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1. 
UVOD
1.1. ROPINIROL
Ropinirol hidroklorid, [4-[2-(dipropilamino)etil]-1,3-dihidro-2H-indol-2-on] hidroklorid (Slika 1.) je novi antiparkinsonik, razvijen od strane GlaxoSmithKline-a. Patent mu je istekao u svibnju 2008. te danas postoji i u generičkoj formi na tržištu. 

Ropinirol je izravni agonist D2- i D3-dopaminergičkih receptora s većim afinitetom za D3 receptore. Ne potječe iz ergot alkaloida, poput bromokriptina koji ima istu indikaciju. Metabolizira se u jetri u inaktivne metabolite preko CYP1A2 enzima. Indiciran je kod Parkinsonove bolesti, gdje može biti primijenjen kao adjuvantno sredstvo uz levodopu ili kao monoterapija početnog parkinsonizma. Pokazao se učinkovitim u sindromu nemirnih nogu (Francetić i sur., 2010, Matheson i Spencer, 2000.). 

Parkinsonova je bolest idiopatska progresivna degeneracija pigmentnih stanica supstancije nigre koja rezultira smanjenjem količine neurotransmitera dopamina. U bazalnim ganglijima nastaje neurohumoralna neravnoteža što rezultira razvojem karakterističnih simptoma i znakova bolesti kao što su rigidnost, tremor, gubitak posturalnih simptoma i oskudnost pokreta. Terapija se zasniva na popravku neurohumoralne neravnoteže, ali se time progresija bolesti ne zaustavlja. Stoga se u simptomatskom liječenju Parkinsonove bolesti primarno djeluje na pojačavanje aktivnosti endogenog dopamina ili primjenom prekursora dopamina (levodopa) ili davanjem izravnih agonista dopaminergičkih receptora poput bromokriptina, ropinirola ili pramipeksina (Francetić i sur., 2010.).
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Slika 1. Struktura ropinirola

Ropinirol se primjenjuje oralno te je nužan oprez kod bolesnika s kardiovaskularnim bolestima, kod bolesnika sa psihičkim promjenama te je kod bubrežnih bolesnika potrebno smanjiti dozu lijeka. Prekid terapije se vrši postepeno. Stupa u interakcije s estrogenima koji smanjuju koncentraciju ropinirola u plazmi, a inhibitori izoenzima CYP1A2 poput cimetidina, ciprofloksacina i fluvoksamina povećavaju njegovu koncentraciju u plazmi. 
Nakon oralne administracije, bioraspoloživost lijeka iznosi oko 50% te se 40% lijeka veže za proteine plazme (Kaye i Nicholls, 2000.). Vrijeme poluživota iznosi šest sati. Metabolizira se procesima N-depropilacije i hidroksilacije. Manje od 10% lijeka se izlučuje nepromijenjeno urinom. Najčešći metabolit, zastupljen 40% u urinu, je N-despropil ropinirol. Hrana ne utječe na opseg apsorpcije lijeka. Volumen distribucije lijeka iznosi 7.5 L/kg. Topljivost lijeka u vodi iznosi 133 mg/mL (http://www.drugbank.ca/drugs/DB00268).
Nuspojave koje se mogu javiti tijekom primjene lijeka su mučnina, somnolencija, edem nogu, abdominalna bol, povraćanje i sinkope. Opisane su također diskinezije, halucinacije (15%) i konfuzno ponašanje u bolesnika koji uzimaju ropinirol i levodopu. Povremeno se može javiti ozbiljna hipotenzija, bradikardija i klinička slika slična narkolepsiji (naglo zapadanje u san).   
Liječenje započinje primjenom ropinirola 3 x 0.25 mg na dan tijekom tjedan dana, a zatim se tijekom iduća tri tjedna povećava svaki tjedan za po 3 x 0.25 mg na dan, do ukupne doze od 3 mg podijeljene u tri dnevne doze. Uobičajena doza održavanja je 3-9 mg na dan podijeljeno u 3 doze, premda su katkad potrebne i veće doze da bi se postigao terapijski učinak, pogotovo ukoliko se lijek uzima istodobno s levodopom. Liječenje tabletama ropinirola s postupnim otpuštanjem je 1 tableta od 2 mg na dan tijekom prvog tjedna, a zatim se doza može povisiti na 4 mg na dan od drugog tjedna liječenja. Doza se može titrirati i na više doze. Maksimalna je doza 24 mg na dan. Ako je u bolesnika primijenjen neki drugi agonist dopamina te se pokušava promijeniti terapija, tada 15 mg ropinirola odgovara dozi od 4.5 mg pramipeksola ili dozi od 30 mg bromokriptina. 
Ropinirol je u Hrvatskoj registriran pod sljedećim imenima: ROPIOL (Farmal), REQUIP MODUTAB (GlaxoSmithKline) i EMINENS (Belupo). Dolazi u obliku film tableta te tableta sa produženim oslobađanjem (Bencarić, 2011.).
1.2. ELEKTROANALITIČKE METODE

Elektroanalitičke metode su analitičke metode visoke osjetljivosti, točnosti i preciznosti. Imaju široku primjenu u farmaciji (Brooks i Tsai, 1996.). U ranim fazama istraživanja i razvoja lijekova upotrebljavaju se u elektroorganskoj sintezi farmakološki zanimljivih molekula i u ispitivanju njihovog učinka korelacijom redoks potencijala i aktivnosti. Poznavanje mehanizma redoks reakcije može razjasniti mehanizam djelovanja lijeka i njegove biotransformacije reakcijama prijenosa elektrona poznavajući mehanizam redoks reakcije. Također, ovim metodama se mogu pratiti interakcije lijekova s proteinima, DNA i metalnim ionima (Nigović i Behetić, 2007.).
Velika prednost ovih metoda je ta što nije potrebno prethodno provesti postupke odjeljivanja pa ih s lakoćom možemo primjenjivati za identifikaciju i određivanje ljekovitih tvari u različitim uzorcima, od farmaceutskih sirovina, različitih ljekovitih oblika, do bioloških tekućina nakon terapijskih doza. Ove su metode također selektivne pa je omogućena selektivna detekcija ljekovitih tvari, pri čemu selektivnost ovisi o dostupnom rasponu potencijala elektroaktivnih tvari. 

Kod ovih metoda podatak o koncentraciji, aktivitetu ili drugom termodinamičkom svojstvu određivane molekulske vrste dobivamo u ovisnosti o električnom naponu, struji ili naboju. Prema signalu pobude, čija je posljedica odvijanje elektrokemijske reakcije na radnoj elektrodi i mjerenoj varijabli iz koje se dobiva željeni analitički ili drugi podatak o ispitivanoj otopini, dijele se na: potenciometriju, voltametriju, kronoamperometriju, elektrogravimetriju, kronopotenciometriju, kulometriju i konduktometriju. Neke od ovih metoda se primjenjuju i u Europskoj farmakopeji: konduktometrijski se određuje čistoća farmaceutske vode mjerenjem njezine vodljivosti i čistoća farmaceutskih tvari (Europeian Pharmacopoeia 7th ed., 2010.). 

Elektrokemijski senzori se danas primjenjuju i u rutinskim analizama (Kauffmann, 2002.) te najpoznatiji biosensor na bazi enzima je amperometrijski senzor glukoze koji se upotrebljava u kućnoj upotrebi i kliničkim laboratorijima za uobičajeno određivanje glukoze u krvi.            

1.2.1. VOLTAMETRIJA

Voltametrija je skupina elektroanalitičkih postupaka u kojima je signal pobude električni napon. Signal odaziva članka je struja, koja se mjeri kao funkcija narinutog napona. Oblik i vremenska ovisnost amplitude signala pobude mogu biti različiti (Piljac, 2010.). Ova skupina elektroanalitičkih postupaka se počinje razvijati otkrićem polarografije 1922. češkog kemičara Jaroslava Heyrovskyog, dobitnika Nobelove nagrade 1959. Grafički prikaz signala odaziva voltametrije naziva se voltamogram i  pokazuje ovisnost struje o potencijalu. 
Najčešće primjenjivane voltametrijske metode su ciklička, diferencijalna pulsna, pravokutnovalna i stripping voltametrija, kao i različite vrste polarografije koje se od ostalih voltametrijskih tehnika razlikuju po tome što radna mikroelektroda ima oblik kapajuće živine elektrode (Wang, 2000.).

Voltametrijski instrument se sastoji od računala, potenciostata i elektrokemijskog članka (Slika 2.). Potenciostat nameće potencijal i mjeri jakost struje. Elektrokemijski članak služi kao nosač otopine analita u koju su uronjene elektrode: radna elektroda, pomoćna ili protuelektroda i referentna elektroda. Potencijal se mjeri između radne i referentne elektrode   (kontrolira se signal pobude), a struja između radne i protuelektrode (mjeri se signal odziva). 
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Slika 2. Naprava za voltametriju i cikličku voltametriju (Piljac, 2010.)

Elektrode za ovu tehniku moraju biti konstantne površine kako se bi se osigurala reproducibilnost mjerenja. Također, u otopinu analita se može dodati ionska otopina koja povećava vodljivost, a sama ne sudjeluje u elektrodnim reakcijama članka (Nigović i Behetić, 2007., Piljac, 2010.).

Radna elektroda u voltametriji je karakterizirana malenom površinom iz dva razloga: na taj se način pospješuje polarizacija te se smanjuje razgradnja analita elektrolizom. Na njoj se odvija redoks reakcija. Reakcije redukcije se najčešće proučavaju na kapajućoj ili statičnoj živinoj elektrodi, visećoj živinoj kapi ili živinoj film elektrodi. Za oksidacijske se, pak procese, rabe krute elektrode, poput staklaste ugljikove elektrode, grafitne elektrode impregnirane voskom, ili ugljikove, platinske, zlatne elektrode, itd. Izbor elektrode utječe na osjetljivost i reproducibilnost mjerenja. Voltametrijske se metode primjenjuju u kvantitativnoj analizi anorganskih i organskih tvari u vodenim i nevodenim medijima, za određivanje redoks potencijala, istraživanje kinetike i mehanizma redoks reakcija, kao i za elektrokemijsku detekciju eluiranih analita u tekućinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC).  
1.2.1.1. CIKLIČKA VOLTAMETRIJA

Ciklička voltametrija (engl. cyclic voltammetry, CV) se primjenjuje za istraživanje kinetike i mehanizama redoks reakcija, određivanja redoks potencijala i broja izmijenjenih elektrona, istraživanje adsorpcijskih procesa i kemijskih reakcija koje prethode ili slijede prijenos elektrona (Wang, 2000.). Optimalne granice detekcije iznose 10-5 – 10-6 M pa se rijetko koristi za kvantitativne analize lijekova. 
Potencijal radne elektrode se  mijenja linearno, a smjer promjene potencijala mijenja se kada dosegne određenu vrijednost. Pritom se mjeri struja koja protječe kroz članak. Kako se potencijal približava redoks potencijalu analita, jakost struje raste. Promjenom potencijala preko karakterističnog potencijala redoks procesa nastaje strujni val, a nakon toga dolazi do pada jakosti struje zbog smanjenja koncentracije analita u blizini elektrode. Povratkom potencijala na početnu vrijednost dolazi do oksidacije / redukcije produkata nastalih u prvoj polovici ciklusa. Oblik cikličkog voltamograma ovisi o brzinama prijenosa elektrona, prijenosa tvari i kemijskim reakcijama koje prate redoks reakcije (Slika 3.) (Nigović i Behetić, 2007.).
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Slika 3. Način grafičke obrade i mjerenja visine katodnog i  anodnog vala na cikličkom voltamogramu (http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_voltammetry)
Da bismo razumjeli prikaz voltamograma, važni su nam parametri potencijal vrha redukcije (Epc) i oksidacije (Epa) i vršne jakosti struja (ipc i ipa). Potencijal vrha je vrijednost karakteristična za svaki spoj, a korelira s njegovom sposobnošću da prima ili daje elektrone. Reakcija je reverzibilna, ako je proces prijenosa elektrona brz, s obzirom na druge procese u otopini (npr. difuziju). Iz razlike potencijala vrhova možemo odrediti broj izmijenjenih elektrona prema jednadžbi: 
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pri čemu je ∆Ep razlika između potencijala vrha redukcije i vrha oksidacije, R je opća plinska konstanta i iznosi R= 8.314 472 J K−1 mol−1, T je apsolutna temperatura, n je broj izmijenjenih elektrona, a F je Faradeyeva konstanta i iznosi F = 9.648 533 99 x 104 C mol−1.  Pri 25° C za redoks reakciju prijenosa n elektrona ∆Ep iznosi 0.0592/nV, odnosno 60 mV za jedan elektron. 

Randels- Ševčikova jednadžba povezuje koncentraciju i vršnu jakost struje: 

ip = (2.69 x 105) n3/2 A c0 D1/2 v1/2
gdje je ip vršna jakost struje u amperima, A je površina elektrode u cm2, D difuzijski koeficijent u cm2/s, c0 je koncentracija u mol/cm3 , v brzina promjene potencijala V/s , a n je broj elektrona (Piljac, 2010.).
1.2.1.2.  PRAVOKUTNOVALNA  VOLTAMETRIJA
Voltametriju s pravokutnim izmjeničnim naponskim signalom pobude amplitude ∆Ep koji je superponiran na stubasto rastući (padajući) istosmjerni napon (engl. square-wave voltammetry, SWV) izvorno su predložili Ramaley i Krause, a razvili Osteryoung i suradnici (Mirčeski, Komorsky-Lovrić i Lovrić, 2007.) (Slika 4.).
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Slika 4. Oblik naponskog signala pobude u pravokutnovalnoj voltametriji              (Piljac, 2010.) 
Najveća prednost ove tehnike je njena brzina. Frekvencije od 1 do 100 ciklusa u sekundi dopuštaju upotrebu iznimno brzih promjena potencijala čime se skraćuje vrijeme analize pa voltamogram može biti snimljen za nekoliko sekundi. Tehnika je jednostavna i točna i može se koristiti za određivanje ljekovitih tvari u farmaceutskim ili biološkim uzorcima (Nigović i Behetić, 2007.).
Struja se mjeri dvaput tijekom svakog ciklusa, jednom na početku polaznog pulsa i drugi put na kraju pulsa suprotnog smjera. Signal pobude dobiva se kad se niz pravokutnovalnih pulseva doda se stepeničasti signal potencijala (Wang, 2000.).
Tehnika se može primjenjivati za istraživanje mehanizama prijenosa elektrona, jer je za reverzibilnu reakciju redukcije veličina pulsa dovoljna da se oksidacija produkta stvorenog na polaznom pulsu dogodi za vrijeme pulsa suprotnog smjera. Polazni puls proizvodi katodnu struju, a povratni puls anodnu struju. Razlika tih struja razmjerna je koncentraciji analita u otopini, a potencijal maksimuma može se upotrijebiti za potvrdu identiteta analita (Slika 5.).   
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Slika 5. Pravokutnovalni voltamogram pravastatina na elektrodi s visećom živinom kapi u Britton- Robinson puferu pri pH 7; frekvencija pulsa 400 Hz (Nigović, 2006.)
1.2.1.3.  DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

Princip rada diferencijalne pulsne voltametrije (engl. differential pulse voltammetry, DPV) zasniva se na tome da na radnu elektrodu primjenjujemo pulseve određene veličine, koji su dodani na linearni nagib. Struja se mjeri izravno prije primjene pulsa i na kraju pulsa te se mjeri razlika između tih izmjerenih vrijednosti kao funkcija potencijala. Diferencijalni pulsni voltamogrami imaju jasno izražene vrhove pa su pogodni za analitičke svrhe (Slika 6.). 
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Slika 6.  Diferencijalni pulsni voltamogram mesalazina na elektrodi od staklastog ugljika u Britton- Robinson puferu pH 1.8  (Nigović i Šimunić, 2003.)
Diferencijalna pulsna voltametrija se može koristiti za određivanje vrlo niskih koncentracija elektroaktivnih komponenata u farmaceutskim uzorcima, tkivima i biološkim tekućinama (Hart, 1990.). Granice detekcije iznose otprilike 10-8 M.

1.2.2. KRUTE ELEKTRODE

Tijekom razvoja elektroanalitičke kemije, krute elektrode predstavljaju najbrže rastuću klasu elektroda.  Počele su se koristiti u elektroanalitici prije pedesetak godina. Materijali koji se koriste za izradu radnih elektroda mogu biti različiti, a najčešće se koriste ugljikova, platinska, rutenijska i zlatna elektroda. Krute elektrode mogu biti pripremljene u više topoloških formi i dimenzija, poput tubula, prstena, planarne forme, te u makro- i mikro- veličinama (Uslu i Ozkan, 2007.).
Velika prednost njihovog korištenja je u tome što se lako koriste kod visokih temperatura i u velikom rasponu tlaka. Njihova mala veličina i nedostatak toksičnosti čine ih primjenjivima za in vivo upotrebu kod istraživanja biokemijskih procesa. 

Rastuća popularnost i prednost krutih elektroda pred živinim elektrodama temelji se na tome da se oksidacija mnogih organskih molekula ne može proučavati pomoću živine elektrode, zbog limitiranog raspona anodnog potencijala kojeg živina elektroda može postići. Također, krute elektrode su mehanički stabilnije i robusnije, u odnosu na živine elektrode. 

Krute elektrode se u voltametriji široko koriste za oksidaciju raznih supstancija. Rezultat voltametrijskog mjerenja u snažnom je međuodnosu s materijalom radne elektrode. Radna bi elektroda trebala osigurati reproducibilne odgovore  u odnosu na interferencije. Prema tome, izbor radne elektrode ovisi o redoks ponašanju ispitivanog uzorka i pozadinskoj struji u rasponu potencijala potrebnog za mjerenje. Zbog nabrojanih razloga, raspon potencijala, mehaničke karakteristike, cijena, dostupnost i toksičnost su kriteriji za izbor materijala za krute elektrode (Uslu i Ozkan, 2007.).
Krute elektrode moraju zadovoljavati i kriterije elektrokemijske inertnosti u širokom rasponu potencijala, visoki prenapon za razvoj vodika i kisika, što nam je od koristi u vodenim otopinama pa ih možemo primijeniti do relativno niskog potencijala, male ostatne struje, i sposobnost lake obnove površine elektrode. Svi ovi faktori trebali bi osigurati visoku osjetljivost, točnost, reproducibilnost, i niske granice detekcije i kvantifikacije. 

Također, površina elektrode ovisi o prirodi korištenog materijala, o geometriji elektrode i o načinu čišćenja površine (elektrokemijski, kemijski ili mehanički). Neki od nedostataka krutih elektroda su lako onečišćenje i slaba reproducibilnost radne površine. 
1.2.2.1. ELEKTRODA OD STAKLASTOG UGLJIKA
Elektrode od staklastog ugljika (engl. glassy carbon electrode, GCE) su najčešće korištene ugljikove elektrode (Slika 7.).  Spadaju u klasu negrafitirajućeg ugljika koji se često koristi kao materijal za elektrode u elektroanalitici, ali i za temperaturno otporne posude za taljenje. Prednosti njezine upotrebe su izvrsne mehaničke i električne osobine, širok raspon potencijala, kemijska inertnost te nepropusnost za plinove. Lako se ugrađuje na uređaj za mjerenje, polira i kompatibilna je sa svim poznatim otapalima te je rezistentna na koroziju kiselinama. Također, pokazuje relativno reproducibilnu izvedbu.  

Staklasti se ugljik priprema pomoću pažljivo kontroliranog programa zagrijavanja prethodno modificiranih polimernih smola u inertnoj smoli. 
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Slika 7. Poprečni presjek elektrode od staklastog ugljika (Matsumoto i sur., 1979.)

Gotovo sve elektrode od staklastog ugljika se najčešće poliraju sa malim česticama aluminija (~0.05 μm) na glatkoj tkanini za poliranje. Učinkovitost elektrode ovisi o materijalu za poliranje i primijenjenom postupku. Elektrodu se nakon poliranja podvrgava soniciranju na ultrazvučnoj kupelji te potom ispire sa deioniziranom vodom. Procesom poliranja aktivira se površinu elektrode od staklastog ugljika i omogućuje povećanje brzine prijenosa elektrona (Kissinger i Heineman, 1996., Wang, 2000.). 

Također, procesom zagrijavanja staklastog ugljika različitim metodama pokazano je povećanje brzine prijenosa elektrona i adsorpcija. Obrada elektrode vakuumom daje izvrsnu izvedbu, ali je ovaj postupak nepraktičan za brzu, ponovljivu upotrebu i poprilično je spor. Elektrokemijska predobrada se također koristi da bi se povećala brzina prijenosa elektrona     (Uslu i Ozkan, 2007.).
Primjeri primjene elektroda od staklastog ugljika za određivanje ljekovitih tvari u farmaceutskim dozirnim oblicima i biološkim uzorcima prikazani su u Tablici 1.
Tablica 1. Primjena elektroda od staklastog ugljika u određivanju lijekova

	LIJEK
	TIP ELEKTRODE
	METODA
	PRIMJENA
	REFERENCE

	Metronidazol
	GCE
	DPV
	Dozirni oblik
	Lu, Wu, Dang, Hu, 2004.

	Simvastatin
	GCE
	DPV, SWV
	Dozirni oblik, serum
	Coruh i Ozkan, 2006.

	Vardenafil
	GCE
	DPV, SWV
	Dozirni oblik, serum
	Uslu, Dogan, Ozkan i Aboul- Enein, 2005.

	Azitromicin
	GCE
	DPV
	Dozirni oblik, urin
	Nigović, 2004.

	Nifedipin
	GCE
	CV
	Dozirni oblik
	Sentürk, Ozkan i Ozkan, 1998.


1.3. TEKUĆINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) je najčešće upotrebljavana analitička tehnika pomoću koje se određuju lijekovi u formulacijama (Watson, 1999.).
Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti je metoda odjeljivanja u kojoj tekuća mobilna faza pod tlakom prolazi kroz čeličnu kolonu napunjenu česticama stacionarne faze    (veličine 3- 10 μm) noseći sastavnice uzorka. Molekule uzorka putuju niz kolonu, pri čemu se uspostavlja ravnoteža između mobilne i stacionarne faze. Mehanizam odjeljivanja ovisi o vrsti stacionarne faze, a može se temeljiti na razdiobi, adsorpciji, ionskoj izmjeni, raspodjeli prema veličini čestica te stereokemijskim interakcijama. Tekućinski kromatograf sastoji se od sustava za unošenje uzorka (1- 200 μL), spremnike mobilne faze i sustav za obradu otapala     (uklanjanje otopljenih plinova), crpku za visoke tlakove, kolonu i detektor (Slika 8). Odijeljene sastavnice uzorka se najčešće dokazuju apsorpcijom u određenom UV području    (Nigović, Jurišić Grubešić i Vuković, 2007.). Postoje razne vrste detektora, poput ''Diode array'' detektora, elektrokemijskog, fluorescencijskog i masenog detektora te detektora indeksa loma svjetlosti.  
U analitici i kontroli lijekova HPLC se široko primjenjuje u ispitivanju čistoće za kontroliranje srodnih onečišćenja i određivanje sadržaja aktivne sastavnice, a rjeđe za potvrdu identiteta temeljem vremena zadržavanja ispitivane tvari (Adamovics, 1997.). Također ju koristimo za praćenje stabilnosti čistih ljekovitih tvari i dozirnih oblika te za određivanje razgradnih produkata. 
Ovom tehnikom možemo određivati lijekove i njihove metabolite u biološkim tekućinama te odrediti koeficijent razdjeljenja i pKa vrijednosti molekula lijekova te vezanje lijeka na proteine.
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Slika 8. Shema instrumenta za tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (http://www.protein.iastate.edu/hplc.html)
U tekućinskoj kromatografiji koriste se različite stacionarne faze. U kromatografiji obrnutih faza najčešće se upotrebljavaju nepolarne stacionarne faze oktadecilsilil i oktilsilil silikagel. U kromatografiji normalnih faza najčešće se primjenjuje nemodificirani silikagel kao polarna stacionarna faza (Nigović, Jurišić Grubešić i Vuković, 2007.).
Mobilnu fazu najčešće čini smjesa otapala različite polarnosti. Izbor optimalne mobilne faze važan je u ispitivanju profila čistoće lijeka. U kromatografskom postupku može se primijeniti izokratična eluacija nepromijenjenim sastavom mobilne faze ili gradijentna eluacija tijekom koje se mijenja sastav mobilne faze. Prije kromatografskog mjerenja nužno je iz mobilne faze ukloniti otopljene plinove i profiltrirati je, kako bi se odstranile čestice veće od 0.45 μm. Vrsta uzorka, njegova polarnost i topljivost određuju izbor stacionarne faze i kromatografske tehnike. 
Češće upotrebljavana tehnika je kromatografija obrnutih faza, u odnosu na kromatografiju normalnih faza. Stacionarna faza je kod kromatografije obrnutih faza nepolarna te je ova tehnika prikladna za ispitivanje nepolarnih spojeva. Polarniji spojevi prvi izlaze iz kolone, jer ih nepolarna stacionarna faza ne zadržava na svojoj površini. Smanjenjem polarnosti mobilne faze u kromatografiji obrnutih faza visoke djelotvornosti postižemo bržu eluaciju sastavnica smjese, a kod normalne kromatografije to postižemo povećanjem polarnosti mobilne faze. Na koloni obrnutih faza, povećanje vode u mobilnoj fazi pridonosi na način da se analiti dulje zadržavaju na koloni, bolje odjeljuju, no analiza zbog toga dulje traje. Takav način odjeljivanja prikladan je za smjesu analita i onečišćenja slične strukture, jer ih temeljem ovog principa možemo bolje odijeliti.
Veliki utjecaj na kontrolu brzine i redoslijed eluacije sastavnica smjese koje ioniziraju ima podešavanje pH vrijednosti mobilne faze. Optimalna vrijednost pH je između 2-8.5, jer više vrijednosti pH dovode do otapanja silikagela i pucanja veza unutar strukture stacionarne faze. Redoslijed eluacije sastavnica smjese s kolone se može predvidjeti na temelju strukture spoja pa ovisno o tome je li ispitivani spoj kiselina ili baza, te koristimo li kromatografiju normalnih ili obrnutih faza, izabire se pogodan pH mobilne faze. Ako je pH ispod pKa vrijednosti ispitivanog spoja, a on ima kisele značajke, spoj će pri vrijednosti pH< pKa biti neioniziran te će se dulje zadržavati na nepolarnoj stacionarnoj fazi. 
U kvantitativnoj analizi aktivne tvari u dozirnom obliku, može se koristiti više metoda za određivanje lijekova. Takva metoda je kalibracija s vanjskim standardom. Koristeći ovu metodu, koncentracija ispitivane tvari odredi se iz površine ili visine pripadajućeg pika usporedbom s površinom ili visinom pika poredbene otopine. Metodom s unutarnjim standardom, poznata količina unutarnjeg standarda doda se otopini uzorka s nepoznatom količinom tvari koja se određuje i otopini poredbene tvari. Koncentracija ispitivane tvari odredi se usporedbom omjera površine (ili visine) pika ispitivane tvari i unutarnjeg standarda s omjerom površine (ili visine) pika poredbene tvari i unutarnjeg standarda. Pomoću metode kalibracije, napravi se kalibracijski niz poredbenih otopina. Iz odnosa izmjerene površine ili visine pika i pripadajuće koncentracije izračuna se kalibracijski pravac. Metodom ukupne površine, postotak sadržaja izračuna se iz omjera površine pika određivane tvari i ukupne površine svih pikova (Nigović B., 2008).      
2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Parkinsonova bolest je treći najučestaliji neurološki poremećaj u čovjeka. Javlja se u 1% populacije starije od 60 godina. Incidencija i prevalencija Parkinsonove bolesti rastu sa povećanjem starosti populacije. Nešto češće obolijevaju muškarci nego žene. Danas u svijetu od Parkinsonove bolesti boluje oko 2 milijuna ljudi, a pretpostavlja se da bi se taj broj mogao udvostručiti do 2040. godine. U Republici Hrvatskoj registrirano je 6000 oboljelih, no pretpostavka je da se stvaran broj kreće između 15-20 000. 

Ropinirol nije lijek prvog izbora kod uznapredovale Parkinsonove bolesti, ali se koristi kao adjuvantno sredstvo uz levodopu ili kao monoterapija početnog parkinsonizma. Analitičke metode koje su dosad razvijene za analizu ropinirola u biološkim tekućinama i dozirnim oblicima su spektrofotometrijska i spektrofluorimetrijska metoda za određivanje ropinirola u dozirnim oblicima (Aydoğmuş, 2008.), tekućinska kromatografska metoda spregnuta sa masenom spektrometrijom (LC-MS) za analizu u humanoj plazmi (Bhatt, Jangid, Shetty, Shah, Kambli, Subbaiah i Singh, 2006.), kapilarno zonska elektroforetska metoda (CZE) (Coufal, Štulı́k, Claessens, Hardy i Webb, 1998.), tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza (RP-HPLC) (Önal, 2006.), ekstrakcija na čvrstoj fazi spregnuta s tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti i dva masena spektrometra (SFE-UPLC-MS-MS) za analizu u humanoj plazmi (Chambers i Diehl, 2007.), no među njima nema niti jedne elektroanalitičke metode, koje su posebno zanimljive zbog svoje jednostavnosti, brzine i niske cijene. Analitičke metode imaju važnu ulogu tijekom istraživanja i razvoja lijeka, kao i cijelog njegovog životnog ciklusa od dizajniranja i proizvodnje, razjašnjenja mehanizma biotransformacije, kliničkih ispitivanja, uspostave režima doziranja, uvođenja lijeka na tržište, kontrole kvalitete i farmakovigilancije do zbrinjavanja lijeka kojemu je prošao rok valjanosti uz zaštitu okoliša. Analitika lijekova zahtijeva sve naprednije analitičke metode i postupke te postoji stalna potreba razvoja visoko osjetljivih, a jednostavnih metoda za identifikaciju i određivanje spojeva od farmaceutskog i biomedicinskog značaja na razini tragova u složenim uzorcima. 

Do današnjeg dana ne postoji službena metoda za kvantifikaciju ropinirola kao farmaceutske sirovine u Europskoj farmakopeji (Europeian Pharmacopoeia, 7th ed., 2010.). 

Budući da je ovaj lijek relativno nov na tržištu lijekova, jer mu je patent istekao u svibnju 2008. godine te se očekuje razvoj generičkih lijekova, cilj ovog rada bio je razviti nove elektroanalitičke metode za određivanje ropinirola te razjasniti mehanizam oksidacije lijeka u vodenom mediju te u širokom pH području na elektrodi od staklastog ugljika.
Ropinirol je, također, bio interesantan za istraživanje, jer ima vrlo malo dostupnih informacija u literaturi o analizi lijeka u dozirnim oblicima. Kao usporedna tehnika izabrana je tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti, međutim jednostavnije i brže metode, poput elektroanalitičkih, za određivanje aktivne supstancije u dozirnim oblicima s prikladnom točnošću su više nego poželjne zbog prethodno navedenih razloga. 
3. MATERIJALI I METODE
3.1. KEMIKALIJE

Pri izvođenju eksperimentalnog dijela rabljene su sljedeće kemikalije:

· Ropinirol hidroklorid (Pliva, Mr= 296.84)

· Tablete ropinirola u obliku filmom obloženih tableta ropinirol hidroklorida (Requip, 21 x 2 mg / GlaxoSmithKline, dobivene iz lokalne ljekarne)  

· H3PO4 0.5M  (Kemika, p.a., 85%, Mr= 98.00)

· CH3COOH 0.5M (Kemika, p.a., 99.7%, Mr= 60.05)

· H3BO3 0.5M (Kemika,  p.a., Mr= 61.83)

· NaOH 0.2M (Kemika, p.a., Mr= 40.00)

· H2SO4 0.1M (Kemika, p.a., 95%, Mr= 98.08)

· Acetonitril (Merck, p.a., Mr= 31.054)

· NH3 (Kemika, p.a., 25%, Mr= 17.03)

· Ultračista voda (pripravljena pomoću Milli-Q sistema, Millipore, Bradford, SAD)

3.2. RADNI INSTRUMENTI

Voltametrijska mjerenja rađena su na potenciostatu μ-Autolab (Eco Chemie) kontroliranom programom GPES 4.9. Kao radna elektroda korištena je elektroda od staklastog ugljika (GCE, promjera 3 mm, Metrohm, Švicarska). Referentna elektroda korištena je Ag/AgCl elektroda (KCl 3 M, Metrohm), a kao protuelektroda korištena je platinska elektroda. 
Elektroda od staklastog ugljika bila je polirana s malim česticama aluminija (~0.05 μm) na glatkoj tkanini za poliranje. Potom je isprana deioniziranom vodom te uronjena u ultrazvučnu kupelj na 30 s zbog uklanjanja ostataka čestica aluminija. Potom je opet isprana deioniziranom vodom te je nakon toga korištena za mjerenja.

Mjerenja pH vrijednosti ispitivanih i puferskih otopina rađena su na digitalnom pH- metru Mettler s kombiniranom staklenom elektrodom (Mettler). Za kalibraciju su korištene standardne otopine pufera poznatih pH vrijednosti: pH1 = 7.00 ±  0.01 i pH2 = 4.00 ± 0.01.

U svrhu čišćenja radne elektrode te poboljšanja topljivosti otopina, korištena je ultrazvučna kupelj Transsonic T570, Elma.

Vaganje kemijskih supstanci vršilo se na analitičkoj vagi Mettler Toledo AB-204-S.

Kromatografska analiza provedena je na tekućinskom kromatografu visoke djelotvornosti Agilent 1100 Series  LC sustav (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemačka). Korištena je kolona XBridge C18, 3.0 x 50 mm, veličine čestica 2.5 μm (Waters, Miliford, Mass., USA), a sustav za filtriranje bio je 0.2 μm Acrodisc GHP filteri (Gelman, Ann Arbor, USA). Kromatografska mjerenja kontrolirana su programom ChemStation (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemačka).

3.3. UVJETI MJERENJA

Elektrokemijsko ponašanje ropinirola ispitivano je u širokom pH području, između pH 2.0-12.0 u otopinama Britton-Robinson pufera i 0.1 M sumporne kiseline. Sva su mjerenja izvršena pri sobnoj temperaturi (23 ± 2 °C) u elektrokemijskom članku od 20 mL.

Snimljeni su ciklički voltamogrami ropinirola u području potencijala od 0 do 1.5 V na elektrodi od staklastog ugljika pri promjeni brzine potencijala 10-500 mV/s.

Snimljeni su pravokutnovalni voltamogrami različitih koncentracija ropinirola na elektrodi od staklastog ugljika. Korišteni raspon potencijala bio je od 0-1.5 V, amplituda pulsa 50 mV, frekvencija 120 Hz i povećanje porasta potencijala za 10 mV.

Snimljeni su diferencijalni pulsni voltamogrami ropinirola uz sljedeće parametre: amplituda pulsa 50 mV, širina pulsa 50 ms i brzina promjene potencijala 25 mV/s. 

Snimljeni su kromatogrami ropinirola na tekućinskom kromatogramu visoke djelotvornosti pri temperaturi od 25°C, u izokratičnim uvjetima, pri protoku mobilne faze od 1 mL/min. Volumen injektiranog uzorka bio je 5 μL. Kromatogram je zabilježen pri valnoj duljini detekcije od 250 nm. 
3.4. PRIPREMA OTOPINA
3.4.1. Otopina ropinirola

Matična otopina

Za pripremu matične otopine ropinirol hidroklorida koncentracije 1 x 10-3 M potrebno je na analitičkoj vagi odvagati 0.0030 g ripinirola hidroklorida (Mr= 296.84), kvantitativno ga prenijeti u tikvicu od 10.0 mL, otopiti u ultračistoj vodi te istom nadopuniti do oznake. Otopina se čuva u hladnjaku pri 4 °C.

Radna otopina

Radne otopine pripremaju se na način da se odgovarajući volumen (Tablica 2.) matične otopine prenese u tikvicu od 20.0 mL te nadopuni do oznake s otopinom osnovnog elektrolita. 

Tablica 2. Izrada radnih otopina ropinirola

	MATIČNA OTOPINA
	RADNA OTOPINA
	VMATIČNE OTOPINE

	1 x 10-3 M
	1 x 10-4 M
	2 mL

	
	5 x 10-5 M
	1 mL

	
	2 x 10-5 M
	400 μL

	
	1.5 x 10-5 M
	300 μL

	
	1 x 10-5 M
	200 μL

	
	7.5 x 10-6 M
	150 μL

	
	5 x 10-6 M
	100 μL

	
	3 x 10-6 M
	60 μL

	
	1 x 10-6 M
	20 μL

	
	5 x 10-7 M 
	10 μL


3.4.2. Otopina Britton- Robinson pufera

Otopina Britton-Robinson pufera (pH 1.9) priprema se tako da se u tikvicu od 250.0 mL pipetira po 20.0 mL borne, fosforne i octene kiseline jednake koncentracije od 0.5 M te se nadopuni ultračistom vodom do oznake. 

Različite pH vrijednosti puferske otopine dobivaju se dodavanjem odgovarajućem volumena 0.2 M otopine NaOH.

3.4.3. Otopina 0.1 M sumporne kiseline
Otopina 0.1 M  sumporne kiseline pripremi se tako da se u tikvicu od 250.0 mL otpipetira 1.40 mL 95% sumporne kiseline  te nadopuni ultračistom vodom do oznake.

3.4.4. Otopina mobilne faze za analizu tableta ropinirola tekućinskom kromatografijom      visoke djelotvornosti 

Mobilna faza sastoji se od acetonitrila, ultračiste vode i amonijeva hidroksida (25%) u omjeru volumnih dijelova 400:600:0.04. Otopina mobilne faze je filtrirana preko celulozno-nitratnog filtera (0.45 μm, Sartorius, Göttingen, Njemačka).

3.4.5. Priprema uzorka za određivanje ropinirola u tabletama pravokutnovalnom voltametrijom 

Za ispitivanje se koriste tablete ropinirola koje sadrže 2 mg aktivne supstancije u obliku hidroklorida. Izvaže se deset tableta te izračuna srednja masa jedne tablete koja iznosi 0.1526 g. Tablete se potom smrve u tarioniku i miješaju dok se ne dobije homogeni prah. Na analitičkoj se vagi izvaže 0.2007 g dobivenog praha koji sadrži ekvivalent od 0.0030 g ropinirola. Prah se potom kvantitativno prenese u tikvicu od 50.0 mL te se otopi u ultračistoj vodi. Da bi se olakšalo otapanje, tikvica se stavi 10 minuta u ultrazvučnu kupelj. Nakon toga se nadopuni ultračistom vodom do oznake. Potom je uzet uzorak iz čistog supernatanta i korišten je za pripravu otopina različitih koncentracija ropinirola razrjeđivanjem pomoću 0.1 M sumporne kiseline. Tako pripremljene otopine tableta mjere se pravokutnovalnom voltametrijom. Sva mjerenja izvršena su u triplikatu. Sadržaj ropinirola u tabletama izračuna se pomoću odgovarajuće regresijske jednadžbe prethodno dobivene pomoću kalibracijskog pravca serije otopina standarda ropinirola. 
3.4.6. Priprema uzorka za određivanje ropinirola u tabletama tekućinskom  kromatografijom visoke djelotvornosti

Deset filmom obloženih tableta izvaže se na analitičkoj vagi i usitni u homogeni prah. Količina praška, koja je ekvivalentna za pripravu otopine ropinirol hidroklorida koncentracije 2 x 10-4 M, se izvaže i kvantitativno prenese u tikvicu od 10.0 mL i otopi u pročišćenoj vodi. Otopina se ostavi deset minuta u ultrazvučnoj kupelji kako bi se osiguralo potpuno otapanje lijeka. Ekscipijensi iz tablete, koji se ne mogu otopiti, talože se na dnu tikvice te uklone filtracijom. Za kromatografskog ispitivanje, prikladne otopine tableta pripremljene su miješanjem sa mobilnom fazom i filtrirane kroz 0.2 μm Acrodisc GHP filtre (Gelman, Ann Arbor, SAD). Sadržaj aktivne tvari u tabletama izračunat je pomoću regresijske jednadžbe dobivene iz kalibracijskog pravca različitih koncentracija standarda ropinirola korištenjem kromatografske metode. 

4. REZULTATI

Elektrokemijsko ponašanje ropinirola proučavano je u širokom pH području (između pH 1.0-12.0) u puferiranom vodenom mediju. Kao osnovni elektrolit korišten je Britton-Robinson pufer različitih pH vrijednosti te 0.1 M sumporna kiselina.

Prethodno ispolirana elektroda od staklastog ugljika uronjena je u otopinu ropinirola koncentracije 1 x 10-4 M  u Britton-Robinsonovom puferu pH 2, te se mjerenje vršilo pomoću cikličke voltametrije u rasponu potencijala 0 do 1.5 V pri brzini promjene potencijala od 50 mV/s (Slika 9.). 
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Slika 9. Ciklički voltamogram ropinirola (1 x 10-4 M) u Britton-Robinson puferu pH 2 na elektrodi od staklastog ugljika (v=50 mV/s)
Potom je istraživano elektrokemijsko ponašanje ropinirola pri višim pH vrijednostima (pH 3-12), a ciklički voltamogram otopine ropinirola koncentracije 1 x 10-4 M u Britton-Robinson puferu pH 8 na elektrodi od staklastog ugljika u rasponu potencijala 0 do 1.5 V pri brzini promjene potencijala 50 mV/s prikazan je na Slici 10. 

[image: image13.emf]ropinirol


Cyclic voltammetry 


0


0.250


0.500


0.750


1.000


1.250


1.500


1.750


-3


-0.025x10


0


-3


0.025x10


-3


0.050x10


-3


0.075x10


-3


0.100x10


-3


0.125x10


E / V


i / A




ropinirol

Cyclic voltammetry 

0 0.250 0.500 0.750 1.000 1.250 1.500 1.750

-3

-0.025x10

0

-3

0.025x10

-3

0.050x10

-3

0.075x10

-3

0.100x10

-3

0.125x10

E / V

i / A


Slika 10. Ciklički voltamogram ropinirola (1 x 10-4 M) u Britton- Robinson puferu pH 8 na elektrodi od staklastog ugljika (v=50 mV/s)
Iz prethodnog voltamograma vidljivo je da se pri višim pH vrijednostima javljaju dva oksidacijska strujna vrha. Tablica 3. donosi ovisnost potencijala, na kojem se oksidacijski strujni vrhovi javljaju, o pH vrijednosti otopine osnovnog elektrolita.

Tablica 3. Ovisnost potencijala Ep1 i Ep2 oksidacijskih strujnih vrhova o pH otopine

	pH
	Ep1 (V)
	Ep2 (V)

	2
	1.34
	/

	3
	1.32
	/

	4
	1.28
	/

	5
	1.21
	0.99

	6
	1.17
	0.96

	7
	1.09
	0.85

	8
	1.05
	0.81

	9
	0.94
	0.74

	9.5
	0.92
	0.71

	10
	0.86
	0.69

	11
	0.82
	0.68

	12
	/
	0.70


Istraživan je, također, utjecaj brzine promjene potencijala na elektrokemijsko ponašanje  1 x 10-4 M otopine ropinirola, u 0.1 M sumpornoj kiselini, gdje se brzina promjene potencijala povećavala u rasponu od 10 do 500 mV/s (Slika 11.). Mjerenje se vršilo cikličkom voltametrijom.
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Slika 11.
Ciklički voltamogrami ropinirola (c=1 x 10-4 M) u 0.1 M sumpornoj kiselini na elektrodi od staklastog ugljika pri različitim brzinama promjene potencijala; v=10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mV/s
Potom je istraživan utjecaj adsorpcije na površini elektrode uzastopnim snimanjem pravokutnovalnih voltamograma na elektrodi od staklastog ugljika koja nije polirana između ponovljenih mjerenja 1 x 10-5 M otopine ropinirola u 0.1 M sumpornoj kiselini (Slika 12.).
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Slika 12. Uzastopno snimani pravokutnovalni voltamogrami ropinirola (1 x 10-5 M) na elektrodi od staklastog ugljika u 0.1 M sumpornoj kiselini (crvena linija 1. snimanje, plava linija 2. snimanje, zelena linija 3. snimanje; v=100 mV/s)
Na nižim vrijednostima potencijala uočen je novi oksidacijski strujni vrh koji se povećava brojem snimanja, za koji je kasnije utvrđeno da predstavlja produkt oksidacije ropinirola koji se adsorbira na površinu elektrode. Njegova adsorpcija potvrđena je snimanjem  pravokutnovalnom voltametrijom. Slika 13. pokazuje voltamogram dobiven nakon provedene oksidacije ropinirola te voltamogram nakon što je elektroda uronjena u otopinu samog osnovnog elektrolita, tj. 0.1 M sumpornu kiselinu. Mali oksidacijski vrh se vidi na potencijalu +0.62 V.
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Slika 13. Pravokutnovalni voltamogram ropinirola (c=1 x 10-3) u 0.1 M sumpornoj kiselini (crvena linija) te voltamogram osnovnog elektrolita snimljen neposredno nakon oksidacije lijeka na nepoliranoj elektrodi (plava linija)

Kako bi se istražio mehanizam oksidacije ropinirola na elektrodi, snimljen je voltamogram primjenom pravokutnovalne voltametrije, koji pokazuje ukupnu struju, zajedno sa strujom polaznog pulsa i strujom povratnog pulsa. (Slika 14.).
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                 Slika 14. Pravokutnovalni voltamogram ukupne struje oksidacije ropinirola (c=1 x 10-3 M) (crvena linija) zajedno sa strujom polaznog pulsa (plava linija) i strujom povratnog pulsa (zelena linija). Primijenjeni parametri: E=50 mV, dE=10 mV,  f =120 Hz

U optimizaciji instrumentalnih parametara ispitana je ovisnost oksidacijskog strujnog vrha ropinirola o frekvenciji pulsa pravokutnovalne voltametrije (Slika 15.).       
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Slika 15. Ovisnost struje vrha vala o frekvenciji pulsa u pravokutnovalnoj voltametriji oksidacije ropinirola (1 x 10-5 M) u 0.1 M sumpornoj kiselini
Dalje, u razvoju nove analitičke metode pravokutnovalne voltametrije pri prethodno definiranim optimalnim uvjetima ispitivana je ovisnost oksidacijske struje vrha vala za rastuće koncentracije otopine ropinirola u rasponu od 1 x 10-4 M do 5 x 10-7  M što je prikazano Slikom 16.
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Slika 16. Ovisnost jakosti struje vrha vala o koncentraciji ropinirola dobivena metodom pravokutnovalne voltametrije (E=50 mV, dE=10 mV,  f =120 Hz)
Pravokutnovalni voltamogrami dobiveni za rastuće koncentracije otopine ropinirola od            2 x 10-5 M do 5 x 10-7  M prikazani su na Slici 17.
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Slika 17. Pravokutnovalni voltamogrami ropinirola (crna linija c=2 x 10-5 M, ljubičasta linija c= 5 x 10-7  M) i osnovnog elektrolita 0.1 M sumporne kiseline (ružičasta linija); E=50 mV, dE=10 mV,  f= 120 Hz
Slika 18. pokazuje kalibracijski pravac za ovisnost odaziva jakosti struje dobiven pravokutnovalnom voltametrijom o koncentraciji otopine ropinirola. 
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Slika 18. Kalibracijski pravac ovisnosti jakosti struje vrha o koncentraciji otopine ropinirola dobiven linearnom regresijom za pravokutnu voltametriju

Za razvoj nove analitičke metode primjenom diferencijalne pulsne voltametrije pri prethodno definiranim optimalnim uvjetima ispitivana je ovisnost oksidacijske struje vrha vala za rastuće koncentracije otopine ropinirola u rasponu od 1 x 10-4 M do 1 x 10-6  M što je prikazano Slikom 19.
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Slika 19. Ovisnost jakosti struje vrha vala o koncentraciji ropinirola dobivena metodom diferencijalne pulsne voltametrije

Diferencijalni pulsni voltamogrami dobiveni za rastuće koncentracije otopine ropinirola od  2 x 10-5 M do 1 x 10-6  M prikazani su na Slici 20.
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Slika 20. Diferencijalni pulsni voltamogrami ropinirola (narančasta linija za c=2 x 10-5 M i zelena linija za c=1 x 10-6  M) i osnovni elektrolit 0.1 M sumporna kiselina (crna linija);  E=50 mV, t=50 ms, v=25 mV/s
Slika 21. pokazuje kalibracijski pravac za ovisnost odaziva jakosti struje dobiven pravokutnovalnom voltametrijom o koncentraciji otopine ropinirola. 
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Slika 21. Kalibracijski pravac ovisnosti jakosti struje vrha vala o koncentracije otopine ropinirola dobiven linearnom regresijom za diferencijalnu pulsnu voltametriju

Za određivanje ropinirola u dozirnom obliku (film tablete) novom elektroanalitičkom metodom, snimljen je pravokutnovalni voltamogram otopine tablete koja odgovara koncentraciji ropinirola 1.5 x 10-5 M u 0.1M sumpornoj kiselini (Slika 22.).
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Slika 22. Pravokutnovalni voltamogram otopine film tablete ropinirola (c=1.5 x 10-5 M, v=50 mV/s) u 0.1M sumpornoj kiselini
Za usporedne studije, snimljeni su kromatogrami ropinirola (Slika 23.) i njegovog dozirnog oblika tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (Slika 24.).
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Slika 23. HPLC kromatogram standarda ropinirola (c=1 x 10-5 M)
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Slika 24. HPLC kromatogram otopine tablete ropinirola (1 x 10-5 M)
Temeljem elektroanalitičkih i kromatografskih ispitivanja, u Tablici 4. izneseni su analitički parametri kalibracijskih pravaca dobiveni pravokutnovalnom i diferencijalnom pulsnom voltametrijom te tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti za ropinirol hidroklorid, kao i granice dokazivanja i određivanja za razvijene nove metode.
Tablica 4. Validacijski parametri analitičkih metoda pravokutnovalne voltametrije (SWV), diferencijalne pulsne voltametrije (DPV)  i tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti   (HPLC) za određivanje ropinirol hidroklorida 
	PARAMETAR
	SWV
	DPV
	HPLC

	Područje linearnosti (M)
	5 × 10-7 – 2 × 10-5
	1 × 10-6 – 2 × 10-5
	2.5 × 10-6 – 2 × 10-4

	Nagib pravca  (μA M-1) 
	4.08 × 106
	1.92 × 105
	2.29 × 106

	Odsječak pravca (μA)
	0.04
	0.37
	-0.37

	Standardna devijacija nagiba (μA M-1) 
	4.44 × 104
	4.54 × 103
	4.91 × 103

	Standardna devijacija odsječka (μA)
	0.151
	0.016
	0.402

	Koeficijent korelacije
	0.999
	0.998
	0.999

	Granica određivanja (M)
	1.1 × 10-7
	2.5 × 10-7
	5.3 × 10-7

	Granica dokazivanja (M)
	3.7 × 10-7
	8.3 × 10-7
	1.8 × 10-6


U Tablici 5.  pokazani su podaci analize ropinirol hidroklorida u tabletama pravokutnovalnom voltametrijom, diferencijalnom pulsnom voltametrijom  te tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
Tablica 5.  Podaci analize ropinirol hidroklorida u tabletama pravokutnovalnom voltametrijom (SWV) , diferencijalnom pulsnom voltametrijom (DPV)  i tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

	TEHNIKA
	SWV
	DPV
	HPLC

	Deklarirani sadržaj tablete (mg)
	2.28
	2.28
	2.28

	Nađeni sadržaj (mg) 
	2.31
	2.27
	2.35

	RSD %
	1.91
	2.44
	0.49

	Analitički prinos (Recovery) %
	99.6
	99.4
	100.6

	F a
	1.95
	2.19
	-

	t a
	0.06
	0.08
	-




a Teoretske vrijednosti F i t-testa za 95% pouzdanost su 6.39 i 2.31  
5. RASPRAVA

Elektrokemijsko ponašanje ropinirola ispitivano je cikličkom i pravokutnovalnom voltametrijom u širokom području pH vrijednosti. Mjerenja su izvođena na elektrodi od staklastog ugljika u Britton-Robinson puferu rastućih pH vrijednosti (pH= 2.0-12.0, Slika 9. i 10.).
Uočeno je da je voltamerijski odgovor lijeka u snažnoj ovisnosti o pH vrijednosti otopine. Ropinirol se elektrokemijski oksidira na elektrodi od staklastog ugljika u dva koraka u ispitivanom pH rasponu (Tablica 3.). Pri niskim vrijednostima pH (pH≤4.0) uočava se pojava samo jednog anodnog strujnog vrha ( Ep1 na Slici 9.). Taj pik odgovara oksidaciji ropinirola na potencijalu 1.28 V pri pH 2 (Tablica 3.).
Pri višim pH vrijednostima, uočavaju se dva anodna strujna vrha koja su dobro definirana u pH području između 5.0 i 11.0. Vrijednosti njihovih potencijala dani su u Tablici 3. Novi anodni strujni vrh (Ep2) pojavljuje se pri nižim vrijednostima potencijala, nego Ep1 (Slika 10.). Mjerenja cikličkom (Slika 9. i 10.) i pravokutnovalnom voltametrijom (Slika 14.) pokazuju ireverzibilnost oba oksidacijska procesa (za Ep1 i Ep2). Iznad pH 11, oba ova oksidacijska procesa su spojena u jedan široki strujni vrh.

Analizirajući Tablicu 3. vidimo da se potencijal Ep1 pomiče prema pozitivnijim vrijednostima i pokazuje linearnu ovisnost u području pH 2.0-11.0 te se može opisati jednadžbom (1) 
                                            Ep1(V)=1.51-0.061 pH  .                                             (1)
Pomicanje potencijala oksidacije prema pozitivnijim vrijednostima (Tablica 3.) dokaz je da je prijenos protona uključen u proces oksidacije ropinirola. Nagib pravca jednadžbe (1) blizu je teorijske vrijednosti od 59 mV/pH, što upućuje na sudjelovanje jednakog broja protona i elektrona u oksidaciji lijeka. Stoga, anodni strujni vrh Ep1 se pripisuje oksidaciji indolskog prstena. Kasnijim izračunom utvrđuje se da su u taj proces uključena dva protona i dva elektrona. 

Također, povećanjem pH, potencijal Ep2 se pomiče prema pozitivnijim vrijednostima i pokazuje linearnu ovisnost od pH 5.0 do pH 9.5 te se opisuje jednadžbom (2)

                                                  Ep2(V)=1.32-0.064 pH  .                                                 ( 2)

Iznad pH 10.0, Ep2 postaje neovisan o promjeni pH vrijednosti, što pokazuje da prijenos protona više ne prethodi reakciji prijenosa elektrona.

Na temelju podataka iz Tablice 3., ovisnost Ep2 o pH pokazuje sjecište dva linearna područja   (od pH 5.0-9.5 i od pH 10.0-12.0), koje odgovara pH vrijednosti 9.8 . To sjecište je vrlo blizu pKa vrijednosti ropinirola, jer je pomoću kapilarne elektroforeze određeno da pKa iznosi 9.79, a pomoću UV-spektroskopije 9.48 (Coufal, Štulı́k, Claessens, Hardy i Webb, 1998.).
Potom je cikličkom voltametrijom bio ispitivan utjecaj brzine promjene potencijala na elektrokemijsko ponašanje 1 x 10-4 M otopine ropinirola, u 0.1 M sumpornoj kiselini , gdje se brzina promjene potencijala povećavala u rasponu od 10 do 500 mV/s (Slika 11.). 

Na temelju dobivenih rezultata ocijenjen je utjecaj promjene brzine potencijala u rasponu od 10 do 500 mV/s na anodni strujni vrh Ep1.  Kako se brzina promjene potencijala pomicala prema višim vrijednostima, potencijal vrha oksidacije Ep1 rastao je i  pomicao se prema pozitivnijim vrijednostima potencijala, što dokazuje da se radi o ireverzibilnoj oksidacijskoj reakciji ropinirola. Također, na temelju ovih podataka, može se izračunati broj elektrona uključen u oksidaciju ropinirola. 

Ovisnost vrha potencijala oksidacije linearna je s logaritmom brzine promjene potencijala uz nagib pravca -24.7 mV/s, što omogućuje izračunavanje kinetičkog parametra elektrodne reakcije, αN= 1.20. Koristeći vrijednost koeficijenta prijenosa naboja (0.62) (Slika 12.), dobivenog iz razlike između vrhova potencijala (Ep) i polovice potencijala vrha vala (Ep/2), te koristeći jednadžbu ∆Ep=Ep-Ep/2=(47.7/α) mV, izračunat je broj izmijenjenih elektrona u oksidacijskom procesa Ep1, koji iznosi n=1.94.

Kasnije je bio detaljnije istraživan novi anodni strujni vrh koji je javlja pri nižim vrijednostima potencijala (Slika 12.). Uzastopnim mjerenjem pravokutnovalnom voltametrijom, pokazano je da se vrh javlja pri + 0.62 V i da raste, kako se broj uzastopnih mjerenja povećava. Pokazano je da ovaj vrh odgovara oksidaciji produkta nastalog prvotnom oksidacijom ropinirola, te se on adsorbira na površinu elektrode. Istovremeno, anodni strujni vrh oksidacije ropinirola proporcionalno pada sa brojem uzastopnih mjerenja, jer dolazi do zasićenja efektivne površine elektrode, što nam također pokazuje da je došlo do adsorpcije produkta oksidacije ropinirola na površinu radne elektrode.

Još jedna potvrda adsorpcije produkta dobivenog nakon oksidacije ropinirola, dobivena je snimanjem pravokutnovalnom voltametrijom nakon što je provedena oksidacija ropinirola (crvena linija na Slici 13.) te je potom elektroda uronjena u otopinu samog osnovnog elektrolita (plava linija na Slici 13.). Pri nižim vrijednostima potencijala u otopini osnovnog elektrolita (0.1 M sumporna kiselina) javlja se mali strujni vrh, što potvrđuje adsorpciju produkta oksidacije na površini elektrode od staklastog ugljika, te je za regeneraciju površine elektrode potrebno njeno poliranje zbog dobivanja reproducibilnih rezultata.
Pravokutnovalna voltametrija je tehnika koja omogućuje istovremeno ispitivanje redukcijskih i oksidacijskih procesa te stoga omogućuje uvid u mehanizam elektrodne reakcije. Ireverzibilnost oksidacije lijeka u kiselom mediju i reverzibilnost vrha anodnog strujnog vrha pri +0.62 V potkrijepljeni su proučavanjem struje polaznog (plava linija na Slici 14.) i povratnog pulsa (zelena linija na Slici 14.). Ovakvo voltametrijsko ponašanje podrazumijeva da elektrodna oksidacija ropinirola u 0.1 M sumpornoj kiselini slijedi EC mehanizam, gdje se produkt oksidacije ropinirola (E korak) brzom kemijskom reakcijom (C korak) pretvara dalje u elektrokemijski aktivni produkt čija se oksidacija potom zbiva na potencijalu +0.62 V (Slika 14.).
Diskusijom prethodnih rezultata, može se zaključiti o mehanizmu oksidacije ropinirola. U vrlo kiselom vodenom mediju, kao što je 0.1 M sumporna kiselina, te u otopinama pufera pH≤4, dušik u alifatskom dijelu molekule ropinirola protoniran je te nosi pozitivan naboj pa nije podložan oksidaciji. Stoga se vidi samo jedan strujni vrh Ep1 koji odgovara oksidaciji ropinirola u indolskom prstenu molekule u 2e-/2H+ reakciji. Tek iznad pH 5.0 se javlja Ep2, jer se dušik u alifatskom dijelu molekule oksidira u novi produkt, kvarternu Schiffovu bazu, također u dvoprotonskom i dvoelektronskom procesu.
Pri optimizaciji instrumentalnih parametara, Slika 15. pokazuje ovisnost oksidacijskog strujnog vrha ropinirola o frekvenciji pulsa pravokutnovalne voltametrije. U području između 10-150 Hz vidi se povećanje jakosti struje o frekvenciji. Iako struja raste i iznad frekvencije 120 Hz strujni vrh više nije dobro definiran pa je frekvencija pulsa od 120 Hz odabrana kao optimalna. Ostali odabrani parametri koji daju najbolje definirani strujni vrh i najveću jakost struje su frekvencija 120 Hz, amplituda pulsa 50 mV i povećanje porasta potencijala za 10 mV za pravokutnovalnu voltametriju. Za diferencijalnu pulsnu voltametriju korišteni su sljedeći odabrani optimalni parametri: amplituda pulsa 50 mV, širina pulsa 50 ms i brzina promjene potencijala 25 mV/s.
Za razvoj nove elektroanalitičke metode ispitivan je utjecaj otopine elektrolita u kojoj je bio otopljen ropinirol. Kao najbolji  osnovni elektrolit, izabrana je 0.1 M sumporna kiselina, jer je pokazano da snimljeni voltamogrami pokazuju samo jedan, vrlo izražen anodni strujni vrh u kiselom mediju (Slika 17.), čija visina ovisi o koncentraciji otopljenog ropinirola. Pomoću pravokutnovalne voltametrijske tehnike pokazano je da područje linearnosti koncentracija iznosi 5 × 10-7 – 2 × 10-5 M  (Slika 16. i Slika 18.). Iznad koncentracije 2 × 10-5 M  gubi se linearna ovisnost, jer kod viših koncentracija dolazi do zasićenja površine elektrode (Slika 16).  
U području linearnosti, ovisnost jakosti struje o koncentraciji može se opisati sljedećom jednadžbom (3) (Tablica 4.) :

                                ip(μA) = 4.08 x 106 c(M) + 0.04 , r=0.999 .                          (3)
Za novo razvijenu elektroanalitičku metodu, koeficijent korelacije (r) je vrlo visok,      r=0.999 te se ova metoda u navedenom koncentracijskom rasponu može koristiti za kvantitativnu analizu ropinirola.
Slični su parametri ispitivani i kod razvoja nove diferencijalno pulsne voltametrijske metode. Slika 20. pokazuje jedan vrlo izraženi anodni strujni vrh u diferencijalnom pulsnom voltamogramu, također pri potencijalu od 1.28 V kao i kod pravokutnovalne voltametrije, koji se smanjuje smanjenjem koncentracije ispitivane otopine ropinirola. Također je pokazano da je mjerenja najoptimalnije vršiti u 0.1 M sumpornoj kiselini zbog jasne izraženosti strujnog vrha ropinirola.

Pomoću Slike 19. i Slike 21. određeno je područje linearnosti koncentracija koje iznosi          1 × 10-6 – 2 × 10-5 (Tablica 4.) te se može opisati jednadžbom (4)
                          ip(μA) = 1.92 x 105 c(M) + 0.37 , r=0.998  .               (4)                                                                                                                                             
U ovom rasponu moguća je kvantitativna analiza ropinirola diferencijalnom pulsnom voltametrijom. 

Sumarno, analitičke karakteristike kalibracijskog pravca i pridruženi analitički parametri nalaze se u Tablici 4. Tablica sadrži podatke za tri korištene tehnike, pravokutnovalnu i diferencijalnu pulsnu voltametriju, kao i usporednu metodu, tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti. 

Određene su granice dokazivanja i određivanja za pojedine tehnike na temelju jednadžbi  LOD=(3.3σ/α)  i LOQ=(10σ/α); gdje je LOD granica dokazivanja, LOQ granica određivanja, σ standardna devijacija odsječka kalibracijskog pravca, dok a predstavlja nagib kalibracijskog pravca. LOD za pravokutnovalnu voltametriju iznosi 1.1 x 10-7 M, za diferencijalnu pulsnu voltametriju 2.5 x 10-7 M, a za tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti 5.3 x 10-7 M. LOQ za pravokutnovalnu voltametriju iznosi 3.7 x 10-7 M, za diferencijalnu pulsnu voltametriju 8.3 x 10-7 M, a za tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti 1.8 x 10-6 M.  Pokazano je da pravokutnovalna voltametrija ima najbolje izvedbene značajke,  jer ima najveću osjetljivost metode (nagib pravca je 4.08 × 106 μA M-1 za pravokutnovalnu voltametriju, dok je za diferencijalnu pulsnu voltametriju 1.92 × 105 μA M-1, a za HPLC metodu 2.29 × 106 μA M-1) te može dokazati i odrediti najniže koncentracije lijeka. Osim toga, izvedba te metode je bitno brža od druge dvije ispitivane metode.  
Na temelju snimljenog pravokutnovalnog voltamograma (Slika 22.) i HPLC kromatograma (Slika 24.) otopine tablete ropinirola te standarda (Slika 17., Slika 23.), novo razvijena elektroanalitička metoda je selektivna, jer se vidi samo jedan vrh koji odgovara ispitivanom analitu, dok ekscipijensi ne interferiraju analizi lijeka u formulaciji. Također, potvrđena je selektivnost primjenom tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti.
Nakon određene selektivnosti, linearnosti, LOD i LOQ vrijednosti, ispitana je točnost novih predloženih metoda za određivanje ropinirola. Iz podataka u Tablici 5. vidljivo je da je analitički prinos (engl. recovery) u sva tri slučaja blizu 100%, što potvrđuje točnost ovih metoda. Također su određene količine aktivne supstancije u tabletama vrlo blizu deklariranom sadržaju. Vrijednosti relativne standardne devijacije (RSD) za pet ponovljenih mjerenja su niske što potvrđuje preciznost novo razvijene pravokutnovalne i diferencijalne pulsne voltametrijske metode. Dobiveni rezultati pokazuju da je metoda prikladna za određivanje ropinirola u farmaceutskim dozirnim oblicima. 
Statističke analize (t-test i F-test) su pokazale da su elektroanalitičke metode jednako vrijedne kao i usporedna kromatografska metoda (Tablica 5.), ali imaju značajnu prednost, jer su brže i jeftinije s jednostavnijom predobradom uzorka.
6. ZAKLJUČAK
Cilj istraživanja bio je ispitati oksidativne značajke ropinirola u širokom pH području u vodenom mediju na elektrodi od staklastog ugljika koristeći cikličku, pravokutnovalnu i diferencijalnu pulsnu voltametriju na temelju kojih bi se mogle razviti nove elektroanalitičke metode za određivanje ropinirola. Brze i jednostavne elektroanalitičke metode za direktno određivanje ropinirola u tabletama razvijene su koristeći pravokutnovalnu i diferencijalnu pulsnu voltametriju. 

Rezultati mjerenja pokazuju da je 0.1 M sumporna kiselina najoptimalniji osnovni elektrolit u voltametrijskim ispitivanjima, jer se u tom mediju javlja samo jedan i vrlo izraženi strujni vrh ropinirola. Elektrooksidacija ropinirola u 0.1 M sumpornoj kiselini ireverzibilan je proces koji se zbiva u indolskom prstenu molekule lijeka. Matematičkim izračunima pokazano je da je broj elektrona i protona koji sudjeluju u oksidaciji ropinirola podjednak i da iznosi dva, a mehanizam oksidacije iznesen je u sklopu rasprave.

Uzastopnim mjerenjima pravokutnovalnom voltametrijom je pokazano da se struja vrha vala oksidacije ropinirola smanjuje, jer se efektivna površina elektrode smanjuje povećanjem broja ponovljenih mjerenja. To ukazuje da se produkt oksidacije ropinirola adsorbira na površinu elektrode.

Kako bi se ustanovilo područje linearnosti za ispitivani lijek na elektrodi su zabilježeni pravokutnovalni i diferencijalni pulsni voltamogrami otopina različitih koncentracija. Postoji linearna ovisnost jakosti struje o koncentraciji s visokim koeficijentom korelacije te se ove metode mogu u odrađenom koncentracijskom rasponu (5 x 10-7 M – 2 x 10-5 M za pravokutnovalnu voltametriju i 1 x 10-6 M – 2 x 10-5 M za diferencijalnu pulsnu voltametriju) upotrijebiti za kvantitativnu analizu ropinirola. Utvrđeni su i preostali validacijski parametri koji ukazuju na prednost pravokutnovalne voltametrijske metode. 
Kao usporedna tehnika, korištena je tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti. Vrijednosti t-testa i F-testa pokazuju da nema značajne razlike između ispitivanih metoda, što uz jednostavnost, brzinu i nisku cijenu izvođenja analiza, samo dodatno potvrđuje vrijednost novo razvijenih elektroanalitičkih metoda za određivanje ropinirola.
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9. SAŽETAK/ SUMMARY

9.1. SAŽETAK

Ines Malenica                                                                                              

NOVE ELEKTROKEMIJSKE METODE ZA ODREĐIVANJE ROPINIROLA
Ropinirol je noviji antiparkinsonik. Na tržištu je u generičkoj formi prisutan od 2008. godine. U terapijske svrhe se koristi kao monoterapija za liječenje početnog parkinsonizma, adjuvantno sredstvo uz levodopu kod parkinsonizma ili za sindrom nemirnih nogu.
U ovom radu ispitivana su elektrokemijska svojstva ropinirola pri različitim pH vrijednostima te pri različitim brzinama promjene potencijala pomoću cikličke, pravokutnovalne i diferencijalne pulsne voltametrije na elektrodi od staklastog ugljika. Svrha istraživanja bila je ispitati oksidativno ponašanje ropinirola na elektrodi, na temelju kojeg su kasnije razvijene nove elektroanalitičke metode za određivanje ropinirola, jer je uvidom u literaturu ustanovljeno da ne postoje elektroanalitičke metode za određivanje ovog lijeka.
Istraživanja su pokazala da dolazi do ireverzibilne oksidacije molekule ropinirola pri potencijalu od 1.28 V u kiselom mediju te da se pri nižim vrijednostima potencijala javlja novi strujni vrh pri 0.62 V, koji odgovara oksidaciji produkta reakcije oksidacije ropinirola. Snimanjem pravokutnovalnog voltamograma, pokazano je da dolazi do apsorpcije ovog produkta na površinu elektrode te je razjašnjen mehanizam oksidacije ropinirola.
Nakon optimizacije svih analitičkih parametara, istraživana je ovisnost jakosti anodne struje o koncentraciji lijeka, te je nađeno da je ona linearna u rasponu koncentracija 5 x 10-7 – 2 x 10-5 M za pravokutnovalnu voltametriju i 1 x 10-6 – 2 x 10-5 M za diferencijalnu pulsnu voltametriju. Utvrđeni su ostali validacijski parametri koji ukazuju na prednost pravokutnovalne voltametrijske metode. 
Novo razvijene elektroanalitičke metode primijenjene su za određivanje ropinirola u dozirnom obliku. Pokazano je da ekscipijensi ne interferiraju analizi lijeka u formulaciji. Kao usporedna tehnika korištena je tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti. Izračunate vrijednosti t-testa i F-testa pokazuju da nema značajne razlike između ispitivanih metoda, što uz jednostavnost, brzinu i nisku cijenu izvođenja analiza, samo dodatno potvrđuje vrijednost novo razvijenih elektroanalitičkih metoda za određivanje ropinirola.
Ključne riječi: ropinirol, elektrokemijska oksidacija, ciklička voltametrija, pravokutnovalna voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija
9.2. SUMMARY

Ines Malenica
NEW ELECTROCHEMICAL METHODS FOR ROPINIROLE DETERMINATION

Ropinirole is a new anti-Parkinson’s disease drug. It is present on the market in a generic form since 2008. In therapeutic purposes, it is used as a monotherapy for treating early stages of Parkinson's disease, as an adjuvant with levodopa for advanced stages of the disease, or for treatment of Restless Leg Syndrome.

In this thesis, electrochemical properties of ropinirole were investigated. Different pH values were used and scan rate was varied using cyclic, square-wave and differential pulse voltammetry on a glassy carbon electrode. The purpose of this research was to investigate the oxidation behavior of ropinirole on the electrode, on which were later developed new electroanalytical methods for determination of ropinirole, because the inspection of  literature revealed that there are no analytical methods developed for the determination of ropinirole.

The results have shown that the ropinirole oxidation occurs at the potential of 1.28 V, and at lower values ​​of potential, the new peak occurs at 0.62 V, corresponding to the oxidation product of the oxidation reaction of ropinirole. Recording to square-wave voltammograms, it was shown that there is absorption of this product on the electrode surface. The mechanism of the ropinirole oxidation was elucidated.
The correlation between the peak current and the concentration of the drug was investigated and after the optimization of all analytical parameters, the results showed a linear correlation in ropinirole concentration range from 5 x 10-7 M – 2 x 10-5 M for square-wave voltammetry and 1 x 10-6 M – 2 x 10-5 M for differential pulse voltammetry. Other validation parameters indicate the advantage of square-wave voltammetric method.
Newly developed electroanalytical methods have been applied for the determination of ropinirole in the dosage form. It was shown that the excipients do not interfere with the analysis of the drug formulation. As a comparative technique, high pressure liquid chromatography was used. The calculated values of the t-test and the F-test showed no significant differences between the tested methods, which combined with the ease, speed and low costs of performing the analysis, only confirmed the value of the newly developed electroanalytical methods for the determination of ropinirole.
Keywords: ropinirole, electrochemical oxidation, cyclic voltammetry, square-wave voltammetry, differential pulse voltammetry
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