 ml wody przez
intensywne wytrzsanie.

o Doda 0,5 g jodku potasu, a po jego rozpuszczeniu d@fa ml 1M kwasu solnego oraz 2 ml roztworu
skrobii.

o Calas¢ miareczkowa za pomog 0,01M roztworu KIQ do trwatego ciemnoniebieskiego zabarwienia.

o Celem drednienia wynikdw procederpowtdrzy co najmniej dwukrotnie z kolejno spadzanych
nawaek badanego leku.

0 Obliczy¢ srednp zawarté¢ kwasu askorbowego w [g] w jednej tabletce.

145



V. ldentyfikacja lekow o nieznanym skiadzie

Substancje czynne lekow prostych (tj. jednosktaoiwijch), nawet tych o zkonym
spektrum dziatania farmakologicznego, ¢stp wykazuy wzgledem siebie znaczne
zroznicowanie strukturalne. St@j przed zadaniem identyfikacji substancji czynnegnanego
leku prostego warto na wglie opracowa taki algorytm posfpowania, ktéry pozwoli z
kazdym kolejno realizowanym krokiem znaco zawzi¢ tzw. ,obszar poszukiwdg. W
przypadkach, gdy identyfikowany lek jest jednym kreslonego ,zestawu” kilkunastu czy
nawet kilkudziesiciu farmaceutykbw o znanych (lub podejrzewanychukstirach ich
substancji czynnych (przyktadowe zestawienie —zpaizdz. 1X.3), trafnym punktem wygia
do analizy mee by poznanie skiadu pierwiastkowego, a Zakwiasciwosci kwasowo-
zasadowych oraz hydrofilowych. Szczego6lowy sposéBtpowania zostat omdéwiony w
rozdz. Il.

Dysponujc kilkoma lub co najwiej kilkunastoma zwizkami wyselekcjonowanymi na
podstawie identycznego jal@mowego sktadu pierwiastkowego ama nastpnie przysipi¢ do
przeprowadzania testow na obeghgodstawowych grup funkcyjnych i specyficznych
fragmentow strukturalnych (np. uktady aromatyczmégzania nienasycone, enolizag
ugrupowania ketonowe i aldehydowe, ukiady uretanomecznikowe, aminokwasowe), a
takze préb pozwalagych ustak charakter niektérych z nich (np. éwosci ,red-ox”
badanej probki, kdowas¢ amin, alkoholi czy ruchliw& chlorowcow).

Zazwyczaj, po przeprowadzeniu takiej serii bhadezesto jestémy juz w stanie
wytypowa (droga eliminacji) kilka, a czasem nawet jeden zmék. Jego tesamd@¢é mazna
potwierdzt dodatkowymi reakcjami, specyficznymi dla grupy axkiéw, do ktorej on naky
(o ile istniep).

Okreslenie t droga najbardziej prawdopodobnej struktury substangincej pozwala na
stosunkowo tatwe dobranie warunkéw wygdaitienia jej z masy leku (tj. oddzielenia od
substancji pomocniczych, oczyszczenia, a qpas¢ oznaczenia  w8aiwosci
fizykochemicznych (np. temperatury topnienia /wiagmozpuszczalrigi) i zarejestrowania
widm spektralnych. Poréwnanie rezultatbw tych ozeac z dosgpnymi danymi
literaturowymi stanowi zazwyczaj wystarczey podstaw do oceny tesamdci badanej
prébki.

W tym miejscu warto dodatez kilka uwag o charakterze ogélnym. W przypadkadaty, g
celem analizy jest potwierdzenie zgamdci leku o spodziewanym (tzn. znanym lub
podejrzewanym) skiladzie, a obecne substancje pdom trudne do oddzielenia, nale

tak dobiera rodzaje reakcji grupowych do testow, aby ich ppayty wynik swiadczyt
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wytacznie o obecrixi danej substancji czynnej. Dotyczy to ¢hp lekow z zawartia
cukréw, gdzie przeprowadzanie reakcji na obéemgrup karbonylowych (od aldehydow /
ketonow) czy alkoholowych na ogot mija g celem i mae prowadz do bkdnych ustalé co
do struktury substancji analizowane,.

Ktopotliwe w interpretacji mog by¢ takze niektére wyniki analizy probek z zawaita
skrobi lub celulozy, zwlaszcza tam, gdzie reakcjegim z wyciem stzonego kwasu
mineralnego w podwiszonych temperaturach. Reakcjom barwnym towarzyszaj
niepazadane zwglanie probki, co utrudnia lub wez uniemaliwia wiasciwa ocerg kolorow.
W takich przypadkach warto sproboimaszelkich sposobéw wyoglnnienia interesagej nas
substancji czynnej. @zto niezwykle pomocnjest prosta elucja badanego zazku za pomaog
np. wody (skuteczna w przypadku wielu halogenowkdw), metanolu czy chloroformu w
temperaturze pokojowej lub ostatecznie pozszpnej.

Istotnymzrédtem probleméw napotykanych w klasycznej analjaksciowej lekdw jest
niekiedy niska zawartd substancji czynnych w masie badanych prébek. Reakwlityczne
0 niskiej czutéci dap woéwczas wyniki niepewne lub wez pozornie negatywne. Mamy
woéwczas do czynienia z tzw. poziomemgzehia badanej substancji ,parj progu
wykrywalndsci”. W przypadku zaistnienia podejrzeco do takiej sytuacji warto niekiedy
powtorzy chatby analiz sktadu pierwiastkowego, tym razem jednakzgaiem kilkakrotnie
wigkszej ilaci badanej substancji. Dodatkowo, proby na ewenguabbecndé grup
funkcyjnych lub specyficznych ugrupowa strukturalnych warto rozpoczyé€a od
przeprowadzania reakcji o wysokiej czédb Zawsze naley pamktac o tym, ze wynik

negatywny jakiejkolwiek jak@dciowej préby analityczne] nie jest dowodem nieolméch

wykrywanego fragmentu strukturalnego.

Wielu niepowodze w pracy analitycznej mima unikra¢ dbapc o wywanie odczynnikow
0 odpowiednio wysokiej czystoi (np. swiezo sporadzone, klarowne roztwory,
rozpuszczalniki bez niepadanych domieszek, substancje state o cZgstoco najmniej

poziomu cz.d.a.), jak réwnieczystych, najlepiej suchych naéziaboratoryjnych.
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VI. Chemia wybranych odczynnikdéw analitycznych
1. Odczynnik Marquisa

Odczynnik Marquisa stanowi bardzo roZaeony roztwor formaldehydu wegionym
kwasie siarkowym. Jest on powszechnie stosowanywsglkrywania zaktywowanych na
substytug} elektrofilowa uktadéw aromatycznych — przede wszystkim amin atgoznych,
fenoli i pochodnych imidazolu. Aldehyd mrowkowy dnodowisku silnie kwénym wystpuje
w stabilizowanej rezonansowo formie sprotonowangkazupcej wiaciwosci elektrofilowe.

e & @
H,C=—0 =—= [HZC:OH - HZC—OH]
W reakcjach aromatycznej substytucji elektrofilowej udziatem odczynnika Marquisa
obserwuje si natychmiastowe powstawanie produktow o barwie zépiej od r&owej do
purpurowofioletowej. Uwza sk, ze takie zabarwienie mieszaniny reagej jest
charakterystyczne dla twa@ego st przepciowo odpowiednio podstawionego jonu
tropyliowego (Rys. 122.) Ostatnim etapem tej przemwi jest reakcja drugiej ggteczki
aromatycznego substratu z kationem tropyliowymzeakg mechanizmugSW przypadkach,
gdy ostateczny produkt tej reakcji wyréa st obecndcia w swej strukturze rozlegtego
uktadu sprzzonych wazan wielokrotnych, obserwuje sicharakterystyczne paggianie s¢

powstajcej barwy w czasie.

purpurowo zabarwiony kation
tropyliowy pochodnej morfiny

Rys. 122. Przebieg reakcji morfmgdczynnikiem Marquisa [11]
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2. Reakcje z aldehydami aromatycznymi
Aldehydy aromatyczne nioa z powodzeniem zalicgydo grupy popularnych
odczynnikéw analitycznych, jakie znajdugastosowanie przy identyfikacji szeregu typow

zwiazkéw organicznych.

O%C/H O\\C/H Oy H Oy _H
c
O\\C/H
A\
\ OCHj O\j
HsC”™ “CHs NO, OH OCHs
aldehyd N,N-dimetylo- aldehyd 4-nitro- wanilina, aldehyd anyowy furfural

aminobenzoesowy  benzoesowy  (aldehyd 4-hydroksy-3-(aldehyd 4-metoksy-
metoksybenzoesowy) benzoesowy)

Rys. 123. Popularne odczynniki analityczne z graloghyddw aromatycznych

Wicgkszai¢ reakcji z ich udziatem przebiega dnodowisku silnie kwgnym i prowadzi
do produktow o charakterystycznym zabarwieniu, edepkrotnie przyjmuacych postéa
osadu. Aldehydy aromatyczne, jako przedstawicielazkow karbonylowych pozbawionych
tzw. protonowa, wykazup w tych warunkach zdoldé do kondensacji z pgtzeniami
organicznymi, zawieragymi w swych strukturach ugrupowania elektronodom@ (np.
enolizupce aldehydy i ketony, zaktywowane na substytetgktrofilona uktady aromatyczne,
pierwszorzdowe aminy). Podobne, jak w przypadku aldehydu rkcvwego (patrz rozdz.
VI.1.) aldehydy aromatyczne wrodowisku silnie kwsnym wystpuja w stabilizowanej
rezonansowo formie sprotonowanej, wykazej wiaciwosci elektrofilowe.

Reakcje aldehydéw aromatycznych z aminami piervsgomwymi, biegace w
srodowisku kwanym prowadz do produktdw typu zasad Schiffa. Przyktademzendny¢
charakterystyczna, barwna reakcja benzokainy wierblbdczynnikiem Ehrlicha, ktory jest

roztworem aldehydu & N-dimetyloaminobenzoesowego (PDAB) w 10% kwasiegoln
® @
0
H3C s _H [HC H HaG o OH
N Co = N c,¢ = N N
HsC H HaC H HaC & H
B _ \ OCzHs
HaC, H OC,Hs -H,0 | H2N C\\o
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@
H3C © H@ HaG OC;Hs
OO
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HaC, g H OC,Hs
ov Ot )
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Rys. 124, Reakcja aldehydu 4-N,N-dimetyloaminobespaego z benzokain

149



Reakcja z odczynnikiem Ehrlicha zachodzizaklla hydrazydéw (patrz — reakdoniazydu
rozdz. IV.2.2.); mae shiy¢ rowniez do identyfikacji obecnych w gsteczce grup nitrowych
po ich wczéniejszym zredukowaniu do grup aminowych.

Kwasowo katalizowana reakcja aldehydéw pozbawiongatonéwa ze zwhzkami
posiadagcymi w swej strukturze piécienie aromatyczne przebiega wg mechanizmu
aromatycznej substytucji elektrofilowej. afit tez préba Ehrlicha znajduje zastosowanie do
oznaczania m.in. kwasu lizergowego i innych alldd@a sporyszu, urobilinogenu, indolu i

jego pochodnych (np. tryptofanu) czy tetracyklin.

H
H OH
C N
/ { “cH / | “CH
3 H 3

indol

H
H
- H,0 N GB/CH3 =N ,CHsz indol
—_— C—= NH =— —C N —_—
/ | \ ~/ | “CH
CH 3
H 3 H
H
R H H
RN Y [o]R N_ HO J R R N x
)Xl 2] ) = ] )X _
R N Y -H,0 N
H R R N~ "R R

N

N N VAR
HaC™ "CHg HaC~ CHg HsC  CHj
bezbarwny niebieski

Rys. 125. Barwna reakcja aldehydu M-Nimetyloaminobenzoesowego z indolem

Odczynnik Ehrlicha stanowi tecze¢sto jeden ze sktadnikow w komercyjnych zestawastove
analitycznych, stacych do identyfikacji narkotykdéw (np. wéee na obecni LSD).

Pewry odmiary odczynnika Ehrlicha jesidczynnik Wasicky’ego(roztwér aldehydu 4-
N,N-dimetyloaminobenzoesowego west kwasie siarkowym). 8tony kwas siarkowy(V1)
moze petné w nim potrojm role: silnegosrodka odwadniacego (przyczyniacego s¢ np. do
dehydratacji alkoholi), czynnika katalizagcpgo reakcje poprzez protonowanie odpowiednich
ugrupowa oraz silnego kwasu, zdolnego do acydolitycznegeszczepiania niektorych
wiazan, jak chdby silnie napgzonych uktaddéw cyklicznych (np. ugrupowarfidaktamowe),
czy mostkoéw tlenowych w eterach alkilowo-arylowyctZatem przebieg reakcji z
zastosowaniem odczynnika Wasicky'egoz@av wielu przypadkach kybardziej ziaony w
poréwnaniu z dziataniem odczynnika Ehrlicha, z uwag konkurencyjny, rownolegty lub
nastpczy charakter ich jednostkowych etapow, aaanych z dziataniem na badany zmék
zarowno aldehydu, jak igtonego kwasu siarkowego.
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Rys. 126. Reakcja aimgz odczynnikiem Wasicky’'ego

Reakcja z odczynnikiem Wasicky’ego jest bagwrneakch, czsto stosowan w
badaniach toksykologicznych jako test wykryweyj i rozr&niajacy alkaloidy, zwitaszcza
tropanowe, takie jak kokaina, skopolamina i atrapiArzyktadowo, podczas gdy skopolamina,
atropina czy hioscyjamina daparwry reakcg Wasicky’'ego dopiero po podgrzaniu (najpierw
powstaje produkt intensywnie §miowoczerwony, potem fioletowy), kodeina i morfidaja
ciemnoczerwony produkt funa zimno.

Podobnym typem wykorzystywanej w analityce lekovakagi jest dajca barwne
produkty reakcja z furfuralem wsrodowisku kwanym. Dotyczy ona zawiergych
pierwszorzdows grupe aminow sulfonamidoéw, pochodnych kwasu p-aminosalicylowegy
np. benzokainy. Reakcje z furfuralem zachpdzesto z otwarciem piécienia furanu i
utworzeniem zawieragych sprzzone uktady wazan zwiazkdw typu zasad Schiffa (patrz Rys.
51, rozdz. IV.2.4.).

Kondensacja z pochodnymi furfuralu podstawionympezycji 5 przebiega zwykle bez
otwarcia pieg¢cienia furanowego (patrz —Rys. 52, rozdz. IV.2.4.).

W tym miejscu warto te wspomni€é o pewnej odmianie tej reakcji, a mianowicie 0
probie ligninowej. Reakcg wykrywania amin aromatycznych przeprowadzare papierze
bibutowym czy gazetowym, na ktérym umieszcza lgiople roztworu badanego zwiku, a
nastpnie kropt skzonego kwasu solnego. Wania glikozydowe celulozy ulegaj
rozszczepieniu pod wplywem kwasu — powstaje glukddara nasfpnie w reakcji z
pierwszorzdowa aromatycza grup aminows tworzy barwm zasad Schiffa.

Jak wspomniano na wgtie, reakcje z odczynnikami zawiegeymi w swym skfadzie

aldehydy aromatyczne datakze zwhzki zawierajce enolizujce ugrupowanie ketonowe,
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obecne np. w niektorych lekach steroidowych. azki takie w srodowisku kwanym
wystepuja w dwoch formach tautomerycznych, ketonowej i enajp ktorej whzanie
podwojne wgiel-wegiel petni rok donora elektron6w w reakcji ze sprotonowanym aydeim
(elektrofilem).

® ®OH OH @ OH
| , H | ®| , -H ,
RN R -— Rl/C\ /R2 <_>R1/ ~ . R| -— Rl/ \C/R
H2 H2 H2 H
forma forma
ketonowa enolowa

Rys. 127. Réwnowaga keto-enolowamwdowisku kwanym

Kwasno katalizowana kondensacja enolimyich ketonow z aldehydermN,N-
dimetyloaminobenzoesowym (odczynnik Ehrlicha) zeo przebiega analogicznie do
przedstawionej ponej dla syntetycznego anaboliku steroidoweddremostanolonu

@
HN(CHg),

o on
® ® barwny produkt
(HaC)2HN (HC)N

Rys. 128. Przykiad katalizowanej kwasowo r@gakkdehydu aromatycznego z enolizeym ketonem

W przypadku w@ycia do oznaczania tego zwku odczynnika Wasicky'ego, z uwagi na
obecnd¢ w jego skladzie skonego kwasu siarkowego, trma spodziewasic powstawania
produktéw o strukturach z bardziej rozlegtym ukiadeiazan podwdjnych, a tym samym i o
pogkbionej barwie. Wizat sic to maze z dehydratagjanalizowanego zwzku, zachodaca
pod wptywem sfzonego kwasu siarkowego wg mechanizmu E1, aquuim z

przegrupowaniami twoerych sé¢ pasrednio karbokationéw. Obserwowana niekiedy
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stopniowa zmiana zabarwienia peoby¢ uwarunkowana przemieszczaniem podwojnych

wiazan w obrbie uktadu steranu (przegrupowania karbokationownagych o podobnej lub
wyzszej trwatdci poprzez migracje anionéw wodorkowych oraz grugtylowych). Jednym z
prawdopodobnych  produktow finalnych  wszystkich  tu spemnianych  przemian

Dromostanolonumoze byt zwiazek o strukturze przedstawionej na Rys. 129.
CHj

rozlegty uktad
sprzezonych wigzan

\ podwdjnych

odpowiedzialny za
pogtebiong barwe

zwigzku

Rys. 129. Charakterystyczny dla zukdéw barwnych rozlegty uktad sprzonych wizan podwdéjnych w
obrebie steranu i przyleglego do niego podstawnika

3. Kondensacje z fenolami vérodowisku kwasnym

Reakcje kondensacji z fenolami &odowisku kwanym s jednymi z waniejszych
reakcji charakteryzagych steroidy. Ich przebieg rozpoczyna zwykle pmotwanie obecnych
w czasteczce sterolu grup hydroksylowych i utratastzczki wody. Powstage przejciowo
karbokationy w swej formie pierwotnej,ady po przegrupowaniu uleggjsubstytuciji
elektrofilowej do podatnego nagSenolu. Otrzymane w tej reakcji analitycznej prkgu
wykazup rézne barwy w zalenosci od badanego sterolu i ewentualnego dodatku wiidya
moze ulec addycji do obecnych w zwku wigzaa wielokrotnych. Przyktadem tego typu
przemian mee by jedna z meliwych reakcji testosteronu z 2-naftolem:

Rys. 130._Reakcja testosteronu z 2-naftolem

4.  Reakcje ze gzonym kwasem siarkowym

Stezony kwas siarkowy(VI) (sam,alz jako sktadnik odczynnika) nie powodowa wiele
réznorodnych przemian w analizowanych zmkach organicznych. Reakcje analityczne, w

ktorych zwhzek ulega przemianom pod wplywemeztnego kwasu siarkowego(VI)

153



wykorzystywane & gtdbwnie w analizie tetracyklin i steroidéw, ktomeng reaktywndé
zawdzeczap obecnéci wiazan nienasyconych oraz grup hydroksylowych w ukladteranu.
Ich przebieg rozpoczyna zwykle protonowanie obebnyaczsteczce grup hydroksylowych i
odszczepienie @steczki wody, bdz addycja protonu do podwdéjnego azania. Powstagy
karbokation mee nastpnie ulec przegrupowaniu, eliminacji lub reakcji nukleofilami
obecnymi w érodowisku. Maliwe jest take utworzenie sulfonowych pochodnych
analizowanych steroidéw. Ze wezdu na ogroma réznorodnd¢, nasgpczy charakter
zachodacych reakcji i wys§powanie sprgzonych uktaddéw wizan zardwno w substratach jak
i produktach reakcji, charakteryaugic one wys¢powaniem zmieniagych s¢ w czasie
charakterystycznych barw.

Innym typem reakcji zachodeej pod wpltywem stonego kwasu siarkowego(VI) jest

rozszczepienie eterow alkilowo-arylowychzgodnie z rownaniem:

H,SO0, B Nu-H

Ph-O-R —> Ph-O-R —> Ph-OH +R-Nu
® @
-H

Rys. 131. Rozszczepianie eteréw alkilowo-arylowgold wptywem dziatania stonego kwasu siarkowego(VI)

Powstajcy podczas takiego rozpadu fenol stanowgstz podstaw identyfikacji zwhzkow
zawierajcych tego typu ugrupowanie eterowe.

Pewra odmiara tej reakcji jest rozszczepianie przezzehy kwas siarkowy(VI)
mostkow tlenowych w alkaloidach i ich syntetycznyarmalogach naicych do pochodnych
morfinanu (np. w kodeinie, morfinie, heroinie). Nhamizm przemian jest €6 ztozony. W
pierwszym etapie, po sprotonowaniu drugdvej grupy alkoholowej (obecnej w piereniu
C) nastpuje dehydratacja (wg mechanizmu E1), a dalej katabne kwasowo rozszczepienie
mostka tlenowego i aromatyzacja g@enia C. Utworzenie nowego ukladu aromatycznego
pofaczone jest z otwarciem mostka etylenoaminowegackaym etapem tych przemian jest
zamkngcie nowego pidcienia heterocyklicznego wg mechanizmg & nowopowstatego

uktadu aromatycznego.
OH
@ ®
»/mu\m @ o H
“N - H0%
/
W Lo

morfina apomorfina

Rys. 132. Mechanizm rozktadu pochodnych mofrinaod wptywem dziatania st. kwasu siarkowego(VI)
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Stzony kwas siarkowy(VI) jest rownieczynnikiem tatwo rozszczepigym silnie
napezone uktady cykliczne, np. czteroczionowe piggnie p-laktamowe. Przebieg takiej
reakcji zostat zaprezentowany w rozdz. IV.2.7.2.

Podstawow préta wykorzystujca reakcje ze stonym kwasem siarkowym jeptéba
Salkowskiegq w ktorej chloroformowy roztwor steroidu podwargvsk sttzonym kwasem
siarkowym. Zabarwienie obu warstw uzai@ne jest od typu badanego sterolu.

Stezony kwas siarkowy bierze tai& udziat w przemianach charakterystycznych dla
szeregu innych reakcji analitycznych, do ktéryckenanp.:

» reakcja z bezwodnikiem octowymw obecnéci skz. kwasu siarkowego(VIjproba
Liebermanna-Burcharda); reakcja ta sty do ilosciowego oznaczania cholesterolu w
ptynach ustrojowych;

» kondensacja z furfuralemwobec stzonego HSO, (patrz rozdz. VI1.2.);

» kondensacja z formaldehydenwobec stzonego HSO, (patrz rozdz. VI.1.);

» kondensacje z fenolami wsrodowisku kwasnym (patrz rozdz. VI.3.);

» reakcja z kwasem siarkowym(VI) i nadtlenkiem benzdu.

W wigkszaici tych reakcji nagpuje odwodnienie analizowanego zwku, ydz ktéregs z
produktow pérednich, w zwizku z czym bardzo istotne jest abiyywane szkto laboratoryjne

byto suche.

5. Reakcja Emersona

Reakcja Emersona jest bamvmeakchp charakterystyczn dla niektorych pieicieni
heterocyklicznych. Polega ona na tagodnym utlenigrachodnych pirazolinonu za pomoc
heksacyjangelazianu(lll) potasu, a ngginie kondensacji utworzonego produktu utlenienia z
fenolem. Reakejte dap na przykiad niesteroidowe leki przeciwzapalne wpgrpirazolonéw,
takie jak: aminofenazon (piramidon), metamizol sego(pyralgina) i izopiryna. Przebieg
reakcji — patrz Rys. 2&ozdz. IV.2.2.).

6. Tworzenie aromatycznych zwazkow nitrowych

Wprowadzanie grup nitrowych w okfene pozycje pidcieni aromatycznych esto
skutkuje wyrana zmiara wiasciwosci chromoforowych powstatych produktow wezdém
substratow, z ktorych powstaty. Cecle wykorzystuje si czasami w analityce zwakow
organicznych, zwlaszcza tam, gdzie oczekiwadpowiedzi danej proby analitycznej ma by

pojawienie s} nowej barwy mieszaniny reagugj.
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W analizie srodkow leczniczych chemia aromatycznych akidw nitrowych
najczsciej wykorzystywana jest na trzy sposoby.

W przypadkach, gdy identyfikowany zyziek posiada w swej strukturze geupitrowa
przy piekcieniu aromatycznym, jego barwa zwykle jest ziia dozottej. Dodatkowo, przy
odpowiednim podstawieniu pigienia grupami protonodonorowymi dma wykorzysta
zdolna¢ przechodzenia zwkku nitrowego wsrodowisku alkalicznym w jego anion ,aci”. Za
przyktad mae postiy¢ reakcja nitrofurantoiny (substancja czynna lektylaakteryjnego —

Nitrofurantoin) z wodnym roztworem wodorotlenku sodu.

€l
Oe o O O
'),L@ /\( e © /N@ @
O ‘\ (\ OH N N _N
I st = T
Nitrofurantoina Forma "aci" nltrofurantomy
(z6tta) (ciemnopomarriczowa)

Rys. 133. Réwnowaga nitro — aci dla nitrofurarmyoin

W s$rodowisku alkalicznym roéwnowaga reakcji zdecydowamirzesuwa si w prawo, a
dominupca w tych warunkach forma ,aci” odznacza gdemnopomanazows barw.

W sytuacjach, gdy analizowany zwek posiada w swej strukturze uktad aromatyczny,
ale jest pozbawiony podstawnika nitrowego,zm dokoné jego wprowadzenia na drodze
substytucji elektrofilowej, a naginie, analogicznie jak w poprzednim przypadku, bpviet
wykorzyst& wiasciwosci kwasowo-zasadowe nowopowstatego produktu. Efednyoddana
nitrowaniu za pomagazotanu(V) sodu wrodowisku s¢zonego kwasu siarkowego(VI) daje
z0ita nitropochodn, ktéra pod wptywem etanolowego roztworu wodordtlenpotasu
przeksztatca giw sOl o barwie fioletowej. Jest teakcja Vitaliego (przebieg reakcji — patrz
rozdz. IV.2.1.2. w opisie reakcji charakterystyozimylla chlorowodorku efedryny).

Trzeci z kolei przypadek, to analiza zwkow pozbawionych zaréwno grup nitrowych,
jak i uktadéw aromatycznych. O ile pozostate eletyestrukturalne badanego zaku
umazliwiaja dobudowanie znitrowanego ukfadu aromatycznegotowtakq probe podpé, po
czym uzyskany produkt przekszt@t@nanym ji sposobem w jego forgn,aci” i zanotowa
ewentualn zmiarg barwy mieszaniny reagugej. Tego typu podg&gie stosuje gi m.in. przy
ustalaniu tasamdci leku tuberkulostatycznego o nazwleoniazyd ktérego substangj
aktywm stanowi hydrazyd kwasu izonikotynowego. Zzek ten w wyniku reakcji z 1-chloro-
2,4-dinitrobenzenem, przebiegegj wg mechanizmu aromatycznej substytucji nuklewnig],
daje N-(2,4-dinitrofenylo)-podstawian pochoda hydrazydu, ktéra w warunkach silnie

alkalicznych tworzy sol formy ,aci’o barwie ciemramrwone;.
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Rys. 134. Metoda gczenia” znitrowanych ukladéw aromatycznych z patthoni amin

Z innych sposobdéw wbudowywania ugrup@watroaromatycznych nima wymieng:

e dzialanie 2,4-dinitrofenylohydrazynna zwazki zawierajce grupy aldehydowe lub
ketonowe, a tate tatworozszczepialne pod wptywem nukleofili uktadjkliczne (np.
B-laktamowe);

* reakcje zdiazowanej 4-nitroaniliny lub aldehydu itabenzoesowego z innymi
zwigzkami aromatycznymi (zwilaszcza silnie zaktywowanyma aromatyczn
substytugt elektrofilowa fenolami czy aromatycznymi aminami trzecigd@awymi);

« kwasowo katalizowane kondensacje aldehydu 4-nitrobesowego z aminami
pierwszorzdowymi, hydrazynami, hydrazydami lub enoliztymi ketonami.

7.  Tworzenie trudnorozpuszczalnych soli

Tworzenie trudno rozpuszczalnych soli jest pdn bardziej rozpowszechnionych
reakcji analitycznych, szczegolnie w analizie hatgklicznych zwazkoéw azotowych.
Dodatnie wyniki kilku reakcji sticeniowych g czgsto podstaw do przypisania badanego
zwiazku do okrélonej grupy zwazkéw organicznych (np. alkaloidow).

Do najbardziej popularnych odczynnikéw astmjacych heterocykliczne zwzki
azotowe nale:

» odczynnik Mayera (jodogtian potasowy, Hgl,);

* odczynnik Dragendorffa (jodobizmutan(lll) potasowdBil 4);

e odczynnik Wagnera (roztwor jodu w wodnym roztwojagku potasowego);

* kwas pikrynowy/ 2,4,6-trinitrofenol (nasycony naio roztwor wodny);

» odczynnik Sonnenscheina (kwas molibdenianofosforobgPO, - 12 MoG; - n

H20);
» odczynnik Scheiblera (kwas wolframianofosforowyPi, - 12 WG; - n H0);
* kwasy chloro- i jodoplatynowy, #PtClk, HoPtle.
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Bardziej szczegdétowy przegl popularnych odczynnikow strapcych heterocykliczne
zwiazki azotowe zostat zaprezentowany w rozdziale W 12.

Alkaloidy i niektére inne azotowe zw#ki heterocykliczne, z racji swego zasadowego
charakteru, ulegajw warunkach reakcji stceniowej protonowaniu twosz nierozpuszczain
s6l z anionem dodanego odczynnika. Protonowanizenutec jeden, 41z wiccej zasadowych
atomow azotu, zakmie od stopnia zedicowania ich zasadowoi. Nie ulegaj protonowaniu
atomy azotu pozbawione witawosci zasadowych, np. atom amidowy czy atom azotu w
pochodnych pirolu. Jako przyktad zwkdw biologicznie czynnych posiadaych w swych
strukturach kilka atomoéw azotu o wyrae zr&nicowanym charakterze zasadowym zme
przytoczy lidokaing czy metronidazol. W reakcjach z wybranymi kwasaworza one
trudnorozpuszczalne w roztworach wodnych sole zauise w swych strukturach tylko jeden

anion parujcy.

CHs; HO O,N

N © CcH; © HoC—CH
SCTUNH T e

i | Bil4 N
O CH, \\(
CH; 0,N "
©)

jodobizmutan lidokainy

pikrynian metronidazolu
Rys. 135. Przykiady struktur soli amin o wjné zr@&nicowanej zasadowoi atomow azotu

Tylko nieliczne odczynniki sicajace daj osady z pochodnymi ksantyny (w tym i z kotgin

8.  Reakcje z jonamizelaza(lll)

Kationy zelaza(lll) w reakcjach z niektorymi zyakami organicznymi daj barwne
pofaczenia, najcgciej o budowie kompleksowej. Do najpopularniejszygtup zwiazkow
organicznych wykazagych zdolndci charakterystycznego kompleksowania jondelaza
naleza fenole, enole, kwasy hydroksamowe i niektére okgyBarwa uzyskiwanego zwiku
kompleksowego zaky od wytego rozpuszczalnika, ¢genia reagentow i czasu reakciji.
Zwykle jest ono zblione do czerwonego lub fioletowego, ale fenolead@y zwiazki
kompleksowe o zabarwieniu zielonym, niebieskim @pnjetowym. Zabarwienie zwykle jest
nietrwate i naley je obserwowaw chwili powolnego dodawania odczynnika (rofcieony
roztwor FeC). W przypadku fenoli przebieg reakcji, a tym samirbarwa powstacego
produktu, zalgy od ich budowy, iléci obecnych przy piécieniu aromatycznym grup
hydroksylowych, a tate obecnéci w pozycji orto piercienia aromatycznego grupy
kompleksotworczej (aldehydowa, ketonowa, karboksglo hydroksylowa, sulfonowa,
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alkoksylowa lub karboalkoksylowa). Fenole pozbawienpozycjactorto takich grup reaguj
z FeC} jedynie wsrodowisku wodnym i z utworzeniem prostych siadlazowych, ktérych
zabarwienie agto niknie po dodaniu etanolu.

Reakcje barwne z FeLtlaje rownie anilina i niektore jej pochodne oraz wiele zasad
heterocyklicznych, w tym pochodne chinoliny i piyyy. Wiele kwasow karboksylowych

tworzy z kationami F& trudnorozpuszczalne w wodzie barwne sole (osady).

Polgczenia jonow F&:
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z salicylamidem z chlorochinaldolem hydroksamowym

Rys. 136. Przyktady struktur kompleksowych wybmmnywihzkéw organicznych z jonamelaza(lll)

W analityce lekéw reakcje z jonamielaza(lll) wykorzystywane asna przyktad do
identyfikacji kwasu salicylowego, tetracyklin, paznych fenylopirazolinonuAminofenazon,
Propyfenazonczy zawierajcego uktad fenolowhlorchinaldolu Estry steroli, po uprzedniegj
reakcji z hydroksyloamini utworzeniu odpowiedniego kwasu hydroksamoweggy thkze z

jonamizelaza(lll) charakterystyczne czerwonofioletowe gzki kompleksowe.

9.  Odczynnik Millona

Odczynnik Millona jest otrzymywany przez dziatadigmiacym kwasem azotowym na
rte¢, a nasgpnie rozciéczenie uzyskanego roztworu wopdtuzy on do wykrywania obecrloi
pierscieni aromatycznych zaktywowanych na podstawielgktfilowe, szczegolnie fenolu i
jego pochodnych, w ktérych przynajmniej jedna pgayorto musi by niepodstawiona.
Podczas reakcji Millona pigeien aromatyczny ulega nitrozowaniu w pozycji orto,zyskana
pochodna tworzy z jonamiedi Hg”* kompleks o czerwonej barwie.

Reakcja z odczynnikim Millona jest wykorzystywana.inm w analityce biatek,
peptyddéw i aminokwasow, jako charakterystyczna aoleecndci tyrozyny. Stiy tez do

wykrywania kwasu salicylowego i niektorych jego phodnych.
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2 Hg + 6 HNO; —> Hg(NO,), + NO + NO, + 3 H,0

H,0
NO+N02 —> N203 —_— ZHNOZ

+ HNO, — Oi 4O_> /Hg’\N
N hl I
O O
Rys. 137. Reakcja fenolu z odczynnikiem Millona

Niekiedy, w wyniku dziatania odczynnikiem Millonaanbadaa probke zwiazku
organicznego obserwujeg¢spowstawanie bialego osadu zamiast spodziewanegovoerno
zabarwionego roztworu. Taka sytuacjaz@oni& miejsce wowczas, gdy gtownym produktem
reakcji jest trudnorozpuszczalna w wodzie sol zajon rici(ll). Jako przyktad takich
produktéw mana poda sole reciowe niemetylowanych pochodnych barbituranéw @Rys.
89 wrozdz. 1V.2.8.3.).

10. Kwas 4-diazobenzenosulfonowy (odczynnik Pauliego)

Kwas p-diazobenzenosulfonowy jest zzkiem zawierajicym reaktywne ugrupowanie
diazoniowe, odpowiadgie za przebieg jego wkszaci reakcji analitycznych. Otrzymujeesi
go in situ w reakcji kwasu sulfanilowego (4-aminobenzenoswisego) z nadmiarem

azotanu(lll) sodu vérodowisku kwanym.

NaNO, HCI ®
HOgS@NHZ HO3S@N2

Rys. 138. Otrzymywanie zdiazowanego kwasu sulfar@lgo

Jest on gtownym sktadnikiem tzwdczynnika Pauliegg stosowanego powszechnie w
analizie jakeéciowe] zwikzkOw organicznych. Dziatanie odczynnika polega zZeyka
substytucji ugrupowania diazoniowego do silnie yakivanych na podstawienie
elektrofilowe piefcieni aromatycznych (grupa diazoniowa jest stabighteofilem).

Q
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Rys. 139. Reakcja salicylamidu z kwasem 4-diazobeogzulfonowym
Odczynnik stosowany jest guzy innymi w analizie tetracyklin oraz salicylamiduego
pochodnych.
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Z racji obecnéci silnie zaktywowanych nagSpierscieni aromatycznych w strukturach
niektorych aminokwasow (tyrozyna, histydyna) roztwivasu 4-diazobenzenosulfonowego
stosowany jest tale do wykrywania zawieragych te reszty peptyddéw i biatek, z ktdrymi daje
barwne zwizki (na og6t czerwone, zmieni@e St po zakwaszeniu naoitoczerwone).
Zwiazki te swy barwe zawdzeczap powstagcemu na skutek ataku jonu diazoniowego na
pierscien aromatyczny produktu, ktéry wyinia st posiadaniem spgzonego, zwykle dg

rozlegtego uktadu vazan podwojnych.
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VII.  Procedury ¢wiczen

Cwiczenie 1.dentyfikacja leku o nieznanym sktadzie
Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wykrycie oraz potwierdzeniezéamdci gtdwnej substanciji
czynnej w nieznanym leku jednosktadnikowym. Struktunieznanego leku, ¢tlacego
przedmiotem analizy znajdujegstestawieniu struktur zawartych w zegniku do niniejszej
instrukcji ¢wiczenia, przygotowanym przez prowadego zajcia (wzor - patrz rozdz. 1X.3.).

Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analiz jgowych naley zapozné si¢ z:

. trescig rozdziatéw Il, IV.1., IV.2. oraz V,

. reakcjami charakterystycznymi podstawowych ugrupowaviazkOw organicznych,
opisanymi w dospnych podecznikach analizy jaka@iowej zwihzkOw organicznych,
np. [7, 8, 9 lub 10];

. zawartdcia tabeli dostarczonej przez prowadego zajcia, a przygotowanej wg
wzoru zaprezentowanego w rozdz. I1X.3. (wypetmpolecenie wskazane w jej
nagtowku).

Tok analizy

* Dla badanej substancji (przygotowanej do analizydnie z zaleceniami podanymi w
rozdz. IV.1.) naley wykona nastpujace zadania:
o] ustalic sktad pierwiastkowy po stopieniu probki z sodem;
0 podd& reakcjom grupowym, potwierdzaym (lub wykluczagcym) obecnéd
poszczegolnych ugrupowajakie powinny zostauwzgkdnione po teoretycznej

analizie danych wprowadzonych do w/wym. tabeliz(kaz reakcji naley

przeprowadz& réwnolegle z préd na odpowiedniej, znanej substanciji

wzorcowej) przy przeprowadzaniu reakcji grupowych rmsleskorzysta z
przepisow zamieszczonych w dgstych podgcznikach z zakresu organicznej
analizy jakdciowej, np. [1, 2, 7-10];

o] porowna& uzyskane wyniki déwiadczalne z wspnie spodziewanymi (ij.
wskazanymi w w/wym. tabeli) i wytypowa najbardziej prawdopodobne
substancje czynne, jakie mphQy¢ przedmiotem analizygwaga: naley upewnd
sie, czy ktorakolwiek z substancji pomocniczych (osileenane) nie m@ by

przyczym uzyskania pozytywnych wynikow poszczegolinychaesto
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0 uzupein¢ analiz o proby dodatkowe, charakterystyczne dla wytypayan
substancji, wskazane w ostatniej kolumnie tabeli.
* Po przeprowadzeniu wszystkich analiz ngl@rzedstawd ich wyniki prowadzacemu
zajcia do akceptacji. W tym celu:
0 powinny zostd zaprezentowane wszystkie testy kroplowe i probawko
(pozytywne, jak i negatywne);
0 powinien zosté& przedstawiony szczegotowy tok rozumowania, na faeds
ktérego wykryto badansubstang czynr.
e Sporadzi¢c i przekaza prowadacemu ¢wiczenia sprawozdanie z przeprowadzonej

analizy wg stosownego formularza, zamieszczonegozaziale 1X.2.2.

Cwiczenie 2.Analiza znanego leku jednosktadnikowego

Cel éwiczenia

Celem¢wiczenia jest wyodibnienie gtéwnej substancji czynnej z masy ékneego

leku prostego, a nagtnie potwierdzenie jej idamdci i oznaczenie jej iliciowej zawartéci

w okreslonej jednostkowej porcji leku (np. jednej tabletkapsutce, amputce itp...). Zebrane

wyniki analizy chemicznej leku ¢bla porownane z danymi, jakie podaje odpowiednia

monografia leku (patrz rozdz.IV.3.).

Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych

Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy ngleapozna si¢ z:
trescia odpowiedniej monografii leku stanaeego przedmiot analizy (rozdziat 1V.3.);
teoretycznymi podstawami zasady sdowego oznaczania substancji czynnej leku
(rozdziat 1ll. oraz ewentualnie daegihe podeczniki omawiagce metody analizy
ilosciowej zwiazkOw chemicznych);
podstawowymi informacjami dotygzymi struktury oraz wigiwosci chemicznych
grupy lekéw, do ktorych natg analizowana substancja czynna (odpowiedni podiakd
w rozdz. IV.2.);

mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyghisanych w rozdz. VI..

Tok analizy

Dla badanej substancji (przygotowanej do analizgdnge z zaleceniami podanymi w
rozdz. IV.1. lub bezpwednio w monografii leku) natly wykona nizej wyszczegdblnione
zadania.
0 Oznaczy sredng mag (dla substancji statych) jednostkowej porcji lekd.tym
celu naley zanotowéd wag co najmniej trzech kolejno po sobie a@aych
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pojedynczych, nieuszkodzonych mechanicznie tabletekpsutek, drzetek,
zawartdci pojedynczych saszetek itp. Wagalezy okreslac na doktadnécia
0,001 g. Obliczy srednig wartas¢ z uzyskanych oznacie

0 Podd& reakcjom charakterystycznym, potwierdzgm tazsamdaé¢ substancii
czynnej, zgodnie z procedurami wskazanymi w morfoglkeku i porowna
uzyskane rezultaty testéw z informacjami podanynmimejszym podgczniku.

0 Uzupelnt analiz; jakosciowa leku o jego badania chromatograficzne (TLC) oraz
spektroskopowe, zalecone w monografii.

0 Oznaczy srednp zawarté¢ substancji czynnej we wcage] okrelonej
jednostkowej porcji leku. Oznaczanie przeprowégdr z metod (o ile opisano
kilka) wskazanych w monografii leku. Wybor metodglety skonsultowa z
prowadacym zagcia.

o] Po przeprowadzeniu wszystkich analiz ndgle przedstawd ich wyniki
prowadacemu zajcia do akceptacji. W tym celu powinny zastaprezentowane
wyniki analiz ilesciowych, a take wszystkie testy kroplowe, probdéwkowe
(zarbwno pozytywne, jak i negatywne), analizy TL@ozarejestrowane widma.

0 Sporadzic | przekazd prowadacemu c¢wiczenia sprawozdanie  z
przeprowadzonej analizy wg stosownego formularzamieszczonego w
rozdziale 1X.2.2.

Cwiczenie 3.Reakcje charakterystyczne alkaloidow
Cel éwiczenia
Celem c¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych jeakoalitycznych

alkaloidéw z r@nych grup strukturalnych.
Zwigzki bedace przedmiotem analizy

W zadaniu obejmarym praktyczne zapoznaniez s podstawowymi reakcjami, ktore
znajdup zastosowanie przy identyfikacji alkaloidéw studebeda mieli do dyspozycji po
jednym zwazku wzorcowym z kadej grupy strukturalnej, wyszczegolnionej w Talieli
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych

Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy ngleapozna si¢ z:
. trescig rozdziatu IV.2.1. niniejszego paghznika oraz rozdziatem ,Alkaloidy” w lit. [12];
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyclsapych w rozdz. VI.
Tok analizy

Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zada
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. Poddanie kadego z wzorcowych alkaloidow barwnym i ggteniowym reakcjom
analitycznym (zestaw reakcji — patrz rozdz. IV.2.1.celem poznania ich przebiegu.
Szczego6la uwag; nalery zwrock na przebieg reakcji specyficznych dla poszczegdiny
grup strukturalnych alkaloidéw. Zalecanym jest, atydenci realizowali to zadanie w
zespotach dwuosobowych, co sprawke notowane obserwacje (zwlaszcza testow
barwnych) lada bardziej obiektywne. Kala z reakcji naley wykonywa rownolegle
(tzn. w tym samym czasie) dla wszystkich badanydibgk, co utatwi porownywanie
wynikow.

. Sporadzenie doktadnego opisu wynikdw (dokonanych obsejivawszystkich
przeprowadzonych reakcji.

Po zakaczeniuéwiczenia naley sporadzi¢ i przekaza prowadacemu zajcia sprawozdanie

wg stosownego formularza, zamieszczonego w rozsigxal.2.

Cwiczenie 4.ldentyfikacja alkaloidéw i ich syntetycznych analoy
Cel éwiczenia
Celemc¢wiczenia jest identyfikacja probki nieznanego atk@dl (lub jego syntetycznego

analogu) metodami chemicznej i spektroskopowej iznghkasciowej. Podczas realizaciji
poszczegoblnych zadaostan wykorzystane wynikCwiczenia 3.
Zwigzki bedace przedmiotem analizy

Identyfikacja nieznanego alkaloidu zostanie przejdzona dla jednego zawku o
budowie alkaloidowej, ktérego problrzydzieli prowadacy zagcia.
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych

Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy agleapozna sic z:
. trescia rozdziatu IV.2.1. niniejszego paghznika oraz rozdziatem ,Alkaloidy” w lit. [12];
«  wynikami zebranymi wCwiczeniu 3;
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznycisapych w rozdz. VI.
Tok analizy
Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zadedla badanej probki.

* wykonanie przynajmniej jednej proby gteniowej o pozytywnym wyniku, co ma za
zadanie potwierdziprzypuszczenieze analizowanym zwekiem mae by alkaloid
lub jego syntetyczny analog;

» przeprowadzenie préb grupowych alkaloidow, ktérevpaa na zakwalifikowanie
badanego zwiku do okrélonej grupy strukturalnej (np. pochodnych imidazolu

chinoliny, morfinanu, puryny itp...);
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e przeprowadzenie innych reakcji charakterystycznktbre przebiegaty pozytywnie dla
substancji wzorcowej z ustalonej grupy strukturp{patrz — wynikiCwiczenia 3);

» sprawdzenie obechd/nieobecnéci w strukturze badanego zwku grup
alkoholowych, fenolowych, pierwsza@owych aromatycznych grup aminowych,
ugrupowa eteru alkilowo-arylowego, wkan nienasyconych, a ta& okrélenie
rzedowasci grup aminowych;

» przeprowadzenie reakcji specyficznych (o ile igt)ie dla poszczegodlnych
.przedstawicieli” alkaloidow z oznaczonej grupyutiuralnej (patrz rozdz. 1V.2.1.3.);

» zarejestrowanie widm IR, NMR i ich analiza pogtdm okrélenia struktury badanego
zwiazku (rodzaj widm do zarejestrowania m@ale wczeniej skonsultowa z
prowadacym zagcia).

Po zakdczeniu¢wiczenia naley sporadzi¢ i przekazé prowadacemu zajcia sprawozdanie

wg stosownego formularza, zamieszczonego w rozgxap.2.

Cwiczenie 5.Testy diagnostyczne alkaloidow
Cel ¢wiczenia
Celem c¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych jeakoalitycznych
alkaloidéw z ra@nych grup strukturalnych, a naphie préba selekcji tych testéw podtém
wartasci diagnostycznej w stosunku do catej grupy badhareyaiazkow.
Zwigzki bedace przedmiotem analiz
Przedmiotem analizy ¢ola cztery alkaloidy i/lub ich syntetyczne analogi, lwgne
sparod zestawionych w Tabeli 1. O wyborze zdecydummadzcy zagcia. Badane zwiki
sa substancjami recepturowymi, meymi najczsciej posté soli (chlorowodorkow lub
siarczanow).
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy agleapozna sic z:
. trescia rozdziatu IV.2.1. niniejszego paghiznika oraz rozdziatem ,Alkaloidy” w lit. [12];
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyghisanych w rozdz. VI.
Tok analizy
Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zada
. Poddanie kadego z przeznaczonych do badania cztereayoh alkaloidow barwnym i
straceniowym reakcjom analitycznym celem poznania ictepiegu. Zestaw reakcji do
przeprowadzenia nalg wczeniej skonsultowa z prowadzcym zagcia. Procedury ich

wykonania — patrz rozdz. IV.2.1.1.
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. Sporadzenie doktadnego opisu ich wynikéw (dokonanycheolacii).

. Dokonanie oceny przeprowadzonych testéw patérk ich przydatnéi do identyfikacji
i odrézniania kadego z badanych alkaloidéw wzdem pozostatych.

. Zaproponowanie (o ile to ¢dzie maliwe) podstawowego zestawu testow
diagnostycznych (reakcji tsamdgciowych) dla identyfikacji poszczegolnych alkalowdd
wzgledem pozostatych z nich.

. Zaprojektowanie graficznego schematu analizy (gexykschematu — patrz rozdz.
IV.2.9.3.), na podstawie ktorego vma ledzie zidentyfikowa kazdy z czterech
badanych alkaloidow.

Zalecanym jest, aby studenci realizowaltwaczenie w zespotach dwuosobowych, co sprawi,

ze notowane obserwacje (zwlaszcza testéw barwnyett) bardziej obiektywne. Kala z

reakcji naley wykonywa rownolegle (w tym samym czasie, z zastosowaniemntigznych

warunkéw) dla wszystkich czterech badanych probelytatwi poréwnywanie wynikow.
Po zakaczeniu ¢wiczenia naley przekaz& prowadacemu zajcia sprawozdanie

sporadzone wg stosownego formularza, zamieszczonegaeziale 1X.2.2.

Cwiczenie 6.ldentyfikacja i rozr&nianie tetracyklin
Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych feaénalitycznych
zwiazkéw z grupy tetracyklin, a ngginie wskazanie tych o najlepszej wacdiadiagnostycznej
dla rozr@&niania tetracyklin pomidzy sola.
Zwigzki bedace przedmiotem analiz

Przedmiotem analizy gola jednosktadnikowe leki tetracyklinowe, wybrane §pd
zestawionych w Tabeli 4, ktora ewentualniezmaosta zweryfikowana/ uzupetniona przez

prowadacego zajcia o inne farmaceutyki z tej grupy (o ileda dostpne komercyjnie).
Tabela 4. Wybrane leki z grupy tetracyklin natuyalmi pétsyntetycznych

R! IR R Nazwa su_bstancj
czynnej leku
tetracykliny TETRACYCLINUM, 250

chlorowodorek mg /1 dra.

Analizowane leki

H |OH|CHs| H

H |[OH| H | H | Limecyklina® T%L-;I?)Anl;glsflt_g
i on]on| S, | oo
e onon| i | g,
N(CHg.| H | H | H diguilgcr)gmijngrek Mlkls\loorgg /C1L|I<l:§)

oksytetracykliny | OKSYTETRACYKLINA,
H OH| CH, | OH chlorowodorek proszek 5% lub 50%

*) W strukturze limecykliny grupa amidowa jest ptaisiona jeda grupa -CH,-NH-CH(COOH)-(CH),-NH»
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Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy ngleapozna si¢ z:

. trescia rozdziatu 1V.2.5. niniejszego paghznika oraz rozdziatem ,Tetracykliny” w lit.

[6];
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyctsapych w rozdz. VI.
Tok analizy

Cwiczenie obejmuje wykonanie nagtijacych zada:

. wyizolowanie poszczegolnych tetracyklin z masy Iéfkuoddzielenie ich od substancji
pomocniczych i wypetniagych);

. poddanie kadej z wyodebnionych tetracyklin barwnym reakcjom analitycznym
(zestaw reakcji — patrz rozdz. IV.2.5.);

. sporadzenie doktadnego opisu ich wynikéw (dokonanycheobaciji);

. dokonanie oceny przeprowadzonych testow pogterk ich przydatnei do
identyfikacji i odr@niania kadej z badanych tetracyklin wobec pozostatych;

. zaproponowanie (o ile to ¢bzie maliwe) podstawowego zestawu testow
diagnostycznych (reakcji teamdciowych) dla identyfikacji poszczegodinych
tetracyklin wzgédem pozostatych z analizowanego zestawu.

Zalecanym jest, aby studenci realizowali to zadamieespotach dwuosobowych, co
sprawi, ze notowane obserwacje (zwlaszcza testow barwnyedd bardziej obiektywne.
Kazda z reakcji naley wykonywa réwnolegle (w tym samym czasie) dla wszystkich
badanych prébek, co utatwi porownywanie wynikow.

Po zak@éczeniu ¢wiczenia naley sporadzic i przekaza prowadacemu zajcia

sprawozdanie wg stosownego formularza, zamieszgooweaozdziale 1X.2.2.

Cwiczenie 7. Identyfikacja i rozr&nianie steroiddw
Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych fea&nalitycznych
zwiagzkbw o0 budowie sterydowej, a ngshie wskazanie tych o najlepszej wado
diagnostycznej dla roz#diania poszczegolnych sterydéw pedry soh.
Zwigzki bedace przedmiotem analiz

Przedmiotem analizydola cztery jednosktadnikowe leki sterydowe, wybranessjd

zestawionych w Tabeli 5, ktéra ewentualniezea@ostéa zweryfikowana/uzupetniona przez
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prowadacego zajcia o inne farmaceutyki z tej grupy strukturalnej ife beda dostpne
komercyjnie).
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy ngleapozné sic z:
. trescia rozdziatu IV.2.3. niniejszego paghznika oraz rozdziatem ,Hormony o budowie
steroidowej” w lit. [6] | rozdziatem ,Steroidy” witl [12];
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyctsapych w rozdz. VI.
Tok analizy

Cwiczenie obejmuje wykonanie nagtijacych zada:

wyizolowanie poszczegolnych steroidéw z masy lakuofldzielenie ich od substanciji

pomocniczych i wypetniagych) — patrz rozdz. 1V,2.3.2.;

. poddanie kadego z wyodtbnionych steroidow barwnym reakcjom analitycznym
(zestaw reakcji — patrz rozdz. IV.2.3.3.);

. sporadzenie doktadnego opisu ich wynikéw (dokonanycheobacii);

. dokonanie oceny przeprowadzonych testow pogterk ich przydatn&i do
identyfikacji i odr@niania kadego z badanych steroidéw wobec pozostatych z
analizowanego zestawu.

Zalecanym jest, aby studenci realizowali to zadamieespotach dwuosobowych, co
sprawi, ze notowane obserwacje (zwlaszcza testow barwnyetdy bardziej obiektywne.
Kazda z reakcji naley wykonywa rownolegle (w tym samym czasie) dla wszystkich
badanych probek, co utatwi porownywanie wynikow.

Po zakéczeniu ¢wiczenia naley sporadzic i przekazé prowadacemu zajcia
sprawozdanie wg stosownego formularza, zamieszgoowaozdziale 1X.2.2.
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Tabela 5. Wybrane leki steroidowe

Lp. Struktura substancji czynnej Nazwa substancji czynnej Analizowany lek
Ox /\
(TOH i
1 Hydrokortyzon Substancja recepturow
L HTOH
. ENCORTON®,
2. HaC Prednizon 5mg / thl.
O™
HO. L 111OH . .
3. HaC Prednizolon Substancja recepturov
<"Scichgs
CH3
HaC . FINASTER®,
4, /3 Finasteryd 5 mg / thl.
O N
N
. VEROSPIRON®,
5. Spirolakton 20 mg / tbl,
CH3 @
HaC BIOSTERON®,
6. Dehydroandrosteron 25 mg / thl,
HO
Oy _CHs
Ve PROGESTERONUM,
7. HaC Progesteron 25mg/1ml
(1 ampuika)
(0]
cHy O
PROVIRON-25®;
8. Masterolon 25 mg / thl.
cHy P
TESTOSTERONUM
9 V. Testosteron PROLONGATUM,
' 100 mg /1 ml
. (amputka)
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Cwiczenie 8. Reakcje charakterystyczne zkow peptydowych
Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych jeakwlitycznych, jakie
znalazty zastosowanie do identyfikacji aukoéw o budowie peptydowej oraz aminokwasow
stanowicych ich pojedyncze elementy strukturalne. Zadanferalnym ¢wiczenia lkdzie
identyfikacja nieznanego peptydu, wybranego z ligiyzygotowanej przez prowagzgo
zajecia) kilkkunastu znanych peptyddw biologicznie aktywinyc
Zwigzki bedace przedmiotem analizy

W zadaniu obejmagym praktyczne zapoznanieg¢siz podstawowymi reakcjami
aminokwaséw i peptydow, ktére znajdugastosowanie przy ich identyfikacji studenedd
mieli do dyspozycji zestaw zaikow wzorcowych (pojedynczych aminokwasow, dipeptyd
jednego peptydu o #@uchu gtdbwnym skltadagym sk z co najmniej trzech reszt
aminokwasowych oraz roztwor wodny biatka kurzegbp.identyfikacji nieznanego zwiku
peptydowego zostanie przydzielona jedna z kilkunastibstanciji, ktérych tabelaryczne
zestawienie przygotuje i udepni studentom prowadey zagcia. W zestawieniu tym ola
podane szczegoOtowe sekwencje aminokwasowe wszligstkiazliwych zwiazkéw, wérod
ktérych znajdowa sie bedzie identyfikowany peptyd. Przykladowe zestawienie
identyfikowanych zwizkéw peptydowych prezentuje Tabela 6.
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy mglezapozné sig z trecia

rozdziatu 1V.2.9. niniejszego paghznika oraz orientacyjnie z rozdzialem ,Peptydy”litv
[12], a take ze strukturami i tréjliterowymi symbolamiaminokwasow proteinogenicznych.
Tok analizy
Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zada
. Poddanie kadego z wzorcowych zwikoéw: pojedynczych aminokwaséw, dipeptydu

oraz oligopeptydu (lub opcjonalnie roztworu biakarzego) reakcjom analitycznym o

charakterze identyfikacyjnym (zestaw reakcji — patozdz. 1V.2.9.1. i 1V.2.9.2.).

SzczegOla uwag: nalery zwrdci na przebieg reakcji specyficznych dla poszczegdiny

aminokwaséw. Kada z reakcji naley przeprowadz& rownolegle dla wszystkich

zZwiazkbw wzorcowych, jakie zostaly przydzielone przemvwadzcego ¢wiczenia,
poréwnupc i notupc poczynione obserwacie.

. Identyfikacja nieznanego zwzku o budowie peptydowej, ktdrego sekwencja znajdyj
w zestawieniu przygotowanym przez prowgmkgo zajcia (przyktadowe zestawienie -

patrz Tabela 6).W tym celu nalewykona nizej wyszczegodlnione zadania.

171



Przeprowad#i reakcje charakterystyczne pozwats potwierdzi struktue
oligopeptydovy badanego zwieku (reakcja biuretowa) oraz wykryv nim obecnéct
wolnych grup aminowych (reakcja z ninhydgynpatrz rozdz.lvV.2.9.1.).

Wykona analiz TLC dla wczéniej otrzymanego hydrolizatu badanego peptydu.
Analiza TLC pozwoli na przyhtone okrélenie ilosci rézniacych se od siebie reszt
aminokwasowych, jakie wchoalzw sktad taicucha badanego peptydu. Nalea
wykona stosujc warunki podane w procedurze ,Analiza TLC hydralav
peptydowych” (rozdz. IV.2.9.1.).

Podd& hydrolizat reakcjom, ktére pozwplna wykrycie zawartych w nim reszt
aminokwasowych  (patrz = rozdz.IV.2.9.2.). Poszczegdinreakcje mazna
przeprowadzaréwnolegle z analogicznymi probami dla odpowiedniavzorca, co
czgsto utatwia interpretagjwyniku.

W oparciu o uzyskane rezultaty préb chemicznychz gpasiadane zestawienie
tabelaryczne (np. Tabela 6) zwkow mogcych by przedmiotem analizy
wytypowa sekwengj identyfikowanego peptydu.

Przedstawd prowadacemu zajcia wyniki analiz oraz szczego6towe rozumowanie, na

podstawie ktérego zidentyfikowano zawattdadanej prébki.

Po zakaczeniu ¢wiczenia naley przekazéa prowadacemu zajcia sprawozdanie

sporadzone wg stosownego formularza, zamieszczonegaaziae 1X.2.2.
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Tabela 6. Wybrane fizjologicznie aktywne zwki o budowie peptydowej

Lp. Nazwa Sekwencja
1. | Tuftsyna Thr-Lys-Pro-Arg
2. | Metionyloenkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
3. | Leucyloenkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
4. | Melanoliberyna (MSF) Cys-Tyr-lle-GIn-Asn
5. | Melanostatyna (MIF 11) Pro-His-Phe-Arg-Gly
6. | Proktolina Arg-Tyr-Leu-Pro-Thr
7. | ACTH (4-10) Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly
8. | Angiotensyna Il Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
9. | Oksytocyna Cys-Tyr-lle-GIn-AsnyG-Pro-Leu-Gly-NH
10. | Wazopresyna Cys-Tyr-Phe-GIn-Asys=Pro-Arg-Gly-NH
11. | Bradykinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
12. | Gonadoliberyna (GRH) Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Glyd-Arg-Pro-Gly
13. | Somatoliberyna (SRF) Val-His-Leu-Ser-Ala-Gluiclys-Glu-Ala
14. | Substancja P Arg-Pro-Lys-ProGIn-GIn-Phe-Phel@&y-Met-NH,
15. | Gramicydyna S c(Val-Orn-LegRhe-Pro-Val-Orn-LewPhe-Pro)
16. | Antamanid c(Pro-Phe-Phe-Val-Pro-Pro-Ala-Phe-Pitg

Cwiczenie 9. Reakcje charakterystyczne barbituranow
Cel éwiczenia
Celem ¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych jeakoalitycznych
pochodnych kwasu barbiturowego, zwanych barbiturana
Zwigzki bedace przedmiotem analizy
W zadaniu obejmagym praktyczne zapoznaniezsd podstawowymi reakcjami, ktére
znajdup zastosowanie przy identyfikacji barbituranow stumebeda mie¢ do dyspozyciji
zwiazki organiczne wyszczegoOlnione w Tabeli (Bzdz. 1V.2.8.1.), a zwlaszcza: kwas
barbiturowy, barbital, fenobarbital oraz allobaahit
Zakres wymaganych wiadomeéci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy agleapozna sic z:
. trescia rozdziatu 1V.2.8. niniejszego paghznika oraz rozdzialem ,Pochodne kwasu
barbiturowego” w lit. [6];

. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyctsapych w rozdz. VI.
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Tok analizy

Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zada

. Dla kwasu barbiturowego przeprowagzieakcje, ktore & wspolne dla wszystkich
barbiturandw (zestaw reakcji — patrz rozdz. IV.2.8celem poznania ich przebiegu.

. Dla odpowiednio podstawionych pochodnych kwasu ibhadwvego przeprowadgi
reakcje rozréniajace poszczegolne barbiturany (zestaw reakcji — paidz. 1V.2.8.3.).

. Sporadzic dokiadny opis wynikbw (dokonanych obserwacji) wskich
przeprowadzonych reakcji.

Po zakaczeniu¢wiczenia naley przekazé prowadacemu zajcia sprawozdanie spadzone

wg stosownego formularza, zamieszczonego w rozslgxalR.2.

Cwiczenie 10. Analiza witamin
Cel ¢wiczenia
Celem pierwszej eZci ¢wiczenia jest poznanie przebiegu podstawowych jeakc
analitycznych, ktére as charakterystyczne dla grup witamin, jakie zostajgte w rozdz.
IV.2.10. Druga cs¢ niniejszego ¢wiczenia obejmie identyfika¢j nieznanej substanciji
nalezacej do grupy poznanych wcaeej witamin.
Zwigzki bedace przedmiotem analizy
W zadaniu obejmygpym zaréwno praktyczne zapoznaniee & podstawowymi
reakcjami, ktore znajdgj zastosowanie przy identyfikacji witamin, jak i rdegfikacje
nieznanej witaminy studencedia mieli do dyspozycji substancje oméwione w rozdz2110.
w postaci komercyjnie daginych lekow prostych.
Zakres wymaganych wiadoméci wstepnych
Przed przysipieniem do przeprowadzania analizy agleapozna sic z:
. trescia rozdziatu 1V.2.10. niniejszego pagiznika oraz z rozdzialem ,Witaminy” w lit.
[6];
. mechanizmami dziatania odczynnikéw analitycznyctsapych w rozdz. VI.
Tok analizy
Cwiczenie obejmuje wykonaniezgj podanych zada
. Dla witamin z poszczegdélnych grup przeprowdédmeakcje charakterystyczne (patrz
rozdz. 1vV.2.10.1. do 1Vv.2.10.5.) celem poznania igbrzebiegu. Odnotowa
zaobserwowane #dice w przebiegu reakcji poszczegoélnych grup witarai tymi

samymi odczynnikami.
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. Opracowa graficznie schemat pagtowania (wzér — patrz rozdz. IV.2.9.4.), ktory przy
wykorzystaniu déwiadczeé zdobytych w trakcie realizacji poprzedniego pungtzwoli
na efektywn identyfikacg nieznanej substancji z grupy witamin. Zwkbsizczegola
uwag: na podziat witamin ze wzgllu na ich rozpuszczalé® w wodzie oraz na
wytypowanie prob rénicujacych poszczegoline grupy witamin.

. Dokon& identyfikacji przydzielonej przez prowagtzgo zajcia probki nieznanej
witaminy.

. Przedstawd prowadacemu zajcia wyniki analiz oraz szczeg6towe rozumowanie, na
podstawie ktérego zidentyfikowano zawattdadanej prébki.
Po zakaczeniu ¢wiczenia naley przekazé prowadacemu zajcia sprawozdanie

sporadzone wg stosownego formularza, zamieszczonegadziae 1X.2.2.
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IX.  Zatgczniki

1. Przygotowanie wybranych odczynnikow analitycznych

Odczynnik difenylokarbazonowy z chlorkiemeci(ll) ( do wykrywania barbituranéw meted
TLC).

Roztwor (A): 2% roztwor chlorku kici(ll) w etanolu

Roztwor (B):0,2% roztwor difenylokarbazonu w etanolu.
Roztwory (A) i (B) zmiesza przed uwyciem w rownych iléciach. Po spryskaniu
chromatogramow na fioletowym tle pojavaaic rozowe plamy barbiturandw.

Odczynnik 2,4-dinitrofenylohydrazynowy

Rozpuci¢ 2 g 2,4-dinitrofenylohydrazyny w 15 mlegt kwasu siarkowego(VI), doda
150 ml etanolu (95%), wymiesgapo czym dopehdi catas¢ woda destylowan do obgtosci
500 ml i przesczyc.

Odczynnik Dragendorffa

Roztwor (A): 850 mg zasadowego azotanu(V) bizmutowego(ll) réziguw 40 ml
wody i w 10 ml 96 % kwasu octowego.

Roztwor (B): 8 g jodku potasowego rozgmic w 20 ml wody.
Roztwory (A) i (B) zmieszabezpdrednio przed zyciem w rownych iléciach.

Odczynnik Ehrlicha
Rozpuci¢ 0,1 g aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w 100fb kwasu solnego.
Sporadzi¢ na krétko przed zyciem.

Odczynnik Erdmanna
10 kropli kwasu azotowego (d = 1,25 g/ml) doda 20 ml stz. kwasu siarkowego(V1).

Odczynnik Fehlinga:

Roztwér (A):rozpuci¢ 3,46 g CuS®- 5 HO w wodzie i dopetrdi roztwor do objtosci
50 ml wod;

Roztwor (B): rozpuci¢ 17,3 g winianu sodowo-potasowego i 5,0 g wodondile
sodowego w 40 ml wody, ogrea@o wrzenia, pozostawido ochtodzenia, po czym uzupeini
woda pozbawiol CO,do obgtosci 50 ml.

Zmiesz& jednakowe olgjtosci roztworéw (A) i (B) tu przed ayciem.

Odczynnik Fréhdego
Sporadzi¢ (na krétko przed ayciem) roztwér 0,1 g molibdenianu sodowego ,MaO,
lub 0,5 g molibdenianu amonowego, NiMoO,, w 10 ml s¢z. kwasu siarkowego.

Odczynnik izatynowydo wykrywania aminokwasow metotLC):

0,5 g izatyny oraz 0,75 g octanu cynku ragpéiw 50 ml izopropanolu przez ogrzewanie
do ok. 80 °C, po czym po ochtodzeniu dadad,5 ml kwasu octowego. Odczynnik
przechowywa w lodowce.

Odczynnik z jodoplatynianem(IlV) potasowym

0,3% roztwor kwasu chloroplatynowego ,fHCk) zmiesza przed uyciem z 6%
roztworem jodku potasowego w stosunku 1 : 1 (MBh)roni od$wiatta.
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Odczynnik Mandelina
Rozpuci¢ 0,1 g dokladnie sproszkowanego wanadanianu(V) amego (NHVO; ¢
H,0) w 20 ml s¢z. kwasu siarkowego(V1).

Odczynnik Marquisa
2 krople formaliny (ok. 38% wodny roztwor formaldelu) dodéa do 4 ml s¢zonego
kwasu siarkowego(VI). Spagdza s¢ bezpdrednioprzed uyciem.

Odczynnik Mayera
1,35 g chlorku kiciowego rozpgci¢ w 100 ml 5% roztworu jodku potasowego.

Odczynnik Millona
1 g rkci rozpucic w 1 ml dymiacego HNQ, po czym rozcigczy¢ za pomog 2 ml
wody.

Odczynnik ninhydrynowy
0,2 g ninhydryny rozpici¢ w 100 ml etanolu (95%). Przechowyéwa ciemnej butelce.

Odczynnik Rosenthalera i Turka
Rozpuci¢ 0,1 g arsenianu(V) potasowego w 10¢.skwasu siarkowego(VI).

Odczynnik Schiffa

Rozpuci¢ 0,5 g parafuksyny w 500 ml wody destylowanej. @sokolejne 500 ml wody
destylowanej nasyé€i dwutlenkem siarki. Oba tak otrzymane roztwory appy¢ ze soh,
przegczy¢, po czym pozostawina ok. 12 godzin.

Odczynnik Sakaguchf do wykrywania ugrupowaguanidynowych metqdrLC).
Roztwor (A):0,1% roztwor 8-hydroksychinoliny w acetonie;
Roztwor (B: mieszanina 0,2 ml bromu i 0,5 M roztworu NaOH.
Chromatogramy spryskuje e¢sinajpierw roztworem (A), po czym poO wysuszeniu
roztworem (B). Powstajpomaraczowe lub czerwone plamy.

Odczynnik Sonnenscheingkwas molibdenianofosforowy):
Rozpuci¢ 4 g kwasu molibdenianofosforowego (12 Mp@B;3POy,, H,O) w matej ilcGci
wody, dopetnt woda do 40 ml, ostrénie dodé&, ozigbiajac 60 ml kwasu siarkowego (96%).

Odczynnik tolidynowy
Rozpuci¢ 0,16 g o-toluidyny w 30 ml lodowatego kwasu octgaedodé 1 g jodku
potasu i uzupehdiwoda do 500 ml.

Odczynnik Wagnera
Roztwor 5%-owy jodu w 10% wodnym roztworze jodkugsmwego.

Odczynnik Wasicky'ego
Rozpuci¢ 2 g aldehydu 4-dimetyloaminobenzoesowego w 3,3 stak. kwasu
siarkowego i ostrinie dod& 0,4 ml wody. Odczynnik spogdza s¢ krotko przed gyciem.

Roztwor czerwieni metylowej

50 mg czerwieni metylowej rozpcic w mieszaninie 1,86 ml 0,1 N NaOH i 50 ml
etanolu (96%), po czym dopetnivoch do 100 ml.
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Roztwor fioletu krystalicznego
Rozpuci¢ 0,5 g fioletu krystalicznego w bezw. kwasie octowy uzupeint takim
samym rozpuszczalnikiem do 100 ml.

Roztwor jodu (0,05 M, mianowany)

Rozpuci¢ 12,7 g jodu i 20 g jodku potasu w wodzie i uzupeloda do 1000 ml
(kolba miarowa).

Oznaczanie miana: do 20,0 ml roztworu jodu dodaml 12% roztworu kwasu
octowego i 30 ml wody, po czym tak otrzymany roatwéiareczkowé 0,1 M roztworem
tiosiarczanu sodu wobec roztworu skrobi jako wsikea.

Roztwor jodu (0,05 M) z jodkiem potasowym
Do 10 ml 0,5 M wodnego roztworu jodu déd36 g jodku potasowego i uzupeinvoda
do 100 ml. Przygotowabezpdrednio przed ziyciem.

Roztwor kwasu 4-diazobenzenosulfonowego

Okoto 0,2 g kwasu sulfanilowego rozgit w 10 ml wody, ochtodZina ta&ni lodowej i
mieszajc dodawa dod& powoli 1 ml 10% zimnego roztworu NaNO Przygotowa
bezpdrednio przed zyciem.

Roztwor kwasu chlorowego(VII) (0,1 M) w bezwodnymvdsie octowym

Do kolby miarowej poj. 1000 ml, zawiesag] 900 ml lodowatego kwasu octowego
dod& 8,5 ml kwasu chlorowego(VII) (70-73%), wymiegzao czym dod@30 ml bezwodnika
octowego. Cal uzupeiné do kreski za pomac lodowatego kwasu octowego i po
wymieszaniu pozostawina 24 godziny.

Tak otrzymany roztwor siy do rozciéczania za pomac lodowatego kwasu
octowego, o ile zajdzie potrzeba sp@lzania roztworow o mniejszymeseniu.

Roztwor kwasu fosforowolframowego
Ogrzewd pod chtodnig zwrotra 10 g wolframianu sodu z 8 ml kwasu fosforowego(V)
i 75 ml wody. Po ochtodzeniu uzupetwoda do 100 ml.

Roztwor kwasu glioksalowego

Do ozkbionej mieszaniny 1 g pylu magnezowego w wodzieaflgubwoli 25 ml 8%
kwasu szczawiowego. Po adgeniu osadu szczawianu magnezu, pizegzakwasi 10 ml
lodowatego kwasu octowego i dopétmoda do 100 ml.

Roztwér 2-naftolu (alkaliczny)
Rozpuci¢ 0,5 g 2-naftolu w 4 ml 8,5% roztworu NaOH i uzupétwoda do 10 ml.
Przygotowa bezpdrednio przed gyciem.

Roztwoér podbrominu sodu
Do 10 ml 5% roztworu NaOH dod&roplami 0,2 g bromu. Przygotowdezpdrednio
przed wyciem.

Roztwér octanu wci(ll) :

Rozpuci¢ 3,19 g octanu ¢ti(ll) w bezw. kwasie octowym i uzupeétntakim samym
rozpuszczalnikiem do 100 ml.
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Roztwér skrobi:

1 g skrobi rozpuszczalnej rozettze 5 ml zimnej wody, po czym mieszajwlaé do
100 ml wracej wody. Roztwor gywany do miareczkowa powinien by swiezo
przygotowany.

Roztwor 2% tiocyjanianu kobaltu(lt)
Metoda 1:Rozpuci¢ 1,0 g tiocyjanianu kobaltu(ll) w 50 ml wody i 50 gliceryny.
Metoda 2:Rozpuci¢ 1,4 g CoCl+ 6 HO 10,9 g NHSCN w 100 ml wody i 100 ml

gliceryny.
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2. Formularze sprawozdai

2.1. ldentyfikacja nieznanego leku prostego

SPRAWOZDANIE Z ANALIZY PROBKI NIEZNANEGO LEKU
(kod analizowanej probki)

1. Wyglad analizowanej probki.

a) Posta leku: 0 tabletki, (1 kapsuiki, [J czopki, [ mas¢, [ plyn, [1 proszek,[] inna (poda

b) Zwiczty opis cech charakterystycznych:

2. Sposo6b przygotowania prébki do analizyzwiezly opis w punktach)

3. Wynik analizy po stopieniu prébki z sodem(nalezy przedstawd wyniki wykrywania obecnzi
azotu, siarki i fluorowcow, okékenia rodzaju fluorowcédw oraz stopnia ich ruchligio- o ile

zostaty wykryte).
a)

Proba lub reakcja z:

Obserwacje

Whiosek

b) W badanej probce WyKryto ODEGIAD.............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieer e e e e e e eereeereeeeeees
¢) Przedmiotem analizy madpy¢ nastpujace leki(prosz wymien# nazwy komercyjne i przedstawi

wzory strukturalne ich substancji czynnych):
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d) Réwnania zachodzych reakcji:

4. Reakcje charakterystyczne (grupowe)

Wykrywana grupa
funkcyjna lub elemen
strukturalny

Reakcja z ...

Obserwacje

Whniosek

Badany zwizek mae zawierd nastpujace ugrupowania:
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Badana prébka nie by jednym z nagpujacych lekow prosz wymiené ich nazwy.

5. Réwnania przeprowadzonych reakcji, ktérych wynik byt pozytywny (tzn. potwierdzat
tozsama¢ substancji czynnej badanego leku)

. ReaKCja Z: .o

a) réwnanie zachodzej reakcji:

b) obserwacje:

. ReaKCja Z: oo
a) réwnanie zachodzej reakcji:

b) obserwacje:

. ReaKCja Z: oo
a) réwnanie zachodzej reakcji:

b) obserwacje:

. Pozostate reakcjerqwnania dalszych reakcji, o ile bylo ich aeej, naley przedstawi na
dodatkowej kartce)

6. Rezultat analizy.
a) Badanym lekiem jesppda’ nazve):

7. Uwagi dotyczce analizy, podsumowanie, wnioski(na osobnej kartce progzprzedstawi
precyzyjnie tok rozumowania, ktory pozwolit wytypasvdek kedgcy przedmiotem analizy oraz
uwzgkdni¢ w dyskusji wptyw ewentualnej obegtio poszczegolnych substancji pomocniczych, qiile s
znane, na wyniki poszczegolnych te¥téw
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2.2. Analiza znanego leku jednosktadnikowego

Imie i NAzZWISKO.........ceevvvieiiiiieeieienn, Data....commeeeeeeenas
SPRAWOZDANIE Z ANALIZY LEKU JEDNOSKLADNIKOWEG

[N E= AT T [ (O

a0 70 [ [e7=] o | S

1.Posta leku: T[] tabletki,[1 kapsuiki,[T czopki,[1 ma¢, [ ptyn, [1 proszek.

2. Zawarto$¢ substancji czynnej(deklarowana przez producenta)jednej porcji leku
W i e eeere e eeeeeee np( tabletce, fiolce, tubce, czopku, ml ptynu itp.)

3. Sednia masa jednej porcji leku(np. tabletk) w gramach..............c.cc.co.......

4 Nazwa i wzor strukturalny substancji czynnej

5. Sposéb przygotowania prébki do analizyzwiezty opis w punktach)

6. Proby potwierdzajace tazsamasé leku.

. ReaKCJa Z: oo
réwnanie zachodgzej reakcji:

obserwacije:

. ReaKCJA Z: woviiiiieeieeee e
réwnanie zachodgzej reakcji:

obserwacje:

. ReaKCja Z: oo
réwnanie zachodzej reakcji:

obserwacije:
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. ReaKCJa Z: ooiiiiiiee e
réwnanie zachodgzej reakcji:

obserwacje:

. ReaKCJA Z: woiiiiiieeeeeee e
réwnanie zachodgzej reakcji:

obserwacje:

7. 0znaczenie zawartéci substancji czynnej w leku
a) Metoda oznaczania:
b) Na czym polega zasada oznaczenia?

c) Zwiezty opis proceduryw punktach):
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d) Wyniki oznaczé (bezp@rednio po wykonanidwiczenia uzyskane wyniki zestawi poniszej tabeli
i przedstawt je prowadzcemucwiczenia do akceptag;ji

Lp. Masy tabletek Masy nawaek | Zebrane wyniki (np. pomiaréy Inne
(jednostkowych porcji leku absorbancji, miareczkowuia
itp.)

e) Obliczenie zawarfoi substancji czynnej:

Wyniki:
. w badanej odwzge (1) ............. mg, (2)............ mg, (3).......mg; érednia................ mg.
. srednia w jednostkowejedniej porcji leku: .......... mg
. srednia zawart& %-owa w stosunku do i#oi deklarowanej przez producenta: ........ %

Doktadny sposéb obliczen{@ez korzystania z gotowego wzoru zamieszczoneggpisie procedury, o
ile prowadacy zagcia nie zaleci inaczej))W przypadku niewystarczaej ilosci miejsca poriej
SposOb obliczenalely przedstawi na osobnej kartge

srednia masa jednej porcji leku (np. tabletki).....................

8. Analiza TLC.
TYP ZYQZA: e
10 t= 1o I 0 AT/ - Tox
Sposoby detekcji:

Chromatogramy wraz z opisem:

Miejsce na wklejenie; Miejsce na wklejenie
chromatogramu chromatogramu

9. Uwagi dotyczice przeprowadzonej analizy, podsumowanie, wniosKprzedstawi na osobnej
kartce)
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2.3. Reakcje charakterystyczne zwzkdw wybranej grupy
Imie i nazwisko:
Data:

,Reakcje charakterystycznezwigzkOw z grupy.........cccccuvvvveeeeeeeennnnnnn.

(Sprawozdanie z wykonaniaviczenia)

l. Prébki bedace przedmiotem analizy

Nazwa zwizku (1) i wzor strukturalny:

Nazwa zwizku (2) i wzor strukturalny:

Nazwa zwazku (3) i wzor strukturalny:

Nazwa zwizku (@) i wzor strukturalny:

Nazwa zwazku () i wzor strukturalny:

Nazwa zwiizku (6) i wzor strukturalny:

Nazwa zwizku (7) i wzor strukturalny:

Nazwa zwizku 8) i wzor strukturalny:

Nazwa zwazku () i wzor strukturalny:

Nazwa zwiizku (10) i wzér strukturalny:
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Il. Sposob wyodebniania substancji czynnej z masy probki, np. lekujezeli ktorykolwiek z
analizowanych zwizk6w byt przed analizwyodrebniany z masy leku, w tym punkcie naje
przedstawd zwiezty opis procedury, np. w punktach, wraz z uwdgieniem doktadnych ikei
prébki poddanej obrébce oraz wszystkiclytych odczynnikéw, a tade podaniem wydajrioi
wyodrebnionej substancji czynnej).

M. Wyszczegoblnienie przeprowadzonych reakcji analityegch (prosz tylko je wymient,
przypisupc kazdej z nich odpowiedni symbol literowy).
A -
B -
C-

D -

M -
IV. Rownania reakcji dla préb pozytywnych (tam, gdzie to mdiwe prosz zaproponowa przebieg

kazdej reakcji, ktora data pozytywnodpowied oraz jej najbardziej prawdopodobne produkty;
réwnania reakcji przedstavha osobnej kartce, ktpnalezy dolaczy¢ do niniejszego sprawozdania).
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V. Wyniki (prosz zestawt obserwacje z przeprowadzonych préb analitycznygomizszej tabeli).

Wynik reakcji (obserwacje) ze zavikiem:

REEEE Ty 2 3 4 5 6 7 8 9 10

W przypadku przeprowadzenia innych reakgjiaanaczone symbolami A-E pregowielié
niniejsz; niewypetnion tabek, a nasgpnie kontynuowajej wypetnianie.

VI. Wnioski i uwagi (prosz przedstawd je na osobnej kartce, dgkzonej do niniejszego
sprawozdania).
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2.4. Testy diagnostyczne zwrkow wybranej grupy

Imie i nazwisko:

Data:

, Testy diagnostyczne zvaizkOw z grupy.........ccccvvverevveveeenennnn.

(Sprawozdanie z wykonantaiczenia)

l. Probki bedace przedmiotem analizy

Nazwa probki {):

Post& probki:

Wzér strukturalny i nazwa substancji czynnej:

Nazwa probki 2):
Post& probki:

Wz6r strukturalny i nazwa substancji czynnej:

Nazwa probki B):
Posta& prébki:

Wzér strukturalny i nazwa substancji czynnej:

Nazwa probki 4):
Posta& prébki:

Wzér strukturalny i nazwa substancji czynnej:
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Il. Sposob wyodebniania substancji czynnej z masy préobki, np. lekyzwigzty opis procedury,
np. w punktach, wraz z uwzginieniem dokladnych ikzi prébki poddanej obrébce oraz
wszystkich aytych odczynnikow, a tale podaniem wydajrici wyodrgbnione] substancii
czynnej).

M. Wyszczegoblnienie przeprowadzonych reakcji analityegch (prosz tylko je wymient,
przypisupc kazdej z nich odpowiedni symbol literowy).
A -
B -
C -

D -

V. Rownania reakcji dla prob pozytywnych (tam, gdzie to mdiwe prosz zaproponowa
przebieg kadej reakcji, ktéra data pozytywnodpowied oraz jej najbardziej prawdopodobne
produkty; rOownania reakcji przedsta@wna osobnej kartce, kirnalery dolaczy¢ do niniejszego
sprawozdania).
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V. Wyniki (prosz zestawd obserwacje z przeprowadzonych prob analitycznyclponizszej
tabeli).

Substancja (4)

Substancja (3)

Obserwacje

Substancja (2)

Substancja (1)

Reakcja
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Substancja (4)

Substancja (3)

Obserwacje

Substancja (2)

Substancja (1)

Rak-
cja

W przypadku przeprowadzeniacghszej ilgci reakcji prosz powielié niniejsz; pusy tabek, a
nasepnie wypetnt j¢ kolejnymi informacjami.

VI. Dyskusja wynikéw. Ponizej (ha dokczonej osobnej kartde nalezy dokon& oceny
przeprowadzonych testéw poditém ich przydatngei do identyfikacji i odréniania kadego z
badanych zwizkbw wobec pozostatych. Na koniec nglezaproponowé (o ile to zdzie maliwe)

podstawowy zestaw reakcji diagnostycznych (iséandaciowych), ktéry powinien by wystarczajcy

do identyfikacji poszczegodlnych substanciji veziim pozostalych. Przedst@awiropozycg schematu
analizy ( w formie graficznej — wzor patrz rozd¥.2.9.4.) pozwalajcej na jednoznaczridentyfikacg

kazdego zwazku z badanego zestawu.
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2.5. ldentyfikacja zwiazkOw wybranej grupy

Imie i nazwisko: Data:
Jdentyfikacja zwiazKOw z grupy.........ccoooeevvvviiiiiiiiieeieieee e "
(Sprawozdanie z wykonantaiczenia)
l. Oznaczenia probek lgdacych przedmiotem analizy(prosz pod& symbole probek, ktore
nalezy zidentyfikowa& oraz nazwy i struktury substancji wzorcowych,elity stosowane).

Identyfikowana prébkaly:

Identyfikowana probka2):

Identyfikowana prébka3):

Identyfikowana prébkad):

Wzorzec {): Wzorzec 6):
W?zorzec p): Wzorzec {):
W?zorzec B): W?zorzec 8):
Wzorzec 4): Wzorzec 9):
Wzorzec b): Wzorzec L0):

Il. Plan analizy (Prosz zaproponowagraficzny schemat pagtowania, ktére doprowadzi do
zidentyfikowania i ustalenia struktury analizowahymwiazkow. Wzor takiego schematu vma
znalez¢ w rozdz. 1V.2..9.3.).
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M. Reakcje charakterystyczne, wspolne dla wszystkichwiazkow z badanej grupy(prosz
wymieni¢c najwaniejsze z nich oraz tam, gdzie to itiwve przedstawd rbwnania zachodzych
przemian).

A —

(\VA Reakcje specyficzne dla zastosowanych wzorc@prosz wymienic najwazniejsze z nich
oraz tam, gdzie to niiwe przedstawd rownania zachodzych przemian).

A —
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V. Wyniki reakcji wspoélnych (prosz zestawd obserwacje z przeprowadzonych prob
analitycznych w poriszej tabeli).

Reak- Wynik reakcji (obserwacje) z probk wzorcem:
cja Pr. Pr. Pr. Pr. | Wz. | Wz. | Wz. | Wz, | Wz. | Wz, | Wz. | Wz, | Wz. | Wz
MA@ O @ || @6 |6 | @@ @ |3aog

LA

1.B

n.c

.D

I.E

l.F

W przypadku przeprowadzenia innych reakgjiaanaczone symbolami Ill.A-F presz
powieli¢ niniejsz; niewypetnion tabek, a nasgpnie kontynuowajej wypetnianie.
Whioski:
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VI. Wyniki reakcji specyficznych (prosz zestawd obserwacje z przeprowadzonych préb
analitycznych w pomszej tabeli).

Reak- Wynik reakcji (obserwacje) z probk wzorcem:
cja Pr. Pr. Pr. Pr. | Wz. | Wz. | Wz. | Wz, | Wz. | Wz, | Wz. | Wz, | Wz. | Wz
MA@ O @ || @6 |6 | @@ @ 1o

IV.A

IV.B

IvV.C

IV.D

IV.E

IV.F

W przypadku przeprowadzenia innych reakgjiaanaczone symbolami A-F pregowielié
niniejsz; niewypetnion tabek, a nasgpnie kontynuowajej wypetnianie.
Whioski:
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VII.  Wyniki analizy chromatograficznej TLC (prosz tu wkleic wykonane
chromatogramy lub ich zeskanowane/sfotografowabeazy oraz dokladnig opisa)

Whioski:

VIIIl.  Analiza spektralna identyfikowanych zwizkow (prosz; zwigzle zinterpretowé
widma spektroskopowe badanych zmkéw, o ile zostaty zarejestrowane; widmaagaly¢ do
niniejszego sprawozdania).

IX.  Wnioski, uwagi (prosz przedstawd je na osobnej kartce, dokzonej do niniejszego
sprawozdania).
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3. Zestawienie danych do identyfikacji substancigzynnej w nieznanym
leku (Cwiczenie 1)

Zawartg¢ nizej przedstawione] Tabeli Tha charakter przykiadowy. Prowady
zajcia powinien przedéwiczeniami indywidualnie g zaktualizowd, proponujc wiasny
zestaw dogpnych lekéw, jaki bdzie przedmiotem analiz dla danej grupy studentdezba
lekdbw powinna zawiekasic w przedziale 16-30. Wskazanym jest, aby w zaprop@mym
zestawie znalazto eikilka grup substancji czynnych, zmiicowanych pod wzgtem
jakosciowego sktadu pierwiastkowego.
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Tabela 7. Zestawienie lekow do identyfika€jiniczenie 1)
(Uwaga: Przed przygpieniem do przeprowadzania analizy leku pplerypetné kolumny zatytutowane ,Obecne pierwiastki / gr.Kayine (reakcje grupowe)”. W
tym celu, dla k&dego ze zwizkdw naléy oznaczg (np. krzgykiem) te pola, ktére odpowiadagpodziewanym pozytywnym wynikom poszczegoélnychvies/
kolumnie 7 nalgy poda’ pierwiastki, jakich wykrycia nioaa sk spodziewd po stopieniu prébki z sodem.)

% Obecne pierwiastki / gr. funkcyjne  (reakcje grupowe) -
oy Q B =
c i) = = < Y © oo
= o 2 E . N z 2 N o+ | ® o B @ EE
g s g 8| < 52 |0 |83 |33dw 8| SliE B3 285
§ES | 8% po| % §5 |e5 [§8 |85 gl 5|55 E3 588
£ z gss |8 @8 (=% S2 | S5-(®2g|2STEQ| 8|_§|ESe ¢ g5
=4 Ool= &|E =] B <] = .=
2 %‘ g 5 T X o 2 % >3 |8 o g N~ .QE [} s 'M-Ng% %NEENﬂS% oA O%%
.| 2 § i 298 |25, 2|58 |8EEaEaE|23s|fes| 2Bt S SE|YEER o 33
¢ | ¢ sl e | 8% |og|Bz|st|E8ce|zas| g (20| cediNt |2E|sElaesEEd 585
k) 2 S [e) 3 (O i o ) £ 2 S O
§ g § o5 |22 |"3|S5|s85-|cfe|cS2|5=8|£8,40|E5|88|2855E 5 4 L
< 2 3 §28 |38 2(Ta|85l |88 |su2|&688|$5832 |<£|¥E|E8eks g2e
3 2 zgs |ze| Tlez |22 S |5y [5Q7| 80282 | €| 5|82 °ky Nz
g < QLY o N 9] N g S o [T FLES | <]l N E = 282
2 - ¥ =l |tz |38 |5° g§8° 2§68 R+ £
14 2 3 - SIS o S = 178 b T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14 15 16 | 17 18 19 20
HO,
g
> 1) Hydroliza w 25% HCI
a < N HO  COOH 5 mi ia):
= = H )y (5 min., temp.wrzenia);
1 g g r\L9 P DMSO | brak danych 2) wykrywanie gr.NH,
S8 C © ‘ E aromat.
< Qg
= = (Ic? COOH woda, Wykryw. gr.-SH (r-cja z
2 %_ %_ HS/\|/ N etanol brak danych nitroprusydkiem sodu /
S g chloroform NH3)
= g % 2 O t
§a [ is] _O. aceton, o )
S 2 ifenyloamina w H,SO,
3|82 B o O2N NO etanol, eter| brak danych enyloar 2o
] G 2 o -2 = niebieskie zabarwienie
0% E N o etylowy
[}
> o
® s & | |
3 s %\ o C o goraca
4 5 T 2 N \©: _ woda, laktoza
3 g £ / o etanol
= _O
Eeg| § e 3
= o ] 3 2 . s
g 5 g =l s\N)KN,N goracy R-cje na obecno$é
5 |3® & ] H R laktoza S
£245 3 etanol sulfonamidéw
a© 9




Tabela 7. (c.d.)

1 2 3 4 5 6 10 | 11 12 13 14 15 16 | 17 18 19 20
% X 0\
.2 s 2 s
£0 35 E Q/ woda, laktoza,
6| & = R e metanol, kwas
[a) § 5 % N C\‘o /C’o chloroform | stearynowy
8 5 —N\x HCl
£ o Do roztworu w DMF
2 E NfN%NH aceton, doda¢ 1 kr. KOH / EtOH
7 B g ON_o 4 4 \/g etanol | brak danych = pom_ara_hczowe
5 z | ) o (95%) zabarwienie (forma
. "aci")
c |2 8 OO
s -
> Sx @ gorgca
8 5 gog {L x 2 HCI woda | Prak danych
- = 8
= g N
O \
E '§ 2 o goracy
T o 1
o S92 C aceton,
° §. g ¢ g /©/ j/\N x HCI gorgca lakioza
= 8 ° woda
s | 52 S~ ™
° B85 N
10 8 =3 \ o chloroform, | -1 danych Wykrywanie jodu
o o
I 2L metanol
& S E © ! X HCl
G~
[°) NO
- s 2 2|
7] 8 E o
s ERVE AR NN woda, kwas
1| 2 352 N/\Q/\S HCl ' Wi anie gr. -NO
c |5eg \_/ (_ww octowy ykrywanie gr. -NO,
2 = ©
5 ¢
25 | | o7
] SE |0 o
12 g £ g NG metanol | brak danych
8 8 |o |
[}
n S¢ |l N x HCI
O
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Tabela 7. (c.d.)

2 3 4 5 6 10 11 12 13 14 15 16 | 17 18 19 20
E‘ o Wykryw. alif.amin 2 rz.:
o Ry -
k=l N COOH rozpusci¢ w H,0, dodaé
£ £ )N\\ 1 ml aldeh. octowego
= b . )
13 % _% K\N NN kwas solny| brak danych NaHCOs, 2 kr. 1%
& HN\) K nitroprusydku sodu =
E niebieskie zabarw.
R-cje na obecnos$¢ beta-
COOH laktamow i
= cl o i 5
- 5 \5\ /’l\‘j o benzoesan aminokwasow, 2 mg
14 2 = s N woda | sodu, kwas bad. subst. + 0,25 ml
g D Ho v 'no AcOH + 0,1 ml CuSO4
o 2 rynowy. (10%) + 0,05 ml NaOH
(8%) = jasnozielone
. -
& o abarwienie
£ 08 HOOC oJ<
15 o § o g CHg etanol brak danych
[7) >l
< @
Q
IS
o
g c
5 < o OH Reakcje charakt. dla
2 5 N steroidow (m.in. stez
B 5 .in. .
16 § § etanol brak danych H,SO, + badanie
5 2 fluorescencii)
> I
I o
‘8 s @ § § @ et)?ltg\;/y
£ |edse COOH ’ Badanie pH, reakcja z
17 o S -E 5 ©/ etanol, | brak danych roztw. NaHCO,
% CERES aceton,
X¥Q279 chloroform
[}
-C,
% [} g ? ) OH woda. Wykryw. wt.
18 £ g 'g HO " I brak danych redukujgcych, badanie
% <8 O OH etano pH
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X. Skorowidz

1-Chloro-2,4-dinitrobenzed9, 53, 156
2,4-Dinitrofenylohydrazynal 32, 157
2-Naftol,51, 74, 81, 84, 85, 95, 132 153
4-Acetyloaminofenol
utlenianie 90
4-Nitrobenzenodiazoniowa s@9, 157
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