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1 Terminologie in controlul de calitate al medicamentelor
1.1 Erori, controlul erorilor

Erorile de madsurare sunt discrepante sau diferente intre valorile mdsurate si
valorile reale ale unei cantitati sau caracteristici. Ele pot aparea din diverse motive si pot

influenta exactitatea si precizia masuratorilor.
Clasificarea erorilor:

Erori grosolane
Eroarea grosoland este o eroare semnificativa si evidentda care poate apdrea in
timpul procesului de mdsurare sau al efectudrii unei estimari. Este o eroare mare si
evidentd, care poate fi observata si corectatd cu usurintd. Eroarea grosoland poate fi
cauzata de diversi factori, precum:
- Greseli umane in procesul de mdsurare, cum ar fi citirea incorecta a valorilor sau
utilizarea echipamentului in mod inadecvat
- Echipamente de masurare defecte, calibrate incorect sau utilizate in mod
necorespunzator
- Interferente sau perturbari neasteptate care afecteaza procesul de masurare, cum
ar fi influentele electromagnetice sau fluctuatiile de temperatura
De exemplu, daca la efectuarea de masuratori repetate ale masei unui obiect cu o
balanta digitala se adauga din greseald o masa suplimentara mare, eroarea rezultata va fi
evidentiata ca o eroare grosolana si poate fi corectatd prin eliminarea excesului de
greutate.
In general, erorile grosolane pot afecta in mod semnificativ rezultatele
masuratorilor sau estimadrilor. De aceea, este important sa se efectueze verificdri si
controale de calitate pentru a detecta si elimina astfel de erori inainte de a se incheia

procesul de masurare.

Erori sistematice
Erorile sistematice sunt erorile care:
- se manifesta in mod constant in aceeasi directie, ceea ce inseamna ca se pot
subestima sau supraestima valorile masurate
o deexempluy, o balanta care indicd intotdeauna o masa mai mica decat
masa reald are o eroare sistematica
- aumagnitudine constantd, adica diferenta intre valorile mdsurate si valorile

reale este constanta pentru masuratori efectuate in aceleasi conditii



o de exemplu, dacd o balantd indicd intotdeauna o valoare cu 1 unitate
mai mare decat valoarea reald, atunci eroarea sistematica este de +1
unitate

- sunt repetabile, adica atunci cand se repeta masurdtorile efectuate cu
aceleasi instrumente si metode, se obtin aceleasi erori sistematice
Exemple de erori sistematice: eroarea de calibrare a unui instrument, influentele
electromagnetice asupra unui senzor sau utilizarea unei metode de masurare inexacte.
Erorile sistematice pot apdrea in mod constant, dar pot fi recunoscute, cuantificate
si corectate prin aplicarea unor metode de ajustare si compensare adecvate, pentru a

imbunatati exactitatea si precizia masuratorilor.
Erorile sistematice pot fi reduse prin urmatoarele metode:

- Calibrarea adecvata a aparatelor si aplicarea corecturilor necesare
o Exemple: spectrofotometre UV-VIS si IR, pH-metre, refractometre, biurete,
baloane cotate, termometre, etc.
- Analiza de control efectuata in paralel
o Aplicarea aceleasi proceduri analitice pe un standard de referintd; masa de

substantd din proba se calculeazd conform ecuatiei 1:

Msubstanti din standard referinti I'ezmtatstandard referintd

= (1)

Msybstanti din probi reZl'lltatprobzi

- Metoda aditiei de standard
o O cantitate mica si cunoscutd de substanta de analizat se adauga probei care
contine acelasi analit in cantitate necunoscutda. Ansamblul este analizat
pentru determinarea cantitatii totale de substanta de analizat. Diferenta
realda intre cantitatea de substanta prezenta iIn probele cu sau fara
standardul adaugat reprezinta cantitatea de analit din proba. O recuperare

satistacatoare sporeste increderea in acuratetea metodei de analiza.

- Metoda standardului intern
o O cantitate fixd dintr-o substantd de referinta, care reprezinta standardul
intern, se adauga la un set de solutii cu concentratii cunoscute ale analitului.
o Sereprezintd grafic valorile concentratiei si rapoartele obtinute din valoarea
fizica (adica, zona de varf de absorbtie) a standardului intern si seria de
concentratii cunoscute, producand astfel o linie dreaptd. Orice concentratie

necunoscutd poate fi determinatd eficient prin addugarea aceleiasi cantitati



de standard intern si localizarea exact unde raportul obtinut se incadreaza

pe scara de concentratie.
o Foarte utila in determindri cromatografice si spectroscopice.

Erori accidentale (intamplitoare)

Erorile accidentale (intampldtoare, aleatorii) sunt erori care variaza in mod
neasteptat si imprevizibil in jurul unei valori medii in timpul procesului de masurare.
Aceste erori sunt cauzate de modificdri ce apar in timpul procesului de masurare si nu
prezinta o tendinta sau directie clara.

Pot fi cauzate de diversi factori temporari, cum ar fi vibratiile, fluctuatiile de
temperaturd sau zgomotul de fond.

Erorile accidentale pot fi reduse prin tehnici statistice, de exemplu utilizarea
metodelor de regresie pentru a estima valoarea medie reala in ciuda fluctuatiilor
accidentale.

Erorile accidentale afecteazd precizia si acuratetea rezultatelor.
1.2 Precizie si acuratete

Precizia si acuratetea, desi sunt doi termeni sinonimi conform dictionarului
explicativ al limbii romane, reprezinta doua concepte diferite in contextul masuratorilor.

Precizia se refera la gradul de reproductibilitate si consecventd a rezultatelor
madsuratorilor repetate. Mdsurile precise au o variatie micd intre masuratorile individuale
si indicd o consecventd ridicatd in obtinerea rezultatelor. Precizia este legata de erorile
aleatorii sau intamplatoare care pot aparea in timpul masuratorilor.

Acuratetea se referd la gradul de apropiere intre rezultatul obtinut si valoarea reald sau
valoarea de referintd, indicand cat de corect este rezultatul masuratorii fatd de valoarea
consideratd reald. Acuratetea este influentata de erorile sistematice, care pot afecta
rezultatele masuratorilor.

Pentru a obtine rezultate madsurate de inaltd calitate, este important sa se

monitorizeze precizia si acuratetea si sa se minimizeze erorile aleatorii si sistematice.

Exemplificarea conceptelor de precizie si acuratete, erori sistematice si erori
accidentale:

Se analizeaza un lot de comprimate de ibuprofen cu un continut declarat de 200
mg de ibuprofen/comprimat; se presupune ca 100 % din continutul declarat este
raspunsul corect. Patru analisti efectueaza masuratori spectrofotometrice ale unui extract

din comprimate si obtin procentele din continutul declarat metionate in Tabelul 1.



Tabel 1. Regasirile procentuale de subtantd activa ale celor patru analisti dupd patru determindri
spectrofotometrice. Media aritmetica pentru fiecare masuratoare este trecutd in ultimul rand din tabel.

Masuratoare ﬁ Analist 4
1 92.50 % 95.50 % 99.40 % 102.60 %
2 95.50 % 95.80 % 99.90 % 96.10 %
3 99.40 % 94.90 % 100.50 % 99.20 %
4 96.60 % 94.80 % 100.20 % 104.10 %
Medie 96.00% 95.25% 100.00% 100.50%

Valorile masurdatorilor individuale si a mediei corespunzatoare determinarilor

fiecarui analist sunt ilustrate in Figura 1.

Comentati urmatoarele:
- Precizia si acuratetea rezultatelor fiecarui analist

- Media aritmetica a determindrilor experimentale comparatd cu cea teoretica

@

Analist 4 O O O d
Analist 3 m

. A
Analist 2 .“

[
Analist 1 .

92 94 96 98 100 102 104
Figura 1. Reprezentarea schematica a rezultatelor masuratorilor celor patru analisti, cu
evidentierea mediei aritmetice prin simbolul corespunzator fiecarui analist plasat deasupra

acoladei.



Repetabilitate, reproductibilitate si precizie intermediara

Repetabilitaten, denumita si precizie intra-test, reprezintd capacitatea de a obtine
acelasi rezultat atunci cand aceiasi analisti realizeazd mai multe analize, aplicand aceleasi

proceduri, in aceleasi conditii, In momente diferite.

Reproductibilitatea reprezinta gradul de concordanta intre rezultatele unei analize
realizate prin aplicarea unei proceduri de lucru date, obtinute de analisti diferiti, in locatii
diferite, cu instrumente de analiza diferite. Altfel spus, un experiment este reproductibil
daca o echipa diferita care utilizeaza aceleasi metode poate obtine aceleasi rezultate.
Acesta este motivul pentru care un experiment trebuie descris suficient de detaliat pentru

ca alti utilizatori sa obtina aceleasi rezultate prin aplicarea procedurii date.

Precizia intermediard, numita si reproductibilitate intra-laborator, exprima variatiile
obtinute In conditii bine definite (aceeasi procedura de masurare, acelasi sistem de

masurare, acelasi laborator) de-a lungul unei perioade mai lungi de timp.

Ghidurile ICH (International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) de validare a metodelor analitice
propun proceduri standard de lucru pentru determinarea experimentald a repetabilitatii

si reproductibilitatii unei analize.
Validarea metodei analitice

O metoda analitica trebuie sa descrie detaliat urmatoarele informatii:

toate etapele necesare pentru realizarea testului,

- calitatea si sursa standardului de referinta pentru compusul analizat,

- procedurile pentru prepararea solutiilor standardului de referinta,

- calitatea reactivilor si solventilor si metoda lor de preparare,

- procedurile si specificatiile pentru functionarea echipamentelor necesare
testului,

- metodologia aplicatd pentru calibrarea testului,

- modul de prelucrare a probei inainte de analiza.

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) este o organizatie care dezvolta si promoveaza
standarde internationale pentru industria farmaceutica, inclusiv in ceea ce priveste
validarea metodelor analitice. Rolul ICH in validarea metodelor analitice este de a stabili

principii si linii directoare comune pentru validarea metodelor analitice utilizate in



testarea si evaluarea produselor farmaceutice. Aceste linii directoare sunt recunoscute si
aplicate pe scara larga in industria farmaceutica si de cercetare pentru a asigura calitatea
rezultatelor analitice.

Prin intermediul documentului ICH Q2(R1) - ”Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology”, ICH ofera un cadru detaliat si bine definit pentru
validarea metodelor analitice. Aceasta include cerinte si recomandari privind parametrii
de validare, cum ar fi specificitatea, liniaritatea, precizia, acuratetea, limita de detectie, limita de
cuantificare si robusteten. De asemenea, ICH stabileste criterii pentru acceptarea si
interpretarea rezultatelor de validare.

Prin adoptarea si aplicarea standardelor ICH in validarea metodelor analitice,
industria farmaceutica si de cercetare beneficiaza de:

- Coerentd — standardele ICH asigura o abordare comuna si armonizata in validarea
metodelor analitice, ceea ce duce la rezultate coerente si comparabile intre
laboratoare si studii.

- Calitatea datelor — validarea metodelor analitice conform standardelor ICH
asigurd cd datele obtinute sunt precise, exacte si valide, ceea ce sporeste increderea
in rezultatele analitice si permite luarea deciziilor corecte In ceea ce priveste
calitatea si siguranta produselor farmaceutice.

- Respectarea reglementdrilor — industria farmaceutica trebuie sa respecte cerintele
reglementdrilor privind calitatea si siguranta produselor. Validarea metodelor
analitice conform standardelor ICH faciliteaza demonstrarea conformitatii si

sprijina procesul de reglementare si autorizare.
1.3 Proba martor

O proba martor (blank) este un tip special de martor analitic care nu contine
analitul de interes, utilizat In analize pentru a evalua si controla potentialele surse de
contaminare sau erori asociate cu metoda sau echipamentul utilizat. Proba martor este
tratata si procesatd in acelasi mod ca si probele reale, trecand prin aceleasi etape de
prelucrare, extractie, manipulare sau analiza. Folosirea probelor martor asigura
eliminarea sau corectarea potentialelor erori sistematice sau interferente si asigura

obtinerea de rezultate mai precise si mai exacte.
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Analizati urmatoarele exemple de probe martor din F.R. X:

- Iniectabile furosemidi (p. 528): ,Se determind absorbanta solutiei la 271 nm,
folosind ca lichid de compensare hidroxid de sodiu 0.1 mol/l.”

- Cyanocobalaminum (p.328): ,,3 ml solutie se dilueaza cu apa la 100 ml, intr-un
balon cotat si se determina absorbanta la 361 nm.”

- Griseofulvinum (p.456): ,10 ml solutie se dilueaza cu alcool absolut (R) la 100
ml, Intr-un balon cotat si se determina absorbanta solutiei la 291 nm.”

- Mannitolum (p. 610): ,... si se titreaza cuiod 0.05 mol/l pana la coloratie albastra.
In paralel, se efectueazi determinarea cu o probd-martor. Diferenta dintre
numadrul de mililitri de iod 0.05 mol/l folositi la cele doua titrari reprezinta

volumul de iod 0.05 mol/l consumat de manitol.”
1.4 Calibrare

Calibrarea este un proces prin care se stabileste relatia dintre valorile masurate si
valorile reale sau standard, cu scopul de a asigura acuratetea si precizia rezultatelor
madsuratorilor.

Calibrarea presupune compararea valorilor masurate cu un standard cunoscut si
acceptat, care este de obicei un standard de referinta, un standard national sau
international, sau un standard intern dezvoltat in laborator. Procesul de calibrare consta
in ajustarea sau verificarea instrumentelor si echipamentelor de mdsura pentru a obtine
rezultate cat mai apropiate de valorile standard.

Calibrarea trebuie efectuatd periodic sau inainte de utilizarea initiala a unui
instrument de masura si trebuie repetata la intervale regulate sau in functie de cerintele
si standardele specifice din industrie sau domeniul respectiv. Aceasta asigura ca
instrumentele si echipamentele de masura furnizeaza rezultate precise si corecte si ca

erorile sistematice sau deviatiile sunt identificate si corectate in mod adecvat.

Analizati urmatoarele exemple de calibrare din F.R. X:

- Calibrarea scarii lungimilor de unda si a absorbantelor la un spectrofotometru
UV-VIS (p. 1038)

- Calibrarea pH-metrului (p. 1027)

11



1.5 Limita de detectie, limita de cuantificare

Limita de detectie (limit of detection, LOD) este cea mai mica concentratie sau
cantitate de analit care poate fi detectatd si diferentiata de semnalul de fond sau de
zgomotul de fond asociat cu o metoda analitica, dar care este prea mica pentru a fi
madsuratd cu precizie. LOD reprezinta pragul de sensibilitate al unei metode analitice si
arata cat de sensibild este metoda iIn detectarea analitului. LOD se determina
experimental si se bazeaza pe evaluarea semnalului analitului in raport cu semnalul
zgomotului de fond si se defineste ca fiind concentratia sau cantitatea minima a analitului
care poate fi detectata cu o anumita probabilitate de a genera un semnal masurabil, de
obicei de trei ori mai mare decat semnalul de zgomot de fond.

Limita de cuantificare (limit of quantification, LOQ) este cea mai mica concentratie
sau cantitate a unui analit care poate fi mdsuratd cu precizie si acuratete satisfacatoare
aplicand o metoda analitica. LOQ este determinata experimental si se bazeazd pe
evaluarea semnalului analitului si a raportului semnal-zgomot. LOQ se defineste ca fiind
concentratia sau cantitatea analitului care poate fi masuratd cu o precizie si acuratete
adecvate, cu o incertitudine a masurdtorii de aproximativ zece ori mai mica decat
semnalul de zgomot asociat.

LOD si LOQ sunt determinate prin analiza a cel putin trei probe de concentratii
scazute de proba, de 12.5, 25 si 50 % din intervalul asteptat.

Se calculeaza abaterea standard (n = 5) pentru fiecare proba, iar apoi se calculeaza
abaterea standard medie asociatd procedurii analitice in cel mai mic interval de
concentratie. Abaterea standard medie impartita la panta dreptei si Inmultita cu factorii
3 si 10 ofera o estimare a LOD si, respectiv, a LOQ. Ulterior, valorile LOD si LOQ estimate
trebuie verificate experimental prin analiza unui numdar adecvat de probe la concentratii
apropiate de LOD si LOQ.

Existd mai multe modalitati de a reprezenta grafic conceptele de LOD si LOQ in

validarea metodelor analitice:

- Curba de calibrare:

e Se reprezintd grafic punctele reprezentand intensitatea semnalului (de
exemplu, valori de absorbantd) pe axa verticala si concentratia analitului pe
axa orizontala.

¢ Se traseaza o linie de regresie sau o curba care sa descrie matematic cel mai

bine punctele de date
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¢ Se marcheaza LOD printr-o linie orizontala la un nivel specific de
intensitate a semnalului peste zgomotul de fond

¢ Se marcheaza LOQ printr-o altd linie orizontala la o intensitate a semnalului
mai mare, care indica nivelul minim la care analitul poate fi cuantificat cu
precizie si acuratete

e Aceasta reprezentare grafica arata cum semnalul analitului se diferentiaza

de zgomotul de fond si cum se defineste intervalul de cuantificare.

- Graficul semnal-zgomot (S5/N) in functie de concentratie (Figura 2):

e Se reprezintd grafic raportul semnal-zgomot (S/N) pe axa verticald si
concentratia analitului pe axa orizontala

® Se calculeaza raportul S/N pentru fiecare punct, impartind semnalul (de
exemplu, valoarea de absorbantd) la nivelul zgomotului de fond.

® Se traseazad o linie orizontala pentru LOD la un anumit raport S/N (de obicei
in jur de 3:1 sau 2:1) si una pentru LOQ la un raport S/N mai mare

e Acest grafic arata relatia dintre semnalul analitului, zgomotul de fond si

concentratie si oferd o perspectiva clard asupra LOD si LOQ.

S/Z>10
(LOQ)
i
fl
| ||
3<5/2<10 |
(LOPD) ||| || Semnal (S)

__________________________________________________________________________ Linia de baza

Figura 2. Determinarea LOD si LOQ din raportul semnal/zgomot

1.6 Domeniu de liniaritate

O metoda analiticd este considerata liniara atunci cand exista o relatie directa si

proportionalad intre semnalul masurat si concentratia sau cantitatea analitului intr-un

interval specific.
Daca o metoda analitica este liniard, curba de calibrare (de regresie) va fi o linie

dreapta si relatia dintre semnal si concentratie va fi consecventd si predictibila, adica o
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crestere sau o scaddere a concentratiei analitului va conduce la o modificare proportionala
a semnalului analitic mdsurat.

Testarea liniaritdtii in validarea metodei analitice implica realizarea unui set de
dilutii sau concentratii cunoscute ale analitului si masurarea semnalului corespunzator
pentru fiecare nivel. Aceste date sunt apoi analizate statistic pentru a determina daca
exista o corelatie liniara intre concentratie si semnal.

Domeniul de liniaritate reprezinta intervalul de concentratie sau cantitate in care
o metoda analitica este consideratd liniara si poate furniza rezultate precise si acurate.
Acesta este intervalul in care exista o relatie directa si proportionala intre semnalul
masurat si concentratia sau cantitatea analitului.

Domeniul de liniaritate se determina experimental in timpul validdrii metodei
analitice prin construirea unei curbe de calibrare, masurand semnalul analitic pentru
seturi de dilutii sau concentratii cunoscute ale analitului.

Domeniul de liniaritate este definit prin limitele superioare si inferioare ale
concentratiei sau cantititii pentru care se obtin rdspunsuri liniare si proportionale. In
general, limitele de liniaritate sunt determinate atunci cand deviatia de la linia de regresie
sau coeficientul de corelatie au valori sub anumite limite prestabilite, cum ar fi 0 anumita
valoare a coeficientului de determinare (R?) sau o anumita valoare a deviatiei standard.

Domeniul de liniaritate indicd intervalul in care metoda poate furniza rezultate
precise si acurate intr-un mod predictibil si consecvent. In afara acestui domeniu, metoda
poate prezenta deviatii semnificative de la liniaritate si poate duce la erori sau rezultate
inexacte. Este importanta respectarea domeniului de liniaritate in utilizarea metodei
analitice pentru a asigura validitatea rezultatelor in cadrul intervalului de concentratie

specificat.
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Se da setul de solutii etalon de diclofenac sodic in metanol, carora li se

inregistreazd absorbantele la 282 nm, in cuve de 1 cm, fata de metanol.

Solutia | Conc teoreticd (ug/ml) | Absorbanta (282 nm, d = 1cm)
1 10 0.4277
2 11 0.4701
3 12 0.5121
4 13 0.5505
5 14 0.5959
6 15 0.6375
7 16 0.6835
8 17 0.7272

Rezolvati urmatoarele:
e Reprezentati grafic concentratiile in functie de valorile absorbantelor obtinute la
282 nm, folosind cuve de 1 cm, pentru un set de 8 solutii de diclofenac sodic in

metanol.

¢ Trasati curba de regresie (folosind Excel), evaluati liniaritatea si stabiliti domeniul
de liniaritate.
o Interpretati valoarea R?
o Interpretati valoarea ordonatei la origine
¢ Transformati concentratiile din pg/ml in concentratii procentuale m/V

1.7 Robustete

Robustetea unei metode analitice se referd la stabilitatea si capacitatea acesteia de
a furniza rezultate precise si acurate in ciuda variatiilor mici, intentionate sau nu, care pot
apdrea in conditiile experimentale ale procedurii analitice. Robustetea unei metode arata
cat de rezistenta este aceasta la potentialele influente care pot afecta rezultatele.

Robustetea se determind experimental prin masurarea efectelor variabilelor critice
sau a modificdrilor conditiilor experimentale asupra rezultatelor masuratorilor. Aceste
variabile pot fi pH-ul solutiei, temperatura, timpul, raportul dintre solventi, debitul fazei
mobile etc.

Rezultatele obtinute pentru fiecare set de experimente se analizeazd pentru a
evalua daca variatiile variabilelor critice au avut un impact semnificativ asupra

rezultatelor si daca acestea sunt in limitele acceptabile de precizie si acuratete.
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Determinarea robustetei ofera informatii despre stabilitatea si fiabilitatea metodei
in fata variatiilor experimentale si poate ajuta la identificarea si optimizarea parametrilor

critici pentru obtinerea celor mai precise si acurate rezultate analitice.
1.8 Sensiblitate si selectivitate

Selectivitatea unei metode analitice se referd la capacitatea acesteia de a mdsura
si cuantifica In mod specific analitul de interes in prezenta altor componente sau interferente
care pot exista intr-o probd. Altfel spus, selectivitatea reprezintd capacitatea metodei de a
diferentia si mdsura cu precizie analitul dorit, ignorand sau eliminand influenta altor
substante prezente in esantion. O metoda analiticd selectiva va furniza rezultate precise
si acurate pentru analitul de interes, fara a fi afectata semnificativ de interferente sau de

alte componente prezente in esantion.

Sensibilitatea unei metode analitice se referd la capacitatea acesteia de a detecta si
masura chiar si cele mai mici variatii ale concentratiei sau cantitatii analitului de interes. Este o
mdsura a raspunsului metodei in fata schimbarilor in concentratie sau cantitate ale
analitului si aratd cat de bine poate metoda sd reflecte aceste modificari. Sensibilitatea
este, In general, exprimata prin sensibilitatea analiticd sau limita de detectie (LOD) a
metodei. O metoda analiticd cu o sensibilitate ridicata va furniza raspunsuri clare si
madsurabile chiar si la concentratii foarte scazute ale analitului, in timp ce o metoda cu o
sensibilitate redusd va necesita concentratii mai mari ale analitului pentru a furniza

semnale masurabile.
1.9 Cantarire

In chimia analiticd si analiza cantitativi a medicamentelor, cdntdirirea prin
diferentd este o tehnica utild pentru determinarea masei unei substante, prin compararea
masei unui recipient gol cu masa aceluiasi recipient in care se afld substanta de interes.

Cantdrirea prin diferenta se realizeaza prin urmatorii pasi:

o Se realizeaza tara unui recipient gol, utilizand o balanta analitica

o Substanta de interes este addugata in recipientul gol si se cantdreste din nou

o Se transfera cantitativ rapid substanta cantaritd in vasul in care urmeaza sa se

realizeze solutia

o Vasul de cintarire se recantareste

o Diferenta dintre masa totala a recipientului cu substanta si masa recipientului

gol reprezinta masa substantei.
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Aceasta metoda de cantarire se bazeaza pe principiul ca diferenta dintre cele doua
madsuratori de masd reprezintd masa substantei in sine, deoarece orice eroare asociata cu
recipientul este eliminatd. Cantdrirea prin diferenta este utila in special atunci cand este
important sa se determine cu precizie masa unei substante, eliminand orice influenta a

recipientului.

Analizati urmatorul exemplu din monografia Compressi Acidi acetylsalicylici (F.R.
X, pagina 286):

Comprimatele de acid acetilsalicilic contin 500 mg acid acetilsalicilic pe comprimat.

Dozare: La pulberea de comprimate, corespunzitoare la 0.4 g acid acetilsalicilic, se adaugi
10 ml alcool (R) in prealabil neutralizat la fenolftaleind-solutie (I).

Propuneti procedura de cantarire pentru realizarea acestei analize.

1.10 Puritate, grade de puritate, standarde de puritate

In analiza medicamentului, puritatea reactivilor si a substantelor farmaceutice este
de o importanta fundamentald, deoarece analizele se bazeaza pe masurdtori cantitative si
calitative precise, iar orice impuritati sau contamindri pot afecta rezultatele analitice si
interpretarea corecta a acestora.

Pentru a obtine rezultate analitice precise si exacte, este necesar ca reactivii utilizati
sd fie de o puritate Inalta (reactivii impuri sau contaminanti pot interactiona cu
substantele farmaceutice in timpul analizei si pot duce la rezultate eronate sau la
interpretari gresite ale continutului si calitdtii medicamentului).

De asemenea, puritatea substantelor farmaceutice este esentiala in procesul de
dezvoltare, fabricare si control al calitatii medicamentelor. Orice impuritati sau substante
straine pot influenta eficacitatea si siguranta medicamentului si pot afecta stabilitatea sa
pe termen lung.

Organizatiile de reglementare, cum ar fi The United States Food and Drug
Administration (FDA) sau The European Medicines Agency (EMA), impun standarde si
stabilesc limite si specificatii stricte privind puritatea reactivilor si a substantelor
farmaceutice utilizate in analiza medicamentului. Aceste standarde contribuie la
asigurarea calitatii, sigurantei si eficacitatii produselor farmaceutice, precum sila evitarea

rezultatelor analitice eronate sau incorecte.
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Puritarea reactivilor

Termenul , grad de puritate” se refera la respectarea unor standarde de puritate,
care stabilesc limite inferioare pentru anumite impuritdti chimice si biologice. Aceste
standarde indica scopul pentru care o substantd poate fi folositd, de exemplu in cercetare,
productie sau fabricatie.

Gradele de puritate sunt esentiale pentru respectarea cerintelor de reglementare si
pentru siguranta pacientului.

Adesea metodele analitice pot fi precise, fdrd insa a fi acurate. Determinarea
acuratetei In analiza unei substante medicamentoase neformulate este relativ simpla. Cea
mai simpla metodd este de a compara substanta de analizat cu un standard de referinta,
aplicand aceeasi procedura analitica.

Standardul de referintd este o forma de substanta medicamentoasa supusa unei

analize extinse, inclusiv unui test pentru compozitia elementald.

Exemple de grade de puritate ale reactivilor:

- ACS - considerat un standard de aur pentru atingerea sau depdsirea standardelor
stabilite de American Chemical Society (ACS). Necesita o puritate egald sau mai
mare de 95 %.

o potriviti pentru alimente, medicamente si aplicatii medicale, precum si
pentru protocoale generale care necesita specificatii stricte de calitate

o exemple: medii de cultura, solutii tampon, solutii

- de reactiv - considerat echivalent cu gradul ACS, desi nu exista specificatii
standard
o potriviti pentru alimente, medicamente si aplicatii medicale, pentru
protocoale generale care necesita specificatii stricte de calitate. Frecvent,
acestea sunt solutii sau dilutii de reactivi de calitate ACS

o exemple: medii de cultura, solutii tampon, solutii

- Farmacopeea Statelor Unite (United States Pharmacopeia, USP), Formularul
national (National Formulary, NF), Farmacopeea Britanica (British
Pharmacopoeia, BP), Farmacopeea japoneza (Japanese Pharmacopoeia, JP),
Farmacopeea Europeana (European Pharmacopoeia, PhEur sau EP) - reactivii
indeplinesc sau depdsesc cerintele stabilite de institutul corespunzator.

o potriviti pentru alimente, medicamente, aplicatii medicale si de laborator

generale
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o exemple: medii de cultura, solutii tampon, solutii

- multi-compendiali — sunt reactivii care indeplinesc sau depasesc cerintele stabilite

de mai multe farmacopei

- de biologie moleculara - speciali pentru aplicatii de biologie moleculara si testati

pentru contaminanti specifici (DN-aze, RN-aze si proteaze), dar si bacterieni

o exemple: solutii tampon pentru PCR, solutii tampon cu poloxameri, solutii

de glucozd, apa pentru biologie moleculard, apa pentru preparate

injectabile

- pentru HPLC - sunt fabricati special pentru majoritatea separdrilor HPLC. Au

puritate extrem de ridicata (in general >99,9 %)

o exemple: solventi, saruri tampon si modificatori de faza mobila

Puritatea substantelor farmaceutice

Standardele de referinta sunt substante utilizate ca referinte pentru a evalua si

compara calitatea si performanta produselor farmaceutice. De asemenea, pot fi utilizate

pentru a verifica conformitatea unui produs farmaceutic cu standardele de siguranta,

eficacitate si calitate si pot servi drept punct de referinta pentru compararea rezultatelor

analitice.

Standarde de referinta:

- Primare

O

O

O

O O O O

substante pure si autentice, cu puritate cunoscuta si certificata

sunt utilizate ca referinte absolute pentru calibrarea si verificarea
metodelor analitice

sunt de cea mai inalta calitate

sunt folosite pentru a asigura precizia si acuratetea masurdtorilor
analitice

sunt obtinute de la surse recunoscute oficial

pot fi preparate prin sintezd independenta

pot fi obtinute prin purificarea substantei deja disponibila

sunt recunoscute de farmacopei si agentii de reglementare ca standarde

oficiale

- Secundare (de lucru)

O

O

sunt preparate pe baza standardelor primare

pot fi de productie internd a unui laborator
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o se folosesc numai dupd standardizarea fatd de standarde primare,
aplicand metode oficializate in farmacopei sau standarde nationale si
internationale

o sunt utilizate pentru calibrarea si verificarea echipamentelor si
metodelor analitice din laboratoarele farmaceutice

o sunt produse in conformitate cu proceduri standardizate

o sunt utilizate pentru a asigura coerenta si comparabilitatea rezultatelor

analitice intre diferite laboratoare
1.11 Utilizarea farmacopeilor in controlul cantitativ

Farmacopeile sunt colectii oficiale de standarde si metode de testare utilizate in
industria farmaceutica pentru evaluarea si controlul calitdtii medicamentelor.

Farmacopeile stabilesc standardele pentru descrierea, identificarea, puritatea
(impuritdti si limite), dozare, conservare si alte caracteristici de calitate ale substantelor
medicamentoase si formelor farmaceutice. Aceste standarde oficiale au rolul de a asigura
coerenta si conformitatea intre diferite loturi si produse farmaceutice.

Metodele standardizate si validate mentionate in farmacopei includ tehnici
analitice, cum ar fi cromatografia, spectroscopia si titrarea, care sunt utilizate pentru a
determina concentratia, puritatea si alte proprietdti relevante ale substantelor
medicamentoase.

Farmacopeile sunt utilizate ca referinte oficiale de catre autoritdtile de
reglementare farmaceutica pentru a evalua conformitatea produselor farmaceutice. Ele
sunt adesea mentionate in legislatia farmaceutica si sunt utilizate in procesul de

autorizare a medicamentelor si in inspectiile de control al calitatii.

Specificul Farmacopeei Romane, Editia a X-a
In Farmacopeea Romand, Editia a X-a (F.R. X), controlul cantitativ al substantei
farmaceutice ca materie primd, dintr-un preparat farmaceutic sau dintr-un produs
vegetal se realizeaza conform sectiunii Dozare din monografiile individuale.
In plus, monografiile generale pentru preparate farmaceutice impun, in sectiunea
Dozare:
¢ metodologia de lucru pentru prelucrarea formei farmaceutice In vederea
determinarii continutului in substanta activa
¢ limitele admise ale abaterii procentuale fata de continutul declarat in substanta

activa
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Analizati monografiile
- Compressi. Tabulettae, sectiunea Dozare (E.R. X, pagina 285)
- Compressi Acidi nicotinici (F.R. X, pagina 287)
- Compressi Glyceryli trinitratis (F.R. X, pagina 297)

Discutati abaterile permise ale continutului in substanta activa fata de continutul
declarat din monografiile individuale si comparati cu valorile din Tabelul II din

monografia generala.
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2 Prepararea solutiilor, dilutii. Aplicatii numerice
Recipiente volumetrice destinate pentru a contine un volum definit de lichid

Baloane cotate (baloane volumetrice) sunt recipiente din sticld, in forma de para,
cu fundul plat si gatul alungit. Pe gatul balonului este marcata o singura gradatie
circulard care delimiteaza capacitatea de umplere a balonului cotat.

Baloanele cotate sunt calibrate sa contina un anumit volum de lichid la 20 °C, daca
partea inferioard a meniscului coincide cu semnul de gradatie. Gatul lung, subtire si cu
diamentrul uniform permite masurarea cu acuratete a volumului, pentru cd indltimea
coloanei de lichid este foarte sensibila la variatii mici de volum.

Baloanele cotate se folosesc pentru a prepara cu acuratete solutii cu concentratii
cunoscute:

e pentru solut lichid

® pentru solut solid

Concentratia procentuala volum/volum (% v/v)
e reprezinta numarul de mililitri de substanta lichida din 100 ml solutie
® cel mai adesea folosita pentru exprimarea compozitiei fazelor mobile in HPLC
— exemplu: se amestecd 40 ml de apa cu 600 ml de metanol si se formeaza un
amestec de 40:60 v/v

e din cauza contractiei de volum ce apare la amestecul a doua lichide, concentratia
% v/v este doar aproximativa

* unii analisti preferd prepararea amestecurilor de solventi prin cantdrire si nu prin
madsurarea volumului, caz in care amestecul de solventi poate fi exprimat ca %

masa la masa (% m/m)

Concentratia procentuala masa/masa (% m/m)
® reprezinta masa exprimatd in grame raportata la 100 de grame de produs
e este utilizata pentru a exprima concentratia unei substante active in majoritatea
formularilor farmaceutice
* exprima continutul unei impuritati intr-o substanta medicamentoasa
e exemplu: o formulare farmaceutica ce contine 30 mg de substanta activd pe gram
are concentratia 3 % m/m
30mg 0.03g 100 3
1g 1g 100 100

= 3% (m/m)
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Concentratia procentuala masa/volum (% m/v)
® reprezintd masa exprimatd in grame de solut dizolvata in 100 ml solutie
¢ este utilizatd In mod normal pentru a exprima continutul unei substante active
intr-o formulare lichida
e conform F.R. X, solutiile injectabile si perfuzabile se prepara m/v, deoarece in
aceste situatii, densitatea solventului este irelevantd, astfel ca o solutie 1 g/100 ml

de substanta medicamentoasa este 1 % (m/V) indiferent de natura solventului

1. Transformati concentratiile urmatoare in concentratii % m/v:
a) 1g/l
b) 0.1 mg/ml
c) 10 pg/ml
d) 0.01 g/100ml
e) 0.1 g/ml

2. Se prepara o solutie HCI 0.1 M avand la dispozitie HCl 37 % (% m/m). Calculati
volumul necesar de HCl 37 % pentru a prepara: (Myc) = 36.46 g/mol; densitate 1.2
g/ml la 25 °C)

a) 100 mlHC10.1 M
b) 500 ml HC10.1 M
c) 21HCI0.1M

3. Calculati masa de NaOH (My,oy = 39.99 g/mol, puritate 98 %) necesara prepararii
a 100 ml solutie NaOH cu urmatoarele concentratii:
a) NaOH 1M
b) NaOH 0.1 M
c¢) NaOH 0.05 M

4. Calculati masa de iodat de potasiu (Mg;o, = 214.0 g/mol) care trebuie cantarita cu

exactitate pentru a prepara 1000 ml solutie volumetrica 0.00167 mol/l.
5. Calculati masa de H;PO, 85 % (m/m) pentru a prepara 100 g H;P0O, 10 % (m/m).
6. Calculati masa de NH,OH 25 % (m/m) pentru a prepara 500 g NH,OH 10 % (m/m).
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Dilutii

Dilutiile sunt importante in analiza medicamentului deoarece contribuie la:
e gestionarea nivelului concentratiilor
o adesea substantele medicamentoase sau probele analitice pot fi prea
concentrate pentru a fi analizate direct
o prin dilutie, concentratia este redusa la un nivel adecvat analizei, asigurandu-
se ca rezultatele obtinute sunt in intervalul de lucru al instrumentelor analitice

si pot fi masurate cu precizie

e eliminarea interferentelor
o prin dilutie, se dilueaza si substantele care pot interactiona/interfera cu

analitul, permitand astfel o determinare mai precisa a continutului acestuia

® economie de reactivi si solventi
o dilutiile pot fi utilizate pentru a economisi reactivi si solventi
o daca o concentratie mai mica a analitului este suficientd pentru a obtine
rezultatele dorite, se pot reduce cantitdtile de reactivi si solventi utilizate, ceea

ce este benefic din punct de vedere economic si al mediului.

1. O solutie standard stoc a unui analit este 15 mg/ml, preparata intr-un balon cotat

de 100 ml, folosind un solvent specificat, conform schemei din Figura 3.

15g o solvent Solutia stoc
substa Tta Completare la semn co= 15 mg/ml
activa

| )

100ml

‘ 2 solutiide analizat ‘

a. S
2,5 ml 5,0 ml
+solvent l +solvent

Figura 3. Schema de preparare a solutiilor de analizat prin dilutie din solutia stoc.
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Calculati:

a) care a fost masa de substantd standard (exprimata in g) cantarita la balanta
analitica

b) care vor fi concentratiile solutiilor obtinute prin diluarea volumelor de 2.5 ml

si 5 ml de solutie stoc in baloane cotate de 25 ml, folosind acelasi solvent

. 5 cm?din solutia analitului X, cu concentratia 0.5 mmol/dm? se dilueaza la 25 cm?3,
intr-un balon cotat. Calculati concentratia solutiei diluate si exprimati-o in

mmol/dm?si mol/dm?3.

10 ml din solutia stoc cu concentratia 0.1 M a analitului X se pipeteaza intr-un
balon cotat de 50 ml si se completeaza la semn cu acelasi solvent. Calculati

concentratia solutiei diluate.

. Descrieti modul de preparare a 250 ml solutie KIO3; 0.00167 mol/l pornind de la o
solutie stoc de concentratie

a) 0.0167 mol/l

b) 0.05 mol/l

. Descrieti modul de preparare a 200 ml solutie AgNO; 0.1 M:
a) folosind nitrat de argint (R), Magno, = 169.9 g/mol

b) folosind o solutie cu concentratia 1 M
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3 Metode spectrofotometrice UV-VIS si IR aplicate in analiza

medicamentului
3.1 Notiuni recapitulative de spectrofotometrie UV-VIS

In urma trecerii radiatiei electromagnetice printr-un strat omogen de proba, se
poate mdsura diminuarea fluxului energetic si utiliza in analize cantitative (Figura 4).
Proba de analizat trebuie sa fie, in general, in stare lichida. Daca substanta de
analizat este solidd, aceasta trebuie adusa in forma de solutie pentru a putea fi analizata.
Variabile energetice de interes:
¢ lungimea de undd, notata cu A, masurata in nm (1 nm = 10 m)
e numar de unda, notat cu V, masurat in cm™
e frecventa, notata cu v, masurata in s (Herz)
Intervalele de lungime de unda corespunzadtoare domeniilor spectrale UV si VIS:
¢ Domeniul ultraviolet (UV) ~ 200-400 nm
¢ Domeniul vizibil (VIS) ~ 400-800 nm
Pentru exprimarea cantitativa a absorbtiei unei radiatii care traverseaza proba
sunt folosite 2 madrimi adimensionale, dependente de lungimea de unda A:
e Absorbanta, notata cu A(A)

¢ Transmitanta procentuald, notata cu T%(A)

Cuva
. I,(A
1y(2.) I(3.) A(A) = lgj”Lﬂ)
Proba ) (4)
Radiatie Radiatie T%(A) = 1) 100
incidenta emergenta 1,(4)
d

Figura 4. Reprezentarea schematica a diminuarii fluxului energetic incident la traversarea unei
probe plasate intr-o cuva cu grosimea d. Absorbanta si transmitanta procentuald sunt marimi
adimensionale dependente de lungimea de unda (7).

Absorbanta si transmitanta sunt doua concepte fundamentale care descriu
comportamentul luminii in interactiune cu o substantd analizata si sunt utilizate pentru
caracterizarea si cuantificarea substantelor analizate in functie de interactiunea lor cu

radiatia luminoasa la diferite lungimi de unda.
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Absorbanta (A) reprezintd masura absorbtiei luminii de catre o substanta si este
definita ca logaritmul negativ al transmitantei (T) unei probe. Cu alte cuvinte, absorbanta

este 0 masurad invers proportionald cu transmitanta:
A(A) =-1logT(A) (2)
Ecuatia 3 exprima relatia dintre A(A) si T%(A) este:

A(A) =2~ 10gT%(A) 3)

Deduceti relatia 3 dintre A(A) si T%(4), pornind de la ecuatiile de definitie ale

acestor marimi optice din Figura 4.
Legea Lambert-Beer

Analizele spectrofotometrice se bazeaza pe legea fundamentald a absorbtiei

formulatd de Lambert si Beer, exprimata in ecuatia 4:

AQ) =) -c-d (4)
unde:
A(A) — absorbanta unei substante la o anumita lungime de unda, marime
adimensionala
&(A) — coeficient molar de absorbtie (absorbtivitate molara), exprimat in 1/(mol-cm)
c — concentratia substantei de analizat, exprimata in mol/l

d — grosimea cuvei spectrofotometrice, exprimatd in cm

Liniaritatea legii Lambert-Beer se respecta daca:

* substanta de analizat nu isi modificd concentratia pe parcursul analizei (prin
disocieri, dimerizdri, formare de complecsi, etc.)

* substanta de analizat prezinta fluorescenta neglijabila in domeniul spectral in care
se realizeaza analiza

¢ concentratia substantei de analizat nu este prea mare, maxim de ordinul 10 mol/l

Sfaturi practice pentru o analiza UV-VIS de succes:

e Cuvele trebuie sa aiba dimensiuni egale, pentru a asigura precizia lungimii
traseului luminii (cuvele de buna calitate au o toleranta de + 0.01 mm pentru
lungimea traseului optic)

¢ Suprafetele optice ale cuvelor nu trebuie atinse cu degetele si trebuie sterse cu grija

inainte de a fi plasate in spectrofotometru
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e Cuvele trebuie plasate in suport astfel incat orice efect optic sa fie identic pentru
proba si pentru martor

e In general, se recomanda inregistrarea absorbantelor in intervalul 0.3-1.0 pentru a
evita iesirea din intervalul de liniaritate al instrumentului (intervalul poate fi
adaptat rezolutiei fiecdrui spectrofotometru)

e Particulele suspendate in solutie cauzeaza difuzia luminii, ceea ce produce o
crestere aparentd a absorbantei; de aceea este important ca solutiile analizate sa fie
lipsite de particule in suspensie

e Apa distilata este solventul ideal, dar nu dizolva multi compusi organici

¢ Solventii organici se pot evapora, de aceea cuvele trebuie acoperite cu capace
potrivite
Metodologia determindrilor cantitative prin spectrofotometrie de absorbtie in UV-

VIS, indicatd de F.R. X in capitolul IX.C.24.1, contine urmatoarele prevederi:
* analizele se realizeaza in 2 cuve identice
o una pentru solutia-proba
o una pentru solutia de referinta (lichidul de compensare), reprezentata de
solventul/amestecul de solventi in care s-a preparat solutia proba

* pentru a obtine o precizie satisfacatoare a rezultatelor, solutiile de analizat se
prepara astfel incat absorbantele sa fie in intervalul 0.3-0.7

* sunt permise abateri de + 2 nm fata de valoarea Amax indicatd de F.R. X

* determinarile spectrofotometrice se realizeaza in cuve de 1 cm si la 20 = 0.5 °C,
dacd nu sunt indicate alte conditii

* trebuie respectate prevederile fiecarei monogratfii referitoare conditiile de analiza

(la concentratie, solvent, pH)
Ecuatia Lamber-Beer modificata

In ecuatia Lambert-Beer modificatd (denumitd si legea lui Lambert-Beer extinsa)
se adauga termenul de absorbantd specifici pentru a considera faptul ca absorbanta nu
este proportionala doar cu concentratia si lungimea drumului optic, ci si cu
caracteristicile de absorbtie ale substantei in cauza (vezi ecuatia 5).

Absorbanta specificdi se noteaza A% () si este o constanti de substants,
reprezentand valoarea absorbantei unei substante date, aflata intr-o solutie 1 % (m/V)
intr-un solvent dat si masuratd la o lungime de unda A(nm) in cuve de 1 cm.

Absorbanta specifica tine cont de influenta particulard a analitului asupra

absorbtiei.
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A =A% (D) c%-d )
unde:

A(A) — absorbanta unei substante la o anumita lungime de unda, marime
adimensionala

Al%

1em (M) — absorbanta specifica, exprimata in dl/(g-cm)

c% — concentratia procentuald a substantei de analizat, in g/dl sau g/100 ml

d — grosimea cuvei spectrofotometrice, exprimatd in cm

Ecuatia 6, utild In determindri cantitative prin spectrofotometrie de absorbtie in
UV-VIS, este cea care asigurd relatia dintre absorbanta specifica si masa moleculara a

substantei de interes:
A, - M =10 20
(6)
unde:

Al%

1em (M) — absorbanta specifica, exprimata in dl/(g-cm)

M- masa moleculara, exprimata in g/mol

&) — coeficient molar de absorbtie (absorbtivitate molard), masurat in 1/(mol-cm)

1. O solutie are transmitanta procentuald T% = 40 % masurata intr-o cuva cud =1

cm. Calculati T% acestei solutii pentrud = 2 cm.

2. O solutie are transmitanta 40% masurata intr-o cuva cu d = 1 cm. Calculati

transmitanta procentuald a acestei solutii pentrud = 0.5 cm.

3. Transmitanta unei solutii este de 40 %. Calculati transmitanta daca se dilueaza 5

ml de solutie la 10 ml.

4. Transmitanta unei solutii este de 40 %. Calculati transmitanta daca se dilueaza 5

ml de solutie la 50 ml.

5. Prin dilutie, transmitanta procentuala a unei solutii creste de 2.5 ori. Cu cate unitati

scade absorbanta solutiei?
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10.

11.

12.

Care este absorbanta unei solutii, daca transmitanta procentuala a acesteia, la
aceeasi lungime de unda, este 10 %?

a) 1

b) 0.1

¢ 21

d) 3

e) 1.9

Absorbanta solutiei 1 este A;(4), masurata in cuvd cu grosimea 4. Care va fi

absorbanta A,(A), la grosimea cuvei d, = 2d,, dupa diluarea de 2 ori a solutiei 1?

a) A, =0.54,
b) A, =24,
Q) A, =44
d) A, =044,
e) A =A4

Absorbanta solutiei 1 este A;(4). Care va fi absorbanta A,(4) la aceeasi grosime a

cuvei, dupd diluarea de 5 ori a solutiei 1?

a) A, =54,
b) A, =054
Q) A, =024
d) A, =24,
e) A =A4

Conform F.R. X, etinilestradiolul prezintd absorbanta specificd Aj5" =71 dl/(g-cm)
la 281 nm. Care va fi concentratia procentuala (% m/V) unei solutii de

etinilestradiol, daca absorbanta (la 281 nm), in cuve de 2 cm, are valoarea 1.42?

Conform F.R. X, etinilestradiolul prezintd absorbanta specificd Aj5" =71 dl/(g-cm)
la 281 nm. Care va fi concentratia procentuald (% m/V) a unei solutii de

etinilestradiol, daca absorbanta (la 281 nm), in cuve de 1 cm, are valoarea 1.42?

Calculati absorbanta specifica a acetatului de hidrocortizon la 240 nm, stiind cd o
solutie 0.001 % (m/V) de acetat de hidrocortizon prezinta absorbanta 0.39 la 240

nm, masurata in cuve de 1 cm.

Calculati absorbanta unei solutii de acetat de hirocortizon de concentratie 0.001%

(m/V), stiind d = 2 cm si absorbanta specifica 390 dl/(g-cm).
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13.

14.

15.

16.

Solutia unei substante active a unui medicament prezinta transmitanta
procentuald 10%. Volumul 50 ml al acestei solutii se amesteca cu 30 ml dintr-o alta
solutie a substantei active, solutie in care concentratia substantei active este numai
20 % din concentratia pe care a avut-o iIn prima solutie. Calculati absorbanta
solutiei obtinuta in urma amestecarii.

a) 1.075

b) 0.20

c) 0.625

d) 0.70

e) 0.07

Absorbanta inregistrata de un spectrofotometru la traversarea radiatiei UV printr-
o solutie plasata intr-o cuva de 2 cm este de 0.6. Care va fi absorbanta aceleasi
solutii, la aceeasi lungime de undd, daca grosimea cuvei se va reduce la 1 cm?

a) 1.2

b) 0.6

c) 03

d) 2

e) 1

Calculati concentratia milimolara a unei solutii a carei absorbanta masurata in
cuva de 2 cm, la o lungime de unda data, este 0.722, iar absorbtivitatea molara la
aceeasi lungime de unda este 7220 I'mol™-cm.

a) 510°

b) 5-102

c) 10*

d) 20

e) 5102
Solutia 1 a unui solut prezintd T;% = 25.1 %. Solutia 2 a aceluiasi solut are
concentratia de 5 ori mai mica decat in solutia 1. Volumul V; 70 ml se amestecd cu

V, ml din solutia 2. Calculati V, (ml), stiind ca transmitanta solutiei rezultata in

urma amestecarii este Tf% = 39.8 %.
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17.

18.

19.

20.

Solutia 1 de paracetamol in metanol prezintd A; =0.45 la 249 nm si d =1 cm. Solutia
2 de paracetamol in metanol are ¢,% = 0.0035 % (m/V). Se combina 5 ml solutie 1
cu 1 ml solutie 2, iar solutia finald are Af = 0.9, in conditii identice. Calculati

concentratia procentuala m/V a solutiei 1.

Calculati concentratia procentuald (% m/v) de prednisolon dintr-o solutie
preparata in alcool absolut, daca 10 ml solutie se dilueaza cu alcool absolut la 100
ml, intr-un balon cotat, iar absorbanta la 240 nm, in cuve de 1 cm, este 0.83. Se

cunoaste A" =415 dl/(g-cm) pentru prednisolon in alcool absolut.

a) 0.002 %
b) 0.02 %
) 0.0002 %
d) 5%

e) 0.5%

5 ml solutie injectabild de pentoxifilind se dilueaza cu ap4d la 50 ml, intr-un balon
cotat. 1 ml solutie se dilueaza cu apa la 50 ml, intr-un balon cotat si se determina
absorbanta 0.365 (274 nm, d = 1 cm). Calculati concentratia pentoxifilinei (in
mg/ml) din solutia injectabild. F.R. X indicd A" (274 nm) = 365 dl/(g-cm) pentru
pentoxifilina.

a) 0.001

b) 1

c¢) 0.5

d) 5

e) 50

1 ml solutie injectabila de clorhidrat de papaverina se dilueaza cu HCI 1 M la 100
ml, Intr-un balon cotat. 1 ml din aceasta solutie se dilueaza cu HCI 1 M la 100 ml,
intr-un balon cotat. Se determina absorbanta solutiei 0.732, la 250 nm, d = 1 cm.
Calculati concentratia procentuala a solutiei injectabile de clorhidrat de

papaverind (m/V), cunoscand absorbanta specifica A1§= 1830 dl/(g-cm) la 250 nm.
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Principiul metodei

Spectrul de absorbtie UV al lisinoprilului dihidrat in solutie apoasa prezinta doua
maxime de absorbtie, unul mai pronuntata la 207 nm si altul mai atenuat la 259 nm. In
scopul etalonadrii lisinoprilului dihidrat in apa, in domeniul UV, initial se inregistreaza un
spectru de absorbtie al lisinoprilului care sa evidentieze cele doua maxime de absorbtie.
Pentru aceeasi solutie analizatd, intensitatea absorbtiei este mai pronuntata la 207 nm si
mai atenuata la 259 nm. Pentru evidentierea neta a celor doua maxime de absorbtie, se
prepara douad seturi de solutii etalon, cu concentratii de lisinopril cuprinse 1-50 pg/ml si
respectiv 0.1-3 mg/ml, obtinute prin diluarea corespunzatoare a solutiei stoc cu apa
distilata.

Prin aplicarea acestui procedeu se urmareste testarea metodei spectrofotometrice
directe pentru cuantificarea a lisinoprilului din comprimate, la cele doud maxime de
absorbtie.

Materiale necesare:

apa distilata

- lisinopril dihidrat — substantad de puritate analitica
- baloane cotate de 10 ml, 50 ml

- spectrofotometru UV-VIS

- cuve de cuart (d =1 cm)

- comprimate Lisinopril ATB 10 mg
3.21 Procedura analitica pentru etalonare
a) Prepararea solutiilor etalon

Procedura pentru etalonare la Amax 207 nm

Se cantdreste la balanta analitica cu exactitate masa de 10 mg lisinopril dihidrat
(puritate analiticd) si se transferd cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml. Se adauga
aproximativ 20 ml apa distilata si se agitd prin miscdri circulare pana la dizolvarea
completa a lisinoprilului dihidrat. Apoi se completeaza cu apa distilata pana la semnul
balonului cotat (solutie stoc 1). Solutia stoc astfel obtinuta are concentratia 200 pg/ml.

Din solutia stoc se prepard un set de solutii etalon astfel: se preleveaza cu pipeta
automata volumele de 0.05 ml, 0.075 ml, 0.125 ml, 0.25 ml, 0.5 ml, 1 ml, 1.25 ml, 1.5 ml],

1.75 ml, 2 ml si 2.5 m], care se introduc in baloane cotate de 10 ml, apoi se completeaza cu

33



apad distilata pana la semn. Solutiile etalon din setul 1 au concentratii cunoscute si
crescdtoare de lisinopril dihidrat de 1, 1.5, 2.5, 5, 10, 20, 25, 30, 35, 40 si respectiv 50 pg/ml.

Procedura pentru etalonare la Amax 259 nm

Se cantdreste la balanta analitica cu exactitate masa de 10 mg lisinopril dihidrat
(puritate analiticd) si se transferd cantitativ intr-un balon cotat de 10 ml. Se adauga
aproximativ 5 ml apa distilatd si se agita prin miscari circulare pana la dizolvarea
completa a lisinoprilului dihidrat si se completeaza cu apa distilata pand la semn. Se
obtine astfel solutia stoc 2, care are concentratia 10 mg/ml.

Din solutia stoc se prepard un set de solutii etalon astfel: se preleveaza cu pipeta
automata volumele de 0.1 ml, 0.2 ml, 0.6 ml, 1 ml, 1.4 ml, 1.8 ml, 2.2 ml, 2.6 ml si 3.0 ml si
se transfera in baloane cotate de 10 ml, apoi se completeaza cu apa distilata pana la semn.
Solutiile etalon din setul 2 au concentratii de lisinopril dihidrat de 0.1, 0.2, 0.6, 1, 1.4, 1.8,
2.2, 2.6 si respectiv 3 mg/ml.

b) Inregistrarea spectrelor de absorbtie
Spectrele de absorbtie ale solutiilor etalon din setul 1 de lisinopril dihidrat cu
concentratiile 2.5-35 ug/ml (Figura 5), inregistrate in domeniul spectral UV cuprins intre

200 si 230 nm, evidentiazd maximul de absorbtie al lisinoprilului de la 207 nm.

1.2 - —2.5 ug/ml
1 - —5 ug/ml
td.n
ﬁ 0.8 10 pg/ml
= ——20 pg/ml
S 06 -
£ ——25 ug/ml
< 0.4 -
. 30 pg/ml
0 T T 1
200 210 220 230

Lungimea de unda, nm

Figura 5. Spectrele de absorbtie UV ale solutiilor etalon de lisinopril in apa, cu concentratia 2.5—-
35 ug/ml, in domeniul spectral 200-230 nm.
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Lungimea de unda, nm

Figura 6. Spectrele de absorbtie ale solutiilor etalon de lisinopril in apd, cu concentratia 0.2-2.6
mg/ml, iIn domeniul spectral UV 245-275 nm.

In Figura 6 sunt redate spectrele de absorbtie ale solutiilor etalon de lisinopril
dihidrat cu concentratii 0.2-2.6 mg/ml scanate in domeniul spectral UV 245-275 nm, care
evidentiaza maximul de absorbtie la 259 nm. Se citesc valorile absorbantei fiecarei solutii

etalon la cele douda maxime de absorbtie.

c) Trasarea dreptei de etalonare
In Figura 7 sunt reprezentate grafic valorile absorbantei functie de concentratie,
precum si ecuatia dreptei si valoarea coeficientului de corelare liniara, R?, calculate cu

metoda celor mai mici patrate, corespunzatoare setului 1 de solutii etalon.

14 -

E 1o - A=0.0351-c+0.001
- R2=09993
g 1-
=
508
e
Z.06 -
=
111
£ 04 -
8
S 02 -

D T T T 1

0 10 20 30 40

Concentratia lisinoprilului, pg/ml

Figura 7. Dreapta de etalonare si ecuatia dreptei de etalonare a lisinoprilului in apa, calculata
folosind valorile de absorbanta de la 207 nm si cuve cu drum optic de 1 cm.
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Folosind valorile absorbantelor de la 207 nm, dependenta liniara intre absorbanta
si concentratie se pastreaza in intervalul 2.5-35 ug/ml.
Similar, Figura 8 reda curba de calibrare si ecuatia dreptei obtinute pentru setul 2

de solutii etalon de lisinopril dihidrat in apa.

1.4 -
g 12 | A=0.4535-¢-0.0019
- ' R2=0.9999
g 1]
R 0.8 -
[ ]
8,06 -
=1
o
< 04 -
E 0.2
20
0 : . , , , |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Concentratia lisinoprilului, mg/ml

Figura 8. Dreapta de etalonare si ecuatia dreptei de etalonare a lisinoprilului in ap4, calculata
folosind valorile de absorbanta de la 259 nm si cuve de 1 cm.

Coeficientul de corelare liniard, R? are valori cuprinse intre 0 si 1. Acesta exprima
cantitativ imprastierea punctelor de pe grafic (care exprima rezultatele experimentale)
fatd de dreapta (care este calculatd). Pentru a putea folosi ecuatia de etalonare in

determinari ulterioare, valoarea lui R? trebuie sa fie > 0.98.

d) Concluziile etalonarii
Cele doua curbe de calibrare (de etalonare) reflecta liniaritatea metodei in
intervalul de concentratii 2.5-35 pg/ml si respectiv 0.2-2.6 mg/ml. Ecuatiile dreptei pot fi
folosite pentru determinarea concentratiilor de lisinopril dihidrat intr-o probd/forma

farmaceutica, folosind aceeasi procedura de lucru ca la etalonare.
3.2.2 Procedura analitica pentru forma farmaceutica

Procedura pentru analiza comprimatelor la Amax 207 nm

Se cantaresc cinci comprimate de Lisinopril ATB 10 mg la balanta analitica si se
tritureaza la mojar pand la obtinerea unei pulberi fine si omogene. Din pulberea de
comprimate astfel obtinutd, se cantdreste o masa care sa contina aproximativ 10 mg
lisinopril dihidrat, se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml, se adauga
aproximativ 15 ml apa distilata si se agita energic 10 minute. Se compleaza la semn cu

acelasi solvent. Un volum de 10 ml din solutia astfel obtinuta se filtreaza prin filtru tip
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seringd cu dimensiunea porilor 0.4 pm intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la semn
cu apa distilata. Se calculeaza concentratia solutiei si se exprima in ug/ml.

Pentru verificarea liniaritatii metodei la 207 nm aplicata pe comprimate, din
aceasta solutie se prepara 5 solutii de concentratii diferite de lisinopril, prin diluarea
volumelor de 1, 2, 4, 6 si 8 ml cu apa distilata, folosind baloane cotate de 25 ml. Se
calculeaza concentratiile teoretice ale solutiilor de analizat. Se inregistreaza spectre de
absorbtie UV si se noteaza absorbantele la 207 nm.

Folosind ecuatia dreptei de etalonare de la 207 nm, se calculeaza concentratiile
regasite, exprimate in pg/ml si procentual, iar rezultatele se noteaza in Tabelul 2.

Tabel 2. Absorbantele solutiilor de lucru cu concentratii diferite de lisinopril dihidrat, preparate
din Lisinopril ATB 10 mg, 1a 207 nm si regasirile in substanta activa, exprimate in pg/ml, respectiv

procentual.
Nr. Concentratie Absorbanta, Regasire, Regasire,
solutie | teoretica, ug/ml 207 nm, d =1cm ug/ml %
1
5

Respectand procedura, se prepara 10 solutii de lisinopril dihidrat din pulberea de
comprimate cu concentratia teoretica mediana. Solutiilor de analizat li se mdsoara
absorbanta la 207 nm, prin aplicarea metodei spectrofotometrice fixe si se calculeaza
concentratia corespunzatoare de lisinopril dihidrat, utilizand ecuatia dreptei de regresie.
Rezultatele se noteaza in Tabelul 3.

Tabel 3. Analiza comprimatelor de Lisinopril ATB 10 mg la 207 nm si regasirile in substanta
activd, exprimate in ug/ml, respectiv procentual.

Lisinopril ATB 10 mg
Nr. Absorbanta Regasire, pg/ml Regasire, % Abatere, %
solutie | (Amax 207 nm, 1 cm)

1

2

10

Media
Deviatia standard

37



Procedura pentru analiza comprimatelor la Amax 259 nm

Se cantaresc la balanta analitica 15 comprimate de Lisinopril ATB 10 mg si se
noteaza masa. Din pulberea obtinuta prin triturarea la mojar, se cantareste masa
corespunzatoare a 100 mg lisinopril dihidrat, care se introduce intr-un balon cotat de 25
ml. Se adauga aproximativ 15 ml apa distilata si se agita energic 10 minute. Dupa agitare,
solutia se completeaza la semn cu apa distilatd. Un volum de 15 ml din aceasta solutie se
filtreaza prin filtru tip seringd (0.4 pm) intr-un balon cotat de 25 ml, apoi volumul se
completeaza la semn cu apa distilata. Se calculeaza concentratia teoretica a solutiei.

Similar procedurii aplicate mai sus, din aceasta solutie se prepara inca 5 solutii de
concentratii diferite de lisinopril dihidrat supuse analizei spectrofotometrice, prin
diluarea volumelor de 2, 3, 4, 5 si 6 ml cu apa distilatd, folosind baloane cotate de 10 ml.
Se calculeaza concentratiile teoretice ale solutiilor de analizat. Se inregistreaza spectre de
absorbtie UV si se noteaza absorbantele la 259 nm. Se noteaza rezultatele in Tabelul 4.
Tabel 4. Absorbantele solutiilor de lucru cu concentratii diferite de lisinopril dihidrat preparate

din Lisinopril ATB 10 mg, la 259 nm, si regasirile in substanta activd, exprimate in ug/ml,
respectiv procentual.

Nr. Concentratie Absorbanta, Regasire, mg/ml Regasire, %
solutie | teoretica, mg/ml | 259 nm, d =1cm
1
5

Pentru determinarea spectrofotometrica a regasirii lisinoprilului dihidrat din
comprimatele de Lisinopril ATB 10 mg la 259 nm se prepara un set de 10 solutii cu
concentratia mediand. Se inregistreaza absorbantele la 259 nm si se efectueaza calculele
necesare completarii Tabelului 5.

Tabel 5. Analiza comprimatelor de Lisinopril ATB 10 mg la 259 nm si regasirile in substanta
activa, exprimate in mg/ml, respectiv procentual.

Lisinopril comprimate 10 mg
Nr. Absorbanta Regasire, mg/ml Regasire, % Abatere, %
solutie | (Amax 259 nm, 1 cm)
1
10
Media
Deviatia standard
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3.2.3

Calcule, interpretarea rezultatelor si concluziile analizei

Calculati concentratiile experimentale prin inlocuirea valorilor absorbantelor in
cele doua ecuatii de etalonare.

Identificati sensul abaterii individuale (pozitivd, negativd sau nula) fata de
concentratiile teoretice corespunzatoare.

Exprimati procentual abaterile, prin raportare la concentratiile teoretice
corespunzatoare.

Abaterile procentuale obtinute se compard cu normele F.R. X, monografia
Compressi — Dozare, care prevede pentru comprimatele cu un continut declarat in
substanta activd de 10 mg pana la 100 mg o abatere procentuald de + 7.5 %.
Calculati regdsirea (recuperarea) procentualda in substanta activa prin metoda
aplicata.

Formulati concluziile analizei: comprimatele corespund/nu corespund
prevederilor F.R. X privind continutul declarat in substanta activa.

Respectand schema de lucru din Figura 9, efectuati etalonarea acidului salicilic.
Notati ecuatia dreptei de calibrare si analizati valoarea R

e
L)

25 mg acid salicilic +2 mlKOH 0,2M 1
(puritate analitic) + apa distilata 100 ml\, Solutie stoc (C,)
pana lasemn -

1,5ml 2,0ml 2,5ml 3,0ml 35ml
l I + apa distilata pana la
semnul balonului cotat
5 solutii etalon ‘ L | ‘ | ‘
25ml) 25m 25ml b5mi 25mi
¢=15mg/L ¢,=20 mg/L c;= 25 mg/L c,=30 mg/L ;=35 mg/L

Figura 9. Schema de lucru pentru prepararea solutiilor etalon de acid salicilic.
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* Analizati spectrofotometric o probda datd (o solutie apoasda de acid salicilic,
solubilizat cu ajutorul KOH 0.2M), de concentratie necunoscutd; cititi absorbanta
la aceeasi lungime de unda folosita la etalonare, si anume la A=297 nm, folosind

cuve de cuart cu grosimea de 1 cm.

| {.'

I

y
(100 ml ) C,ops = NECUNOSCUtE

* Inlocuiti valoarea absorbantei probei in ecuatia de etalonare
® Determinati prin calcul concentratia experimentala in acid salicilic din solutia

analizata.

1. Se analizeaza spectrofotometric o solutie de acid salicilic de concentratie
necunoscutd, pentru care se masoara absorbanta Ap = 0.6091, la 297 nm, in cuve
de cuart de 1cm. Calculati concentratia experimentald de acid salicilic, folosind

ecuatia dreptei de etalonare de mai jos:

A(297 nm,1 cm) = 0.0283 - conc(mg/1) — 0.0135

Rezolvare:

A(297 nm,1cm) +0.0135  0.6091 + 0.0135

0.0283 00283 22 me/l

conc =

2. La etalonarea acidului in solutie apoasa prin spectrofotometrie in UV, a fost

obtinutda urmatoarea ecuatie de etalonare:
A(297 nm,1 cm) = 0.0267 - conc(mg/l) — 0.015  (R?=0.9999)

Se supune analizei o solutie de acid salicilic de concentratie declarata (teoretica,
reala) de 22 mg/l, prin aceeasi procedura de lucru aplicatd la etalonare, pentru

care se mdsoara absorbanta Ap =0.5737, la 297 nm, in cuve de cuart de 1cm.
a) Care este concentratia experimentala de acid salicilic?
b) Care este abaterea procentuala?

c) Care este recuperarea procentuala de acid salicilic?
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Rezolvare:

a. 0.5737 =0.0267 - conc(mg/1) — 0.015

- _ 05737+ 0.015 27,048 | = 2205 1
conc = 0.0267 = 22. mg/l = 22.05 mg/

b. Observam ca acidul salicilic are o concentratie determinata experimental mai

mare decat concentratia declarata (teoretica):

Aconc = €ONCeyp — CONCrer = 22.05 mg/l — 22 mg/1 = +0.05 mg/1

Aceasta diferenta de +0.05 mg/l se exprimd procentual, raportat la cele 22 mg/l
(concentratia teoretica, declarata, adevarata), si astfel se determina abaterea

procentuala a concentratiei:

Aconc 0.05
Ay, = 100 = ———-100 = +0.227 % = +0.23 %
CONCyeor 22

c. Recuperarea procentuala se calculeaza cu relatia:

CONCeyp 22.05
—— 100 = ———-100 =100.227% = 100.23 %
CONCyeor 22

1. Se da ecuatia dreptei obtinuta in cazul unei serii de solutii etalon de acid salicilic:

R% =

A(A) =0.0222 - c(mg/l) + 0.0371

Se mdsoara absorbanta unei solutii de acid salicilic si se inregistreaza valoarea A =
1,147, grosimea cuvei 1 cm. Calculati masa (g) de acid salicilic analizata,
cuncoscand cd volumul solutiei este de 200 ml. Care este concentratia procentuala

(m/V) a solutiei analizate?

2. O cantitate de m mg de zofenopril calcic se dizolva in apa distilata intr-un balon
cotat de 25 ml (solutia 1). Din aceasta solutie, 5 ml se dilueaza cu apa distilata la 25
ml, Intr-un balon cotat (solutia 2). Absorbanta solutiei 2 1a 248 nm (d =1 cm) este A
=1.3010. Calculati masa (exprimata in mg) de substanta activa din proba analizata.

Se dd ecuatia dreptei de calibrare a zofenoprilului in apa:

A(248 nm, 1 cm) = 0.02961 - Concentratia (pg/ml) — 0.00186
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3. In urma analizei spectrofotometrice s-a determinat un continut de 31.25 mg de
zofenopril calcic pentru comprimate de Zomen 30 mg. Cunoscand ca F.R. X
prevede o abatere admisa de + 7.5 % pentru aceasta categorie de comprimate,
calculati abaterea procentuald si indicati dacd aceste comprimate corespund

normelor F.R. X privind continutul in substanta activa.

4. In urma analizei spectrofotometrice s-a determinat un continut de 27.63 mg de
zofenopril calcic pentru comprimate de Zomen 30 mg. Cunoscand ca F.R. X
prevede o abatere admisa de + 7.5 % pentru aceasta categorie de comprimate,
calculati abaterea procentuald si indicati dacd aceste comprimate corespund

normelor F.R. X privind continutul in substanta activa.

5. Absorbanta specificd a hemisuccinatului de hidrocortizon, la 240 nm, in
conformitate cu F.R. X, este A% =435 dl/(g-cm). O solutie de hemisuccinat de
hidrocortizon, intr-o cuva cu grosimea de 2 cm, prezinta absorbanta 0.67 la 240
nm. Ce concentratie are hemisuccinatul de hidrocortizon, exprimata in mg/l, in
solutia studiata?

a) 0.00077
b) 0.0077
o) 0.77
d) 7.7

6. Absorbanta specificd a prednisolonului in solutie de alcool absolut, masurata la
240 nm, este 415 dl/(g-cm). Masa moleculara a prednisolonului este 360.4 g/mol.
Calculati concentratia prednisolonului intr-o solutie si exprimati rezultatul in
mmol/l, dacd absorbanta solutiei, mdsurata intr-o cuva cu grosimea de 0.5 cm, are
valoarea 0.748.

a) 0.1

b) 0.0001
c) 0.036
d) 0.0036
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7. O cantitate de m g succinat de cloramfenicol si sodiu se dizolvd in apa si se

8.

completeazd cu acelasi solvent la 500 ml, intr-un balon cotat. 10 ml solutie se
dilueaza cu acid clorhidric 0.01 mol/l la 50 ml, intr-un balon cotat si se determina
absorbanta solutiei la 276 nm A = 1.08, folosind o cuva de 0.5 cm. Indicati masa m
(g) de succinat de cloramfenicol si sodiu analizatd. Se cunoaste pentru succinatul
de cloramfenicol si sodiu A}%,,(276nm) =216 d1/(g-cm).

O cantitate de m g succinat de cloramfenicol si sodiu se dizolva In apa si se
completeazad cu acelasi solvent la 1000 ml, intr-un balon cotat. 10 ml solutie se
dilueaza cu acid clorhidric 0.01 mol/l la 100 ml, intr-un balon cotat si se determina
absorbanta solutiei la 276 nm A = 0.27, folosind o cuva de 0.5 cm. Calculati masa
m (g) de succinat de cloramfenicol si sodiu analizatd. Se cunoaste pentru succinatul
de cloramfenicol si sodiu A}%,, (276 nm) = 216 d1/(g-cm).

a) 0.25

b) 0.025

c) 0.0025

d) 250

e) 25
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Principiul metodei

Determinarea cantitativd a diclofenacului sodic din comprimate se bazeaza pe

datele spectrale — valoarea absorbantei specifice si lungimea de unda la care prezinta

maxim de absorbtie in solventul indicat — din literatura de specialitate. De exemplu, H.-W.

Dibbern si colaboratorii raporteaza ca diclofenacul sodic in metanol are absorbanta

Al%

specifica Aj.,=425 dl-g-cmla 282 nm.

Materiale

Diclofenac sodic comprimate 50 mg
Metanol

Balanta analitica

Baloane cotate

Hartie de filtru

Palnie

Spectrofotometru UV-VIS bifascicul

Cuve cuart cu d=1cm

Procedura pentru analiza comprimatelor

Cantariti la balanta analiticd 5 comprimate de diclofenac 50 mg si notati masa (masa
1).

Triturati comprimatele la mojar pana la obtinerea unei pulberi foarte fine si
omogene.

Din pulberea obtinutd, cantariti o masa de pulbere cu un continut echivalent de 40
mg diclofenac sodic si notati masa (masa 2).

Transferati masa 2 de pulbere intr-un balon cotat de 50 ml, peste care adaugati un
volum de 20 ml de metanol, agitati energic timp de 10 minute, apoi completati la
semn cu metanol.

Filtrati suspensia prin hartie de filtru, iar filtratul reprezinta solutia 1.

Calculati concentratia solutiei 1 si exprimati rezultatul in % (m/V).

din solutia 1, prelevati 0.25 ml, transferati intr-un balon cotat de 25 ml si completati
la semn cu metanol (solutia 2).

Calculati concentratia solutiei 2 si exprimati rezultatul in % (m/V) si ug/ml.
Analizati spectrofotometric in domeniul UV 200-350 nm, folosind cuve de cuart si

metanol ca referinta.
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* Din solutia 1, preparati un set de 10 solutii prin diluarea a cate 0.25 ml cu metanol
in baloane cotate de 25 ml si completare pand la semn cu metanol.
e Inregistrati valorile absorbantelor celor 10 solutii de analizat la 282 nm, utilizand

cuve de cuart de 1 cm si metanolul ca solutie de referinta.

Interpretarea rezultatelor
¢ Confirmati maximul de absorbtie la 282 nm, lungime de unda la care diclofenacul

sodic prezintd maxim de absorbtie in metanol (vezi Figura 10).

1

0.8

:
e
[

Absorbanta
=
T

0.2

0 -
200 220 240 260 280 300 320 340

Lungime de undi (nm)
Figura 10. Spectrul de absorbtie UV inregistrat pentru o solutie metanolica de diclofenac sodic

obtinut din comprimate de Diclofenac Terapia 50 mg cu concentratia de 7.982 ug/ml.

* (alculati concentratiile experimentale de diclofenac sodic din comprimate 50 mg
ale celor 10 solutii de analizat folosind ecuatia Lambert-Beer modificata si notati
rezultatele in Tabelul 6.

Tabel 6. Valorile absorbantelor la 282 nm, concentratiile experimentale si regasirile procentuale
in diclofenac sodic pentru cele 10 solutii metanolice de diclofenac sodic de concentratie identica.

Concentratie A Concentratie .
L ] T Regasire | Abatere
teoretica Sol (282 nm, experimentala o o
(ug/ml) d=lcm) | % (m/V) | mg/ml ’ ’
1
10
Media
Deviatia standard
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A282 nm A282 nm

Al (282nm)-d ~ 4254l g7l-cm™1-1cm

1cm

c%(m/V) =

c(ug/ml) = ¢%(m/V) - 10*

e Calculati regasirea procentuala si abaterea procentuala si notati rezultatele in
Tabelul 6.

Cexp(ug/ml) — Cteoretics (Mg/ml) .

100
Cteoretics (Mg/ml)

a% =

Cexp (Mg/ml) .
Cteoreticé(ug/ml)

R% = 100

Concluziile analizei

Comparati abaterea procentuala medie obtinutd pentru comprimtele de diclofenac
sodic 50 mg cu normele F.R. X, care prevad o abatere admisa de + 7.5 % pentru aceasta
categorie de comprimate (cu un continut declarat in substantd activa pe comprimat de la
10 mg pana la 100 mg).

Specificati daca rezultatele obtinute prin aplicarea acestei metodologii sunt
conforme cu prevederile F.R. X privind continutul declarat in substanta

activd/comprimat.
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Principiul metodei:
Determinarea cantitativa a cloramfenicolului prin spectrofotometrie de absorbtie
in UV, pe baza cunoasterii valorii absorbantei specifice A1%,(4) a cloramfenicolului in

diferiti solventi, la lungimile de unda la care prezinta maxim de absorbtie.

Materiale necesare:
¢ Proba de analizat: Cloramfenicol Arena 250 mg, capsule cu cloramfenicol 250 mg.
e Observatie: Conform prospectului avizat de Agentia Nationald a
Medicamentului si Dispozitivelor Medicale, excipientii pentru continutul
capsulelor de Cloramfenicol 250 mg Arena sunt:
o Amidon de porumb
o Talc
o Stearat de magneziu
¢ Baloane cotate 100 ml
¢ Baie de apa cu termostat
e Hartie de filtru
e Apa distilata
e Spectrofotometru UV-VIS

e Cuve de cuart cud=1cm

Descriere si solubilitate
¢ Conform F.R. X, cloramfenicolul este o pulbere albd sau alb-galbuie, fara miros, cu
gust amar. Cloramfenicolul este solubil in acetond, alcool, foarte putin solubil in

ap4d, greu solubil in eter.
Determinarea cantitativd a cloramfenicolului conform F.R. X (p. 235)

e Figura 11 reda schematic etapele de lucru pentru dozarea cloramfenicolului
din capsule.

¢ Se cantdreste la balanta analitica continutul unei capsule Cloramfenicol 250 mg
si se noteaza masa (masa 1).

¢ Se tritureaza la mojar continutul capsulei, pana la obtinerea unei pulberi fine.

¢ Din aceasta pulbere se cantareste o cantitate corespunzatoare unui continut de

100 mg cloramfenicol (masa 2).
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e Pulberea (masa 2) se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml, in care
se afld 50 ml apa distilata incalzita la aproximativ 50 °C. Se mentine balonul pe
baia de apa la 50 °C si se agitd timp de 20 de minute.

e Solutia se raceste si se completeaza la semn cu apa distilata (solutia 1).

e Se filtreaza prin hartie de filtru.

¢ 1 mlfiltrat se dilueaza cu apa distilata intr-un balon cotat de 100 ml (solutia 2).

¢ Se madsoara absorbanta solutiei 2 la 278 nm, fata de apa distilatd (conform
indicatiilor F.R. X).

+ 50 ml apa distilatd 1 c | |
- +incilzire la 50°C, ) Completare la semn
1 capsula =g 100 mg 20 minute cu apd distilatd
Cloramfenicol Arena S cloramfenicol ki i} S 1 ml filtrat
(masa 1) (masa 2) (100mi)
So"“'t'a 1 Completare la semn

cu apa distilata

( N

100 ml
1 cuvé cu solutia 2 Solutia2
1 cuva cu referinta = apa distilata

A(278 nm) =...

Figura 11. Schema de lucru aplicatd pentru determinarea cantitativd a cloramfenicolului din
capsule gelatinoase tari, adaptatd dupa procedura spectrofotometrica recomandata de F.R. X.

e Se calculeaza continutul in cloramfenicol din solutia 2, cunoscand valoarea
absorbantei specifice a cloramfenicolului in apd, la 278 nm, indicatd de F.R. X:
A (278 nm) = 298 d1/(g - cm)

Rezultate si discutii
* Masal=03778¢g
¢ Masa2=0.1204 g pulbere contine 100.298 mg cloramfenicol = 0.100298 g cloramfenicol
* Solutia 1: ¢; % = 0.100298 % (g/100ml)
Clppe, 20 Vi =3, % Vs

- % — Cleo, 70" V1 0.100298g/100ml - 1ml 0.00100298
CZteor 0= VZ - 100ml - ’

¢ Absorbanta masurata: A(278nm, 1cm) = 0.2984
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e (Calculul concentratiei solutiei 2 — cu ecuatia Lambert-Beer modificata:
ADexp = At (D - €2, % - d
= 0.2984 = 298 dl/(g:cm) - ¢, % - 1cm

~0.2984
©298-1

= ¢y, % = 0.001001 %

e Observatie
0 0
C2exp /0 < Czteor /0

Ac = ¢, % — C3,,,, % = 0.001001 % — 0.00100298 % = —0.00000198 %

Calculul abaterii procentuale:

Ac% —0.00000198 %

-100 = 100 = —-0.197 9
% 0.00100298 &

Aoy =

Zteor

Concluzii:

F.R. X (monografia Capsulae, pagina 194) permite pentru capsulele cu un continut
declarat in substanta activa de 100 mg si mai mult de 100 mg o abatere fata de continutul
declarat in substantd activa de + 5 %. Capsulele analizate de Cloramfenicol contin 250 mg
substanta activd/capsuld se incadreazd in intervalul mentionat.

Abaterea procentuald de — 0.197 % se incadreaza in intervalul de abatere prevazut
de F.R. X, deci capsulele analizate corespund prevederilor F.R. X privind continutul

declarat in substanta activa.

Urmati pasii descrisi mai sus si analizati cantitativ o pulbere din capsule

Cloramfenicol 250 mg, cdreia sa 1i corespundd o masa de 250 mg cloramfenicol.
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1. Au fost analizate spectrofotometric caspule de Cloramfenicol 125 mg si s-a
determinat un continut de 125.25 mg cloramfenicol/capsula. Cunoscand ca
abaterea permisd de F.R. X pentru aceasta categorie de capsule este de + 5 %,
calculati abaterea procentuald fata de continutul declarat si stabiliti daca aceste
capsule corespund prevederilor F.R. X privind continutul declarat de substanta
activd. Indicati raspunsul corect privind valoarea abaterii procentuale si a

conformitatii in raport cu normele F.R. X.
Rezolvare:
Myeor = 125 mg
Mexp = 125.25 mg
Am = Mgy — Megor = 12525 mg — 125 mg = +0.25 mg
a% =0.25—mg'100 = 0.2%
125 mg

a) +0.2 %, capsulele corespund F.R. X

b) —0.2 %, capsulele corespund F.R. X

c) +0.2 %, capsulele nu corespund F.R. X
d) —0.998 %, capsulele corespund F.R. X
e) +1.002 %, capsulele corespund F.R. X

2. Au fost analizate spectrofotometric caspule de Cloramfenicol 250 mg si s-a
determinat un continut de 248.25 mg cloramfenicol/capsula. Cunoscand ca
abaterea permisd de F.R. X pentru aceasta categorie de capsule este de + 5 %,
calculati abaterea procentuald fata de continutul declarat si stabiliti daca aceste
capsule corespund prevederilor F.R. X privind continutul declarat de substanta

activa.
Rezolvare:
Am = Mgy — Meygor = 248.25 mg — 250 mg = —1.75 mg

%= _270™MI 00— _07
= e mg = —-0.7%

= Capsulele analizate corespund prevederilor F.R. X privind continutul declarat

de substanta activa.
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1. Analiza spectrofotometrica a caspulelor de Cloramfenicol 125 mg a condus la
continut de 122.25 mg cloramfenicol/capsula. Cunoscand cd abaterea permisa de
F.R. X pentru aceastd categorie de capsule este de + 5 %, calculati abaterea
procentuald fata de continutul declarat si stabiliti daca aceste capsule corespund

prevederilor F.R. X privind continutul declarat de substanta activa.

2. Au fost analizate spectrofotometric caspule de Cloramfenicol 250 mg si s-a
determinat un continut de 238.15 mg cloramfenicol/capsula. Cunoscand ca
abaterea permisda de F.R. X pentru aceasta categorie de capsule este de + 5 %,
calculati abaterea procentuald fata de continutul declarat si stabiliti daca aceste
capsule corespund prevederilor F.R. X privind continutul declarat de substanta

activa.

3. Pentru analiza cantitativa a unor capsule cu cloramfenicol, o solutie de
cloramfenicol in apd prezintd absorbanta A = 0.447, la 278 nm, in cuve cu d = lcm.
Se cunoaste cd absorbanta specificd a cloramfecinolului in apa este A1§" (la 278
nm) este 298 dl/(g-cm). Calculati concentratia procentuala (%, m/V) a solutiei de

cloramfenicol analizate.

4. Pentru analiza cantitativa a unor capsule cu cloramfenicol, o solutie de
cloramfenicol in apa prezintd, la o lungime de unda specificatd, absorbanta A =
0.298, in cuve cud = 1cm. Se cunoaste ca absorbanta specifica a cloramfecinolului
in apa este 298 dl/(g-cm). Calculati concentratia procentuald (%, m/V) a solutiei de

cloramfenicol analizate.
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Principiul metodei

Determinarea cantitativa a sulfatului de salbutamol din solutie de inhalat prin
nebulizator se bazeaza pe caracteristicile spectroscopice indicate de literatura de
specialitate. Metoda consta in cuantificarea sulfatului de salbutamol in urma unor dilutii
in solventii indicati si aplicarea ecuatiei Lambert-Beer modificata, care utilizeaza valoarea
absorbantei specifice in solventul specificat, la o lungime de unda data.

H.W. Dibbern si editorii colaboratori raporteaza spectrul de absorbtie UV al
sulfatului de salbutamol in mai multi solventi, valorile absorbantelor specifice si ale
coeficientilor molari de absorbtie. De exemplu, solutia de sulfat de salbutamol:

- In NaOH 0.1 M prezinta maxime de absorbtie la 245 nm si 295 nm
- In HCl 0.1 M prezinta maxime de absorbtie la 225 nm si 276 nm

Proprietiti fizico-chimice si farmacografice

Sulfatul de salbutamol este o pulbere cristalina alba sau aproape albd, usor solubila
in apa, practic insolubild sau foarte greu solubild in alcool si in clorurd de metilen. Este o
substantd fotosensibila la radiatia UVB.

Sulfatul de salbutamol se conditioneaza in forme farmaceutice diverse, precum
solutie pentru inhalare prin nebulizator, suspensie pentru inhalare in flacon presurizat,
sirop, comprimate si solutie injectabila.

Prospectul preparatului Ventolin 5 mg/ml solutie de inhalat prin nebulizator
disponibil public la https://www.anm.ro/ / PRO/PRO 10302 31.10.17.pdf mentioneaza

ca 1 ml solutie contine 5 mg de salbutamol, corespunzand la 6 mg sulfat de salbutamol.

Materiale necesare
¢ Ventolin 5 mg/ml solutie de inhalat prin nebulizator
e NaOH 0.1 M
e HCI0.1M
¢ Baloane cotate 25 ml
¢ Baloane cotate 10 ml
* Spectrofotometru UV-VIS bifascicul

¢ Cuve de cuart (d = 1cm)
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Procedura de lucru pentru solutia Ventolin

Se preleveaza 1 ml din solutia pentru inhalare prin nebulizator Ventolin 5 mg/ml
(0.5 % m/V), volum ce contine o cantitate echivalentd cu 6 mg de sulfat de salbutamol, si
se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 25 ml, apoi se completeaza la semn cu NaOH
0.1 M. Solutia se agita energic timp de 10 minute. Astfel se obtine o solutie stoc cu
concentratie 0.024 % (m/V). Din solutia stoc, se preleveaza urmatoarele volume (in ml)
0.50, 0.75, 1.00, 1.25, se transfera in baloane cotate de 10 ml si se completeaza cu NaOH
0.1 M pana la semn. Concentratia solutiilor de analizat variaza intre 0.0012 si 0.0030 %
(m/V). Se inregistreaza spectrele de absorbtie UV ale celor patru solutii in domeniul UV
220-320 nm, folosind cuve de cuart de 1 cm si NaOH 0.1 M ca solvent de referinta (Figura
12). Se noteaza valorile absorbantei la doud lungimi de unda.

Concentratia experimentalda de sulfat de salbutamol din probele analizate se
calculeaza cu ecuatia Lambert-Beer modificatd, inlocuind valoarea absorbantei specifice

corespunzatoare fiecarui maxim de absorbtie (ecuatiile 7 si 8):

A% (245nm) =423 dl.g-em! — c%(m/V)=— Agisim -
Ay, (245nm)-d

A% (295nm) = 110 dl-g'-cm™! — ¢%(m/V) = — Asosum ®)
A, (295nm)-d

Rezultate pentru analiza sulfatului de salbutamol in NaOH 0.1 M
Figura 12 ilustreaza spectrele de absorbtie UV ale solutiilor de sulfat de salbutamol

in NaOH 0.1 M, preparate din solutia de inhalat prin nebulizator.

1.4 4
1.2
. —— 0.0012%
= —— 0.0018%
m 0.8 -
- 0.0024%
o]
% 0.6 4
2 0.0030%
0.4 H
0.2 4
0 T T T T 1
220 240 260 280 300 320

Lungime de unda (num)

Figura 12. Spectrele de absorbtie obtinute pentru solutiile de sulfat de salbutamol in NaOH 0.1
M, din solutia de inhalat prin nebulizator Ventolin 5 mg/ml, in intervalul spectral UV 220-320 nm.
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Prin aplicarea relatiilor (7) si (8), se calculeaza concentratia procentuald % (m/V)

pentru fiecare solutie. Rezultatele astfel obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabel 7. Concentratiile teoretice, absorbantele inregistrate la 245 nm si 295 nm, concentratiile
experimentale si regasirile procentuale de sulfat de salbutamol in NaOH 0.1 M in urma analizei

spectrofotometrice UV a solutiei de Ventolin 5 mg/ml.

Y A A Cexp%o Cexp%o R% R%
(245 nm) | (295 nm) | (245 nm) (295 nm) (245 nm) (295 nm)
0.0012 | 0.4996 0.1321 | 0.001181087 | 0.001200909 | 98.42395587 100.0758
0.0018 | 0.7720 0.2026 | 0.001825059 | 0.001841818 | 101.3921723 102.3232
0.0024 | 1.0517 0.2877 | 0.002486288 | 0.002615455 | 103.5953507 108.9773
0.0030 | 1.2816 0.3393 | 0.003029787 | 0.003084545 | 100.9929078 102.8182

In Figura 13 sunt reprezentate grafic concentratiile teoretice de sulfat de
salbutamol in NaOH 0.1 M functie de absorbantele inregistrate la 245 nm si 295 nm si
ilustreazd respectarea liniaritatii impuse de legea Lambert-Beer in domeniul de
concentratii 0.0012-0.0030 % (m/V).

1.4

1.2

1

o
o
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o
[e)]

A (245 nm)

©
»

A (295 nm)

o
N

o

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003 0.0035

Lungime de unda (nm)

Figura 13. Dreptele de calibrare si ecuatiile dreptei corespunzdtoare celor doud lungimi de unda
la care sulfatul de salbutamol prezintd maxim de absorbtie UV in NaOH 0.1 M.

Rezultatele obtinute pentru un set de 10 solutii cu concentratia teoretica 0.0012 %
(m/V) sunt redate in Tabelul 8.
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Tabel 8. Absorbantele inregistrate pentru setul de 10 solutii cu concentratie teoretica identica, la
245 nm si 295 nm, concentratiile experimentale si regasirile procentuale de sulfat de salbutamol
in NaOH 0.1 M.

Cteor% A A Cexp%o Cexp%o R% R%
0.0012 (m/V) | (245 nm) | (295 nm) | (245 nm) (295 nm) (245 nm) (295 nm)
1 0.4975 0.1328 0.001176 0.001207 98.01 100.61
2 0.4964 0.1321 0.001174 0.001201 97.79 100.08
3 0.4955 0.1333 0.001171 0.001212 97.62 100.98
4 0.4987 0.1331 0.001179 0.001210 98.25 100.83
5 0.4992 0.1318 0.001180 0.001198 98.35 99.85
6 0.4994 0.1325 0.001181 0.001205 98.38 100.38
7 0.499 0.1329 0.001180 0.001208 98.31 100.68
8 0.4989 0.1322 0.001179 0.001202 98.29 100.15
9 0.4971 0.1319 0.001175 0.001199 97.93 99.92
10 0.4996 0.1323 0.001181 0.001203 98.42 100.23
Medie aritmetica 98.13 100.37
Deviatia standard 0.28 0.39

Discutii si concluziile analizei sulfatului de salbutamol in NaOH 0.1 M

Aplicand metoda spectrofotometricd descrisa mai sus, ce foloseste NaOH 0.1 M ca
solvent, s-au obtinut abateri medii de — 1.87% (la 245 nm) si + 0.37 % (la 295 nm).

Analizati monografia Solutiones — Dozare din F.R. X, discutati rezultatele si
formulati concluzia analizei din perspectiva continutului declarat in substanta activa.

Analizati monografia Inhalanda, Preparate pentru inhalare — B. Preparate lichide pentru
nebulizare din Farmacopeea Europeand, discutati metoda de determinare cantitativa a
substantei/substantelor active si formulati concluzia analizei prin raportare la normele

indicate de aceasta farmacopee.

* Pentru determinarea cantitativd a sulfatului de salbutamol intr-o solutie pentru
inhalare prin nebulizator Ventolin 5 mg/ml (0.5 % m/V), procedati astfel:
- prelevati 1 ml solutie Ventolin, care contine o cantitate de 6 mg de sulfat de
salbutamol, transferati cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml si completati la semn
cu HCI0.1 M

- agitati energic 10 minute
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- obtineti astfel solutia stoc, care are o concentratie ¢, = 0.012 % (m/V) sulfat de
salbutamol

- din solutia stoc, prelevati volumele 1.5 ml, 2.0 ml, 2.5 ml, 3.0 ml si 3.5 ml, si le
introduceti in baloane cotate de 10 ml, apoi completati cu HCI 0.1 M pand la semn

- calculati concentratiile teoretice ale celor cinci solutii

- Inregistrati spectrele de absorbtie UV in domeniul 200-320 nm ale celor 5 solutii,
folosind cuve de cuart de 1 cm si HCI 0.1 M ca solutie de referinta (vezi Figura 14)

- notati valorile absorbantelor la doud lungimi de unda la care analitul prezinta
maxim de absorbtie in HC1 0.1 M

* Calculati concentratiile procentuale ale substantei active recuperate experimental pe

baza valorilor absorbantei specifice la 225 nm si 276 nm si aplicand relatiile 9 si 10:

A7 (225nm) =272 dl-g'-em! — c%(m/V) = = A5 ©)
A\ (225nm) -d
‘ A
A% (276nm) =61 dl.g'-cm! — ¢%(m/V) = ———2lom (10)
Ay, (276nm)-d
1.6 ~
1.2 A
=
=
8
& 0.8 ~
2]
e
<
0.4 -
D T T T T | I
200 220 240 260 280 300 320

Lungime de unda (nm)

Figura 14. Spectrul de absorbtie UV al unei solutii de sulfat de salbutamol 0.0036 % (m/V),
preparata in HC1 0.1 M.

* Notati toate datele si efectuati toate calculele pentru a completa Tabelul 9.
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Tabel 9. Concentratiile teoretice si experimentale pentru setul de 5 solutii de sulfat de salbutamol
in HC1 0.1 M, analizate spectrofotometric la 2 lungimi de unda.

A A
(225 nm) | (276 nm)

Cexp %

(225 nm)

Cexpo/o R% R%
(276 nm) (225 nm) (276 nm)

Sol Cteoro/o

U= W IN| =

* Verificati respectarea legii Lambert-Beer: reprezentati grafic absorbanta functie de
lungimea de unda, ecuatia dreptei si valoarea R? pentru fiecare

* Respectand procedura de mai sus, preparati un set de 10 solutii de sulfat de
salbutamol in HCI 0.1 M cu concentratia teoretica mediana

e Masurati absorbanta solutiilor de analizat la 225 nm si 276 nm

* (Calculati concentratiile experimentale

e Notati rezultatele in Tabelul 10

Tabel 10. Rezultatele analizei spectrofotometrice a setului de zece solutii de concentratie identica
de sulfat de salbutamol in HC1 0.1 M.

Nr. A A Cexp% Cexp% R% R%
solutie (225 nm) (276 nm) (225 nm) (276 nm) (225 nm) (276 nm)
1
2
10
Media
Deviatia standard

* Interpretati rezultatele si formulati concluziile raportat la recomandarile F.R. X

privind continutul declarat in substanta activa.
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1. Care este concentratia unei solutii alcoolice de hidrocortizon, cunoscand valoarea
masuratd a absorbantei la 240 nm de 1.5769 (la d = 1cm) si valoarea absorbtivitatii
molare, la 240 nm, 15769 I-mol'-cm™?

a) 10* mol/l
b) 0.1 mmol/l
¢) 10* mmol/1
d) 107 mol/l
e) 10* mmol/l

2. O solutie a analitului X, cu concentratia 0.5 mmol/dm? prezinta absorbanta 0.8. Se
dilueaza 5 cm?® din aceasta solutie la 25 cm? intr-un balon cotat. Calculati
absorbanta corespunzatoare solutiei diluate.

a) 0.5
b) 0.25
c) 04
d) 0.16
e) 4
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Principiul metodei

Dozarea ketoprofenului din gel se bazeaza pe valorificarea caracteristicilor spectrale
raportate in cataloage de specialitate. Metoda constd in analiza spectrofotometrica a unei
solutii de analizat obtinuta in urma unor dilutii, in solventii indicati, la o lungime de unda
data, si calcularea concentratiei experimentale folosind ecuatia Lambert-Beer modificatd,
tiind cunoscuta valoarea absorbantei specifice in solventul specificat.

In colectia de spectre de referinti pentru substante medicamentoase, H.W.
Dibbern si editorii colaboratori prezinta pentru solutii de ketoprofen 1 mg/100 ml spectre
de referinta UV in metanol, NaOH 0.1 M si HC1 0.1 M, valorile absorbantelor specifice si
ale coeficientilor molari de absorbtie corespunzatoare fiecarui solvent.

Calculul concentratiei in substanta activa din forma farmaceutica se efectueaza
aplicand ecuatia Lambert-Beer modificata si folosind valoarea absorbantei specifice
mentionata pentru fiecare solvent, astfel:

- In NaOH 0.1 M, ketoprofen prezintd maxim de absorbtie la 261 nm si are

AY% (261nm) =649 dl-g'-cm™!
- In HCl 0.1 M, ketoprofen prezintd maxim de absorbtie la 260 nm si are

A}% (260nm) =666 dl-g'-cm!

lcm

Dispozitive si materiale necesare:
- spectrofotometru bifascicul
- cuve de cuart cu grosimea de 1 cm
- balanta analitica semimicro
- ketoprofen gel 25 mg/g
- baloane cotate de 50 ml si 10 ml
- pipete automata de 1 ml
- NaOH 0.1 M
- HCI0.1M
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Pentru dozarea ketoprofenului din Fastum gel, cu un continut declarat de 25 mg
ketoprofen/g gel, utilizand NaOH 0.1 M ca solvent, se cantdresc la balanta analitica 0.1000
g gel si se transfera cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml, apoi se completeaza la semn
cu NaOH 0.1 M.

Se preleveaza din solutia stoc volumele de 1, 2, 3, 4 si 5 ml, care se transferd in
baloane cotate de 10 ml, apoi se completeaza cu NaOH 0.1 M pana la semn.

Se inregistreaza spectrele de absorbtie In domeniul spectral UV 220-320 nm,
folosind cuve de cuart si NaOH 0.1 M ca referinta si se citesc absorbantele la Amax 261

nm, la care ketoprofen prezinta maxim de absorbtie (Figura 15).
Rezultate si discutii:

1. Prospectul avizat de ANMDM al produsului Fastum gel 25 mg/g gel precizeaza:
- 1 gram gel contine 25 mg ketoprofen
- celelalte componente sunt: carbomer, etanol 96 %, aroma de neroli, aroma
de lavandin, trietanolamind si apa purificata
- gelul are consistenta mucilaginoasd, este incolor sau aproape transparent,

prezinta miros aromatic

2. Stabiliti In care din cele trei categorii pe baza continutului declarat in substanta
activd % m/m, indicate in Tabelul II din F.R. X (Unguenta, pagina 952), se

incadreaza produsul Fastum gel 25 mg/g gel
1 g gel ...... 25 mg ketoprofen

100 g gel ... x

_ 100g-25mg

1g =2500mg=25g¢g

X
= ¢% = 2.5 % (m/m)
3. Calculati concentratia solutiei stoc de ketoprofen din gel preparata in NaOH 0.1 M

4. Calculati concentratiile teoretice ale solutiilor de analizat obtinute prin dilutiile
indicate cu NaOH 0.1 M

5. Identificati maximul de absorbtie si notati valorile absorbantelor la Amax 261 nm
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Figura 15. Spectrele de absorbtie UV ale solutiilor de ketoprofen din gel, in NaOH 0.1 M.

6. Reprezentati grafic concentratia functie de absorbanta si verificati liniaritatea

metodei (Figura 16).
1.80 - -
A(261nm) = 679.67-c% - 0.0126
150 _ R2=09996
. 1.20 A
% .".
0 i
g 0.90 )
< 0.60 - S
0.30 - o
0.00 T T T
0 0.0005 0.001 0.0015

0.002  0.0025  0.003

Concentratie % (m/V)

Figura 16. Dreapta de calibrare a ketoprofenului (din gel) in NaOH 0.1 M .

7. Aplicati ecuatia 11 si calculati concentratiile experimentale ale solutiilor analizate;

notati rezultatele in Tabelul 11.

c%(m/V) =

A261 nm

A261 nm

1cm
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8. Aplicati relatia 12 pentru a calcula abaterea procentuald si regdsirea procentuald

pentru fiecare solutie analizata si notati rezultatele in Tabelul 11.

% —c; %

lteor

%

Ciexp

Ajop = -100 (12)

lteor

Tabel 11. Concentratiile teoretice si experimentale si abaterea procentuald obtinute pentru
solutiile de ketoprofen (din gel) in NaOH 0.1 M analizate spectrofotometric la 261 nm.

ceor% (M/V) | A (261 nm) Cexp%o Abatere (%)
0.0005 0.3311 0.000510 2.03
0.0010 0.6588 0.001015 1.51
0.0015 0.9907 0.001527 1.77
0.0020 1.3355 0.002058 2.89
0.0025 1.6628 0.002562 2.48

9. Din solutia stoc, preparati un set de 10 solutii cu concentratia de 0.0010 % (m/V).
Aplicati metoda spectrofotometrica fixa si cititi absorbantele solutiilor la 261 nm,
fata de NaOH 0.1 M solutie martor. Notati rezultatele in Tabelul 12.

Tabel 12. Rezultatele obtinute pentru setul de solutii de ketoprofen in NaOH 0.1 M, de
concentratie identicd, prin analiza spectrofotometricd la 261 nm.

ceor% (M/V) | Sol | A (261 nm) Cexp%o Abatere %
1 0.6579 0.001014 +1.37
2 0.6562 0.001011 +1.11
3 0.6557 0.001010 +1.03
4 0.6608 0.001018 +1.82
5 0.6558 0.001010 +1.05
0.001 6 0.6601 0.001017 +1.71
7 0.6561 0.001011 +1.09
8 0.6559 0.001011 +1.06
9 0.6588 0.001015 +1.51
10 0.6563 0.001011 +1.12
Medie 0.001013 +1.29
Deviatie standard 0.000003 +0.28
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10. Formulati concluzia analizei.

F.R. X (monografia Unguenta, pagina 952) permite pentru unguentele cu un

continut declarat in substanta activa de 0.5 % si mai mult de 0.5 % o abatere fata de

continutul declarat in substantd activa de + 3 %. Gelul analizat cu ketoprofen contine 25

mg substantd activa/g se incadreaza in intervalul mentionat.

Analiza cantitativa a ketoprofenului din gel 25 mg/g gel, realizata pe baza datelor

spectrale din literatura de specialitate a dus la o abatere procentualda medie de + 0.28 %,

in acord cu normele impuse de Farmacopeea Romana Editia a X-a referitoare la

continutul declarat in substanta activd, si nu a fost observata interferenta excipientilor.

Procedati similar sectiunii 3.6.1, care descrie modul de analiza a ketoprofenului

din gel in NaOH 0.1 M.

1.

Cantdriti la balanta analitica semi-micro o masa de aproximativ 0.1 g gel

- notati masa exacta
Transferati cantitativ masa cantaritd intr-un balon cotat de 50 ml, adaugati un
volum de aproximativ 40 ml HCl 0.1 M, agitati energic pand la dizolvarea
completa a gelului si apoi completati la semn cu HC1 0.1 M

- calculati concentratia teoretica a solutiei stoc
Prelevati volumele de 1, 2, 3, 4 si 5 ml din solutia stoc si transferati-le in baloane
cotate de 10 ml, peste care addugati HC1 0.1 M pana la semn

- calculati concentratiile teoretice ale setului de 5 solutii
Inregistrati spectrele de absorbtie UV in domeniul 220-320 nm, folosind cuve de
cuart de 1 cm si HC1 0.1 M ca solutie de referinta

- verificati lungimea de undd a maximului de absorbtie

- notati valorile absorbantelor la 260 nm
Calculati concentratiile experimentale cu relatia 13:

A260 nm — A260 nm (13)
A% (260nm)-d 666dl-g~1-cm™!

lcm

c%(m/V) =

Calculati abaterile procentuale.
Notati rezultatele in Tabelul 13.
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Tabel 13. Concentratiile teoretice, experimentale si abaterea procentuala ale setului de 5 solutii de
ketoprofen (din gel) in HC1 0.1 M analizate spectrofotometric la 260 nm.

Nr. solutie Ceor% (M/V) A (260 nm) Cexp%o Abatere (%)
1

Q=] WD

8. Formulati concluzia analizei in raport cu prevederile F.R. X privind continutul
declarat in substanta activa.

1. Determinati concentratia procentuala (m/m) a clorhidratului de tetraciclina dintr-
un unguent, daca rezultatele analizei unei probe de 1.2 g, prin prelucrare

corespunzatoare, arata ca s-au regasit 36 mg substanta activa.

2. Pentru determinarea continutului procentual (m/m) de ketoprofen dintr-un gel, se
cantareste la balanta semimicro masa de 0.4420 g gel. Masa cantarita se transfera
cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml si dupa dizolvare in etanol absolut se aduce
continutul balonului la semn cu acelasi solvent. Volumul de 5 ml din solutia
obtinuta se dilueaza, intr-un alt balon cotat, la volumul final de 100 ml cu etanol
absolut. Absorbanta solutiei finale la 255 nm, in cuva de 1 cm, este A =0.7500. Care
este continutul procentual (m/m) de ketoprofen in gelul analizat? Indicati
intervalul de valori care cuprinde rezultatul corect. Absorbanta specificd a

ketoprofenului in etanol absolut, la 255 nm, este A1%, =625 dl/(g.cm).

a) 2-4%
b) 4-6%
c) 6-8%
d) 8-10%
e) 10-12%
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Principiul metodei

Valsartan contine grupdri functionale sensibile la oxidare selectiva, manifestand
proprietati reducdtoare in prezenta agentilor oxidanti precum clorura ferica. Conform
Narendra Kumar Reddy K. si colaboratorilor, in conditii experimentale controlate,
valsartan se oxideaza in prezenta unui exces cunoscut de agent oxidant, in timp ce ionul
Fe (IIT) este redus la ion Fe (II). In etapa urmatoare, ionul Fe (II) formeazd, in prezenta
hexacianoferatului III de potasiu, Ks[Fe(CN)s], un complex colorat albastru-verzui, a carui
absorbanta maxima, la 779 nm este utilizata la determinarea cantitativa a valsartanului.
Autorii au validat metoda pentru substanta farmaceutica si pentru comprimate,

constatand lipsa interferentei excipientilor in metoda analitica propusa.

Observatie

In metoda originali dezvoltati de Narendra Kumar Reddy K. si colaboratorii, ionii
Fe(Il), formati in etapa de oxidare a valsartanului, reactioneaza cu 4,7-difenil-1,10-
fenantrolind (batofenantrolind) in mediu de acid fosforic, cu care formeaza un complex

spectrofotometrabil in VIS la 620 nm.
Materiale:

® Metanol

® C(lorura ferica 3 %, preparata prin dilutie din solutie 50 % astfel: 1.5 ml FeCls 50%
se introduc in balon cotat de 25 ml si se completeaza la semn cu apa distilata

¢ Hexacianoferat III de potasiu 0.3 %, preparat prin dizolvarea a 0.075 g substanta
in apa distilata, in balon cotat de 25 ml si completare la semn cu apa distilata

e HCIIN

e NaOHO0.1M

e Comprimate Valsartan Zentiva 80 mg

¢ Comprimate Diovan 80 mg

¢ Procedura analitica pentru forma farmaceutica

Procedura analitica pentru dreapta de etalonare

Solutiile etalon se prepara folosind ca solutie standard solutia metanolica de
valsartan obtinutda din comprimate Diovan 80 mg, preparata astfel: 20 de comprimate
Diovan 80 mg se cantdresc si se pulverizeaza la mojar. 0.0259 g pulbere astfel obtinutd,

corespunzdtoare unui continut de 12.7142 mg se agita cu 15 ml metanol, timp de 10 min,
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intr-un balon cotat de 25 ml, apoi se completeaza la semn cu metanol. Se filtreza prin
filtru tip seringa cu membrana filtranta de nylon cu diametrul porilor de 0.2 um si se
obtine astfel solutia stoc, de concentratie 508.57 ug/ml.

Volume de 0.5, 0.7, 0.9, 1.1, 1.3 si 1.5 ml din aceasta solutie standard se transfera in
baloane cotate de 10 ml, apoi se adduga 0.5 ml solutie FeCl3 3 %, 0.5 ml Ks[Fe(CN)s] 0.3 %
si 0.5 ml HCI 1N si se completeaza cu apa distilatd pana la semn. Baloanele se mentin la
temperatura camerei (22 + 2 °C) timp de 35 min, fiind agitate ocazional. Spectrul de
absorbtie al acestor solutii se inregistreaza in domeniul spectral 430-1000 nm, folosind ca
referinta o solutie continand aceeasi reactivi, In aceleasi cantitati, cu exceptia substantei
active. Absorbantele acestor solutii la 779 nm se utilizeaza pentru obtinerea parametrilor
dreptei de regresie, prin reprezentarea graficdi a valorilor absorbantei functie de

concentratie.

Rezultate si discutii

Metoda prezentatd implica doud reactii succesive: o reactie redox, in care
valsartanul se oxideaza, iar ionul feric se reduce la ion feros, si urmatoarea reactie intre
ionul feros si Ks[Fe(CN)s], cu formarea complexului albastru de Fes[Fe(CN)e]s. Complexul
format (albastru de Berlin) este spectrofotometrabil la 779 nm, ceea ce permite
determinarea cantitativa a valsartanului in VIS.

Figura 17 prezinta spectrele de absorbtie a produsului de reactie al valsartanului,
in diferite concentratii, cu FeCls si Ks[Fe(CN)s], in mediu de HCI 1N.

—35.60 pg/ml
— 45,77 pg/ml

1.2 o

—76.29 pg/ml
— 86.46 pg/ml

[=]
0w
1

[=}
o
|

Absorbanta

0.0 1 ' . ; . T . T . T . s
500 800 700 800 300 1000

Lungime de unda, nm

Figura 17. Spectrele de absorbtie in VIS obtinute prin derivatizarea valsartanului (din comprimate
Diovan 80 mg) cu clorura ferica si hexacianoferat (III) de potasiu in mediu acid.
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Figura 18. Dreapta de calibrare a valsartanului (din comprimate Diovan 80 mg) prin metoda
colorimetricd, obtinuta pentru intervalul de concentratii 35.60-86.46 pg/ml.

Pentru intervalul de concentratii 35.60-86.46 ig/ml se evidentiaza corelatie liniara
intre absorbanta solutiilor la 779 nm si concentratie. Dreapta de calibrare este descrisa de

ecuatia A(779 nm) = 0.0148 - c(ug/ml) — 0.0567 (vezi Figura 18).

Influenta timpului de reactie

Timpul optim necesar producerii reactiei, la temperatura camerei, s-a studiat prin
madsurarea absorbantei produsului de reactie obtinut din 5 in 5 minute, de la 5 la 40 de
minute. Reprezentarea grafica din Figura 19 releva cresterea absorbantei produsului de

reactie final in primele 35 minute, cu maxim la 35 de minute, apoi scade.

0.4 —— 5 min 0.6
— 10 min

0.5+

——20 min

o
w
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0.4
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Figura 19. Spectrele de absorbtie in VIS obtinute pentru sistemele analizate la interval de 5
minute, cu evidentiarea maximului de absorbtie al produsului final de reactie dupa 35 minute.
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Astfel, timpul de reactie de 35 minute, la temperatura camerei (22 + 2 °C), este

considerat cel mai potrivit pentru formarea produsului final.

Observatie: Comentati influenta fenomenului Ostwald asupra variatiei absorbantei

sistemelor colorate analizate In functie de timp.
Procedura analiticd pentru forma farmaceuticd

Se cantdresc 20 de comprimate Valsartan Zentiva 80 mg/cp si se pulverizeaza la
mojar. 0.0265 g pulbere astfel obtinutd, corespunzatoare unui continut de 12.6642 mg
valsartan se agita cu 15 ml metanol, timp de 10 min, intr-un balon cotat de 25 ml, apoi se
completeaza la semn cu acelasi solvent. Se filtreaza prin filtru tip seringd, cu membrana
filtrantd de nylon cu diametrul porilor de 0.2 um. Se obtine astfel solutia de concentratie
506.57 pg/ml, care a servit la preapararea solutiilor de lucru.

Din solutia metanolicd de valsartan din comprimate se prepara un set de 5 solutii
cu concentratie de 50.66 ug/ml: 1 ml din solutia standard metanolica cu concentratia
506.57 pug/ml se introduce in baloane cotate de 10 ml se adauga 0.5 ml solutie FeCls 3 %,
0.5 ml Ks[Fe(CN)s] 0.3 % si 0.5 ml HCI 1N, apoi se completeaza cu apa distilatd pana la
semn. Dupa mentinere 35 minute la temperatura camerei si agitare sporadicd, se
inregistreaza absorbantele la 779 nm.

Metoda propusa se aplicd pentru determinarea cantitativd a valsaranului din
comprimate Valsartan Zentiva 80 mg.

1.2+

o
©
1

Absorbanta
e

0.3

0.0

T T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000
Lungime de unda, nm

Figura 20. Spectrul de absorbtie al produsului rezultat in urma derivatizarii valsartanului, obtinut
pentru solutia de valsartan din comprimate cu concentratia 50.66 pg/ml

In acest scop, analizele spectrofotometrice se realizeaza pe 5 solutii cu concentratia

teoreticd 50.66 pg/ml (Figura 20). Valoarea absorbantei la 779 nm se inlocuieste in ecuatia
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dreptei de regresie pentru determinarea continutului in valsartan al probelor. Se
calculeaza regdasirile procentuale ale substantei active din probe, media si deviatia
standard a regasirilor procentuale.

Tabel 14. Rezultatele determindrilor spectrofotometrice in VIS din comprimatele de Valsartan
Zentiva 80 mg.

Concentratia teoretica 50.66 pg/ml
A (779 nm) Cexp (1g/ml) R, %
0.7012 51.21 101.08
0.7302 53.17 104.95
0.7295 53.12 104.86
0.7145 52.11 102.86
0.7032 51.34 101.35
Media 52.19 103.02
Deviatia standard 1.85

Datele experimentale sunt prezentate in Tabelul 14 si releva regasiri procentuale
care se incadreaza in limitele de abatere procentuald impuse de F.R. X pentru aceasta

categorie de comprimate, de +7.5 %.
Concluzii

Metoda spectrofotometricd in VIS de cuantificare a valsartanului prin derivatizare
chimica este simpld, rapida si necostisitoare. Rezultatele obtinute prin aplicarea la
dozarea substantei active din comprimate conduce la regasiri foarte bune ale substantei
active, care se plaseaza in limitele de abatere fata de continutul declarat in substanta

activa prevazute de F.R. X.

1. Solutia unui solut are absorbanta 0.20, mdsuratd la o anumita lungime de undd, la

d =1 cm (solutia 1). O alta solutie a aceluiasi solut (solutia 2) are absorbanta 0.30 (la
d =1 cm, acelasi A). Se amesteca 3 ml din solutia 1 cu 2 ml solutia 2. Sa se calculeze
absorbanta solutiei finale la A, folosind o cuva cu grosimea de d =1 cm.

a) 1.2

b) 0.6

) 0.24

d) 0.4

e) 0.3
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2. Solutia unui solut are absorbanta 0.24, masurata la o anumita lungime de unda, la
d = 0.5 cm (solutia 1). O alta solutie a aceluiasi solut (solutia 2) are absorbanta 0.36
(la d =1 cm, acelasi A). Se amesteca volume egale din cele doua solutii. Sa se
calculeze absorbanta solutiei finale la A, folosind o cuva cu grosimea de 0.5 cm.
a) 0.42
b) 0.60
c) 0.21
d) 0.30
e) 0.84

3. Solutia unui solut are absorbanta A;, mdsurata la o anumita lungime de undg, la
grosimea 4 cm a cuvei (solutia 1). O altd solutie a aceluiasi solut (solutia 2) are
absorbanta A, (la 4 cm, acelasi solvent, acelasi 1). Se amesteca volume egale din
cele doua solutii. Sa se calculeze absorbanta solutiei finale la A, folosind o cuva cu

grosimea d cm.

A+ A
1. Af=#
2V
A+ A
2. A, =L "2
/ 2
2(A, +A)
3. Af:%

4. A, = A +A,
5. A, =2V(A +A,)

4. Solutia unui solut are absorbanta A4, (4), la grosimea d cm a cuvei (solutia 1). O alta
solutie a aceluiasi solut (solutia 2) are absorbanta A, (la d cm, acelasi solvent, acelasi
A). Se amesteca volume egale din cele doua solutii. Sd se calculeze absorbanta

solutiei finale la A, folosind o cuva cu grosimea d’'=0.5d cm.

A+A 1
D AETTs
C) Af:O,S-(A1+A2)
A+ A
d) Af:—l05 2

e) A, =025-(A +A,)
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Spectrele IR se obtin folosind tehnica spectroscopiei in infra-rosu (IR) cu

transformata Fourier (FTIR).

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) este o tehnica analitica folosita
pentru identificarea si caracterizarea compusilor chimici, inclusiv a medicamentelor.
Aceasta tehnica se bazeaza pe absorbtia si dispersia radiatiei infrarosii de catre moleculele

prezente intr-o proba.

Spectrofotometria FTIR este importanta in analiza medicamentului deoarece
permite:

¢ Identificarea substantelor active — fiecare compus chimic are un spectru FTIR
specific, ce poate fi comparat cu spectrele de referinta pentru a identifica
substanta respectiva

¢ Detectarea impuritatilor — FTIR poate detecta impuritati reziduale sau straine
din medicamente, care pot afecta eficacitatea si siguranta acestora, prin
compararea cu spectrele de referinta ale impuritatilor cunoscute

¢ Controlul calitdtii — FTIR poate fi utilizat pentru a evalua -calitatea
medicamentelor, prin compararea spectrului unui lot de medicamente cu
spectrul de referinta, verificind indeplinirea specificatiilor de calitate si
conformitatea cu produsul original

¢ Studiul formularilor farmaceutice — prin monitorizarea schimbarilor spectrale
in timp, se pot identifica eventuale modificdri ale structurii chimice sau ale
compozitiei medicamentului provocate de procese precum mixare,
comprimare si depozitare

¢ Autentificarea medicamentelor — spectrele FTIR ale medicamentelor autentice
sunt unice, iar compararea acestora cu spectrele produselor suspecte poate

dezvalui eventuale medicamente falsificate sau contrafacute
Spectrul de absorbtie IR este reprezentarea grafica a unei mdrimi de energie in
functie de o marime de unda a radiatiei implicate care traverseaza proba studiata.
3.81 Metode de prelucrare a probelor pentru analiza in IR

Conform F.R. X, prelucrarea probelor depinde de starea lichida sau solida a
acestora.
Astfel, substantele lichide si solutiile se examineaza fie sub forma unei pelicule

intre doua ferestre, fie prin introducere in cuve construite dintr-un material transparent
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in domeniul IR; trebuie folosite pentru compensare ferestre, respectiv cuve, cu grosime
identica si din acelasi material.

Substantele solide necesitd prelucrare prealabila analizei in IR prin:

® Prepararea unei suspensii in parafina lichidd (de puritate spectrald) si presarea
pastei obtinute intre doua ferestre de material transparent pentru IR

¢ Comprimare in bromura de potasiu

¢ Obtinerea unei pelicule prin evaporarea solutiei analitului intr-un solvent volatil

Analizati monografia Spectrofotometrie in infrarosu din F.R. X (p. 1039) si discutati:
¢ Materialele transparente in IR din care se confectioneaza ferestrele si cuvele pentru
analiza solutiilor si lichidelor in IR
¢ Necesitatea folosirii lichidului de compensare in cazul analizei IR a solutiilor si
suspensiilor

3.8.2 Moduri de reprezentare a spectrelor IR
e Transmitanta procentuald T%(A) functie de numarul de undd vV in cm? (vezi
tigurile 21 si 22).

S
El Metronidazol (comprimat KBr)
100 : - y
1
Ty A
L] - i I \ \ f o \
90 = i I | T T
I v |
1 ALY
\‘ [ IRV
80 f
HEA n
L [
I ]
70 I T y | | 1 1 I 1
! ! I I
1 1 T
; | e e
60 ! ! . !
. Il - ;
50 | 3 [ I ! H
I I
1 | I | |
: [ : ¢
40 - f
30 |— i | k\
"t o 1 T B
20 HEET
10 W
y
0

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numar de unda (1/cm)

Figura 21. Spectrul de absorbtie FTIR al metronidazolului in comprimat de KBr, inregistrat in
domeniul spectral 4000-400 cm.
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Figura 22. Spectrul de absorbtie FTIR al metronidazolului in comprimat de KBr in domeniul

spectral 2000-400 cm’.

e Absorbanta A(A) functie de numarul de unda V in cm™ (vezi figurile 23 si 24). In
principiu, asemdndtor cu cazul spectrelor de absorbtie in domeniul UV-VIS, in
domeniul IR se respectd relatia Lambert-Beer intre absorbanta analitului si

concentratia acestuia din proba.

Metronidazol (comprimat KBr)
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1
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Figura 23. Spectrul de absorbtie FTIR al metronidazolului in comprimat de KBr in domeniul
spectral 4000-400 cm!, reprezentat ca absorbanta functie de numarul de unda.
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Figura 24. Spectrul de absorbtie FTIR al metronidazolului in comprimat de KBr extins in

domeniul spectral 2000-400 cm!, reprezentat ca absorbanta functie de numarul de unda.
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Spectrele IR constituie o veritabild amprentd a substantei analizate, ceea ce permite
identificarea acesteia prin compararea spectrului analitului cu spectre de referintad

prezente in farmacopei sau cataloage de specialitate.

Fosinopril sodic (Figura 25a) si beta-ciclodextrina (Figura 25b) au fost prelucrate
sub formd de comprimat in bormura de potasiu si analizate FTIR cu un spectrometru
Jasco FT/IR 410, la temperatura camerei, rezolutie spectralé del cm‘1

O o ﬁg‘zm
T‘] QO ;
O/\/\/F\J\N
0 ‘
| ONa HOH,C
é CH,OH
j/\\ C—0—~C—H 2
b

HC CH; CH20H

(a) (b)
Figura 25. (a) Structura chimica a fosinoprilului sodic. (b) Structura chimica a beta-ciclodextrinei
(n=2, oligozaharida ciclica formata din sapte unitati de glucoza legate glicozidic o—1,4).
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Spectrele de absorbtie FTIR ale celor doi compusi sunt redate in Figura 26. Sunt
marcate cele mai caracteristice semnale ale celor doi compusi cu numerele de unda

corespunzatoare.

¢ Fosinopril:
° Vibratia de intindere a gruparii C=O din gruparile carboxil, amida si ester,
determina semnale intense de absorbtie la 1601 cm™, 1624 cm™ si respectiv
1759 cm™
o Semnalul de la 1454 cm™ corespunde vibratiei de intindere C-N din inelul

prolina

e Beta-ciclodextrina:
o Benzile de absorbtie de la 946, 937, 609, 577 si 530 cm™! corespund vibratiilor

inelului de glucopiranoza.
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Figura 26. Spectrele de absorbtie FTIR ale fosinoprilului si beta-ciclodextrinei inregistrate in
comprimat de bromura de potasiu.
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4 Metode volumetrice de analiza cantitativa

4.1 Notiuni recapitulative

Titrimetria se mai numeste si volumetrie, deoarece se bazeaza pe madsurarea

volumului de solutie de titrare consumata in timpul analizei.

Titrare reprezintd metoda analitica aplicata in analiza chimicd cantitativa pentru

determinarea concentratiei necunoscute a unui analit (substanta de analizat) cu ajutorul

unui reactiv cu concentratie cunoscuta, standard.

Titrarea se bazeaza pe reactia chimicd cunoscuta dintre analit si titrant, reactie

selectata astfel Incat sa fie cunoscute stoichiometria si viteza de reactie.

Masurarea exacta a volumului este esentiala in procesul de titrare.

Astfel, terminologia specifica acestui tip de metode analtice cuprinde:

e Titrant

o solutia cu care se realizeaza titrarea

o are concentratie cunoscuta

o se prepard ca solutie standard

o se consuma intr-un volum cunoscut = volum de titrare
e Titrat (Analit, Titrand)

o substanta de analizat

o solutia analitului / solutia substantei de analizat

o reactioneaza cu titrantul

® Punct de echivalentdi

O punctul stoichiometric = punctul in care s-au amestecat cantitati echivalente

chimic de analit si titrant

O se stabileste:

®  chimic, cu indicatori vizuali (de culoare)

acido-bazici: albastru de timol, metiloranj, fenolftaleina
redox: difenilamina, feroina
complexonometrici: eriocrom negru T

de precipitare: cromat de potasiu

® instrumental (de exemplu, amperometric, potentiometric,

spectrofotometric)

se masoara variatia unei marimi fizice din timpul titrdrii
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® Punct final
o reprezinta punctul In care se produce modificarea culorii (intr-o titrare
colorimetrica)
O este punctul in care este perceput experimental punctul de echivalenta si se
noteaza volumul de titrant
o ideal, punctul final ar trebui sa coincida cu punctul de echivalenta
® Indicatori de culoare — conditii
O Solubili in mediul de titrare
o Sensibilitate ridicata, care sa permita utilizarea in cantitati foarte mici (ml,
picaturi)
o Stabili in conditiile de titrare
® Curba de titrare — reprezinta variatia parametrului masurat in timpul titrarii (pH,
mV) in functie de volumul de titrant addugat, utilizate pentru a determina punctul
de echivalenta si a calcula concentratia analitului.
® Calibrarea titrantului — pentru a obtine rezultate precise, concentratia titrantului
trebuie sd fie determinata cu precizie prin calibrarea acestuia cu o substantd de
referinta sau prin utilizarea unui standard primar.
® Determinarea concentratiei analitului — se calculeza pe baza cantitatii de titrant
consumat pentru a atinge echivalenta.
Titrarile trebuie sa fie repetabile si precise. Astfel, este necesara repetarea
experimentului pentru a obtine rezultate consecvente si de incredere.
La fel ca in cazul altor tehnici analitice, este importanta sa se urmeze protocoalele
specifice si sd se utilizeze echipamente si reactivi adecvati pentru a asigura acuratetea si

precizia rezultatelor.
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Scopul lucrdrii
¢ Determinarea cantitativa a fenobarbitalului din solutie injectabila

¢ Insusirea tehnicii de titrare acido-bazica in mediu neapos

Principiul metodei

Fenobarbitalul este usor solubil in etanol, putin solubil in cloroform si foarte greu
solubil in apa.

Structura chimica a fenobarbitalului sugereaza un caracter acid foarte slab,
deoarece prezintd tautomerie cu 1 hidrogen disociabil.

In mediu neapos, caracterul acid al fenobarbitalului se manifestd mai pregnant
decat in solutie apoasa.

Aceste proprietati permit dozarea fenobarbitalului prin titrare acido-bazica in
mediu neapos:

¢ Acid = Fenobarbital (proba de analizat)

¢ Baza = Solutia de titrare (KOH 0.1 M preparata in etanol absolut)

¢ Mediul neapos = etanol absolut neutralizat fata de timolftaleina

Monografia Iniectabile Phenobarbitali (Solutie injectabila de fenobarbital) din F.R. X
(pagina 549) precizeaza ca solutia injectabild este o solutie sterila de fenobarbital in
propilenglicol, cu concentratia de 100 mg/ml.

De asemenea, monografia precizeaza si intervalul de abatere procentuald al
continutului de substanta activa de + 5 % fata de continutul declarat.

F.R. X recomanda dozarea fenobarbitalului din solutie injectabild prin tritrare
acido-bazica in mediu neapos, mai exact cu solutie de NaOH 0.1 M, in mediu de alcool

absolut neutralizat fata de timolftaleina, folosind timolftaleina ca indicator de culoare.

Materiale:

® Balanta analitica semi-micro

® Biuretd pentru titrare manuald, cu capacitate de 25 ml
® Pahare Erlenmeyer 100 ml pentru titrare

e Solutie NaOH 0.1 M 1n etanol absolut

¢ Etanol absolut neutralizat fata de timolftaleina

¢ Timolftaleina 0.1 % in etanol absolut (Indicator)

® Proba — solutie injectabila Fenobarbital 200 mg/2ml, Zentiva
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o Conform prospectului:
* Fiecare ml de solutie injectabild contine fenobarbital 100 mg
=  Fiecare fiola contine 2 ml solutie

¢ Celalalt component este propilenglicol
Mod de lucru:

Dozarea se realizeaza respectand procedura F.R. X, ilustrata in Figura 27:

+—— Solutie NaOH 0.1M (in etanol absolut)
G—N

| .

i"‘ J/Fenoharhital
¥ 100 ml etanol absolut neutralizat
\ | 0,2 ml timolftaleina 0,1% (in etanol absolut)

Figura 27. Reprezentarea schematica a montajului aplicat pentru determinarea cantitativa a
fenobarbitalului prin titrare acido-bazicd in mediu neapos
* 5 ml solutie injectabila se dilueaza cu 50 ml alcool absolut, in prealabil neutralizat
la timolftaleina-solutie (I), intr-un pahar de titrare
e se titreazd cu NaOH 0.1 M pana la coloratie albastra

® se noteaza volumul de solutie de titrare consumat de proba
Rezultate si discutii

Conform monografiei Iniectabile Phenobarbitali din F.R. X, 1 ml hidroxid de sodiu
0.1 mol/l corespunde la 0.02322 g fenobarbital (Ci12H12N20s).

Se calculeaza masa de fenobarbital (in grame) din proba analizata prin titrare
(factorul solutiei de NaOH 0.1 M este F =1):

Meyp = Vi  0.02322

Considerand ca masa de fenobarbital provine dintr-un volum de solutie injectabila

de 5 ml (1}), se calculeaza concentratia procentuald experimentala:

Mexp

=100

Cexp % =
p
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Concentratia teoreticd a solutiei injectabile este

Meeor _ 100 mg _01g _ 1no
v 100 = T 100 = Tl 100 = 10%(m/V)

Cteor %0 =

Se calculeaza abaterea procentuala:

Ac%

Cteor%

a% = -100

Se compara cu abaterea permisa de F.R. X, de £ 5 %.
Se formuleaza concluzia analizei referitor la continutul in substanta activa

considerand normele F.R. X.

1. O proba de comprimate de fenobarbital este analizata prin titrare si se
inregistreaza volumul de 21.53 ml solutie de titrare 0.1 M. Cunoscand ca 1 ml
solutie de titrare 0.1 M corespunde la 0.02322 g fenobarbital, calculati masa de

fenobarbital din proba analizata si exprimati rezultatul in mg.
Rezolvare
1 ml solutie titrare ... 0.02322 g fenobarbital = 23.22 mg fenobarbital

21.53 ml solutie titrare ... x

_21.53ml-23.22 mg

X = 1 =499.9 mg

2. In urma analizei titrimetrice, s-a determinat un continut de 100.25 mg de
fenobarbital pentru comprimate de Fenobarbital 100 mg. Cunoscand abaterea
permisa de F.R. X de + 5 % pentru aceasta categorie de comprimate, calculati
abaterea procentuald si indicati daca aceste comprimate corespund normelor F.R.
X privind continutul in substantd activa.

Rezolvare

Mexp ~ Meeor 100 = 10259

a% = =—=
Meeor 100 g

100 =+0.25%

Deci, comprimatele analizate corespund normelor F.R. X privind continutul

declarat in substanta activa.
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3. Se dozeaza prin titrare acido-bazicd in mediu neapos o solutie injectabild de
fenobarbital 100 mg/ml. In acest sens, 2 ml solutie se transferd cantitativ intr-un
vas Erlenmeyer, se dilueaza cu 50 ml alcool in prealabil neutralizat la timolftaleina-
solutie (I) si se titreaza cu 8.65 ml NaOH 0.1 M pana la coloratie albastra. Stiind ca
1 ml NaOH 0.1 M corespunde la 0.02322 g fenobarbital si ca abaterea permisa de
F.R. X este de + 5 % fata de continutul declarat, stabiliti:

a) masa de fenobarbital din proba analizata:
1 ml solutie injectabila ... 100 mg fenobarbital
2 ml solutie injectabila ... x
x =200 mg fenobarbital

= Myeor = 200 mg

b) concentratia procentuald experimentalda a solutiei injectabile analizate
titrimetric:
1 ml NaOH 0.1 M ... 0.02322 g fenobarbital

8.65mI NaOHO0.1M ... x
x =8.65ml-0.02322 g = 0.200853 g

2 ml solutie injectabila (proba) ... 0.200853 g fenobarbital

100 ml solutie injectabila ... x

100 ml- 0.200853 g
X = ey = o -100 = 10.04 %

c) abaterea procentuald fata de continutul declarat:
100 mg| 100 10000mg  10g
1ml 100 100 ml 100 ml
= Wreor = 10 %(m/V)
Ac% = c%exp — C%reor = 10.04 % — 10 % = + 0.04 %

A% oo _ T0.04
C%teor B 10

0, —
c /Oteor -

d) concluzia analizei:
Abaterea procentuald de + 0.4 % se incadreaza in intervalul F.R. X de £ 5 %.
In concluzie, proba analizati corespunde prevederilor F.R. X privind continutul

declarat in substanta activa.
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1. O proba de 5 ml de solutie injectabila fenobarbital se transferd cantitativ in etanol
absolut (neutralizat in prealabil la albastru de timol) si se titreaza cu 21.53 ml KOH
0.1 mol/l in etanol absolut pana la coloratie albastra. Calculati concentratia
procentuald (m/V) a solutiei injectabile de fenobarbital analizate, cunoscand ca 1
mol fenobarbital (M = 232.2 g/mol) este neutralizat de 1 mol KOH.

2. Oproba de 5ml de solutie injectabila fenobarbital se transvazeaza in etanol absolut
(neutralizat in prealabil la albastru de timol) si se titreaza cu 25.84 ml KOH 0.1
mol/l in etanol absolut pana la coloratie albastra. Calculati concentratia
procentuald (m/V) a solutiei injectabile de fenobarbital analizate, cunoscand ca 1
ml KOH 0.1 mol/l corespunde la 23.22 mg fenobarbital.

3. O proba de fenobarbital se dizolvad in 40 ml etanol absolut neutralizat la albastru
de timol in etanol absolut si se titreaza cu 17.40 ml hidroxid de potasiu 0.1 mol/l
pana la coloratie albastra. Cunoscand ca 1 ml hidroxid de potasiu 0.1 mol/l
corespunde la 0.0001 moli fenobarbital, calculati concentratia procentuala (% m/V)

a solutiei injectabile analizate, stiind ca s-au luat in lucru 4 ml de solutie injectabila.
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F.R. X indexeaza doua monografii pentru acidul ascorbic: Acidum ascorbicum
(pagina 67) si Compressi Acidi ascorbici (pagina 287).

Ambele monografii indica dozarea acidului ascorbic prin titrare redox: este
valorificat caracterul reducator al acidului ascorbic prin titrare cu iodat de potasiu in

mediu slab acid, in prezenta indicatorului amidon-solutie.

Scopul lucrdrii
Determinarea cantitativd a acidului ascorbic din comprimate efervescente

aplicand metoda titrimetrica recomandatd de F.R. X.

Materiale necesare:
¢ Produsul farmaceutic UPSAVIT 1 g comprimate efervescente
o Fiecare comprimat efervescent Upsavit 1 g contine:
* Acid ascorbic 1000 mg
* Excipienti pentru 1 comprimat
¢ Solutie de iodat de potasiu 0.0167 M
¢ Solutie de amidon solubil (I) — preparat conform F.R. X (Capitol X.2 Indicatori,
Amidon-solutie, pagina 1189)
e Apa distilata
¢ Balon cotat 100 ml
¢ Pahare titrare 100 ml

¢ Balanta analitica semimicro

Mod de lucru:

® Se dizolva in 50 ml apa distilatd un comprimat Upsavit1 g

® Solutia se transferd cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml si se completeaza la
semn cu apa distilata (solutia a)

¢ Se pipeteaza 20 ml solutie a intr-un vas de titrare, peste care se adauga 1 ml HCl
100 g/1 (R) si 2 ml amidon-solutie (indicator)

¢ Se titreaza cu solutie volumetrica de iodat de potasiu 0.0167 mol/l (factorul solutiei
de titrare F = 1), pana la coloratie albastra

¢ Se noteaza volumul de solutie de iodat de potasiu folosit I, = 22.75 ml

® In Figura 28 este redat schematic modul de lucru descris mai sus
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+—— Solutie KIO, 0,0167 mol/I
N

20 ml solutie acid ascorbic

(din 1 comprimat efervescent Upsavit 1 g)
1 ml HCl 100g/!

2 ml amidon-solutie (indicator)

Figura 28. Reprezentarea schematica a montajului aplicat pentru determinarea cantitativa a
acidului ascorbic prin titrare redox.

Reactiile chimice care au loc in timpul titrarii:

KIOs + HCl — HIOs + KC1

Todat

de potasiu

3 CsHsOs + HIOs — 3 CsHeOs+ HI + 3 H20
Acid Acid

ascorbic dehidroascorbic

5HI+ HIO;s — 31 +3 H0

Rezultate si discutii:
e S-a preparat 100 ml solutie a prin dizolvarea unui comprimat eferescent de 1 gram
100 ml solutie a ... 1 g acid ascorbic
* Din solutia a s-a luat in lucru un volum de 20 ml
100 ml solutie a ... 1 g acid ascorbic

20 ml solutie a ... Mg,
20ml-1g 0.2
100ml 8
¢ Conform F.R. X, 1 ml iodat de potasiu 0.0167 mol/l corespunde la 0.008806 g acid

ascorbic, iar masa experimentald rezultata prin titrare este:

mteor =

V. - 0.008806
= Meyp = ————— = 0.2003365 ¢
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e Abaterea procentuald fata de continutul declarat:

A = Meyy — Mygor = 0.2003365 g — 0.200 g = + 0.0003365 g

+0.0003365 g
Ay, = +100 = + 0.165%
02g

Concluzia analizei:

F.R. X (monografia Compresii, pagina 285) permite pentru comprimatele cu un
continut declarat in substanta activa de 100 mg si mai mult de 100 mg o abatere fata de
continutul declarat in substanta activd de + 5 %. Comprimatele efervescente analizate de
Upsavit 1 g contin 1000 mg substanta activd/comprimat efervescent se incadreazd in
intervalul mentionat.

Abaterea procentuald de + 0.165 % se incadreaza in intervalul de abatere prevazut
de F.R. X, deci comprimatele efervescente analizate corespund prevederilor F.R. X

privind continutul declarat in substanta activa.

Aplicand aceeasi procedura descrisa pentru analiza cantitativa a comprimatelor
efervescente Upsavit 1g, realizati dozarea acidului ascorbic din 2 specialitati farmaceutice

cu acid ascorbic (comprimate neacoperite, comprimate efervescente).

1. Pentru analiza cantitativa a vitaminei C s-a consumat volumul de 28.40 ml solutie
de titrare. Stiind ca 1 ml solutie de titrare corespunde la 0.008806 g vitamina C,
calculati masa de vitamina C analizata.

a) 025¢g
b) 250 g

c) 0.250 mg
d) 3225¢
e) 25¢g



2. S-arealizat dozarea vitaminei C din comprimate efervescente de 500 mg. in urma
analizei s-a gdsit un continut de 500.45 mg vitamin C/comprimat efervescent.
Abaterea procentuald fatd de continutul declarat este:

a) +0.45
b) -0.45
c) +0.09
d) +2.25
e) 100.09

3. Pentru analiza cantitativad a vitaminei C s-a consumat volumul de 21.35 ml solutie
de titrare. Stiind ca 1 ml solutie de titrare corespunde la 0.008806 g vitamina C,
calculati masa de vitamina C analizata:

a) 188 ¢

b) 0.188 g
c) 0.188 mg
d) 2424 g
e) 2424 mg

4. S-arealizat dozarea vitaminei C din comprimate de 200 mg. In urma analizei s-a
gasit un continut de 199.25 mg vitamin C/comprimat. Abaterea procentuala fata
de continutul declarat este:

a) 99.625
b) 100.375
c) +0.375
d) -0.375
e) —0.75

5. O proba de acid ascorbic (M = 176.1 g/mol) este prelucrata conform F.R. X si se
titreazad cu 22.6 ml solutie KIO; 0.0167 mol/l. Stiind cd in procesele chimice care au
loc in timpul titrarii 3 moli acid ascorbic consuma 1 mol KIO3, calculati masa de
acid ascorbic din proba.

a) 0.100 g
b) 0.200 g
c) 0.500g
d) 1.000 g
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Solutia perfuzabila de clorura de sodiu este oficializata in F.R. X In monografia
Infundibile Natrii chloridi (pagina 504).

Solutia perfuzabila de clorurd de sodiu este o solutie sterila si apirogena de clorura
de sodiu cu concentratia de 9 g/l, preparata in apa pentru preparate injectabile. Contine
cel putin 95.0 % m/V si cel mult 105.0 % m/V NaCl fata de valoarea declarata.

1000 ml solutie perfuzabild contin 154 mmoli Na* si 154 mmoli CI-.

Principiul metodei:

Cele mai importante reactii de precipitare in titrimetrie folosesc azotatul (nitratul)
de argint ca solutie de titrare, fiind cunoscute si sub denumirea de metode
argentometrice.

Metoda Mohr se aplica pentru determinarea anionilor clorura din solutie neutra

cu solutie de nitrat de argint. Reactia chimica pe care se bazeaza:
AgNOs@q + CI- — AgCls) L + NOsag)

Titrarea argenotometricd este indicatd de farmacopei pentru dozarea anionilor
clorurd, de exemplu din solutie perfuzabilad de clorurd de sodiu, clorura de potasiu.
¢ Metoda Mohr — aplicatd pentru determinarea cantitativd a anionilor clorura si
bromura
¢ Determinarea punctului de echivalentd — formarea unui precipitat colorat
o indicator de culoare = cromat de potasiu, care produce un precipitat rosu-
caramiziu cu excesul de Ag* (din solutia de titrare).

o potentiometric — cu electrod combinat cu inel de argint
Materiale necesare:

e Biureta 25 ml (clasa A)
¢ Pahare de titrare
¢ Solutie volumetrica de nitrat de argint 0.1 mol/l
O Observatie — solutia de titrare 0.1 M se poate prepara si din solutie
concentrata de nitrat de argint, prin diluarea continutlui fiolei cu apa
distilata intr-un balon cotat de 1000 ml
® Solutie cromat de potasiu-solutie (I)

¢ Solutie perfuzabild de clorura de sodiu 0.9 % (m/V)
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Mod de lucru:

Determinarea cantativa se executd conform procedurii recomandate de F.R. X
(Dozare, pagina 504): proba este reprezentata de 10 ml solutie perfuzabild, la care se
adaugad 0.2 ml cromat de potasiu-solutie (I), intr-un pahar de titrare. Se titreaza cu azotat

de argint 0.1 M pana la aparitia unei coloratii galben-rosiatice.
Rezultate si discutii:
Procesele care au loc in timpul titrarii:

¢ Pe masurd ce se adauga solutie de nitrat de argint din biuretd, se formeaza
precipitat alb de clorura de argint, conform reactiei chimice de mai jos:
AgNOs @q + NaClag — AgClis) | + NaNOsg)
precipitat alb
e Punctul de echivalentd apare atunci cand totii ionii clorurd din proba sunt
consumati/precipitati
e Excesul de ioni de argint din solutia de titrare va reactiona cu indicatorul

(cromatul de potasiu), formand un precipitat rosu-cdramiziu de cromat de argint:
2 AgNOs@ag + K2CrOsag — Ag2CrOuss! + 2 KNOsag)

Observatie:
Solutia probei trebuie sa aiba pH in domeniul 6.5-10.
e dacad solutia de analizat este acidd, se aplicd metoda Volhard
o la pH acid, ionii cromat formeaza, printr-o reactie acido-bazicd, ioni cromat
acid (HCrOx«") sau dicromat (Cr207*), care influenteaza negativ stabilirea
punctului de echivalenta
* la pH>10, ionii de argint sunt deplasati prin precipitare cu ionii HO-, sub forma
de AgOH
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Se analizeaza prin titrare argentometrici o solutie de ser fiziologic. In acest sens,
15 ml solutie de ser fiziologic se titreaza cu un volum de 21.95 ml solutie nitrat de argint
0.1 M. Cunoscand cd 1 ml solutie de titrare corespunde la 0 masa de 0.005844 g clorura
de sodiu, stabiliti:
a) masa de clorurd de sodiu din proba analizata:
Proba = solutie perfuzabild de NaCl 9 g/1000ml (0.9 % m/V)
1000 ml solutie NaCl ... 9 g NaCl

15 ml solutie NaCl ... x

o= OB 35
= T000m 08

= My, = 0.135 g NaCl
b) masa experimentala a solutiei perfuzabile de ser fiziologic se calculeaza conform
F.R. X:
1 ml solutie titrare ... 0.005844 g NaCl
21.95 ml solutie titrare ... x

21.95ml-0.005844 g
= x =
1 ml

= Mme,,NaCl = 0.128 g

=0.128¢

c) abaterea procentuald fata de continutul declarat:
Am = Mgy, — Myeor = 0.128 g — 0.135g = —-0.007 g
Am

ay, = -100 = —5.18 %

mteor
d) concluzia analizei:
Proba de analizat nu corespunde prevederilor F.R. X privind continutul declarat

in substanta activa.

Urmati modul de lucru descris mai sus si realizati determinarea cantitativa a
clorurii de sodiu dintr-o proba de solutie injectabila 90 mg/10 ml, fiole 10 ml.
Realizati toate calculele si formulati concluzia analizei, prin raportare la

recomandarea F.R. X privind continutul declarat in substanta activa.
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1. O proba de 15 ml de solutie perfuzabila de ser fiziologic se titreaza cu 23.15 ml
AgNOs 0.1 mol/l pand la aparitia unei coloratii rosu-caramizii. Se cunoaste ca 1
mol NaCl (M = 58.44 g/mol) corespunde la 1 mol AgNO:.

A. Cantitatea de NaCl, exprimatd in grame, analizatd prin titrare este
a) 23.25-10*
b) 0.1353
c) 135.3
d) 1.353
e) 23.1510°

B. Concentratia procentuala m/V a solutiei perfuzabile de ser fiziologic
analizate este
a) 9.02
b) 0.0902
c) 0.902
d) 1.54
e) 2.64

C. Abaterea procentuald fata de concentratia declarata este
a) +0.002 %
b) +0.22 %
c) 100.22
d) -0.22 %
e) nu se poate calcula, deoarece nu este indicata concentratia teoretica

(declarata)

2. Indicati masa (in grame) de metenamind analizata, daca la titrarea unei probe s-a
consumat un volum de 35.70 ml acid percloric 0.1 mol/l si cunoscand ca 1 ml

solutie de titrare corespunde la 14.02 mg metenamina.

3. La analiza titrimetricd a unei probe de furosemid, s-au consumat 12.1 ml NaOH
0.1 M. Cunoscand ca 1 ml solutie de titrare corespunde la 10 moli furosemid

(Mturosemia = 330.745 g/mol), indicati masa de furosemid analizata, in miligrame.
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F.R. X prevede determinarea cantitativa a disulfiramului prin titrare
potentiometricd cu AgNOs 0.1 M (monografia Disulfiramum, E.R. X, pag. 379-380).

In acest sens, procedura oficiald prevede cantdrirea cu acuratete a unei mase de
0.45 g disulfiram si dizolvarea acesteia in 20 ml acetond, peste care se adauga 5 ml KNO:s

20 g/l, si titrare cu AgNOs 0.1 M. Punctul de ecivalentd se determind potentiometric,
folosind electrozi de argint si de calomel saturat.

1 ml AgNO:s 0.1 M corespunde la 0.0593 g disulfiram (CioH20N25s).

Discutie: cunoscand masa moleculard a disulfiramului 296.5 g/mol, stabiliti
raportul molar analit-titrant corespunzator acestei metode analitice.
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5 Determinarea punctului de picurare

Conform FE.R. X, punctul de picurare este temperatura la care se desprinde prima
picatura din substanta incdlzitd in dispozitivul Ubbelohde, reprezentat schematic in

Figura 29.
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Figura 29. Aparatul Ubbelohde (F.R. X, European Pharmacopoeia 6.0) folosit pentru determinarea
punctului de picurare.

Mansoanele A si B sunt metalice si se asambleaza prin insurubare.

Mansonul metalic A este atasat unui termometru cu mercur. Termometrul este
gradat astfel incat intervalul de temperaturd de 1 °C sa fie de 1 mm.

Mansonul metalic B are un orificiu lateral C care permite egalizarea presiunii si
este prevazut cu 3 puncte de oprire D ale cupei metalice F de forma cilindrica. Cupa
metalicd F se monteaza in mansonul metalic B pana atinge punctele de oprire D.

Dispozitivul Ubbelohde este mentinut suspendat in centrul unei eprubete cu

lungimea de 20 cm si diametrul de 4 cm, care serveste ca baie de aer.
Mod de lucru:

In cupa metalica F se introduce proba de analizat, care se preseazi cu spatula
pentru a elimina golurile de aer. Se indeparteaza excesul de substanta de la cele 2
extremitati ale cupei. Cupa metalica se fixeaza intre cele 2 lamele E, impingand pana in

punctele de oprire D ale mansonului metalic B; se indeparteaza din nou excesul de proba.
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Aparatul se monteaza in eprubeta/cilindrul de sticld cu ajutorul unui dop de
cauciuc, prin care patrunde termometrul. Marginea de jos a cupei metalice F trebuie sa
fie plasata la 2.5 cm fata de fundul cilindrului de sticla, pe care se asaza o rondela de
hartie de filtru pe care picurd proba topita; hartia de filtru se schimba intre doud
determindri.

Se fixeaza montajul Ubbelohde-cilindru cu clema metalica pe un stativ. Montajul
se introduce intr-un pahar Berzelius de 1000 ml], in care se afla un volum potrivit de apa
distilatd; aceasta se incalzeste pe o plita cu agitator magnetic pana la o temperatura cu
aproximativ 10 °C sub temperatura estimatd de picurare a probei, apoi se ajusteaza
temperatura de incalzire la 1 °C/minut.

Se noteazd temperatura la care se desprinde prima picdtura din cupa metalica F.

Se realizeaza cel putin trei determindri succesive, folosind de fiecare data proba
proaspata (se goleste si se curatd cupa metalica, se sterg componentele metalice si
termometrul, apoi se repeta procedura de introducere a probei).

Conform F.R. X, se considera punct de picurare valoarea medie a trei determinari

intre care nu exista o diferenta mai mare de 1 °C.
Observatii:

1. Conform Farmacopeei Europene, se considera punct de picurare valoarea medie
a trei determindri Intre care nu exista o diferenta mai mare de 3 °C.

2. Punctul de picurare se poate realiza automatizat. in Figura 30 este redat schematic
dispozitivul de incdrcare a probei intr-un aparat de determinare automatizata a

punctului de picurare.

E
K
N\ H /F A — suport pentru cupa

7% ’ T B — unitate de incalzire
G
=

C — sursa de lumina
D - fanta

g\ E — ansamblu pentru proba
8 / F — element de incalzire
| é G - cupa pentru probi
H - fotosenzor

N U N J - manson colector
c ® %/H K - sonda de temperatura
Ju

Figura 30. Exemplu de aparat automatizat de determinare a punctului de picurare (Farmacopeea
Europeana 6.0).
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Se determina temperatura de picurare pentru supozitoare cu paracetamol 250 mg
si se inregistreaza urmatoarele valori: 36.8 °C, 37.1 °C si 38.6 °C.

a) determinarea temperaturii de picurare nu este necesard pentru aceste
supozitoare, deoarece contin o substantd antitermica

b) media determinarilor este 37.5 °C, determinarea temperaturii de picurare fiind
reusita

c) media determindrilor este 37.5 °C, dar determinarea temperaturii de picurare
nu este reusita.

Discutie:
. . . ty +ty +t3 o
Valoarea medie a punctului de picurare este t,, = ———— =37.5°C

Analizdm diferentele de temperaturd intre inregistrarile individuale si valoarea

medie a temperaturii:
Ati=t, - t; =37.1°C-36.8°C=0.3°C
At2=t;-t,=38.6°C-37.1°C=15°C>1°C
Ats=t3-t;=38.6°C-36.8°C=18°C>1°C
Concluzie:

Conform F.R. X, determinarea nu este reusita, deoarece diferenta intre doua citiri

depdseste 1 °C.
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6 Metode cromatografice aplicate in analiza medicamentului
6.1 Notiuni recapitulative
Cromatografia este una dintre cele mai frecvent utilizate tehnici de separare
utilizate In analiza farmaceuticd. Instrumentul analitic specific acestui ansamblu de
tehnici se numeste cromatograf. Includerea unui detector permite determinarea
cantitativa a componentelor separate. Rezultatul vizual al wunei masuratori
cromatografice se numeste cromatograma.
Se bazeaza pe partitia diferentiatd a componentelor probei analizate intre doua
medii nemiscibile, faza stationard (FS) si faza mobild (FM), efectele constand in
=> mobilitati diferite ale componentelor
=> deplasare cu viteze diferite de-a lungul suportului cromatografic, care poate fi:
e hartie poroasa (cromatografie pe hartie)
e strat subtire depus pe un suport plan (CSS=TLC)
e coloand umpluta cu faza stationara
e tub capilar cu suprafata internd acoperita cu faza stationard
Clasificarea metodelor cromatografice
1. Dupa starea de agregare a fazelor
o gazcromatografie (GC) — faza mobild gazoasa
* Faza stationara solida (GC solid-gaz)
* Faza stationara lichida (GC lichid-gaz)
o cromatografie de lichide (LC) — faza mobila lichida
» Faza stationara solida (LC solid-lichid)
» Faza stationara lichida (LC lichid-lichid)
2. Dupa polaritatea fazelor
o cromatografie cu faza normala
* FS=polarad (exemple: silicagel, oxid de aluminiu, celuloza)
* FM =nepolara (diclormetan, cloroform, hexan, benzen, toluen)
o cromatografie cu faza inversa
* FS=nepolara (diferite tipuri de silicagel silanizat)
* FM = polara (metanol, acetonitril, etanol, ap4, tetrahidrofuran)
3. Dupa mecanismul de separare (dupa interactiunea componentelor cu FM si ES)
o Cromatografie de adsorbtie — adsorbtia componentelor pe FS solida, polara
o Cromatografie de partitie — partitia componentelor intre FS si FM, lichide

nemiscibile
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o Cromatografie pe rasini schimbatoare de ioni — interactiuni ionice intre
componente si FS = rdsina solida
o Cromatografie de gel-permeatie (gel-filtrare) — potrivire sau nepotrivire
stericd a moleculelor componentelor in cavitdtile FS = gel inert; separare
dupa criteriul volumelor moleculare
o Cromatografie de afinitate — interactiuni specifice, de natura biochimica,
intre componente si FS (ex. antigen-anticorp, enzima-substrat, enzima-
coenzima, enzima-inhibitor)
4. Dupa forma suportului cromatografic (FS):
o Cromatografia planara
* Cromatografia pe hartie — FS = hartie cromatografica
* Cromatografia in strat subtire — FS = adsorbent — intins in strat
subtire pe un substrat inert (ex. sticld)
o Cromatografia pe coloand

* Toate celelalte tehnici cromatografice — FS = in interiorul unui tub

Cromatograma — caracteristici

® Cromatograma planara poate fi ilustrata schematic ca in Figura 31.

Frontul
solventuluir =~~~ """~~~ "7 I
B®
Xp
A
X¢
Xa
Linia
de start

Figura 31. Reprezentarea schematca a unei cromatograme planare, cu separarea componentelor
A si B. Sunt ilustrate componentele esentiale ale cromatogramei planare: linia de start, unde se
plaseaza proba de analizat, distanta parcursa de componenta A, distanta parcursa de componenta
B si frontul solventului.

In cromatografia planard, mobilitatea componentelor este caracterizatd de
marimile de retentie R¢ si hR:, calculate in functie de frontul solventului si distanta
parcursa de componenta separatd, folosind relatiile 14, 15 si respectiv 16, 17:
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X X
Rfa="2<1 (14) Rfg=—<1 (15)
XF XF

h(Rf)a = Rfa-100 (16) h(Rf)p = Rfp - 100 (17)

unde:
x, — distanta (cm) parcursa de componenta A pe cromatograma
xp — distanta (cm) parcursa de componenta B pe cromatograma
xp — frontul solventului (in cm) la oprirea cromatografiei
Rfa — factor de retentie al componentei A

Rfs — fctor de retentie al componentei B

Observatie:

F.R. X mentioneazad si marimea de retentie R,, care permite identificarea unei
substante atunci cand se lucreaza cu o substanta de referinta, si reprezintd raportul dintre
distanta (cm) parcursa de la linia de start de analit si distanta (cm) parcursa de substanta

de referinta.

¢ Cromatograma obtinuta prin tehnica pe coloand reflecta raspunsul detectorului in
tunctie de timpul de elutie si este reprezentatd schematic in Figura 32.

F
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Timp (min)
Figura 32. Rezpezentarea schematicd a unei cromatograme tipice tehnicii pe coloana, cu separarea
unei componente. Sunt ilustrate elemente esentiale acestui tip de cromatogramd, precum linia de
baza (paralela cu axa timpului), care apare cand in eluent nu este detectat nicio components,
timpul mort (fm), care este timpul de elutie al componentei care nu este deloc retinutad pe faza
stationara, timpul de retentie al componentei separate (t:), latimea picului la baza (W).
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1. Doua substante A si B sunt separate pe o placa cromatografica. Spotul compusului
A se gaseste la distanta de 12 cm de linia de start, iar spotul compusului B se afla
la 8 cm de linia de start. Calculati Rf, si Rfp , cunoscand cd fronul eluentului se afla
la xp =24 cm.

a) Rf;=0.33; Rfg=0.50

b) Rfy=0.50 cm; Rfz=0.33 cm
c) Rf;=0.50; Rfz=0.33

d) Rf4=2; Rfp=3

e) Rfy;=50;Rfz=233

2. Doud substante A si B sunt separate pe o placa cromatografica. Compusul A are
x4 = 10 cm, iar valoarea Rf, = 0.80, iar spotul compusului B se afla la distanta de
6.25 cm fatd de linia de start. Calculati Rf al compusului B.

a) 12.50
b) 0.625
c) 0.50
d) 50

e) 1.80

3. Doud substante A si B sunt separate pe o placa cromatografica. Compusul A are

x4 = 10 cm si valoarea Rf, = 0.80, iar spotul compusului B se afld la 6.25 cm linia
de start. Calculati h(Rf) al compusului B.

a) 12.50

b) 0.625

c) 0.50

d) 50

e) 1.80
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6.2 Determinarea cantitativa a hederacozidei C din sirop cu extract de iedera prin
HPLC cu faza inversa (RP-HPLC)

Siropurile cu extract de iedera

® Sunt produse fitofarmaceutice cu efecte anti-inflamator si spasmolitic al cailor
respiratorii superioare, expectorant (util in tuse productiva)
e Extractul uscat de iederd se poate asocia in siropuri cu alte extracte vegetale (ex.
cimbrisor)
Compozitie chimica

e Actiunile terapeutice asupra cdilor respitaroii superioare sunt atribuite in special
saponinelor triterpenice din extractul de iedera, dintre care hederacozida C

(Figura 33) si este cea mai importanta.

OH

""OH

Figura 33. Structura chimica a hederacozidei C.

® Analiza calitativd a extractului uscat de iedera a dovedit prezenta urmatorilor
compusi:

rutina

kaempferol

quercetina

O O O O

acizii neoclorogenic, rosmarinic, cafeic
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Forme farmaceutice cu extract uscat de iedera:
® Sirop
e Picaturi orale
¢ Comprimate

e Comprimate efervescente

Metoda RP-HPLC pentru determinarea cantitativa a hederacozidei C din sirop cu

extract de iedera

Controlul de calitate al siropurilor cu extract uscat de iederda urmadreste

identificarea si dozarea hederacozidei C.
Principiul metodei

Separarea si dozarea hederacozidei C prin tehnica HPLC cu faza inversa (RP-
HPLC), folosind detector UV.

Aplicarea metodei etalondrii in HPLC, dezvoltata de A. Khadir si colaboratorii [A.
Khadir et al. A Validated RP HPLC-PAD Method for the Determination of Hederacoside
C in Ivy-Thyme Cough Syrup, International Journal of Analytical Chemistry, Vol. 2010,
Article ID 478143].

Etalonarea hederacozidei C:
Descrierea metodei:

e Conditiile HPLC

o Coloana RP-HPLC Phenomenex-Gemini C18 (250x4.6 mm i.d.; 5pum)

o Faza mobila: amestec solvent-A (H20:ACN:HsPOs in raport 860:140:2) si solvent-B
(ACN:H35POs in raport 998:2), elutie cu gradient programat 0-60 % B (0—40 min),
60-100 % B (40-41 min), 100 % B isocratic (41-55 min), apoi 0 % B (55-56 min)
Debit 1.5 ml/min
Injectare manuala a unui volum de 50 pl
Detectorul UV setat la 205 nm

Separare izoterma, la 40 °C

O O O O

® Solutia de referinta

o S-a preparat o solutie de hederacozida C 1.0 mg/ml in metanol
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e Domeniu de liniaritate

o S-au preparat 7 solutii de concentratii diferite de hederacozidd C in intervalul
0.03-0.15 mg/ml hederacozida C

o Metoda este liniara in domeniul indicat de concentratii, cu un R?=0.9992
¢ Ecuatia de etalonare
y=4612.8 -x + 5000.3
e Specificitatea metodei

o A fost verificata specificitatea metodei pentru separarea si dozarea hederacozidei
C prin injectarea In sistemul cromatografic, in conditii identice de lucru, a unei

solutii maror, care contine toate componentele din sirop, dar fara hederacozida C

(Figura 34).
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Figura 34. Cromatogramele RP-HPLC ale siropului cu hederacozida C — in panelul superior si
martor fara hederacozida C —in panelul inferior (dupd A. Khadir et al. Int ] Anal Chem, Vol. 2010,
Article ID 478143).
Acuratetea metodei

Testele de acuratete realizate prin tehnica RP-HPLC dezvoltata si descrisa mai sus
au condus la valori de regasire procentuala cuprinse intre 99.6-100.90 % hederacozida C
fata de valoarea declarata.
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