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РЕФЕРАТ


[bookmark: _GoBack]У роботі 78 сторінок, 7 таблиць, 48 рисунків, було використано 53 літературне джерело, із них 39 іноземною мовою.
Об’єкт дослідження – «Ізоніазид таблетки по 200 мг №50» від «Борщагівський ХФЗ» та «Ізоніазид-Дарниця таблетки по 200 мг №50».
Предмет дослідження – методи якісного та кількісного аналізу ізоніазиду.
Мета роботи – провести якісний аналіз та перевірити доцільність застосування прямої броматометрії для кількісного визначення ізоніазиду та порівняти якість двох препаратів ізоніазиду від різних виробників.
Методи досліджень	та апаратура	– якісні реакції, пряма броматометрія, зворотня броматометрія, pH-метр LaQua Twin pH-11, колбонагрівач WiseTherm. 
Було виявлено, що обидва препарати – «Ізоніазид таблетки по 200 мг №50» від «Борщагівський ХФЗ» та «Ізоніазид-Дарниця таблетки по 200 мг №50» – є якісними – вміст ізоніазиду відповідає нормам Фармакопеї. 
Також встановлено, що метод прямої броматометрії доцільно застосовувати для кількісного визначення ізоніазиду як більш простий, швидкий і точний метод порівняно зі зворотною броматометрією.
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ABSTRACT


This paper contains 79 pages, 7 tables, 48 figures, 53 references, including  39 in foreign language were used.
The object of research is the drug "Isoniazid tablets 200 mg No. 50" manufactured by "Borshchagivskyi KhFZ" and "Isoniazid-Darnytsia tablets 200 mg No. 50".
The subject of research are the methods of qualitative and quantitative analysis of isoniazid.
The aim of research is to conduct a qualitative analysis and check the feasibility of direct bromatometry for the quantitative determination of isoniazid and to compare the quality of two isoniazid preparations made by different manufacturers.  
Research methods and equipment used – qualitative reactions, direct bromatometry, reverse bromatometry, LaQua Twin pH-11 pH meter, WiseTherm flask heater.
It has been found that both preparations – "Isoniazid tablets 200 mg No. 50" and "Isoniazid-Darnytsia tablets 200 mg No. 50" are of high quality – their isoniazid content complies with pharmacopoeia standards. 
It was concluded that direct bromatometry is feasible for the quantitative determination of isoniazid as more simple, fast and accurate method compared to reverse bromatometry.
ISONIAZID, DIRECT BROMATOMETRY, QUANTITATIVE ASSAY, QUALITY CONTROL, TITRIMETRY, ANTI-TUBERCULOSIS DRUGS, TABLETS
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LD50 – напівлетальна доза (доза, летальна для 50% піддослідних), мг/кг маси тіла
m/z – відношення маси до заряду (мас-спектроскопія)
MIC – Minimum inhibitory concentration – мінімальна концентрація препарату, що викликає інгібування мікроорганізму
STD – відносне стандартне відхилення
ВЕТТ – висота, еквівалентна теоретичній тарілці – показник ефективності хроматографічної колонки 
HPLC, ВЕРХ – високоефективна рідинна хроматографія
INH – ізоніазид
MH – метанольний розчин хлоридної кислоти
ДФУ – Державна Фармакопея України
НАДН – нікотинамідаденіндинуклеотид, гідрована форма
ПМР – протонно-магнітний резонанс


ВСТУП


Гетероциклічні сполуки – похідні піридину широко застосовуються у фармацевтичних препаратах, що зумовлено їхньою різноманітною фармакологічною активністю. Існують такі препарати-похідні піридину – ізоніазид, етіонамід (лікування туберкульозу), делавірдин (ВІЛ/СНІД), такрин (хвороба Альцгеймера), ніфедипін (синдром Рейно та передчасні пологи), піроксикам (нестероїдний протизапальний засіб від артриту) та інші. 
Дослідники продовжують синтезувати сполуки з замісниками, що містять піридин, і шукати нові сфери їх застосування. Тому роль піридину у лікарських засобах лише зростатиме [1].
Актуальність застосування піридину як основи препаратів підтверджується тим, що біологічно-активні похідні піридину поширені в природі, переважно у рослинах, зокрема – вітаміни (вітамін В6), алкалоїди (атропін) та на його основі синтезовано і використовується в медичній практиці цілий ряд лікарських препаратів.
Важливим похідним піридину є ізоніазид, який є одним з небагатьох препаратів (включаючи рифампіцин, етамбутол, піразинамід), що застосовуються в Україні для лікування туберкульозу. 
Через формування у мікроорганізмів резистентності до цих препаратів їх дозу доводиться постійно збільшувати, що посилює ризик отруєння.
Отже, точне визначення вмісту діючої речовини в таких сильнодіючих препаратах, як протитуберкульозні (ізоніазид), є дуже важливим, оскільки при нестачі діючої речовини захворювання не буде вилікуване, а її надлишок спричинятиме побічні ефекти.
Саме тому важливим є підбір найбільш ефективного і точного методу визначення ізоніазиду (в таблетках).
Метою кваліфікаційної роботи є проведення якісного аналізу та перевірка доцільності застосування прямої броматометрії для кількісного визначення ізоніазиду та порівняння якості двох препаратів ізоніазиду від різних виробників.
Для досягнення поставленої мети необхідно виконати такі завдання:
1) Проаналізувати літературні джерела стосовно методів якісного та кількісного аналізу лікарського препарату-похідного піридину, а саме ізоніазиду;
2) Дослідити інформацію з фармакопей, і враховуючи наявні реактиви та обладнання, обрати найбільш точний метод кількісного аналізу ізоніазиду, а також обрати основні якісні реакції для його ідентифікації. 
3) Визначити концентрацію діючої речовини у різних партіях препарату, порівняти визначену концентрацію з нормами фармакопеї, зробити висновок щодо якості препарату за відповідністю вмісту діючої речовини нормам та доцільності застосування методу прямої броматометрії для кількісного визначення ізоніазиду. 
Об’єктом дослідження є «Ізоніазид таблетки по 200 мг №50» від «Борщагівський ХФЗ» та «Ізоніазид-Дарниця таблетки по 200 мг №50».
Предметом дослідження є методи якісного та кількісного аналізу ізоніазиду.
Методи дослідження – якісні реакції, пряма броматометрія, зворотня броматометрія.
Актуальність роботи полягає у спрощенні наявної фармакопейної методики кількісного аналізу ізоніазиду зі збереженням точності.
Наукова новизна обумовлена тим, що пряма броматометрія вперше розглядається з точки зору фармацевтичного аналізу, а саме кількісного визначення ізоніазиду.
Значення результатів наукового дослідження полягає у впровадженні прямої броматометрії як альтернативи зворотній броматометрії, оскільки в зворотній броматометрії через наявність трьох реагентів (КВrО3, KI, Na2S2O3) присутні побічні реакції і окисно-відновні рівноваги, які знижують точність аналізу.
У той час як в прямій броматометрії є тільки один титрант (КВrО3) і відбувається виключно одна основна реакція – в результаті побічні окисно-відновні рівноваги є стабільними (зокрема, титрант не окиснює проміжні продукти реакції, що призвело б до порушення лінійної залежності об’єму титранту від концентрації ізоніазиду). 
Метод грунтується на окисненні ізоніазиду бромом, прямому титруванні, коли титрують розчином Калію бромату в середовищі кислоти хлоридної до зникнення червоного забарвлення з індикатором – метиловим червоним.
Пряма броматометрія є перспективним методом кількісного аналізу ізоніазиду, оскільки вона є більш простою, швидкою і точною порівняно зі зворотною броматометрією.
Результати експериментальних досліджень кваліфікаційної роботи можуть бути використані у фармацевтичному аналізі безпосередньо, а також в освітньому процесі під час викладання  навчальних дисциплін:
− для здобувачів ступеня вищої освіти «бакалавр»: «Органічна хімія», «Біологічно активні речовини», «Біохімія»;
− для здобувачів ступеня вищої освіти «магістр»: «Хімія лікарських засобів», «Великий практикум з медичної хімії».
Основні положення та результати дослідження доповідалися й обговорювалися на міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні проблеми біології, екології та хімії» (Запоріжжя, 25-27 квітня 2024 р.).
20


1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Загальна характеристика


Сполуки піридину, які служать основою для лікарських препаратів, мають переважно рослинне походження. Деякі з них можна застосовувати як індивідуальний лікарський препарат. Зокрема, тригонеллін (рис. 1.1) добувають з насіння пажитнику, його використовують при діабеті та захворюваннях ЦНС [2].

[image: ]
Рисунок 1.1 – Тригонеллін

Церпегін (рис. 1.2), отриманий з кореня Ceropegia Juncea, є анальгетиком, антипіретиком, гепатопротектором та анестетиком. 

[image: ]
Рисунок 1.2 – Церпегін

(-)-Цитизин (рис. 1.3) є основою препаратів для лікування розладів харчування, алкогольної та нікотинової залежності, стресу, шизофренії та хвороби Паркінсона.

[image: ]
Рисунок 1.3 – (-)-Цитизин

Тобто, сполуки піридину мають різноманітний фармакологічний ефект.


1.2 Класифікація за фармакологічним ефектом


За фармакологічним ефектом препарати-похідні піридину поділяють на такі групи:
· препарати проти стенокардії – ніфедипін, амлодипін;
· препарати проти гіпертонії – пінацидил;
· препарати проти туберкульозу – ізоніазид, фтивазид;
· протизапальні препарати – піроксикам;
· стимулятори ЦНС – нікетамід.
Нещодавно було синтезовано похідні піридину, що мають такі лікувальні ефекти:
· антибактеріальний ефект (рис. 1.4);
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Рисунок 1.4 – Сполука з антибактеріальним ефектом

· антивірусний ефект (рис. 1.5);

[image: ]
Рисунок 1.5 – Сполука з антивірусним ефектом

· протираковий ефект (рис. 1.6);

[image: ]
Рисунок 1.6 – Сполука з протираковим ефектом

· протидіабетичний, протизапальний, протигрибковий, антиоксидантний та інші ефекти [1].


1.3 Хімічна класифікація


Препарати-похідні піридину можуть бути представниками і інших класів органічних сполук, зокрема це:
· похідні дигідропіридину (Ніфедипін) (рис. 1.7);

[image: ]
Рисунок 1.7 – Похідні дигідропіридину (Ніфедипін)

· аміди (Нікетамід) (рис. 1.8);
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Рисунок 1.8 – Аміди (Нікетамід)

· гідразиди (Ізоніазид) (рис. 1.9);
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Рисунок 1.9 – Гідразиди (Ізоніазид)


· аміни (Пінацидил) (рис. 1.10);

[image: ]
Рисунок 1.10 – Аміни (Пінацидил)

· етери, естери (Амлодипін) (рис. 1.11).

[image: ]
Рисунок 1.11 – Етери, естери (Амлодипін)


1.4 Назва лікарського засобу


Зазвичай препарат називають за трьома номенклатурами – латинською, хімічною та міжнародною, оскільки вони мають різне призначення. У науковій літературі застосовують хімічну назву, у медичній – латинську назву, а в інших текстах та на упаковці препарату – міжнародну.
Назви ізоніазиду за різними номенклатурами:
· Латинська: Isoniazidum;
· Хімічна (IUPAC): Pyridine-4-carbohydrazide; 
· Міжнародна: Isoniazid.




1.5 Добування


Розглянемо три загальновідомі методи добування ізоніазиду. 
Перший метод – це пряма конденсація ізонікотинової кислоти та гідразингідрату (рис. 1.12). 
Метод має такі недоліки: висока температура реакції, реакція відбувається не повністю, тому отриманий продукт має низьку чистоту.
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Рисунок 1.12 – Добування ізоніазиду прямою конденсацією

Другий метод полягає у використанні 4-ціанопіридину і гідролізі його до ізонікотинаміду та наступній конденсації з гідразингідратом (рис. 1.13). 
Недоліки методу: гідроліз 4-ціанопіридину складно контролювати, побічні продукти, такі як ізонікотинова кислота та 4-аміно-3,5-ді(4-піридин)-1,2,4-триазол, утворюються у великій кількості – тому чистота отриманого ізоніазиду низька.
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Рисунок 1.13 – Добування ізоніазиду з 4-ціанопіридину

Третій метод використовує ізонікотинову кислоту, яку естерифікують етанолом, і конденсують отриманий естер з гідразин гідратом (рис. 1.14) [3].
[image: ]
Рисунок 1.14 – Добування ізоніазиду за допомогою естерифікації


1.6 Ідентифікація ізоніазиду
1.6.1 ІЧ-спектроскопія


Перед аналізом речовину необхідно розтирати з KBr. ІЧ-спектр поглинання чистого ізоніазиду має такий вигляд (рис. 1.15):
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Рисунок 1.15 – ІЧ-спектр поглинання чистого ізоніазиду






1.6.2 УФ-спектроскопія 


Перенесіть близько 50 мг сполуки у мірну колбу на 500 мл, додайте воду до об’єму, перемішайте. Перенесіть 10,0 мл отриманого розчину в мірну колбу на 100 мл, додайте 2,0 мл 0,1 н хлоридної кислоти, розведіть водою до об’єму та перемішайте до отримання розчину 1:100 000: УФ-спектр поглинання розчину, отриманого таким чином, має максимуми та мінімуми лише на тих довжинах хвиль, що й подібний розчин стандарту, приготований одночасно. Ідентифікацію чистого ізоніазиду виконують при довжині хвилі 280 нм, суміші ізоніазиду, піразинаміду та ріфампіцину – при 263 нм [4], суміші ізоніазиду, етамбутолу, піразинаміду та ріфампіцину – при 238 нм [5]. УФ-спектр наведено на рис. 1.16.
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Рисунок 1.16 – УФ-спектр поглинання чистого ізоніазиду (розчинник – метанол, довжина кювети – 2 мм, концентрація – 0.1 г/л)






1.6.3 ПМР-спектроскопія 


Також при визначенні ізоніазиду як індивідуальної речовини, можна використати ПМР-спектроскопію [6]. Наступний спектр отримали у розчиннику D2O  при 300 МГц (рис. 1.17). 

[image: ]
Рисунок 1.17 – ПМР-спектр ізоніазиду у D2O

Аналізуючи подібний спектр ізоніазиду, можна стверджувати, що пік при 8.7 ppm належить NH-групі, при 7.6 ppm – Гідрогену в положеннях 2 та 6 в ароматичному кільці, при 5 ppm – Гідрогену в положеннях 3 та 5 в ароматичному кільці.


1.6.4 13С-ЯМР спектроскопія


Ізоніазид також ідентифікують за 13С-ЯМР спектром [7]. В якості розчинника використовують D2O (рис. 1.18).

[image: ]
Рисунок 1.18 – 13С-ЯМР-спектр ізоніазиду у D2O


1.6.5 Мас-спектроскопія


Ізоніазид за мас-спектром (рис. 1.19) ідентифікують за молекулярним гідрогенізованим йоном з масою 138.5 та одним з продуктів його розпаду з масою 121.3, який містить фрагмент NH+ – інші продукти розпаду мають меншу інтенсивність в мас-спектрі і ідентифікувати за ними ізоніазид неможливо. 

[image: ]
Рисунок 1.19 – Мас-спектр ізоніазиду

Наприклад, ізоніазид можливо ідентифікувати у плазмі крові за m/z 121.3 при використанні у ВЕРХ рухомої фази ізопропанол-ацетонітрил-вода з 0.046% форміатної кислоти (80:20 об/об) та колонки (50 х 2.1 мм; 5 мкм) [8].
Також можна визначити ізоніазид у плазмі крові у суміші з ацетилізоніазидом, ізонікотиновою кислотою та ріфампіцином за допомогою ВЕРХ та мас-спектроскопії. Детектування відбувається при m/z 121.1. Використовуються дві системи розчинників та їх суміші, які застосовують на різних етапах хроматографування. Система А: амоній ацетат, система Б: ацетонітрил-вода з форміатною кислотою [9].


1.6.6 Раман-спектроскопія


Раман-спектроскопія дозволяє якісно визначити ізоніазид в присутності ріфампіцину, піразинаміду та етамбутолу. На рис. 1.20 представлено Раман-спектри суміші. 
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Рисунок 1.20 – Раман-спектр суміші ізоніазиду, ріфампіцину, піразинаміду та етамбутолу. Чорний (вгорі) – чистий Раман-спектр суміші, Червоний (внизу) – відкалібрований за внеском компонентів Раман-спектр 

За сигналами 1, 2, 4, 5, 6 та 8 не можна якісно визначити склад суміші, тоді як сигнали 3 та 7 відповідають ізоніазиду, однак сигнал 3 також відповідає етамбутолу, а сигнал 7 – піразинаміду і етамбутолу. Однак, за цим спектром визначити ізоніазид у суміші можливо, якщо він переважає за вмістом [10].
Раман-спектр чистого ізоніазиду в кристалічному стані зображений на рис. 1.21(b). На цьому ж рис. представлені і інші види спектрів ізоніазиду. Найсильнішим коливанням у Раман-спектрі, за яким можна ідентифікувати ізоніазид, є 3065 см-1, який відповідає коливанню зв’язку CH [11].
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Рисунок 1.21 – Спектри чистого ізоніазиду. (a) – непружне розсіювання нейтронів, (b) – Раман, (c) – ІЧ, (d) – ІЧ-спектр з заміщеними ізотопами, (е) – розрахунок періодичності частот




1.6.7 THz-TDS спектроскопія


Ізоніазид можна виявити у сумішах за допомогою THz-TDS спектроскопії (Terahertz time-domain spectroscopy – це вид спектроскопії, коли речовину опромінюють короткими імпульсами радіовипромінювання ТГц-діапазону і вивчають залежність поглинання випромінювання у часі). 
Наприклад, суміш ізоніазиду, піразинаміду, та ріфампіцину поглинає на таких частотах: піразинамід – 0.52, 0.72, 1.42 ТГц, ізоніазид – 1.17 та 1.42 ТГц, ріфампіцин – 0.85 ТГц. Тобто ці три сполуки можна одночасно ідентифікувати у препаратах таким методом. 
На відміну від хроматографії, яка досліджує розчини і гази і триває мінімум декілька хвилин, цей метод можна застосовувати для твердих речовин (зокрема, для кількісного визначення ізоніазиду), він є неруйнівним, і тривалість сканування вимірюється наносекундами [12].


1.7 Застосування в медицині
1.7.1 Застосування ізоніазиду в медицині


Лікування та профілактика туберкульозу усіх форм і локалізацій, зокрема латентного.
Фармакологічні властивості: інгібує ДНК-залежну РНК-полімеразу та гальмує синтез міколевих кислот клітинної стінки мікобактерій туберкульозу, що затримує ріст бактерій. Слабко впливає на збудників інших інфекційних захворювань.
Побічні ефекти: Власне ізоніазид не токсичний, але при гідролізі його гідразидної групи в організмі утворюються токсичні продукти – ізоніазид гідразин, ацетил діазин, ацетил-оніум йон, кетен, та ацетил-радикал. Ці речовини викликають порушення функцій мітохондріальної мембрани та ДНК гепатоцитів HepG2, що призводить до їх апоптозу [13].
Механізм дії: Ізоніазид активується каталазо-пероксидазою (KatG) і генерує  ізонікотиноїловий радикал, який в свою чергу, утворює аддукт з НАД+ (нікотинамідаденіндинуклеотид) (рис. 1.22). 
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Рисунок 1.22 – Механізм дії ізоніазиду на біохімічні процеси у клітинах бактерій

Цей аддукт інгібує еноїл-тіоестер редуктазу (InhA), яка каталізує біосинтез міколевих кислот, що є складовими клітинної стінки мікобактерій. 
В результаті бактерії гинуть через порушення гомеостазу, оскільки надлишковий НАДН, що мав бути використаний для синтезу міколевих кислот, спрямовується в дихальну систему, що додатково стимулює синтез АТФ [14].






1.7.2 Речовини-похідні ізоніазиду з протитуберкульозною дією  


Наразі активно досліджуються похідні ізоніазиду з метою підвищення їх ефективності порівняно з чистим ізоніазидом. 
Наприклад, в організмі людини присутній фермент N-ацетилтрансфераза. Цей фермент приєднує N-ацетильний залишок до ізоніазиду, в результаті чого ізоніазид втрачає протитуберкульозну активність.
Щоб запобігти деактивації ізоніазиду, в його гідразидну групу вводять адамантил (рис. 1.23). 
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Рисунок 1.23 – Адамантил-заміщені похідні ізоніазиду

Окрім того, адамантил характеризується високою ліпофільністю, що сприяє кращому проникненню утвореної сполуки через клітинну мембрану порівняно з чистим ізоніазидом [15].
Також існує похідна ізоніазиду – коньюгат ізоніазид-малеімід, що є електронним донорно-акцепторним комплексом ізоніазиду та малеіміду. Комплекс утворюється за рахунок УФ-опромінення реакційної суміші, і одразу перетворюється на кінцевий продукт, де малеімід заміщений гідразидною групою ізоніазиду у положенні 3 (рис. 1.24). 
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Рисунок 1.24 – Синтез похідного ізоніазиду та малеіміду

Молекулярні дослідження доводять, що отримана сполука має більшу спорідненість до НАДН, ніж чистий ізоніазид (утворюючи аддукт з НАДН аналогічно до ізоніазиду). Крім того, вона володіє високою ліпофільністю та водорозчинністю, що вказує на потенційну підвищену ефективність проти туберкульозу. Це необхідно буде підтвердити в подальших in vivo випробуваннях [16].


1.7.3 Речовини-похідні піридину з протитуберкульозною дією 


Протитуберкульозна активність може бути притаманна не лише похідним ізоніазиду, але й похідним піридину. Ведуться дослідження щодо похідних піридину, які потенційно можуть проявляти меншу токсичність порівняно з похідними ізоніазиду.
Наприклад, були синтезовані 2,6-дизаміщені тіосемікарбазонові похідні піридину. Як вихідну сполуку використовували 6-хлоропіколінонітрил, заміщуючи хлор на нуклеофільну групу (піролідин, піперидин, фенол). Далі нітрильну групу за допомогою метанолу перетворили на метиліміноестерну. 
Потім сполуку конденсували за іміногрупою з морфолін-4-карботіогідразидом і піролідин-1-карботіогідразидом, в результаті отримали кінцеві продукти 4-9, які різняться замісниками R1 та R2 (рис. 1.25).
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Рисунок 1.25 – Синтез 2,6-дизаміщених тіосемікарбазонових похідних піридину

Сполуки 4-9 проявляли вищу активність проти штаму туберкульозу Spec. 210, ніж ізоніазид (INH), але меншу активність проти штаму H37Rv 
(табл. 1.1), що оцінювалося за MIC. 
Сполуки 4,5,7 не проявляли токсичність відносно нормальних клітин, сполуки 6 і 8 інгібували їх, але клітини залишались життєздатними, а сполука 9 викликала загибель клітин [17].

Таблиця 1.1 – Протитуберкульозна активність сполук 4-9
	Сполука
	MIC (мкг/мл)

	
	Штам H37Rv
	Штам Spec. 210

	4
	16
	4

	5
	2
	1

	6
	8
	1

	7
	2
	0.5

	8
	8
	4

	9
	8
	4

	INH
	0.125
	8



Сучасний туберкульоз є резистентним до ізоніазиду та деяких його похідних, тому необхідно розробляти нові препарати, які будуть ефективними проти нього. В якості вихідних сполук для синтезу можна обрати ізоніазид, піридин-4-карбоксальдегід та інші. 
Найбільш ефективними виявилися сполуки, наведені в табл. 1.2.

Таблиця 1.2 – Протитуберкульозна активність сполук, синтезованих з ізоніазиду
	№ п.п.1
	Формула сполуки
	Антибактеріальна активність проти штаму H37Rv, MIC (μM)

	2
	[image: ]
	4.5

	9
	[image: ]
	7

	1
	[image: ]
	7.8

	3
	[image: ]
	12.7

	
	ріфампіцин
	0.0063



Примітка. Номер сполуки наводиться згідно зі статтею.
Синтез відповідних сполук відбувається за реакціями, наведеними на рис. 1.26. 
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Рисунок 1.26 – Синтез похідних ізоніазиду. (а) – 3-бромофталевий ангідрид, (b) – 2-циклопропіл-4H-бензо[d]-[1,3]оксазин-4-он, (c) – 2-етил-4H-бензо-[d]-[1,3]оксазин-4-он, (d) – 3-бромобензоїл хлорид, ТГФ

Хоча ці сполуки вимагають застосування вищих доз для досягнення терапевтичного ефекту порівняно з ріфампіцином, однак їх перевагою є відсутність резистентності до них мікобактерій туберкульозу [18].


1.8 Кількісний аналіз ізоніазиду
1.8.1 Хроматографічні методи


Найбільш поширеним методом кількісного аналізу є високоефективна рідинна хроматографія (методика наведена за Американською фармакопеєю).
Рухома фаза. Розчиніть 4,4 г натрію докузату в 600 мл метанолу, додайте 400 мл води, доведіть рН розчину 2 н розчином сульфатної кислоти до рН 2,5 і перемішайте. За потреби внесіть коригування.
Підготовка стандарту. Розчиніть точно зважену кількість стандарту у рухомій фазі, щоб отримати розчин із концентрацією приблизно 0,32 мг/мл.
Підготовка до аналізу. Перенесіть близько 16 мг ізоніазиду, точно зваженого, у мірну колбу на 50 мл, розчиніть і розведіть рухомою фазою до об’єму та перемішайте.
Хроматографічна система. Рідинний хроматограф, оснащений 254 нм детектором і колонкою 4,6 мм × 25 см, яка містить насадку L1. Швидкість потоку становить приблизно 1,5 мл/хв. 
Хроматографуйте стандартний препарат і запишіть піки з хроматограми, як зазначено в Процедурі: ефективність колонки, визначена за піком ізоніазиду, становить не менше ніж 1800 ВЕТТ; коефіцієнт хвоста для піку ізоніазиду становить не більше 2,0; а STDповторних ін’єкцій ≤  2,0%.
Процедура. Окремо введіть рівні об’єми (приблизно 10 мкл) стандартного препарату та препарату для аналізу в хроматограф, запишіть хроматограми та виміряйте відповіді для основних піків. Обчисліть кількість мг C6H7N3O в наважці ізоніазиду за формулою 1.1:

	[image: ]
	(1.1)



де C – концентрація ізоніазиду у стандарті, мг/мл; 
rU – висота піку на хроматограмі препарату для аналізу;
rS – висота піку на хроматограмі стандарту [19].
Тепер розглянемо модифікації методу HPLC, запропоновані іншими дослідниками.
Існує метод одночасної оцінки вмісту ізоніазиду та піридоксину у лікарській формі, який полягає у обернено-фазній високоефективній рідинній хроматографії з фотометричним визначенням. 
Для визначення розчин пропускають через колонку 4,6 мм × 150 мм. Рухома фаза містить метанол і триетиламінний буфер, узяті у співвідношенні 35%:65% за об’ємом. Рухому фазу пропускають через колонку зі швидкістю потоку 1,0 мл/хв. Температура: 38ºС. 
Довжина хвилі детектора – 261 нм. Час утримання ізоніазиду та піридоксину – 2,256 хв і 5,427 хв відповідно. 
Межі виявлення та кількісного визначення для ізоніазиду становили 2,63 мкг/мл і 3,84 мкг/мл, а для піридоксину – 7,92 мкг/мл і 11,54 мкг/мл.
Метод має менший час виконання, є простим і економним, тому його доцільно застосовувати для контролю якості в промисловості [20].
Так само за допомогою високоефективної рідинної хроматографії можна одночасно визначити піразинамід, ізоніазид, ацетил-ізоніазид та рифампіцин в плазмі крові. Коефіцієнт кореляції r2 складає > 99.4%, межа визначення ізоніазиду та ацетил-ізоніазиду в плазмі – 0,25-20,00 мкг/мл. Найбільша похибка визначення (точність) була 10.39%, правильність 13.72%, що при концентрації стандарту 0.50 мкг/мл (це визначуваний мінімум) відповідає визначеній концентрації 0.57 ± 0.06 мкг/мл. У контрольному зразку з середньостатистичною концентрацією ізоніазиду (8.00 мкг/мл) точність і правильність були кращі – 1.84% та 7.81% відповідно, що відповідає визначеній концентрації 7.38 ± 0.14 мкг/мл. Застосовується хроматографічна колонка 30x150 мм, з розміром частинок 3.5 мкм.
Рухома фаза – водний розчин 20 mM Натрій-1-гептансульфонату та 2.5 mM фосфатного буферу з pH 2.77 (розчин  A) та ацетонітрил (розчин B). Швидкість потоку – 0.4 мл/хв. Склад рухомої фази: 95% розчину A та 5% розчину B. Через 15 хв співвідношення розчинів змінили до 30:70 на наступні 3 хв, а потім повернулися до початкових умов. Час хроматографування – 30 хв. Довжина хвилі детектора – 266 нм перші 14 хв, а потім – 334 нм.
Отже, цей метод має перевагу над попереднім – є більш чутливим, точним, дозволяє одночасно визначати більше лікарських засобів і не вимагає присутності метанолу у рухомій фазі. Однак він є більш тривалим [21].
Для вилучення ізоніазиду з проби можуть використовувати осаджування білків висолюванням (зазвичай, за допомогою ацетонітрилу та метанолу), а також рідинно-рідинну екстракцію (за допомогою етилацетату; або трет-бутил метилового етеру та дихлорометану 70:30 % об/об). Це дозволяє вилучити до 90% ізоніазиду зі зразку. А лужним розчином хлороформу можна вилучити більш ніж 95% ізоніазиду [22].
В іншому обернено-фазному HPLC-методі (що застосовувався для одночасного визначення рімфаміцину, ізоніазиду та піразинаміду у плазмі крові) рухомою фазою була ацетонітрил-метанол-вода, взята у співвідношенні 30:5:65 (за об., рН 5.2). Швидкість потоку: 1.0 мл/хв. Для ізоніазиду межа якісного та кількісного визначення становила відповідно 0.6 та 1.8 мкг/мл. Визначення – фотометричне при довжині хвилі 242 нм. Колонка: 5 мкм, 25 мм х 4.0 мм. Коефіцієнт кореляції r2 = 0,9990 для ізоніазиду. STD = 0,84-1,22% [23].
Також розробили метод HPLC з мас-спектрометричним детектуванням, який використали для визначення ізоніазиду та ацетил-ізоніазиду у сечі. Метод дозволяє визначати ізоніазид та ацетил-ізоніазид в концентрації 0.234–30.0 мкг/мл. В якості внутрішнього стандарту застосовували розчин 50 ммоль/л амоній карбонату, що містить 0.050 мкг/мл ізоніазиду та ацетил-ізоніазиду. Далі виконувалася твердофазна екстракція сумішшю ацетонітрилу, води та амоній ацетату. HPLC-хроматографія проводилась на колонці 3  мкм, 2.1 мм × 100 мм. Температура: 300С. Рухома фаза: 5 Мм амоній ацетату з ацетонітрилом (98:2, об/об). Швидкість потоку: 0,250 мл/хв. Час виконання: 5 хв. Об’єм зразка: 1 мкл. Детектування відбувалось мас-спектрометрично в режимі іонізації електроспрею і генерації позитивних йонів при 5500С та напрузі 5000 В. Точність становила 4,4-7,6% для ізоніазиду (при концентрації 48,0-0,234 мкг/мл) та 2,8-10,5% для ацетил-ізоніазиду. Коефіцієнт кореляції становить r2 = 0.9993 для ізоніазиду та r2 = 0.9983 для ацетил-ізоніазиду [24]. Мас-спектрометрія для цього методу має такі параметри (табл. 1.3):

Таблиця 1.3 – Параметри мас-спектрометрії при визначенні ізоніазиду та ацетил-ізоніазиду
	
	Ізоніазид
	Стандарт ізоніазиду
	Ацетил-ізоніазид
	Стандарт ацетил-ізоніазиду







Продовження таблиці 1.3 

	Молекулярна маса протонованого молекулярного йону (m/z) [M + H]+
	138,0
	142,0
	180,0
	184,1

	Молекулярна маса йону продукту (m/z)
	121,0
	125,1
	138,1
	125,0

	Час утримання (мс)
	150
	150
	150
	150




1.8.2 Електрохімічні методи


Електрохімічні методи також застосовуються для виділення і  детектування ізоніазиду.
Наприклад, ізоніазид можна виділити з суміші з ріфампіцином капілярним електрофорезом і кількісно визначити УФ-спектроскопією. Вилучення ізоніазиду зі зразка електрофорезом становило 99,97%. Межа кількісного визначення: 0.74 мг/л. 
Рухомою фазою є 20 ммоль/л карбонатний/бікарбонатний буфер. Прикладена напруга: 25 кВ. Найкраще розділення ріфампіцину і ізоніазиду спостерігається при рН 10. Ізоніазид притягується до негативного електрода за рахунок позитивного заряду на групі –NH– (рис. 1.27), а ріфампіцін – до позитивного електрода за рахунок двох ОН-груп (на рисунку відмічені *) [25].
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Рисунок 1.27 – Механізм електрофорезу суміші ізоніазиду з ріфампіцином

Ізоніазид можна визначити методом вольтамперометрії електродом з карбонових нанотрубок, нанесеного на скляну поверхню, і модифікованого за допомогою CuOx. Електрод перед використанням активують концентрованою HNO3. Найвищий струм спостерігається при 0.30 В при рН 6.0. Залежність струму від концентрації ізоніазиду є лінійною при концентраціях від 2.0 ∙ 10-7 до 5.0 ∙ 10-5 М (рис. 1.28). Межа визначення: 1.0 ∙ 10-8 М. Відносна похибка складає 5.60%, а точність – 91.0% [26].
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Рисунок 1.28 – Залежність струму (0-50 μA) від концентрації (0-5 μM) ізоніазиду

Можливо використати електрод іншого складу, наприклад, поліамідоаміновий дендример та графен оксид з абсорбованими йонами Ag+ та гексаціаноферратом (ІІІ) (рис. 1.29).
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Рисунок 1.29 – Амперометрична крива визначення ізоніазиду при концентраціях  до 0.10 мМ

Електрод виконаний у вигляді пасти, нанесеної на пластинку. Межа кількісного визначення ізоніазиду складає 1.7 ∙ 10-5 М. Залежність струм-концентрація є лінійною в діапазоні 9.0 ∙ 10-7 до 1.0 ∙ 10-4 М. STD = 2%, амперометрична чутливість – 0.139 А/моль∙л-1. Струм є доволі значним через електрохімічне окиснення ізоніазиду йонами Fe3+ гексаціаноферрату(ІІІ) [27].
Подібним чином ізоніазид можна визначити за допомогою електрокаталітичного окиснення на «друкованому» Карбоновому електроді, попередньо анодованому за допомогою Ag/AgCl. На відміну від попередніх схем, електрод одноразовий, але дуже простий за будовою (відсутні спеціальні включення у структуру електроду – лише Карбон на пластинці) – тому він є дешевим і його можна легко замінити. 
Електрод окиснює ізоніазид завдяки наявності прикінцевих груп О-С=О та С-ОН на електроді. Межа визначення – 2.7 нМ. Залежність струм-концентрація є лінійною до концентрації 1 мМ (рис. 1.30). Чутливість методу: 100 нА ∙ μМ-1. Коефіцієнт кореляції складає r2 = 0.9901 [28].
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Рисунок 1.30 – Залежність струм-концентрація для друкованого Карбонового електроду

Було створено фотоелектрохімічний сенсор для визначення ізоніазиду на основі комплексу трис-(2,2’-біпіридил) рутеній(ІІ) хлориду на матриці CdTe-квантові точки/TiO2/F-модифікований-SnO. Визначати ізоніазид за допомогою нього можна при лінійній залежності концентрації від струму, а саме в межах 0.5-150 мкмоль/л та 150-1270 мкмоль/л. Зразок освітлювали звичайним білим світлом від світлодіода. Потенціал цього електрода був обраний 0.30 В, стандартним електродом був хлорсрібний електрод Ag/AgCl. Перевагою є відсутність буферу, оскільки pH 7.0 дає оптимальний результат. Кількісне визначення за цим методом є досить ефективним (межа визначення – 0.5 мкмоль/л), тоді як спектроскопія у видимому ультрафіолеті має межу визначення 0.27 мкмоль/л, однак найбільш чутливою є диференційна вольтамперометрія (0.01 мкмоль/л) [29].


1.9 Випробування на чистоту препаратів-похідних піридину
1.9.1 Метод визначення важких металів


Доводить, що вміст важких металів (а саме – Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Cu, Mo) не перевищує вміст, вказаний в монографії препарату. Порівняння виконується візуально (за стандартом) розчину Pb.
Використовується для речовин, які не дають прозорих безбарвних препаратів за умов випробування, або для речовин, які через їх складну природу перешкоджають осадженню металів сульфід-іоном.
Ацетатний буфер pH 3,5. Розчиніть 25,0 г ацетату амонію в 25 мл води та додайте 38,0 мл 6 н. хлоридної кислоти. Доведіть, якщо необхідно, 6 н. гідроксидом амонію або 6 н. хлоридною кислотою до рН 3.5, розведіть водою до 100 мл і перемішайте.
Підготовка стандарту. У пробірку 50 мл нанесіть піпеткою 2 мл стандарту Плюмбуму (20 мкг Pb) і розведіть водою до 25 мл. Використовуючи рН-метр або короткодіапазонний індикаторний папір, доведіть розчин 1 н. розчином оцтової кислоти або 6 н. розчином гідроксиду амонію до значення рН між 3,0 і 4,0, розведіть водою до 40 мл і перемішайте.
Підготовка до тесту. Для дослідження беруть таку кількість речовини m (розраховується за формулою 1.2), щоб L дорівнювало межі вмісту важких металів, зазначеній у монографії препарату:
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	(1.2)



де m – кількість речовини, взятої для аналізу, г;
L – межа вмісту важких металів у препараті, %.
Перенесіть розраховану масу речовини у тигель, додайте сульфатну кислоту у кількості, достатній для зволоження речовини та обережно нагрівайте суміш до повного обвуглювання. 
Додайте до обвугленої маси 2 мл нітратної кислоти та 5 крапель сульфатної кислоти та обережно нагрівайте, поки не перестане виділятися білий дим. Нагрівати бажано в муфельній печі при 500-600°С, поки вуглець повністю не вигорить.
Суміш охолоджують, додають 4 мл 6 н. хлоридної кислоти, накривають кришкою, нагрівають на паровій бані 15 хвилин, відкривають і повільно випарюють досуха. 
Залишок змочують 1 краплею хлоридної кислоти, додають 10 мл гарячої води і кип’ятять 2 хв. Додайте по краплях 6 н. гідроксиду амонію, доки розчин не стане лужним (за лакмусом), розведіть водою до 25 мл і доведіть 1 н. розчином оцтової кислоти до рН між 3.0 і 4.0, використовуючи короткодіапазонний індикаторний папір як рН-індикатор. Відфільтруйте, промийте тигель і фільтр 10 мл води, об’єднайте фільтрат і промивну рідину в пробірці на 50 мл для порівняння кольорів, розведіть водою до 40 мл і перемішайте.
Процедура. До кожної з пробірок, що містять стандартний препарат і тестовий препарат, додайте 2 мл ацетатного буфера з pH 3.5, потім додайте 1.2 мл тіоацетамід-гліцеринової основи, розведіть водою до 50 мл, перемішайте, дайте постояти 2 хвилин і дивіться вниз на білу поверхню: колір досліджуваного розчину не повинен бути темніший за колір розчину стандарту.


1.9.2 Домішки, вміст яких визначається для ізоніазиду


Важкі метали. Див. розділ 1.9.1. Допустимий вміст – не більше 10 ppm.
Гідразин. Досліджують методом тонкошарової хроматографії, використовуючи силікагель як носій. 
Досліджуваний розчин. 1,0 г досліджуваної речовини розчиняють у суміші рівних об’ємів ацетону Р і води Р і доводять цією ж сумішшю розчинників до 10,0 мл.
Розчин стандарту. 50,0 мг гідразинсульфату Р розчиняють у 50 мл води Р і доводять ацетоном Р до 100,0 мл. До 10,0 мл цього розчину додають 0,2 мл досліджуваного розчину і доводять до 100,0 мл сумішшю рівних об’ємів ацетону Р і води Р.
Окремо нанесіть на пластинку по 5 мкл кожного розчину та хроматографуйте, поки розчин не пройде відстань 15 см, використовуючи суміш 10 об’ємів води Р, 20 об’ємів ацетону Р, 20 об’ємів метанолу Р та 50 об’ємів етилацетату Р. Висушіть пластинку на повітрі та досліджуйте в ультрафіолеті при 254 нм. Будь-яка пляма, яка не відповідає ізоніазиду, не повинна бути більш інтенсивною, ніж для розчину-стандарту (допустиме відхилення – 0,2%).
Пластинку обприскують розчином диметиламінобензальдегіду R1 і оглядають при денному світлі. На хроматограмі розчину стандарту з’являється додаткова пляма, що відповідає гідразину. Пляма гідразину на хроматограмі досліджуваного розчину не повинна бути більш інтенсивною, ніж для розчину-стандарту (допустиме відхилення – 0,05%) [30].
Таким чином, проаналізувавши літературні джерела, можна зробити висновок, що кількісні методи аналізу ізоніазиду недостатньо вивчені.

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт дослідження


Об’єктом дослідження є препарат «Ізоніазид таблетки по 200 мг №50» від «Борщагівський ХФЗ» та «Ізоніазид-Дарниця таблетки по 300 мг №50».


2.2 Характеристика об’єкта дослідження за фармакопейною статтею


Ізоніазид (Isoniazid), Гідразид ізонікотинової кислоти (рис. 2.1).

[image: ]
Рисунок 2.1 – Формула ізоніазиду

Опис. Білий кристалічний порошок без запаху, гіркий на смак. Тпл. 171.4°С (170-174°С). C6H7N3O. M = 137.10 г/моль [30].
MIC ізоніазиду відносно туберкульозу складає 0.05 мкг/мл, однак бактерії швидко стають резистентними і вже через 3 тижні неперервного прийому ізоніазиду вони вже не чутливі навіть до концентрації 0.1 мкг/мл [31].
Токсичність для людини – напівлетальна концентрація LC50 > 200 мкг/мл, LD50 = 100 мг/кг, токсична дія зазвичай починається з концентрації 15 мг/кг, але вона залежить від стану організму, тому точної норми не існує. Загальна рекомендація – ізоніазид припиняють приймати, коли вміст білірубіну в крові перевищує 3 мг/100 мл, а вміст печінкових ензимів в 5 разів перевищує норму [32].
Розчинність. Субстанція погано розчиняється в спирті, метанолі, хлороформі, етилацетаті, розчиняється в киплячій воді, мінеральних кислотах, нерозчинна в етері [33]. Згідно з ScienceDirect, розчинність сполуки у %мас повинна складати: у воді при 25ºC: ∼14%, у воді при 40ºC: ∼26%, у етанолі при 25ºC: ∼2%, у киплячому етанолі: ∼10%, у хлороформі: ∼0.1% [34].
Вміст діючої речовини: 98-102% від зазначеного у препараті.
Вміст важких металів: не більше ніж 0.001% [30].


2.3 Методи якісного аналізу ізоніазиду, рекомендовані ДФУ
2.3.1 Термоліз


0.1 г субстанції нагрівають з 0.1 г безводного Натрій карбонату –  в результаті відчувається запах піридину. Під час реакції також утворюється амоніак, який ідентифікують за посинінням вологого лакмусового паперу або за запахом (якщо використовувати фенолбензеїновий папірець – з’являється рожеве забарвлення).
Якщо виконують аналіз лікарської форми, обов’язково враховують кількісні співвідношення її інгредієнтів.


2.3.2 Ідентифікація за фізичними константами


1) температура плавлення: tплавл = 171.0-173.0 0С;
За іншими даними, температура плавлення чистого ізоніазиду складає 168-1700С [35].
2) температура плавлення гідразону із ваніліном: tплавл = 226-2310С
0.1 г субстанції розчиняють в 2 мл спирту Р і додають теплий розчин 0.1 грам ваніліну Р в 10 мл води Р, після потирання стінок пробірки скляною паличкою через деякий час утворюється жовтий осад, який потрібно відфільтрувати, висушити при 100-1050С і визначити його температуру плавлення [36].


2.3.3 Кольорова реакція з розчином Купрум (II) сульфату


Готують розчин 0.05 г субстанції в 5 мл спирту Р, до якого додають 1-2 мл розчину Купрум (ІІ)  сульфату Р – з’являється світло-синій осад, який при кип’ятінні стає жовто-зеленим, і виділяються бульбашки газу [36].


2.3.4 Виявлення піридинового фрагменту реакцією з 2,4-динітрохлоробензеном


Потрібно розчинити 0.05 г 2,4-динітрохлоробензену Р та 0.05 г субстанції в 5 мл спирту Р і кип’ятити впродовж однієї хвилини – розчин набуває жовтого забарвлення. 
Суміш охолоджують і додають одну краплю розчину натрій гідроксиду Р – в результаті з’являється фіалкове забарвлення, яке при подальшому додаванні кількох крапель розчину натрій гідроксиду Р поступово переходить в бурувато-червоне.




2.3.5 Виявлення піридинового фрагменту кольоровою реакцією з розчином натрій нітропрусиду


Збовтуючи 0.02 г субстанції, розчиняють її у 3 мл розчину натрій гідроксиду Р. Далі додають 3 краплі розчину натрій нітропрусиду Р; пробірку струшують – появляється оранжеве забарвлення, яке з часом стає вишневим.


2.3.6 Виявлення піридинового фрагменту реакцією із Бром тіоціанатом BrSCN


2-3 краплі розчину амоній роданіду Р додають до 2 мл бромної води Р (до знебарвлення). 
В отриманому розчині розчиняють 0.02 г субстанції, додають 0.1 мл аніліну Р і краплями – 0.1 М розчину натрій гідроксиду до нейтральної реакції за індикатором – з’являється жовте забарвлення.


2.3.7 Реакція «срібне дзеркало» на фрагмент гідразину


До розчину 0.05 г субстанції в 5 мл спирту Р додають 5 мл реактиву Толленса і нагрівають на водяній бані – на стінках пробірки утворюється наліт металічного срібла [33].




2.4 Методи кількісного аналізу ізоніазиду, рекомендовані ДФУ
2.4.1 Йодометрія, зворотне титрування


У мірну колбу об’ємом 50 мл, в яку попередньо додали 10 мл спирту Р і 1 мл розчину Натрій гідрокарбонату Р, вносять 0.1-0.2 г субстанції (точна наважка), збовтують і доводять об’єм розчину водою Р до мітки. 
В конічну колбу переносять 5.0 мл одержаного розчину (точна аліквота), додають 20.0 мл 0.05 М розчину йоду, перемішують і додають 5 мл розчину Натрій гідрокарбонату Р (рис. 2.2). 
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Рисунок 2.2 – Йодометричне титрування ізоніазиду

Через 15 хв додають 10 мл кислоти сульфатної розведеної Р, 2 мл розчину крохмалю Р і титрують 0.1 М розчином натрій тіосульфату до зникнення синього забарвлення  [33].


2.4.2 Броматометрія, зворотне титрування


Реагентом є бром, який утворюється з бромат-бромідної суміші (КВгО3 + КВг) у кислому середовищі. Бром вступає в реакцію з досліджуваною речовиною. 
Метод застосовується для кількісного визначення органічних речовин, що містять фенольний гідроксил, первинну ароматичну аміногрупу (фенолу, резорцину, саліцилової кислоти, сульфаніламідних препаратів, амінобензойних кислот) [37].
Методика: аналізований розчин підкислюють, додають надлишкову кількість титранту КВrО3, надлишок КВr.
Суміш перемішують і залишають на деякий час для бромування. Надлишок брому визначають йодометричним методом (рис. 2.3).

KBrO3 + 5KBr + 6HCl → 3Br2 + 6KCl + 3H2O
[image: ]
Br2 + 2KI → I2 + 2KBr
I2 + 2Na2S2O3 → 2NaI + Na2S4O6
Рисунок 2.3 – Визначення ізоніазиду зворотною броматометрією

Для більш точного аналізу рекомендують використовувати бром в якості окисника, тому що бром кількісно вступає в реакції окиснення та заміщення з органічними сполуками, тоді як йод може реагувати не повністю або утворювати побічні продукти з іншими ступенями окиснення [38].
Крім того, бром-похідні більш нерозчинні у воді. За кордоном теж використовують зворотне титрування з бромат-бромідною сумішшю.
З класичних методів визначення ізоніазиду можна виокремити пряме титрування 0.02 М перхлоратною кислотою у крижаній оцтовій кислоті за індикатором кристалічним фіолетовим до зміни його забарвлення на синє. 
Визначуваний вміст ізоніазиду: 1.5-15.0 мг (препарат розчиняють у колбі на 100 мл, і беруть аліквоту 5 мл). Відносна похибка складає ≤ 2.6%. Допоміжні речовини у таблетках ізоніазиду не заважають аналізу. Вважається, що титрування ізоніазиду має такий механізм (рис. 2.4) [39]:
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Рисунок 2.4 – Титрування ізоніазиду перхлоратною кислотою


2.5 Статистична обробка експериментальних даних


Визначимо оптимальну кількість дослідів для отримання заданої точності. Для цього застосуємо t-критерій Стьюдента і довірчий інтервал [40]. Отримаємо формулу 2.1.
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	(2.1)



де t – критерій Стьюдента;  – середнє арифметичне; A – величина, з якою порівнюється середнє арифметичне; σ – стандартне відхилення; n – обсяг вибірки.
Довірчий інтервал  визначається за формулою 2.2 [41]:
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	(2.2)



де ε – довірчий інтервал;              t – критерій Стьюдента; σ – середнє квадратичне відхилення; n – загальне число вимірювань.
Для середнього арифметичного візьмемо максимальний розмах допустимої концентрації ізоніазиду: 98-102% (формула 2.3):
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	(2.3)



Припустимо, що реальне значення максимально відхиляється від середнього: A = 98%. Обираємо Р = 0.95.
Розрахуємо стандартне відхилення σ, якщо припустити, що відхилення завжди максимальне (формула 2.4). 
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	(2.4)



Кінцеве значення записують у вигляді . Для інтервалу 98-102% це значення виглядатиме як , тобто ε = 2%.
З формули довірчого інтервалу (2.2) можна вивести -критерій і отримати формулу 2.5:

	[image: ]
	(2.5)



Тобто знаходимо такий розмір вибірки, для якої при Р = 0,95 (тобто α = 0.05) критерій Стьюдента дорівнює : 
При .
Таким чином, для отримання достатньої точності при концентрації препарату 98-102% необхідно виконати 6 паралельних дослідів на визначення концентрації. 
Отримати істинну концентрацію  (тобто довірчий інтервал для середнього ) можна за формулою 2.6 [42]:
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	(2.6)



Де tn,p – табличне значення розподілення Стьюдента з числом ступенів свободи n та довірчою ймовірністю p; n – кількість дослідів; S – середньоквадратичне відхилення.

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 	Обладнання


При приготуванні буферних розчинів для контролю  застосовували pH-метр LaQua Twin pH-11. Характеристики приладу наведені у табл. 3.1 [43].

Таблиця 3.1 – Характеристики рН-метру HORIBA LAQUAtwin pH-11
	Діапазон вимірювання pH
	0.00 ... 14.00

	Дискретність (pH)
	0.1

	Точність (pH)
	±0.1

	Точки калібрування (pH)
	2

	Автоматичне калібрування (pH)
	Так

	Робоча температура
	від +5 до +40 °C

	Температурна компенсація (ATC)
	Так

	Робоча вологість
	до 85% відносної вологості (без конденсації)

	Клас захисту
	IP67

	Дисплей
	монохромний LCD з підсвічуванням

	Додаткові функції
	– автоматичне розпізнавання буферу: USA та NIST розчини
– автофіксація результату
– автовимикання через 30 хв
– керування підсвічуванням
– індикатор заряду батареї
– змінний сенсор



Для проведення реакцій при нагріванні у розчині застосовували колбонагрівач WiseTherm. Характеристики приладу наведені у табл. 3.2 [44].



Таблиця 3.2 – Характеристики колбонагрівача WiseTherm
	Об’єм колби, мл
	250

	Температура (max), °С
	450

	Магнітна мішалка
	Наявна



Зразки для отримання сухого залишку прожарювали у тиглях. Реакції, що вимагали нагрівання, виконували в пробірках або круглодонних колбах.


3.2 	Підготовка проби


Розчинність сполуки у воді при 40ºC складає ∼26%мас, при 25ºC складає ∼14%мас, а у етанолі при 25ºC ∼2%мас [34] – тому перед аналізом препарат розчиняємо не у спирті (як вказано у фармакопеї), а у воді (25ºC) для більшої чутливості якісної реакції.
Один з методів підготовки проби полягає у наступному – зважують певну масу зразка, розчиняють її у малому об’ємі води і обробляють ультразвуком впродовж 5 хв. Після розчинення доводять водою об’єм до 50 мл. Відбирають 5 мл аліквоти, наливають у мірну колбу на 50 мл і доводять об’єм водою до мітки. Потім розчин фільтрують через 0,45 мкм мембранний фільтр. Так отримуємо розчин для аналізу [45].


3.3 Особливості реакцій та результати дослідження


Якісний аналіз ізоніазиду полягає у реакціях на піридинове кільце та гідразинову групу. Були виконані такі реакції ідентифікації (детальні методики наведені у розділі 2.3). Діюча речовина повинна давати всі вказані реакції: 
Субстанція гідролізується (рис. 3.1) при нагріванні до піридину (визначають за запахом) та амоніаку (визначають за посинінням зволоженого лакмусового папірця) – див. Розділ 2.3.1.
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Рисунок 3.1 – Реакція визначення Ізоніазиду термолізом

Температура плавлення сполуки та її гідразону із ваніліном (рис. 3.2) повинні відповідати нормам, зазначеним у розділі 2.3.2. 
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Рисунок 3.2 – Утворення ізоніазидом гідразону із ваніліном

У спиртовий розчин субстанції додають розчин ваніліну. Після потирання стінок пробірки утворюється жовтий осад, температуру плавлення якого визначають.
До спиртового розчину субстанції додають розчин Купрум (ІІ)  сульфату – з’являється світло-синій осад, який при кип’ятінні переходить в жовто-зелений і виділяється газ (рис. 3.3) – див. Розділ 2.3.3 [36].
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Рисунок 3.3 – Утворення ізоніазидом комплексу з Купрумом

Субстанцію та 2,4-динітрохлоробензен розчиняють в спирті і кип’ятять – розчин забарвлюється в жовтий колір (рис. 3.4). Після охолодження і додавання розчину натрій гідроксиду Р з’являється фіалкове забарвлення, яке при подальшому його додаванні переходить в бурувато-червоне – див. Розділ 2.3.4.
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Рисунок 3.4 – Якісна реакція ізоніазиду з 2,4-динітрохлоробензеном

Субстанцію розчиняють у розчині натрій гідроксиду Р (рис. 3.5). Додають розчин натрій нітропрусиду Р; пробірку струшують – з’являється оранжеве забарвлення, яке з часом стає вишневим – див. Розділ 2.3.5.
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Рисунок 3.5 – Якісна реакція ізоніазиду з Натрій нітропрусидом

До бромної води додають розчин амоній роданіду (до знебарвлення). Розчиняють субстанцію, додають анілін і краплями розчин натрій гідроксиду до нейтральної реакції – з’являється жовте забарвлення – див. Розділ 2.3.6 (рис. 3.6).

[image: ]
Рисунок 3.6 – Якісна реакція ізоніазиду з Бром тіоціанатом

До спиртового розчину субстанції додають реактив Толленса і нагрівають на водяній бані (рис. 3.7) – на стінках пробірки утворюється металічне срібло – див. Розділ 2.3.7.
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Рисунок 3.7 – Реакція срібного дзеркала на гідразиновий фрагмент

Для кількісного аналізу ізоніазиду застосовували пряму броматометрію. Вміст діючої речовини повинен відповідати фармакопеї (чит. Розділ 2.4.2).

Пряма броматометрія. Таблетку ізоніазиду розчиняємо у мірній  колбі на 100 мл у певній кількості води, додаємо індикатор метиловий червоний, і доводимо об’єм водою до мітки. 
Відбираємо аліквоту 20 мл і титруємо її розчином Калій бромату (КВrО3) до зникнення червоного забарвлення індикатора. Під час титрування додаємо індикатор, оскільки він витрачається при бромуванні.
Для кількісного визначення ізоніазиду було обрано пряму броматометрію, оскільки зворотня броматометрія має такі недоліки:
· між броматом, йодидом і тіосульфатом (а також їх формами) можуть утворюватися складні окисно-відновні рівноваги, через що титрування не завершиться, тому визначення концентрації препарату буде неточним; 
· відбувається побічна реакція основного титранта – Na2S2O3 (за яким визначається кількість ізоніазиду) з надлишком брому (Na2S2O3 – це відновник, який реагує не лише з йодом, але і бромом, і іншими домішками-окисниками), який утворився з бромат-бромідної суміші, оскільки у зворотній броматометрії КВrО3 додається у надлишку. Це також знижує точність аналізу, тому що передбачалось, що Na2S2O3 повинен витрачатись лише на титрування йоду, а не домішок – лише тоді кількість Na2S2O3 буде прямо пропорційна кількості ізоніазиду і розрахунок концентрації буде можливий.
Тоді як пряма броматометрія має такі переваги:
· відбувається лише одна основна реакція;
· використовується лише один титрант (КВrО3) замість трьох (КВrО3, KI, Na2S2O3), як у зворотній броматометрії;
· метод є точним, оскільки побічні окисно-відновні рівноваги між продуктами реакції є стабільними;
· титрант не окиснює проміжні продукти реакції, що призвело б до порушення лінійної залежності об’єму титранту від концентрації ізоніазиду.
Хімізм процесу. 	Ізоніазид проявляє кето-енольну таутомерію (рис. 3.8).
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Рисунок 3.8 – кето-енольна таутомерія ізоніазиду. 1 – кето-форма, 2 – енольна форма

Метод прямої броматометрії грунтується на окисненні ізоніазиду, прямому титруванні, коли титрують розчином Калію бромату в середовищі кислоти хлоридної до зникнення червоного забарвлення, використовуючи індикатор – метиловий червоний.
В загальному вигляді броматометрія описується рівнянням (рис. 3.9).
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Рисунок 3.9 – Фундаментальне рівняння броматометрії

При титруванні бромат-йон окиснює протоновану форму ізоніазиду (саме для утворення протонованої форми реакцію виконують в кислому середовищі – рис. 3.10) до ізонікотинової кислоти (механізм відповідної реакції схематично зображено на рис. 3.11).
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Рисунок 3.10 – Утворення протонованої форми ізоніазиду у кислому середовищі
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Рисунок 3.11 – Схематичне зображення механізму окиснення протонованої форми ізоніазиду до ізонікотинової кислоти

Повний механізм титрування ізоніазиду Калій броматом є складною реакцією (рис. 3.12), в якій утворюється значна кількість побічних продуктів і окисно-відновних рівноваг.
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Рисунок 3.12 – Повний механізм окиснення ізоніазиду Калій броматом у водному розчині хлоридної кислоти

З графіку на рис. 3.13 випливає, що, незважаючи на побічні реакції, залежність об’єму доданого Калій бромату від вмісту ізоніазиду у розчині є лінійною (графік доводить, що константа рівноваги kobs є стабільною) і кінцевим продуктом також буде ізонікотинова кислота, як і при зворотному титруванні [46].
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Рисунок 3.13 – Графік залежності однієї з констант рівноваг від кількості доданого титранту та вмісту ізоніазиду. Вісь y = [H+]2/kobs, Вісь х = [H+]. Умови: [BrO3-] = 2.0 моль/л, [INH] = 2.0 моль/л
 
Отже, можна зробити висновок, що титрувати ізоніазид Калій броматом для його кількісного визначення можливо. 
В результаті, коли весь ізоніазид прореагує з бромат-йоном – надлишкова крапля титранту призведе до знебарвлення індикатора, що свідчить про кінець титрування.
Можливо титрувати ізоніазид і у неводному розчині. Прикладом такої реакції (рис. 3.14) є титрування перхлоратною кислотою в розчині оцтової кислоти [39].
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Рисунок 3.14 – Титрування ізоніазиду перхлоратною кислотою у неводному розчині

За аналогією до перхлорату, бромат-йон міг би утворити комплексну сполуку з ізоніазидом замість окиснення у співвідношенні 2:1.
Використовуючи зазначені методи, за кількістю витраченого титранту розраховують масову частку ізоніазиду у таблетці, яка є пропорційною через урівноваженість побічних реакцій, і порівнюють її з фармакопеєю. Так визначають якість препарату.


3.4 Розрахунок концентрації ізоніазиду


Для розрахунку кількості ізоніазиду у препараті використовується формула 3.1:
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	(3.1)



де w%,   INH – масова частка ізоніазиду у таблетці, %;
V – об’єм розчину KBrO3, що витратився на титрування, мл;
k – коефіцієнт поправки на рівновагу (вважається k = 1);
TKBrO3 – титр розчину KBrO3 (TKBrO3 = 0,003429 г/мл при CM (KBrO3) = 0,0167 моль/л), г/мл;
Vколби – об’єм колби для титрування (Vколби = 100 мл), мл;
m – маса ізоніазиду (наважка), взятого для титрування (m = 0,250 г), г;
Vа – об’єм аліквоти (Vа = 20 мл), мл;
φ – вологість наважки, %. Приймаємо φ = 0.5%

Після кожного досліду необхідно визначати вміст ізоніазиду за формулою 3.1. Виконують три паралельні досліди для таблеток від «Дарниця» та від «Борщагівський ХФЗ», розраховують середній вміст і обчислюють точний вміст ізоніазиду у таблетці за статистикою. Результати дослідів наведено в табл. 3.3.

Таблиця 3.3 – Вміст ізоніазиду в таблетках за результатами досліду
	
	Дослід №1
	Дослід №2
	Дослід №3

	Препарат
	V, мл
	w%,   INH
	V, мл
	w%,   INH
	V, мл
	w%,   INH

	Ізоніазид «Дарниця»
	14,30
	98,56
	14,40
	99,25
	14,33
	98,77

	Ізоніазид «Борщагівський ХФЗ»
	14,25
	98,21
	14,35
	98,90
	14,29
	98,49



Точну концентрацію ізоніазиду x, % (довірчий інтервал для середнього) можна розрахувати, спираючись на дані трьох дослідів, за коефіцієнтом Стьюдента (формула 2.6). Середньоквардатичне відхилення σ розраховуємо за формулою 2.4.
Вихідні дані для формули: P = 0.95, n = 3 (звідси число ступенів свободи f = n – 1 = 3 – 1 = 2), tn,p = 4.30 (за довідником). Результати розрахунків наведені у табл. 3.4.

Таблиця 3.4 – Точний вміст ізоніазиду після статистичної обробки
	
	w%,   INH
	
	σ
	x

	№ досліду
	1
	2
	3
	
	
	

	Ізоніазид «Дарниця»
	98,56
	99,25
	98,77
	98,86
	0,3537
	98,86  0,3537

	Ізоніазид «Борщагівський ХФЗ»
	98,21
	98,90
	98,49
	98,53
	0,3470
	98,53  0,3470



Таким чином, концентрація ізоніазиду для таблеток обох виробників знаходиться в межах норми, встановленій ДФУ (98-102%), що свідчить про якість зазначених препаратів.


4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА В НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ


Темою роботи є «Методи якісного та кількісного аналізу лікарського препарату, похідного піридину – ізоніазиду». Дослідження проводилось на базі лабораторії біотехнології фізіологічно активних речовин ЗНУ.
Основні небезпечні фактори: робота з нагрівальними приладами, робота з кислотами і лугами (для досягнення певного рН у деяких реакціях), леткі речовини (амоніак, що виділяється під час реакції срібного дзеркала), робота з окисниками (Калій бромат), робота з органічними реактивами (2,4-динітрохлоробензен), робота зі сполуками важких металів (CuSO4, AgNO3), електроприлади, робота за комп’ютером.
Забруднювачами повітря є органічні розчинники (етанол) та амоніак, що виділяється під час реакцій.
При виконанні дослідження для попередження потрапляння забруднюючих речовин у повітря застосовували: 
1) витяжну шафу; 
2) природну вентиляцію.
Шумове забруднення. Єдиним джерелом шуму є витяжна шафа, рівень шуму якої не перевищує норми і не заважає роботі.
Вібраційне забруднення. Єдиним джерелом вібрації за умов, описаних в дослідженні, є витяжна шафа. Ця вібрація не перевищує допустиму норму і роботі не заважає.
Перед початком роботи необхідно: 
− виконувати досліди лише з науковим керівником;
− дотримуватись усіх правил техніки безпеки; 
− одягати спеціальний одяг – халат, користуватися засобами індивідуального захисту, передбаченими інструкціями з техніки безпеки та протипожежної безпеки (рукавиці, захисний щиток); 
− перевірити справність витяжної шафи; 
− перед виконанням експериментальної частини роботи – ввімкнути вентиляцію на 10-15 хвилин;
− перевірити наявність робочих розчинів, інших реагентів, справність обладнання, визначити точну концентрація робочих розчинів; 
− перевірити, чи надійно заземлене електрообладнання; 
− мати на робочому місці нейтралізуючі розчини (у випадку розлиття кислот або лугів); 
− перевірити наявність та придатність вогнегасника;
· при виявленні несправності обладнання повідомити керівника та не намагатися усунути їх самостійно.
Правила безпеки при роботі з кислотами та лугами:
· значні кількості кислот та лугів можна зберігати лише у спеціально відведеному приміщенні;
· кислоти, амоніак та луги необхідно розливати під витяжкою, щоб уникнути опіків; 
· для приготування концентрованого розчину кислоту або луг наливають у воду, а не навпаки, неперервно помішуючи розчин; 
· при роботі та приготуванні розчинів концентрованих кислот, а також змішування речовин, під час розчинення яких виділяється теплота, використовують тонкостінний скляний або порцеляновий посуд; 
· луг розчиняють у порцеляновому посуді, при цьому луг повільно додають у воду при постійному перемішуванні. Брати сухий луг можна виключно щипцями або пінцетом; 
· обов’язкове використання засобів індивідуального захисту: халатів та гумових фартухів, гумових рукавичок, окулярів тощо;
· використані розчини, що містять кислоти і луги, поміщають у спеціально призначені ємності, і лише після нейтралізації зливають в каналізацію;
· розлиту кислоту або луг негайно засипають піском, нейтралізують протилежним реактивом, і потім видаляють.
Поводження зі скляним та іншим посудом: 
· кінці скляних трубок для перемішуваня розчинів оплавляють; 
· для змішування та розведення екзотермічних речовин, а також для їх нагрівання, застосовують порцеляновий або тонкостінний скляний посуд, пробірки і круглодонні колби, які можна нагрівати на відкритому вогні;
· ємність з гарячою рідиною перед охолодженням не закривають; 
· роботи з токсичними, вибухонебезпечними, легкозаймистими речовинами, а також роботи під тиском або під вакуумом, виконують в пристроях і приладах з жаростійкого скла; 
· при нагріванні рідини в пробірці або колбі закріплюйте їх так, щоб отвір пробірки або шийка колби направлялися від вас; ємність повинна бути заповнена не більше ніж на одну третину;
· при нагріванні речовини в пробірці або колбі не можна тримати її в руці, її закріплюють в штативі або тримачі для пробірок (затискач має бути близько до отвору пробірки); 
· при митті скляного посуду треба звернути увагу, що він крихкий і легко розбивається від ударів та перепадів температури. Мити посуд щіткою можна лише якщо дно спрямоване від себе.
Безпечне використання електроприладів: 
· електроприлади в хімічній лабораторії вимагають обережного поводження та дотримання правил електробезпеки;
· дозволено використовувати лише нагрівачі з закритими нагрівальними елементами;
· використовувати можна лише сертифіковане обладнання (в жодному разі не саморобне). Перед експлуатацією уважно прочитайте паспорт та інструкцію виробника; 
· необхідно регулярно перевіряти захисне заземлення, проводку та загальний стан електроприладів. Якщо в електромережі відбувається сплеск напруги, користуватися будь-якими електроприладами заборонено. Виявлені пошкодження та порушення мають бути негайно усунені;
· після закінчення експерименту прилади вимикають і припиняють подачу струму. 
Пожежна безпека: 
· в лабораторії обов’язково повинний бути пожежний кран та пожежний рукав. Обов’язкова наявність вогнегасників у кожному приміщенні;
· план евакуації повинен висіти на видному місці у лабораторії;
· співробітники лабораторії повинні бути навчені правилам поводження з газовими приладами, вогне- та вибухонебезпечними речовинами, а також повинні вміти поводитися з протигазом та протипожежними засобами;
· горючі матеріали і предмети, що загороджують проходи і доступ до засобів пожежогасіння, не можна зберігати у лабораторії;
· усі нагрівальні прилади зобов’язані мати теплоізоляцію знизу та з боків. Теплоізоляція виготовляється з негорючих матеріалів з низькою теплопровідністю, наприклад, керамічних плит;
· при виникненні пожежі: негайно викликайте пожежну службу, повідомте про пожежу завідувачу лабораторією, виконується евакуація співробітників, по можливості до приїзду пожежної служби намагаються обмежити поширення вогню та ліквідувати пожежу [47].
Правила поводження з горючими речовинами (напр., розчинниками):
· не тримайте на столі значну кількість (більше 200 мл) горючих речовин;
· не можна розливати розчинники;
· заборонено тримати ємності з розчинниками та працювати з ними поряд з вогнем;
· переливати розчинники варто лише невеликими порціями, а при переливанні значних кількостей всі пальники і плитки повинні бути вимкнені;
· не можна виливати розчинники в раковину;
· не можна гріти розчинники на відкритому вогні і у відкритому посуді. Обов’язково застосовуйте водяну баню та зворотний холодильник [48].
Правила поводження з окисниками: 
· Гідроген пероксид, сульфатну кислоту (концентровану), Калій бромат,  та інші окисники не можна зберігати разом з відновниками – вугіллям, сіркою, крохмалем [49] та ін. 
Поводження з органічними реактивами:
· з органічних реактивів треба бути обережними з 2,4-динітрохлорбензеном, який викликає дуже серйозне подразнення очей та шкіри при потраплянні (має клас небезпеки І у цьому випадку). При потраплянні всередину організму має клас небезпеки IV. При потраплянні на шкіру – змити великою кількістю води з милом. При потраплянні в очі – промивати великою кількістю води протягом декількох хвилин. Обов’язково застосовуйте захисні окуляри, рукавички та халат. Заборонено вдихати випари цього реактиву [50].
Утилізація відходів:
· керівник підприємства встановлює порядок утилізації шкідливих відходів. В ньому зазначають: причину знищення; масу відходів; особу, яка відповідає за утилізацію речовин і безпеку, місце і порядок їх проведення; список осіб, допущених до утилізації відходів; порядок оформлення документів з утилізації;
· з відходів розчинів полімерів їх осаджують. Отриманий осад утилізують на звалищі. Місце зливу залишкових розчинів встановлюється окремою інструкцією;
· тверді відходи збирають в окрему тару і знищують в узгоджених з органами санітарного і пожежного нагляду місцях;
· шкідливі речовини знищують лише у випадках, коли неможливо повторно їх використати. Спосіб знешкодження обирається для кожної речовини окремо, також враховується кількість речовини і умови місцевості, в яких відбувається знищення [51].
Робота зі сполуками важких металів:
· сполуки Аргентуму та Купруму є токсичними, тому при роботі з ними треба бути особливо обережним, зокрема, обов’язкове використання гумових рукавичок;
· сполуки важких металів зливають в окрему ємність. Окрема ємність передбачена і для сполук Аргентуму. Сполуки Аргентуму обов’язково регенерують;
· відповідно до стандарту, Купрум (ІІ) сульфат та Аргентум нітрат належать до ІІ класу небезпеки [52];
· відповідно до норм для речовин ІІ класу небезпеки, їх LD50 при потраплянні в організм складає 15-150 мг/кг, а LD50 при розпиленні у повітрі  складає 500-5000 мг/м3 [53].
Техніка безпеки наприкінці роботи: 
· вимкнути обладнання, газові пальники, електроприлади, газ, воду, електроенергію; 
· хімічні речовини, реактиви та інші матеріали розміщуються у відведеному для них місці; 
· прибрати робоче місце; 
· у відведеному місці розміщують робочий одяг та засоби індивідуального захисту;
· вимийте руки та обличчя теплою водою з милом. 
Безпека в екстремальних ситуаціях. 
Перша допомога при ураженні електричним струмом: 
· усуньте контакт потерпілого з електричним струмом, вимкніть електроприлад, від’єднайте його від напруги. Використовуйте тимчасовий ізоляційний матеріал, щоб відтягнути потерпілого від струму; 
· якщо потерпілий не дихає і без пульсу, зробіть штучне дихання та непрямий масаж серця. Якщо зіниці розширені, то це вказує на погіршення мозкового кровообігу. В цьому випадку викликаємо швидку.	
Перша допомога при травмах:
· при пораненнях необхідно накласти на рану стерильну пов’язку, зав’язати бинтом; 
· якщо немає стерильної пов’язки, використовуйте чисту хустку або чистий одяг; 
· там, де тканина безпосередньо прилягає до рани, крапніть кілька крапель настоянки йоду, щоб зробити пляму розміром з рану, а потім прикласти тканину до рани. Забруднені рани обов’язково обробляють йодом.
Опіки лугами і кислотами – перша допомога:
· якщо кислота або луг потрапила на шкіру, ретельно промийте пошкоджену ділянку водою протягом 15-20 хв., а потім, у випадку опіку кислотою – промийте 5%-им розчином натрію бікарбонату, а у випадку опіку лугом – 3% розчином борної або оцтової кислоти;
· при потраплянні лугу, кислоти в очі ретельно промийте їх водою протягом 15-20 хв., а потім – 2% розчином бікарбонату натрію (у випадку ураження кислотою), або 2% розчином борної кислоти (у випадку ураження лугом); 
· при опіках ротової порожнини лугом ополіскують рот 3% розчином оцтової кислоти або 3% розчином борної кислоти, а при опіку кислотою − 5% розчином Натрій гідрокарбонату; 
· при потраплянні кислоти в дихальні шляхи вдихайте розпилений 10% розчин Натрій гідрокарбонату, при потраплянні лугу – 3% розчин оцтової кислоти.
Перша допомога при термічних опіках:
· у разі опіку вогнем, парою або гарячими предметами в жодному разі не можна проколювати пухирі та перев'язувати опіки бинтом; 
· при опіках першого ступеня (почервоніння) обробіть його ватою, змоченою в спирті; 
· при опіках другого ступеня (пухирі) обробіть його спиртом або 5% розчином таніну; 
· при опіках третього ступеня (руйнування шкірних тканин) обмотайте рану стерильною пов’язкою та зверніться за медичною допомогою. 
Безпечне використання комп’ютера: 
· дисплей повинен бути перпендикулярним до лінії зору, на відстані 60-70 см від очей;
· освітлення на робочому місці не повинно викликати відблисків на екрані; 
· за висотою крісло повинно бути зручним і не тиснути на спину;
· кут між стегнами і хребтом має становити 90°;
· висота клавіатури повинна бути така, щоб рука користувача була розташована прямо; 
· при використанні миші кисть повинна бути прямою і покладена на стіл якомога далі від краю, і повинна відпочивати кожні 15 хв. Кожної години роблять 15-хвилинну перерву;
· не ремонтуйте комп’ютер та не робіть його налаштування самостійно (такі роботи можуть виконувати тільки спеціалісти).
Недотримання правил може призвести до аварій: ураження електричним струмом, займання обладнання, пожежі тощо. Дотримання правил безпеки є загальнообов’язковим.
Завдяки цим правилам нам вдалось уникнути нещасних випадків при роботі з реактивами, електричними приладами, комп’ютером та ін. обладнанням під час виконання кваліфікаційної роботи.
· 

ВИСНОВКИ 


1. Лікарські препарати-похідні піридину здебільшого ідентифікують методами ІЧ-спектроскопії, УФ-спектроскопії, тонкошарової хроматографії (в США), тоді як в Україні застосовують фізичні константи, окисно-відновні процеси, реакції на піридиновий фрагмент та комплексоутворення. В США похідні піридину кількісно визначають за допомогою ВЕРХ, тоді як в Україні – методами зворотної йодометрії та зворотної броматометрії.
2. Для ізоніазиду, враховуючи наявність у нього гідразидної групи та піридинового фрагменту, для ідентифікації нами застосовано термоліз, фізичні константи, реакцію з Купрум (II) сульфатом, реакцію з 2,4-динітрохлоробензеном, реакцію з натрій нітропрусидом, реакцію з Бром тіоціанатом та реакцію срібного дзеркала. 
3. Встановлено, що для кількісного визначення ізоніазиду застосовують йодометрію, броматометрію, різні модифікації ВЕРХ (часто з УФ- або мас-спектрометричним детектуванням), та електрохімічні методи (вольамперометрія, електрофорез, електрокаталітичне окиснення та ін.).
4. Досліджено та порівняно методи кількісного визначення – пряму та зворотню броматометрію. Визначено концентрацію ізоніазиду методом прямої броматометрії в двох партіях препарату, а саме в «Ізоніазид таблетки по 200 мг №50» від «Борщагівський ХФЗ» та «Ізоніазид-Дарниця таблетки по 200 мг №50». Середній вміст ізоніазиду в препараті, розрахований за результатами трьох вимірювань, становив 98,53%  0,3470 для першого препарату і 98,86%  0,3537 для другого. Концентрація ізоніазиду для таблеток обох виробників знаходиться в межах норми, встановленою Фармакопеєю (98-102%).
5. Результати аналізу свідчать про те, що обидва препарати є якісними, що метод прямої броматометрії доцільно застосовувати для кількісного визначення ізоніазиду як більш простий, швидкий і точний порівняно зі зворотною броматометрією.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 


Результати даної роботи в майбутньому можуть бути використані у фармацевтичному аналізі для кількісного визначення ізоніазиду в таблетках. 
Після адаптації методики пряму броматометрію можна використовувати для аналізу і інших лікарських форм ізоніазиду.
Результати вказують на те, що пряма броматометрія є простим, швидким і точним методом кількісного визначення ізоніазиду.
 Також результати роботи можна впровадити в освітній процес під час викладання  навчальних дисциплін, що пов’язані з органічною хімією:
− для здобувачів ступеня вищої освіти «бакалавр»: «Органічна хімія», «Біологічно активні речовини», «Біохімія»;
− для здобувачів ступеня вищої освіти «магістр»: «Хімія лікарських засобів», «Великий практикум з медичної хімії».
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