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Uvod

Imipramin (IMIP) je liec¢ivo patriace do skupiny tri-
cyklickych antidepresiv (Schéma 1). Objavenie tohto inhi-
bitora monoaminooxiddzy znamenalo prevrat v mozZnos-
tiach lieCby depresie. U deti sa IMIP pouZiva pri liecbe
no¢ného pomocovania (enurézy), u dospelych je predpiso-
vany pri liecbe panickej poruchy a na zlepSenie nalady,
spanku a chuti do jedla'. Aj napriek tomu, e IMIP ma
velmi dobré terapeutické vlastnosti, objavuji sa
v lekarskej praxi aj neziaduce ucinky ako napr. hyperten-
zia, tachykardia, arytmia, bolesti hlavy a zavraty”. V tejto
suvislosti sa pozornost’ chemikov sustred’'uje na nové ana-
lytické postupy vyuZivajlice moderné inStrumentdlne me-
tody pre citlivé a selektivne stanovenie IMIP a inych anti-
depresiv v klinickych a farmaceutickych vzorkach.

Za Ucelom detekcie a stanovenia IMIP boli doposial’
vyvinuté rdzne sofistikované analytické postupy vyuZiva-
juce predovsetkym separa¢né metody ako napr. vysokou-
¢inna kvapalinova chromatografia®*, plynova
chromatografia®® a kapilarna elektroforéza’. Spektralne
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Schéma 1. Struktirny vzorec imipraminu

metody (spektrofotometria®, chemiluminiscencia’
a Ramanova spektrometria') sa pre stanovenie IMIP vyu-
zivaju len sporadicky samostatne, CastejSie sa pouZzivaju
ako detekénd technika v spojeni so separacnymi
metodami''. Pre tieto metody je charakteristickd vyborna
citlivost’ a selektivita, avSak Castokrat na tkor ¢asového
hladiska a obstaravacich nakladov.

Moderné elektroanalytické metody sa v poslednych
rokoch stavajii ¢oraz ziaducej$imi v rozlicnych oblastiach
praxe vzhl'adom na ich nizke néklady, konstruk¢ént jedno-
duchost’, moznost’ miniaturizdcie, vyborni reprodukova-
tePnost a dostatoéna citlivost'?. 'V savislosti s elektro-
analytickym stanovenim IMIP, Biryol a spol. predstavili
uhlikova  pastovi  elektrodu (CPE) modifikovanu
N-vinylimidazolom ako citlivy elektrochemicky senzor pre
stanovenie IMIP aamitriptylinu vo farmaceutickych
vzorkach". Jankowska-Sliwinska a spol. vyvinuli selektiv-
ny elektrochemicky DNA biosenzor pre detekciu IMIP na
nanomolarnej koncentracnej Grovni za vyuZitia zlatej elek-
trody ako substratu'®. Stanoveniu IMIP vo vzorkach lie¢iv
a v l'udskom sére pomocou prietokovej injek¢nej analyzy
sa venoval Ortufio aspol., pricom stanoveny detekény
limit (LOD) bol 0,42 uM (cit."®). Elektroda zo sklovitého
uhlika v kombinacii s adsorptivnou diferen¢nou pulzovou
voltampérometriou bola Galeanom-Diazom a spol. pouzita
pre kvantifikaciu IMIP v l'udskom sére (LOD = 11 nM)'¢.
Voltampérometrické spravanie IMIP a jeho stanovenie vo
farmaceutickych a biologickych vzorkach skiimali Khodari
a spol., pricom ako pracovnu elektrédu pouzili CPE modi-
fikovant mastnymi kyselinami (LOD na trovni 1 nM)"".
Pouzitie kompozitnej elektrody pripravenej zo zmesi grafi-
tu a polyuretdnu pre stanovenie IMIP s LOD na nanomo-
larnej koncentracnej tirovni popisali vo svojej praci Toledo
aspol.'®. Dal§imi pracovnymi elektrodami pouZitymi
v elektroanalyze IMIP boli CPE modifikovana nanocasti-
cami TiO, svelmi nizkym LOD = 04nM (cit."’)
a siet'otlaou pripravené elektrody modifikované B-cyklo-
dextrinmi (LOD = 20 nM)*.

Cielom predlozenej prace bol vyvoj jednoduchej
a rychlej metody na stanovenie IMIP vo farmaceutickych
vzorkach vyuzitim diferenénej pulzovej voltampérometrie
na boérom dopovanej diamantovej elektrode (BDDE).
Hlavnymi vyhodami tohto perspektivneho elektrodového
materidlu st nizka kapacita elektrodovej dvojvrstvy, Siroky
rozsah potencialov, mechanicka robustnost’, biokompatibi-
lita a miniméalna nachylnost’ k pasivacii’'.
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Experimentalna ¢ast’
Chemikalie

Zasobny roztok IMIP (99%, p.a., Sigma-Aldrich,
Bratislava, SR) o koncentracii 1 mM bol pripraveny roz-
pustenim prislusného mnozstva Standardu (0,032 g)
v 100 ml deionizovanej vody. Pracovné a kalibrané rozto-
ky nizSich koncentracii IMIP boli pripravené presnym
riedenim zasobného roztoku so zakladnym elektrolytom
priamo v elektrochemickej cele. Brittonov-Robinsonov
(BR) pufor bol pripraveny zmieSanim kyseliny fosforecne;j
(85%, p.a., Lachema o.p., Brno), kyseliny boritej (99%,
p.a., Lachema o.p., Brmo) a kyseliny octovej (98%, p.a.,
Mikrochem s.r.o., Pezinok), pricom koncentracia kazdej
zlozky bola 0,04 M a pH bolo nasledne upravené pomocou
02M NaOH. VsSetky roztoky boli pripravené
v deionizovanej vode (EUROWATER, Bratislava) a boli
uchovavané pri +5 °C.

Aparatura

Voltampérometrické merania boli vykonané pomocou
elektrochemického analyzatora AUTOLAB PGSTAT
302N (Metrohm Autolab B.V., Holandsko) v spojeni
s externym stojanom PA-4 SMDE (Laboratorni pfistroje,
Praha) v trojelektroédovom zapojeni. Obsluha, priebeh me-
rani azber dat boli zabezpeCené programom NOVA
(Metrohm, verzia 1.8). Ako pracovna elektroda bola pou-
zita BDDE s kruhovym filmom s aktivnym povrchom
0,43 mm* a pomerom B/C = 4000 ppm v plynnej faze pri
jej priprave. BDD film bol pripraveny metédou chemickej
depozicie par v prostredi rozzeravenych vlakien (HF CVD)
na Ustave elektroniky a fotoniky, Fakulty elektrotechniky
a informatiky STU v Bratislave, pricom ako substrat bol
pouzity vysokovodivy (0,008-0,024 Q cm) N (100) typ sili-
koénového substratu s 2 um vrstvou SiO,. Referencnou
elektrodou bola argentochloridova (Ag/AgCl/3M KCI)
elektroda a platinovy drdtik sluzil ako pomocna elektroda.
Hodnoty pH zakladného -elektrolytu boli merané na
pH metri s kombinovanou sklenenou elektrédou pHeno-
menal®” pH 1100L meter (VWR, Bratislava).

Voltampérometrické merania

Cyklickd voltampérometria (CV), voltampérometria
s linearne premennym potencidlom (LSV) a diferencna
pulzova voltampérometria (DPV) boli pouzité pre Stadium
elektrochemického spravania IMIP a jeho analytické sta-
novenie. Hodnoty DPV parametrov (velkost’ pulzu a dizka
pulzu pri konstantnej hodnote potencialového kroku 5 mV)
boli pred pouZzitim optimalizované s cielom dosiahnut’ ¢o
najvyssiu citlivost’ a selektivitu. Povrch BDDE bol vzdy
pred prvym meranim na zaciatku pracovného dna oplach-
nuty deionizovanou vodou a nasledne elektrochemicky
¢isteny pomocou CV v prostredi 1,5 M H,SO,4 v rozmedzi
potencidlov od —2 az +2 V pri polarizac¢nej rychlosti
500 mV s (30 cyklov). Kalibrané roztoky boli priprave-
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né pridanim prislusného objemu pracovného roztoku IMIP
(c 0, mM) k20ml zékladnému elektrolytu
v elektrochemickej cele, priCom vysledna koncentracia
bola prepocitand na celkovy objem. Vysky pikov boli vy-
hodnotené od zékladnej linie pradu tvorenej priamkou
spajajicou minimum pred aza prisluSnym pikom (bez
korekcie pozadia). Vsetky voltampérogramy v praci
s vynimkou merania opakovatel'nosti (zdznamy merané 20x)
boli registrované celkovo trikrat (n = 3) a nasledne Statis-
ticky vyhodnotené pomocou OriginPro 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA). Detek¢ény limit (LOD)
bol vypocitany ako trojndsobok smerodajnej odchylky
useku podeleny smernicou kalibracnej priamky (n = 3).
Vsetky experimenty boli uskuto¢nené pri laboratornej
teplote.

Redlne vzorky farmaceutickych pripravkov

Redlnymi vzorkami boli farmaceutické tablety Meli-
pramin”™ (EGIS Pharmaceuticals PLC, Madarsko), ktoré
ako uCinnt latku obsahuju IMIP v mnozstve 10 mg
(vzorka A) a 25 mg (vzorka B). Zasobny roztok prislusne;j
vzorky bol pripraveny rozdrvenim 10 tabliet (priemerna
hmotnost’ tablety v pripade vzorky A aB bola 0,393 g
resp. 0,416 g) v achatovej miske, zhomogenizovanim
a rozpustenim 0,155 g resp. 0,174 g prasku v malom obje-
me deionizovanej vody. Zmes bola nésledne prefiltrovana
a filtrat bol doplneny deionizovanou vodou v 100 ml od-
mernej banky (zésobny roztok vzorky). Analyza sa usku-
to¢nila pomocou DPV v elektrochemickej cele s 20 ml
zakladného elektrolytu, pricom bola pridana alikvotna Cast’
zasobného roztoku vzorky (300 pl). Koncentracia IMIP
v tabletach bola stanovena metddou pridavku Standardu
(pridavky: 1, 2 a3 ml roztoku IMIP o koncentracii ¢ =
0,1 mM).

Vysledky a diskusia
Voltampérometrické spravanie IMIP na BDDE

Sledovanie voltampérometrického spravania IMIP
a optimalizacia experimentalnych podmienok boli Studo-
vané pomocou CV aLSV pri polarizacnej rychlosti
100 mV s s vyuzitim 0,1 mM IMIP v BR puftri v rozsahu
pH 2-12. LS voltampérogramy preukdzali, Ze elektroche-
micka aktivita IMIP na BDDE sa v zavislosti od pH preja-
vila pritomnost’ou celkovo troch oxidacnych pikov, pricom
najintenzivnejsi bol pozorovany pri +0,75 V (v praci sme
sa d’alej blizSie venovali len tomuto piku) a dva malo in-
tenzivne sovalnym maximom pri +1,0V a+1,5V
(obr. 1). S nérastom pH zikladného elektrolytu sa postup-
ne zvySovala aj prudova odozva IMIP (prvy pik, jeho po-
loha je znazornend vo vloZenom grafe na obr. 1), pricom
pri pH 9 bol zaznamenany oxidacny pik IMIP s najvicsou
intenzitou. Vyrazny pokles pridového maxima IMIP bol
pozorovany pri pH 11 a 12 a zaroven sa zvySoval aj prad
pozadia. Pri pH 12 bol oxidacny pik IMIP prakticky nevy-
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Obr. 1. LS voltampérogramy 0,1 mM IMIP v BR pufri
s roznym pH (2— 12) na BDDE pri polarizacnej rychlosti 100
mV s~ Zavislost E, = f(pH) a I, = f(pH) pre prvy oxidacny pik
IMIP je vlozena vo vnutri grafu

hodnotitelny. Druhy oxida¢ny pik IMIP sa v LSV zé4zna-
me preukazal az pri pH 8, s d’al§im narastom pH jeho in-
tenzita narastala. Pre d’alSie voltampérometrické merania
bol vd’aka najvdcsej prudovej odozve IMIP (prvy pik)
vybrany BR pufor s pH 9.

Elektrédova reakcia IMIP na BDDE sa javi ako ire-
verzibilny dej, nakol’ko pri CV meraniach sa v spdtnom
skene nepozoroval katodicky pik prislachajici elektroche-
mickej redukcii analytu (obr. 2). Okrem toho, nizka prado-
va odozva zéakladného elektrolytu dokazuje, ze zvyskovy
prud na BDDE je za danych experimentalnych podmienok
maly. Z literatiry mozno usudzovat, ze IMIP sa na pra-
covnej elektrode oxiduje takym spdsobom, Ze najskor do-
chadza k odstiepeniu dvoch elektronov zo Sest¢lenného
kruhu molekuly IMIP, ktora nasledne reaguje s d’alSou
molekulou IMIP za vzniku dimérov'®.

V d’alSom kroku bolo usilie zamerané na $tidium
vplyvu polariza¢nej rychlosti (v) na pradovi odozvu oxi-
dacie IMIP (/,). Ako demonstrujit CV z4dznamy na obr. 3,
s rasticou polarizac¢nou rychlostou (v rozsahu od 0,01 az
0,5Vs™') narastala aj intenzita pridovej odozvy IMIP
podl'a Randlesovej-Sevéikovej rovnice (1):

I/uA = (0,256 % 0,009 /(V s+ (0,003 = 0,004)
(R*=0,992) (1)

Dosiahnuty stupen linearity s nizkou hodnotou tseku
prislusnej zavislosti dokazujli, ze elektrodova reakcia
IMIP na BDDE je diftziou kontrolovany dej. Platnost’
diflizie potvrdzuje aj logaritmickd analyza, kde zdvislost’
log I,= f(log v) (2) vykazuje linedrny charakter s hodnotou
tiseku blizkej k teoretickej hodnote 0,5 (cit.?):

log I, = (0,592 + 0,031) + (0,475 = 0,036) log v
(R*=0,985) 2)

Z nameranych CV zaznamov tiez vyplyva, ze
s rasticou hodnotou polarizacnej rychlosti sa maximum
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Obr. 2. Cyklické voltampérogramy zakladného elektrolytu
(BR pufor s pH 9, krivka 1) a IMIP (¢iwrp = 0,1 mM) v BR
pufri s pH 9 (krivka 2) na BDDE pri polariza¢nej rychlosti
100 mV s

prudovej odozvy IMIP posuvalo k pozitivnejSim hodno-
tam, pricom tento jav je typicky pre ireverzibilné
systémy™.

Voltampérometrické stanovenie IMIP

Diferentnd pulzova voltampérometria (DPV) bola
pouzita ako citliva elektrochemicka technika pre stanove-
nie IMIP. V prvom kroku boli optimalizované inStrumen-
talne parametre DPV (velkost’ pulzu a ¢as pulzu pri kon-
Stantnej hodnote potencidlového kroku 5 mV), ktoré vply-
vaju na velkost' atvar oxida¢ného piku IMIP. Ako opti-
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Obr. 3. Cyklické voltampérogramy 0,1 mM IMIP v BR pufri
s pH 9 na BDDE pri réznych polariza¢nych rychlostiach: 0,01
(1); 0,025 (2); 0,05 (3); 0,1 (4); 0,2 (5); 0,3 (6); 0,4 (7)2 0,5 (8) Vs ™.
Zodpovedajuce linearne zavislosti 7, = f(v'"?) a log 1, = f(log v) pre
prvy oxidaény pik IMIP st vlozené vo vnutri grafu
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Obr. 4. DP voltampérogramy IMIP v BR pufri spH 9 na
BDDE pre koncentracie IMIP (cpvyp): 0 (1); 1,5 (2); 2,0 (3); 2,4
(4); 3,4 (5); 4,8 (6); 6,1 (7); 8,3 (8); 12,3 (9) a 19,4 (10) uM. DPV
parametre: vel'kost’ pulzu 100 mV, ¢as pulzu 75 ms, potencialovy
krok 5 mV. Zodpovedajica kalibracnd priamka I, = f(civip) je
vlozena vo vnutri grafu

Tabulka I
Ziskané analytické parametre kalibracnej zavislosti pre
stanovenie IMIP technikou DPV na BDDE (n = 3)

Parameter Hodnota
Usek [nA] 0,09 + 0,14
Smernica [nA pM '] 1,91 + 0,04
Linearny dynamicky rozsah [uM] 1,5-19,4

R 0,997
LOD [uM] 0,5
Opakovatelnost™ [%)] 5,4

* RSD pre najniz§iu koncentra¢nt hladinu IMIP (1,5 pM)

pre n =20

malne hodnoty velkosti a ¢asu pulzu boli vybrané 100 mV
a 75 ms, pri ktorych bol oxidacny pik IMIP dostato¢ne
intenzivny a nevykazoval deformaciu. Tieto hodnoty boli
v d'alSom kroku pouzité na zostrojenie kalibracnej krivky.
Obr. 4 znazoriiuje DP voltampérogramy elektrochemicke;j
oxidacie IMIP na BDDE pre kalibracné roztoky IMIP
v koncentraénom rozsahu od 1,5 do 19,4 uM (R* = 0,997).
Tabulka I uvadza dosiahnuté hodnoty validacnych para-
metrov, ktoré su priamym odzrkadlenim vykonnosti danej
metddy. Hodnota LOD = 0,5 pM je dostatocne nizka na to,
aby vyvinutd metdda mohla byt’ aplikovana pre stanovenie
stopovych koncentracii IMIP v réznych vzorkach. Opako-
vatel'nost’ metddy vyjadrena vo forme relativnej smerodaj-
nej odchylky (RSD) predstavuje 5,4 % pre dvadsat’ za
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Obr. 5. DP voltampérogramy analyzy farmaceutickych tabliet
Melipramin® (s obsahom 25 mg IMIP, vzorka B) na BDDE
s objemom pridavku Standardu IMIP (cpp = 0,1 mM)
k 20 ml BR pufru s pH 9: Cisty elektrolyt (1), bez pridavku (2),
1 ml (3), 2 ml (4) a 3 ml (5). DPV parametre: velkost’ pulzu 100
mV, ¢as pulzu 75 ms, potencidlovy krok 5 mV. Vlozeny graf
zobrazuje zavislost' velkosti oxidacného piku od koncentracie
zodpovedajucej pridavku standardu IMIP

sebou iducich DPV merani vykonanych na najnizsej kon-
centracnej hladine IMIP (1,5 uM) kalibracnej krivky na
tom istom pristroji a tym istym pracovnikom. Nizka RSD
hodnota potvrdzuje vyborné vlastnosti pouzitej pracovnej
elektrody so zanedbatelnym vplyvom adsorpcie IMIP
resp. produktov jeho elektrochemickej oxidacie.

Vyvinuta metdda bola nasledne aplikovana na analy-
zu farmaceutickych tabliet sroéznym obsahom IMIP
(vzorka A a B) pomocou metddy pridavku Standardu. Na
obr. 5 st zobrazené DP voltampérogramy pre analyzu
tabliet Melipramin®, u ktorych vyrobca deklaruje obsah
25 mg IMIP v jednej tablete (vzorka B). Je evidentné, ze
pridavkom Standardu sa oxida¢ny pik IMIP pri +0,6 V vo
vzorke proporcionalne zvySoval, pricom potencialové ma-
ximum sa s pridavkami mierne posuvalo ku kladnej$im
hodnotam. V tab. II je uvedeny prehlad stanovenych obsa-
hov IMIP pre obidva analyzované farmaceutické priprav-
ky. Dosiahnuté vytaznosti boli na Grovni 99,0 % (vzorka
A) a100,4 % (vzorka B), pricom stanovené hodnoty
v porovnani so skuto¢nou hodnotou lezali v ramci interva-
lu spolahlivosti s P = 95 %, o sved¢i o spravnosti dosiah-
nutych vysledkov. Vplyv moznych interferencii pritom-
nych vo vzorkach tabliet tak moZno povazovat' za zane-
dbatel'ny.

V porovnani s inymi elektroanalytickymi metodami
pre stanovenie IMIP je dosiahnuty LOD v tejto praci
o jeden az dva rady vyssi ako v predchadzajicich refera-
toch opisujucich stanovenie tohto antidepresiva, predo-
vSetkym na rozlicnych chemicky modifikovanych
elektrodach'>'*'72°. V tejto suvislosti viak pouzitie ho-
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Tabulka II
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Analyza komerénych farmaceutickych pripravkov Melipramin® s deklarovanym obsahom IMIP 10 mg (vzorka A) a 25 mg

(vzorka B) metddou pridavku Standardu (n = 3)

Vzorka tabliet Ocakdvané mnozstvo IMIP  Stanovené mnozstvo IMIP * Vytaznost
[mg] [mg] (7]

A 10 9,9+0,5 99,0

B 25 25,1+0,5 100,4

* Interval spolahlivosti vypo¢itany podla [ x =+ tn_ljuSD/n” 2]; t2,0.05 = 2,92

lych (nemodifikovanych) elektrdd vo vSeobecnosti reduku-
je naklady a znizuje aj riziko chyb merania. Dosiahnuté
vysledky v tejto praci dokazuju, Ze pri analyze farmaceu-
tickych vzoriek, u ktorych z pohladu citlivosti a selektivity
nie su naro¢né poZiadavky, moéze BDDE predstavovat’
efektivnu alternativu k chemicky modifikovanym elektro-
dovym povrchom.

Zaver

Vramci predkladanej prace bola vyvinutd rychla,
jednoducha a dostatocne citliva elektroanalyticka metoda
pre priame stanovenie imipraminu (IMIP) na BDDE. Volt-
ampérometrické spravanie tohto antidepresiva bolo Studo-
vané pomocou cyklickej voltampérometrie a voltampéro-
metrie s linedrne premennym potencialom v pritomnosti
Brittonovho-Robinsonovho (BR) pufru. Vysledky preuka-
zali, ze IMIP podlieha ireverzibilnej a diftiziou kontrolova-
nej oxidacii s vyraznou prudovou odozvou pri potenciali
+0,75 V v BR pufri s pH 9. Nizky detekény limit (0,5 M)
a dobré opakovatel'nost’ (RSD = 5,4 % pre n =20 a cyvip =
1,5 uM) boli dosiahnuté vyuzitim diferencnej pulzovej
voltampérometrie.

Vyuzitel'nost’ vyvinutej metdédy v praxi bola demon-
Strovana analyzou komerénych farmaceutickych vzoriek
s vyt'aznostami v rozmedzi 99,0 az 100,4 %. Dosiahnuté
vysledky potvrdzuji opravnenost’ pouzitia BDDE ako
citlivého elektrochemického senzora pre kontrolu kvality
farmaceutickych pripravkov obsahujucich IMIP.

Tato praca bola podporovana Vedeckou grantovou
agenturou VEGA ¢. 1/0489/16 a 1/0558/17.
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Voltammetric Determination of Antidepressant Imi-
pramine in Pharmaceutical Preparations Using Boron-
Doped Diamond Electrode

Herein, the direct electroanalytical determination
of antidepressant imipramine using a boron-doped
diamond electrode is presented. Cyclic and linear
sweep voltammetric measurements revealed one dis-

Laboratorni pfistroje a postupy

tinct, irreversible and diffusion-controlled oxidation
peak at +0.75 V (vs. Ag/AgCl) and oval-shaped peaks
at +1.0V and +1.5V in the presence of Britton-
Robinson buffer at pH 9. Using differential pulse volt-
ammetry, the peak current of IMIP was found to be
linear function of the concentration from 1.5 to
19.4 uM with the obtained detection limit of 0.5 uM
and good repeatability (relative standard deviation of
5.4 % for n = 20 at 1.5 uM IMIP). The practical use-
fulness of the developed method was successfully
manifested on the analysis of pharmaceutical tablets
with significant recoveries (99.0-100.4 %). Finally,
boron-doped diamond electrode could be considered
as an alternative to widely used chemically modified
electrodes in antidepressant sensing and may be ap-
plied as a sensitive electrochemical sensor in routine
pharmaceutical analysis.
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