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Summary
The development of a UV-VIS Spectrophotometric Azithromycin Assay

The aims of research were to develop a new spectrophotometric Azithromycin assay in
pure substance and in capsules, which would be corresponding to all requirements assigned to
the instrumental methods of analysis. There were researched the factors which could influence
over the assay: solubility, volume, reagent, the stability of coloring compound in time. The
technique were been estimated statatistically and validated in accordance with linearity,
repeatability, sensibility and accuracy. The elaborated technique could be included as alternative
assay method in NAD for Azitromycin in capsules.

Rezumat

In scopul elaborarii unei noi tehnici spectrofotometrice de dozare a Azitromicinei-
substanta si 1n capsule, care ar corespunde tuturor exigentelor atribuite metodelor instrumentale
de analizd, au fost studiati factorii ce pot influenta determinarea: solubilitatea, volumul
reagentului, stabilitatea in timp a compusului colorat. Tehnica elaborata, care poate fi inclusd in
calitate de metoda alternativa in proiectul DAN pentru capsule operculate cu Azitromicinad la
capitolul ,,Dozare”, a fost evaluata statistic si validata dupa criteriile de liniaritate, repetabilitate,
reproductibilitate si exactitate.

Actualitatea temei
Azitromicina este un reprezentant din grupul azalidelor, subclasd a antibioticelor
macrolide. Prezintd un derivat al eritromicinei, de care se deosebeste prin prezenta in inelul
lactonic a unui atom de azot metil substituit (fig. 1), fapt ce confera preparatului o rezistenta
sporitd fatd de mediul acid, facind posibild administrarea lui perorala fard vreo masurd speciala
de protectie antiacida.
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persoanele imun-deficitare. Fig. 1 Formula de structura a

Aceste considerente, precum si faptul ca Azitromicinei

Azitromicina poseda cele mai reduse efecte adverse
dintre toate macrolidele au facut ca preparatul dat sd fie unul dintre cele mai solicitate antibiotice
de pe piata farmaceutica.

Popularitatea crescindd a Azitromicinei necesitd implicit metode precise si accesibile de
control a calitatii preparatului, in special a determindrii lui cantitative in formele farmaceutice.
Luind in consideratie faptul ca metoda farmacopeica de dozare este metoda biologicd (care
necesitd conditii §i aparataj auxiliar si, respectiv, cheltuieli financiare impunatoare), ne-am
propus initierea cercetarilor in vederea elaborarii metodelor alternative.

Una dintre aceste metode este spectrofotometria UV-VIS. Metoda data, inclusd in
proiectul DAN pentru capsule cu Azitromicind RNP la capitolul ,,Dizolvare”, s-a dovedit a fi
inacceptabila pentru efectuarea determinarilor cantitative a Azitromicinei en gross si in forme
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farmaceutice, deoarece la elaborarea ei nu au fost cercetati toti factorii care se implicd in intreg
procesul de determinare cantitativa si care influenteaza rezultatul final. De aceea, ne-am propus
elaborarea unei noi tehnici spectrofotometrice de dozare a Azitromicinei, care ar fi mai
accesibila decit metoda biologica si care, fiind supusd validarii, ar corespunde tuturor exigentelor
atribuite metodelor instrumentale de analiza.

Materiale si metode

Metoda elaboratd se bazeaza pe proprietatea Azitromicieni de a reactiona cu acidul
sulfuric concentrat, formind un compus colorat galben-oranj, ce absoarbe radiatia
electromagneticd in domeniul ultraviolet-vizibil. Ca solventi am ales solutii tampon fosfat
ajustate la diferite valori ale pH-ului; reactivul principal este acidul sulfuric concentrat chimic
pur 94%, iar masurarile absorbantei au fost efectuate la spectrofotometrul UV-VIS Agilent —
8453.

Rezultate si discusii

A fost cercetatd solubilitatea Azitromicinei. Aceasta s-a dovedit a fi practic insolubild in
apa, precum si in alti solventi aposi, insa solubild in solutie de tampon fosfat. Am determinat, ca
odata cu cresterea valorii pH-ului, solubilitatea Azitromicinei in solutia tampon fosfat scade, de
aceea in calitate de solvent pentru intreg procesul de cercetare a fost aleasa solutia tampon fosfat
cu valoarea pH-ului ajustatd la 7,0. A fost Inregistrat spectrul de absorbtie al compusului
complex Azitromicind-acid sulfuric concentrat in intervalul de lungimi de unda de la 200 la 900
nm (fig.2).
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Fig. 2. Spectrul de absorbtie al compusului colorat Azitromicina — acid
sulfuric concentrat

In acest interval se atestd 2 maxime: cel de la 235 nm, care este un domeniu UV apropiat,
de aceea nu poate servi drept baza pentru cercetarea absorbtiei unui compus colorat i un maxim
bine conturat la 482 nm, ce apartine compusului cercetat, care si a fost selectat drept lungime de
unda analiticad pentru toate determindrile ulterioare.

A fost cercetatd stabilitatea in timp a compusului colorat, in dependentda de volumul
reagentului si pH-ul mediului reactant. S-a determinat variatia concentratiei in functie de timp,
precum si In dependenta de volumul reagentului addugat. Valori maxime au fost obtinute la
adaugarea a 10 ml de acid sulfuric concentrat. Cantitdtile mai mici nu asigurau formarea
compusului, iar excesul de reagent madreste timpul de interactiune. Totodata, in procesul
cercetarilor s-a determinat, cd odatd cu marirea volumului de acid sulfuric concentrat, pH-ul
mediului reactant se deplaseaza spre cel acid: valoarea lui scade direct proportional cu volumul
reagentului. Astfel, s-a determinat ca valorile maxime ale concentratiei Azitromicinei in
compusul complex se obtin la Ph 1,0, ceea ce corespunde volumului optim stabilit de 10,0 ml de
acid sulfuric concentrat. Fluctuatiile absorbantei compusului complex se micsoreaza peste circa
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20 min dupa adaugarea reagentului, iar peste 30 min se obtin valori constante (fig. 3, curba 3 -

linia neintrerupta).

Fig. 3 Stabilitatea in timp a compusului colorat in functie de volumul
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Pentru determinarea intervalului de concentratii in domeniul céruia se respectd legea
absorbantei a fost construitd dependenta absorbantei de concentratia Azitromicinei pentru o serie
de solutii standard (fig. 4).
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Fig. 4 Curba de etalonare a compusului colorat Azitromicina — acid sulfuric conc.

S-a stabilit, ca domeniul de liniaritate este cuprins in intervalul de concentratii de la 15
pg/ml pina la 50 pg/ml. Pe baza curbei de etalonare a fost calculatd valoarea absorbantei
specifice a compusului complex A" =155.

lem

Tinind cont de factorii elucidati, a fost elaborata tehnica de dozare spectrofotometrica in
VIS a Azitromicinei: 0,03 g (masa exacta) de Azitromicina se aduce intr-un balon cotat de 100
ml, se dizolva in aproximativ 70 ml de solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,0 §i se completeaza pina
la cota cu acelasi solvent (solutia A). 2,5 ml din solutia A se aduc intr-un balon cotat de 25 ml,
se adauga 10 ml (volum exact) de acid sulfuric concentrat si se aduce pind la cota cu solutie
tampon fosfat cu pH 7,0 (solutia B). Dupa 30 minute se masoara absorbanta solutiei B la
spectrofotometru, la lungimea de unda de 482 nm, in cuva cu grosimea de 10 mm, folosind in
calitate de solutie de compensare amestecul acid sulfuric concentrat - solutie tampon fosfat pH
7,0 in raport de 1:1,5. Paralel se masoara absorbanta solutiei standard de concentratia 30
ug/ml, care a fost supusa aceleiagi reactii.

Continutul Azitromicinei in substantd se calculeaza conform formulei:

X(%): A xm, ><100><25><2,5X100%
A, xm_x2,5x100x25

in care:
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Ax - absorbanta solutiei proba de analizat;

A, — absorbanta solutiei etalon de Azitromicina;

m, — masa probei de Azitromicind utilizata la prepararea solutiei etalon, g;

my— masa probei de analizat, g;

A fost efectuatd evaluarea statistica a rezultatelor dozarii Azitromicinei in substantad
pentru un prag de siguranta de 95% (Tabelul 1), care ne-a permis determinarea erorii relative a

masurdrilor: A, = 2,253%.
A fost efectuatd validarea tehnicii spectrofotometrice elaborate dupad criteriile de

repetabilitate si reproductibilitate. A fost determinata valoarea mediei globale — 98,39%; abaterea
tip relativa a repetabilitatii — 1,666%; intervalul de siguranta — 3,05%; abaterea relativa standard

(CVR) — 0,755%. Conditia de admisibilitate prevede ca o metodd poate si fie considerata
reproductivd dacd RSD si CVr < 2. Dupd cum se observa, conditia este indeplinita, deci metoda
este repetabila si reproductibila.

Tabelul 1
Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii Azitromicinei in substanta
Seria | X,% | Xmea | T s S Sx € Ax, Yo

97.86

01 99.78 | 98,03 | 3,18 | 2,777 | 1,666 | 0,962 | 3,0596 3,121
96.46
27,95 1,385

02 | 9884 | 98,74 | 3,18 | 0,555 [ 0,745 | 0,430 | 1,3678 | __
99,43 Ax =2,253%

Pentru exprimarea exactitdtii masurarilor efectuate a fost determinata oblicitatea
experimentala conform curbei de regresie, determinatd in cadrul intervalului de liniaritate
Xr/Xa*100, unde Xa reprezinta cantitatea de substanta luata pentru analiza, iar Xr — cantitatea de
substantd regasita (Tabelul 2)

Tabelul 2
Evaluarea exactitatii a metodei elaborate in intervalul de liniaritate
Determinarea Mgt, g Xa, % Xy, % Xd= | Xy - Xa | , %
1. 0,03120 104,0 99.78 2,14
2. 0,03009 100,3 97,86 0,22
3. 0,02922 97,4 96,46 3,54

Curba de regresie construita (fig.5) este practic perfect liniara, cu un coeficient de abatere
de circa 0,9996, iar oblicitatea acestei curbe este coerentd, cu o deplasare acceptabila pentru
metodele spectrofotometrice de dozare.

Tehnica spectrofotometrica elaborata a fost adaptatd pentru determinarea cantitativa a
continutului de Azitromicind in capsule operculate 0,500 g si 0,250 g: 0,04 g (masa exacta) din
continutul unei capsule de 0,500 g sau 0,05 g (masa exacta) din continutul unei capsule de 0,250
g se aduce intr-un balon cotat de 100 ml, se dizolva in aproximativ 70 ml de solutie tampon
fosfat cu pH-ul 7,0 si se completeaza pina la cota cu acelasi solvent. Solutia obtinuta se filtreaza
prin filtru de hirtie ,,banda albastra”, aruncind primele 10 ml de filtrat. 2,5 ml din solutia
filtrata se aduc intr-un balon cotat de 25 ml, se adauga 10 ml (volum exact) de acid sulfuric
concentrat §i se aduce pind la cota cu solutie tampon fosfat cu pH 7,0.
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Fig. 5 Curba de regresie Xr/Xa
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Dupa 30 minute se masoara absorbanta solutiei colorate la spectrofotometru, la lungimea de
unda de 482 nm, in cuva cu grosimea de 10 mm, folosind in calitate de solutie de compensare
amestecul acid sulfuric concentrat — solutie tampon fosfat pH 7,0 in raport de 1:1,5. Paralel se
masoara absorbanta solutiei standard de concentratia 30 ug/ml, care a fost supusa aceleiasi

reactii.

Continutul Azitromicinei in capsule se calculeazd conform formulei:

in care:

X(g)

B Axxmstx100x25><2,5xp

Ax — absorbanta solutiei proba de analizat;
A, — absorbanta solutiei standard de Azitromicina;

m, — masa probei de Azitromicind utilizatd la prepararea solutiei standard, g;

my — masa probei de analizat, g;
P —masa medie a capsulelor, g;
A fost efectuatd evaluarea statistica a rezultatelor dozarii Azitromicinei in capsule 0,500
pentru un prag de siguranta de 95% (Tabelul 3), care ne-a permis determinarea erorii relative a

masurarilor: Ax =3,020%.

- A, xm_ x2,5x100x25

Tabelul 3
Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii Azitromicinei in capsule 0,500
Seria| X,g | Xmea | T s? S Sx € Ax, %o
0,48374
0,51008 4 2 2 2
01 0.49859 0,49708] 2,78 |1,171x107|1,082x10]0,541x10] 1,50398%10 3,020
0,49592
Concluzii
1. Au fost studiati factorii ce pot influenta dozarea spectrofotometrica a Azitromicinei
(solubilitatea, volumul reagentului, stabilitatea in timp, pH-ul compusului colorat);
2. A fost elaborata tehnica de dozare spectrofotometrica a Azitromicinei in substanta si in
capsule operculate;
3. Tehnica elaboratda a fost evaluatd statistic si validatd dupa criteriile de liniaritate,
repetabilitate, reproductibilitate si exactitate;
4. Tehnica elaborata poate fi inclusa, in calitate de metoda alternativa, in proiectul DAN

pentru capsule operculate cu Azitromicina la capitolul ,,Dozare”.

431




Bibliografie

1. Balaescu C., Metode spectrofotometrice aplicate in controlul medicamentelor, Editura
medicala, Bucuresti, 1996;

2. Farmacopeea Roméana, Ed. a X-a, Editura medicala, Bucuresti, 2000;

3. Farmacopeea Europeana, £d. a [V-a, 2002,

4. Turie Tihon, Livia Uncu, Vladimir Valica, Oxana Vislouh, Roman Ciobanu,
Elaborarea metodei spectrofotometrice de dozare a metiferonului, Anale stiintifice a
USMF “Nicolae Testemitanu”, Chiginau, 2008;

5. Liviu Roman, Marius Bojita, Robert Sandulescu, Radu Oprean, Analiza si controlul
medicamentelor (vol. 1: Bazele teoretice si practice; vol. 2: Metode instrumentale in
analiza si controlul medicamentelor), Ed. Intelcredo, 2003.

PERSPECTIVE DE ELABORARE SI UTILIZARE A PREPARATELOR
MEDICAMENTOASE NOI. FLORALGHIN GEL SI FLORALGHIN UNGUENT
Liliana Rusnac, Aureliu Postolachi, Sergiu Parii, Gheorghe Dodu, Vladimir Valica

Centrul Stiintific in Domeniul Medicamentului de pe langa
USMF ,,Nicolae Testemitanu”, 1.S. S.P.B. ,,Constructorul”

Summary
Perspectives of elaboration and medical use of new drugs.
Floralghin gel and Floralghin ointment

The project of innovation and technological transfer “Implementation of Floralghin,
ointment and dental adhesive paste in medical practice” N 09.824.09.101T intends to elaborate
and place into medical use two new domestic drugs. The drugs Floralghin, ointment and dental
adhesive paste are made according to a innovative formula, on the base of standardized extracts
from medicinal plants Arnica montana, Symphytum officinalis and Matricaria chamomilla, also
Apis mellifera. The methods of extraction and processing of those new compositions and the
original formula determines the optimal therapeutic effects.

Rezumat

In cadrul proiectului de inovare si transfer tehnologic ,Implementarea in practica
medicala a produselor Floralghin, unguent si Floralghin, pastd dentara adeziva” N 9.824.09.101T
se preconizeaza elaborarea si implementarea terapeuticd a doud produse indigene noi. Produsele
Floralghin, unguent si pasta dentard adeziva sunt fabricate dupa formule originale, avand la baza
extracte standardizate si controlate in nivelul de substante active a plantelor Arnica montana,
Symphytum officinalis s1 Matricaria chamomilla, precum si Apis mellifera. Metodele de
extractie §i procesare a acestor compozitii noi, precum si formula originald asigurd obtinerea
unor efecte terapeutice scontate optime.

Medicina naturista, veche de mii de ani, cunoaste astazi o renastere in climatul modern de
interes fara precedent fatd de vindecarea naturald si de insatisfactie fatd de medicina
conventionald. Numeroase reactii adverse la medicina clasicd, inregistrate anual determind pe
bolnavi in primul rand sa caute o medicatie care sa nu le faca rau ci numai bine. De aceea
asistam 1n ultimul timp, la o crestere vertiginoasa a utilizarii plantelor medicinale si aromatice,
atat ca materii prime in industria de medicamente cat si sub forme simple traditionale chiar si In
tarile cu o industrie farmaceuticd foarte dezvoltata [4].

Tehnicile terapiei naturale s-au Tmbogatit simtitor in toatd lumea; s-au acumulat date
importante de cercetare fundamentald, s-au nuantat foarte mult metodele de individualizare, s-au
marit numarul de medici, laboratoare, farmacii, institute care lucreaza in acest domeniu. Astazi
progresele fitoterapiei depind in mare masurd de cunoasterea compozitiei chimice a produsului
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