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Cwiczenie 7: Analiza preparatow farmaceutycznych

Cel: ¢wiczenie ma na celu przeprowadzenie analizy fazowej wybranych preparatow
farmaceutycznych z zastosowaniem proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej;
analiza fazowa polega na identyfikacji sktadu chemicznego lekow mozliwej dzigki
interpretacji dyfraktogramow cyfrowych uzyskanych przy uzyciu dyfraktometru
rentgenowskiego X’PERT firmy Philips

Wedtug polskiego ustawodawstwa® produktem leczniczym ,,jest substancja lub mieszanina
substancji, przedstawiana jako posiadajaca wiasciwosci zapobiegania Ilub leczenia chorob
wystepujacych u ludzi i zwierzqt lub podawana w celu postawienia diagnozy lub w celu
przywrdcenia, poprawienia lub modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu poprzez dziatanie
farmakologiczne, immunologiczne lub metaboliczne”. Leki dostepne w Polsce ujete sa w Rejestrze
Produktéw Leczniczych Dopuszczonych do Obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej,
prowadzonym przez Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
i Produktéw Biobojczych.

Skutecznos¢ preparatu farmaceutycznego w leczeniu danej choroby zalezy od bardzo wielu
czynnikéw. Najwazniejszymi z nich sa: budowa chemiczna i zastosowana dawka. Stosowane
w lecznictwie $rodki sa mniej lub bardziej skomplikowane pod wzgledem sktadu lub budowy
chemicznej. Spotykamy wsrod nich zardwno pojedyncze pierwiastki, proste zwiazki nieorganiczne,
jak 1 skomplikowane potaczenia organiczne, ztozone uktady fizykochemiczne lub subtelne zespoty
biochemiczne.

Zakres badan chemicznych, na podstawie ktorych oceniana jest jako$¢ i przydatno$é
substancji stosowanych w farmakoterapii obejmuje:

= potwierdzanie tozsamos$ci zwiazku lub jego identyfikacjg, substancje pomocnicze
= badanie czystosci: zanieczyszczenia dyskwalifikujace badany lek moga pochodzi¢ z produkc;ji
(zanieczyszczony substrat, rozpuszczalniki) 1 wtedy okre§lane sa jako zanieczyszczenia
niespecyficzne; moga tez powstawa¢ jako produkty uboczne podczas reakcji syntezy
substancji biologicznie czynnej lub jako produkty rozktadu substancji leczniczej na skutek
niewlasciwego przechowywania i wptywu rozmaitych czynnikdéw przyspieszajacych ten
rozktad ($wiatto, wilgo¢, temperatura) - ten typ zanieczyszczen okresla si¢ jako specyficzne
= okreslanie zawarto$ci substancji czynnej w badanym preparacie.
Ponad to w przypadku preparatow farmaceutycznych prowadzone sa badania majace na celu:
analize jako$ciowa substancji aktywnych w dostepnych na rynku lekach prostych i ztozonych,
okreslenic wplywu zmian strukturalnych lekdw na ich stabilno$¢ chemiczna i podatnosé
na metabolizm,
= sprawdzenie czystosci syntezowanych substancji biologicznie aktywnych wraz z analiza
wplywu przeprowadzonych procedur laboratoryjnych na czysto$§¢ i wydajno$¢ syntezy
otrzymanych zwiazkéw
= o0szacowanie zalezno$ci pomigdzy Struktura chemiczng a dzialaniem farmakologicznym oraz
wartoscia terapeutyczng lekow.

U

Dyfrakcja to zjawisko rozpraszania i interferencji promieniowania. Wedlug teorii Lauego,
kazdy z atomow sieci krystalicznej staje si¢ zrodlem fal sferycznych o takiej samej czgstosci drgan,
jak padajace na niego promienie rentgenowskie. Teoria dyfrakcji promieniowania wedlug Braggow
1 Wulfa méwi, ze kierunki wzmocnionych promieni rentgenowskich to kierunki selektywnego
interferencyjnego odbicia od okreslonych ptaszczyzn sieciowych krysztatu.

! Prawo farmaceutyczne, Dz. U. z 2001 r. Nr 126, poz. 1381
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Proszkowa dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction, XRD) stosowana jest do analizy
substancji krystalicznych i polikrystalicznych, a takze do okreslania sktadu fazowego i struktur
wystepujacych w badanych probkach statych. Dyfrakcja rentgenowska jest podstawowa metoda
analizy strukturalnej i defektowej materiatéw krystalicznych. Z zastosowaniem tej metody badane
sa m.in. farmaceutyki, stopy metali, numizmaty, materialty geologiczne i budowlane, popioty.
Metoda moze by¢ rowniez zastosowana do opisu odmian amorficznych. Ponadto proszkowa
dyfrakcja rentgenowska stosowana jest do wyznaczania parametrow komorki jednostkowej i grupy
przestrzennej oraz struktury czasteczkowej.

W dyfraktometrii proszkowej mamy do czynienia z badaniami materialow polikrystalicznych
sktadajacych si¢ z wielkiej liczby drobnych, przypadkowo zorientowanych krysztatow. Odnosi sie
to zarowno do sproszkowanych substancji, jak tez do typowych materialdow polikrystalicznych,
takich jak stal czy ceramika.

Dane dyfrakcyjne sa otrzymywane w postaci dyfraktogramow przedstawiajacych zaleznos¢
intensywnosci refleksow dyfrakcyjnych od odlegtosci migdzyptaszczyznowej d lub kata odbicia
braggowskiego 20. Dyfraktogram jest wtasciwy dla kazdej struktury i stanowi charakterystyczny
I niepowtarzalny obraz dyfrakcyjny danej substancji o okreslonym upakowaniu. Obraz dyfrakcyjny
pozostaje taki sam zaréwno dla substancji w stanie czystym jak rowniez w przypadku jej
wystepowania w mieszaninie. Dzigki temu mozliwa jest analiza sktadu danej probki z mozliwoscia
okreslenia rodzaju fazy w jakiej wystepuje dana substancja.

Proszkowa dyfrakcja rentgenowska znalazta zastosowanie w:

i) analizie fazowej i strukturalnej materiatow polikrystalicznych,

i) analizie strukturalnej monokrysztatow,

iii) analizie defektoéw w monokrysztatach i cienkich warstwach.

Zastosowanie tej techniki pozwala réwniez na:

jakosciowa 1 ilosciowa krystalograficzna (badanie fazowe),

okreslenie struktury krystalicznej w tym wskaznikowanie, a takze okreslenie parametrow sieci
krystalicznej,

wyznaczanie wymiaréw krystalitu (rozmiarow ziaren),

oszacowanie stopnia krystalizacji materiatu,

badanie mikronapre¢zen,

analiza cienkich warstw — preferowana orientacja,

badania tekstury.

=
=
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PRZYGOTOWANIE PROBEK:

= kilka tabletek lub niewielka ilo§¢ badanego preparatu farmaceutycznego nalezy rozetrzeé¢
w mozdzierzu agatowym lub ceramicznym na drobnoziarnisty proszek;

= przygotowana probke umiesci¢ w kuwecie pomiarowej modelujac przy pomocy szpatutki
mozliwie gtadka powierzchnig - probka powinna utrzymywac si¢ w kuwecie po ustawieniu
tejze do pozycji pionowej;

= umiesci¢ naczynko pomiarowe w uchwycie goniometru dyfraktometru;

= przeprowadzi¢ rejestracje widma korzystajac ze szczegdtowej instrukcji zamieszczonej
ponizej.



INSTRUKCJA OBSLUGI APARATU PHILIPS

Uruchamianie aparatu:

1. wilaczy¢ zasilanie gtdéwne (na $cianie, z tylu aparatu),

2. odkreci¢ wodg chtodzaca lampe rentgenowska (niebieska dzwignia zaworu powinna zostac
przekrecona o okoto 45°, tak aby na na przednim panelu aparatu nie pojawiat si¢ komunikat 0
niedostatecznym przeptywie wody — czerwona dioda ,,no waterfolw” z przodu urzadzenia
powinna zgasnac),

3. wiaczy¢ czarny przycisk (ON), znajdujacy sig z tytu aparatu, na dole (przycisk podczas pracy
aparatu $wieci si¢ na czerwono),

4. przekrecié kluczy¢ w aparacie do pozycji poziomej,

5. wcisna¢ w krotkim odstepie czasu przyciski: POWER-ON i HT-ON,

6. ustali¢ warto$¢ napigcia do 40kV (powoli, stopniowo przekreca¢ pokretto, zwracajac uwage na
to, aby nie byto skokéw natgzenia),

7. ustali¢ wartos¢ natg¢zenia do 30maA,

8. W celu uruchomienia pomiaru nalezy jednoczes$nie wcisnac przycisk SHUTTERS
i OPEN (SHUTTER 4).

Wylqczanie aparatu:

1. po zakonczeniu pomiaru zamykamy okienko naciskajac przycisk CLOSE (SHUTTER 4),

a nastepnie biaty przycisk z tylu aparatu, znajdujacy si¢ pod gniazdem X179 — co pozwoli na
prowt gniazda pomiarowego do potozenia poczatkowego,

2. calkowitego wytaczenia aparatu dokonujemy w kolejnosci odwrotnej niz w przypadku

uruchamiania, czyli:

zmniejszy¢ natezenie do wartosci 10mA,

zmniejszy¢ napigcie do wartosci 10kV,

wytaczy¢ zasilanie, czyli przyciski HT-OFF i POWER-OFF,
wylaczy¢ czarny przycisk (OFF) z tytu aparatu,

zamkna¢ doptyw wody,

wylaczy¢ zasilanie na $cianie.
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INSTRUKCJA OBSLUGI PROGRAMU DO REJESTRACJI WIDM

w

o

po uruchomieniu komputera, uruchamiamy program PHILIPEK znajdujacy si¢ na dysku D,

w menu gtownym programu wchodzimy w zaktadke measurement i wybieramy komendeg:
new,

nastgpnie wpisujemy tytul/nazwe badanej probki i akceptujemy ja wybierajac Enter,

Z rozwinigtej lity wybieramy plik z wymaganymi parametrami pomiaru, w szczegdlnosci:
zakres pomiarowy kata 2Theta, krok, czyli kat, o ktory zmienia si¢ potozenie goniometru, czas
zliczania pojedynczego impulsu (najczesciej stosowane parametry sa zapisane w pliku:
pomiarl — w tabeli 1 zamieszczonej na koncu instrukcji przedstawiono typowe warunki
przebiegu eksperymentu);

wybieramy komend¢ Run (Enter),

w zaktadce File wybieramy komendg: Save as 1 wpisujemy nazwe, pod ktora maja by¢
zachowane dane pomiarowe,

po zakonczeniu rejestracji widma wychodzimy z menu wybierajac komendg: Exit, w zaktadce
File,

zamykajac okno dialogowe konczymy pracg programu Philipek, wytaczamy komputer.



INSTRUKCJA OBSLUGI PROGRAMU DO ANALIZY WIDM ,,DHN-PDS”

1. program stuzacy do opracowywania danych pomiarowych znajduje si¢ na dysku D,
D:/Dhn_pds,

N

W celu uruchomienia programu nalezy otworzy¢ plik M.bat,

3. nastgpnie, kolejno wybieramy komendy z menu gtéwnego:

3.1
3.2.
3.3.

Translation

Utilities

New File — tutaj nalezy poda¢ nazwe pliku, w ktorym zapisane sa dane pomiarowe,
ktore chcemy opracowywac — plik z rozszerzeniem 01 lub tym, ktére nazwa probki
faktycznie posiada, np. LEK1.01 lub LEK1.DRN; mozna, po wcisni¢ciu klawisza Enter
wybra¢ zadany plik z listy),

4. w dalszej kolejnosci wybieramy komendy:

4.1.
4.2.

4.3.
44.

Import

DROnew (zamiast rozszerzenia DAN nalezy wpisa¢ 01 lub inne, to z ktérym plik zostat
faktycznie zapisany)

Enter (powstaje nowy plik, z ta sama nazwa i rozszerzeniem RAW)

Przechodzimy do gtownego menu przez Utilities, Exit

5. uruchamiamy kolejno?:

5.1
5.2.
5.3.
5.4.

5.5.

5.6.

Data process

Utilities

New File (nalezy wpisa¢ nazwe pliku z rozszerzeniem RAW lub po wcisnigciu klawisza
Enter wybra¢ plik z listy)

Strip (odejmowanie sktadowej zwiazanej z linia Ka2 promieniowania
charakterystycznego lampy rentgenowskiej)

Rachinger (nalezy wpisa¢ nazwe pliku z rozszerzeniem RAW lub po wcisnigciu
klawisza Enter wybra¢ plik z listy)

Enter (powstaje plik z rozszerzeniem PUR - oczyszczony dyfraktogram jest zapisywany
w pamigci, jako nowy dokument posiadajacy ta sama nazwg, co plik danych
doswiadczalnych, z rozszerzeniem PUR)

6. nastepnie uruchamiamy po kolei:

6.1.
6.2.

6.3.

Background (odejmowanie tta)

Auto Run (nalezy wpisa¢ nazwe pliku z rozszerzeniem PUR lub po wci$nigciu klawisza
Enter wybrac¢ plik z listy))

Enter (powstaje plik z rozszerzeniem SUB)

7. aby zarejestrowac ilos¢ refleksow i ich potozenie uruchamiamy kolejno:

7.1.

7.2.
7.3.

Peaks — polecenie umozliwia znajdowanie potozen refleksow (maksimow
intensywnosci) na analizowanym dyfraktogramie

Auto Run (nalezy wpisa¢ nazwg pliku z rozszerzeniem SUB)

Enter

8. aby zidentyfikowac zarejestrowane refleksy (tzn.: znalez¢ ich potozenie oraz intensywnos¢
wzgledna) wychodzimy z Graphics (Esc...) i wchodzimy, w menu gtéwnym, do:

? efekty kazdego z etapoéw opracowania danych mozemy obejrze¢ wybierajac komende Graphics , z menu glownego
(do ktérego wracamy przez: Utilities, Exit), a nastepnie polecenia:

Draw; Winl i z kolei: wpisujemy nazwe pliku, ktéry chcemy obejrze¢ z rozszerzeniem .SUB —

co powoduje pojawienie si¢ na ekranie ciaglego dyfraktogramu naszej probki.
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8.1.
8.2.
8.3.
8.4.
8.5.

8.6.
8.7.

8.8.

8.9.

Archives

Utilities

New File (nalezy wpisa¢ nazwg pliku z rozszerzeniem .PKS)

w zaktadce: Search/match

Run — w efekcie pojawi sig lista wszystkich wzorcow, ktore program uznat za pasujace
do dyfraktogramu eksperymentalnego LUB

w zaktadce: Extract

komenda Formula (pozwala na przeszukiwanie bazy np.: po wzorze substancji
chemicznej, ktorej obecnos¢ w probee chcemy potwierdzié, np. Fe,O3, Ca S O, itp.)
w odpowiedzi pojawi si¢ lista wzorcow, ktore pasuja do dyfraktogramu
eksperymentalnego — chcac wybra¢ wlasciwe wzorce, nalezy poréwnac¢ dopasowanie
potozenia refleksow wzorca do refleksow badanej probki wybierajac komende D
uwaga: nalezy zapisa¢ sobie numery kart pasujacych wzorcoOw oraz zachowac te karty
wybierajac S (przy numerze kart wzorca pojawi si¢ znak ”+)

9. aby dokona¢ potwierdzenia identyfikacji sktadnikow analizowanego dyfraktogramu nalezy
wyj$¢ do menu gléwnego, a nastgpnie uruchomié:

9.1.
9.2.
9.3.
9.4.

9.5.
9.6.

9.7.
9.8.

9.9.

Graphics

Draw

Winl

nalezy wpisa¢ nazwg pliku z analizowanym widmem z rozszerzeniem .SUB (np.
LEK1.SUB)

aby natozy¢ wybrane w Archives dyfraktogramy wzorcowe na dyfraktogram
eksperymentalny badanego leku nalezy:

Draw

Win 1

Po komunikacie ,,File to...” wciskajac Enter wybieramy z listy wzorcowy dyfraktogram
lub wpisujemy numer karty zaznaczonego wczesniej w Archives wzorca, np.:
05-0987.PKS

Po komunikacie ,,Arrows/Sticks” wybieramy S, co pozwala na naniesienie refleksow
substancji wzorcowej na refleksy z dyfraktogramu eksperymentalnego; uwaga:
identyfikacja fazy jest mozliwa, gdy potozenie refleksow wzorca i1 probki analizowane;
jest zgodne (refleksy nakladaja si¢ na siebie).

10. Gdy zidentyfikujemy wszystkie refleksy mozemy analizowany dyfraktogram wydrukowac lub
skopiowa¢ do programu Word lub Photo Editor; w tym celu po wybraniu opcji Print Scrn,
wklejamy rysunek do programu Photo Editor, robimy negatyw, wycinamy interesujacy nas
fragment obrazu i wklejamy do np.: dokumentu w programie Word.

UWAGA!
aby powrdci¢ do menu gldéwnego ZAWSZE w zakladce: Utilities nalezy wybra¢ polecenie
Exit.



Tabela 1. Warunki pracy proszkowego dyfraktometru rentgenowskiego X’PERT (firmy Philips)

Generator
Goniometr
Detektor
Licznik
Modut kontrolny
Lampa

Promieniowanie
Napigcie
Natezenie
Zakres pomiarowy kata 260
Wielkos¢ kroku
Czas pomiaru pojedynczego impulsu

PW 1830

PW 3020 (pionowy)

Pw 1711 (proportional detector)
PW 3719

PW 3710

Cu, Long Fine Focus

CuKa (A =0.15418 nm)
40 kV

30 mA

5-100 stopni

0,05 stopnia

2 sekundy

SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie moze zawiera¢ bardzo krétki opis zastosowanej procedury i stosowanej
metody pomiarowej, natomiast MUSI zawiera¢ opis zidentyfikowanych sktadnikéw preparatu oraz
rysunek, na ktorym dyfraktogram badanego preparatu zestawiony bedzie z dyfraktogramami

wzorcow zidentyfikowanych faz.
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