CROATICA CHEMICA ACTA 30 (1958) 47

CCA - 113 547.943:547.775:545.1

Kvantitativno odredivanje kodeina i aminopirina u smjesama
nakon frakcioniranog odjeljivanja pomocu »kalignosta«

M. Kranjcéevi¢ v V. Broz-Kajganovié

Zavod za ispitivanje i kontrolu lijekova, Zagreb

Primljeno 6. kolovoza 1957.

U ovom radu ispitana je moguc¢nost primjene »kalignosta« za
odjeljivanje kodein-fosfata i aminopirina u smjesi, u kojoj su
zastupane obje supstancije, zatim u smjesi s fenacetinom i kofein-
natrijevim benzoatom.

Pri odredivanju potrebnih uvjeta ustanovljeno je, da se
frakcioniranim taloZenjem najprije istalozi, u alkalnom podruéju
(pH 10), kodein-fosfat, a zatim, u slabo kiselom (pH 4—5), amino-
pirin. Na ovom principu izvrSeno je mikroodredivanje kodein-
fosfata i aminopirina u spomenutim smjesama.

UVvOoD

Otkako su Wittig i suradnici! uveli u analiticku kemiju natrijev tetra-
fenilborat (skra¢eno »kalignost«, jer je sluZzio u prvome redu za odredivanje
kalija) kao novi reagens, njegova je primjena zauzela dosta Siroko podrutje
i u anorganskoj i u organskoj analizi. To su pokazali svojim radovima: Wittig?,
Raff i W. Brotz2, Flaschka3, W. Riidorff, H. Zannier, M. Kohler’, O. E. Schultz
i H. Goerner$, R. Rutkowski?, M. Pahlow® i mnogi drugi.

»Kalignost« se danas upotrebljava medutim i izvan podruéja analiticke
kemije, i to kao pomo¢no sredstvo pri izoliranju razli¢itih organskih vaZznih
spojeva, na pr.: holina i acetilholina?, radovi na ovom podruéju jos su medu-
tim u pocetnoj fazi.

U ovom radu iznosimo, kako smo pokusali primijeniti »kalignost« za kvan-
titativno odredivanje aminopirina i kodein-fosfata u smjesi, u kojoj se nalaze
obje supstancije jedna uz drugu, a onda i u takvoj smjesi, u kojoj se, uz
aminopirin i kodein-fosfat, nalaze jo§ i fenacetin i kofein-natrijev benzoat.

Primjena »kalignosta« u spomenutim slu¢ajevima s analitickog je staja-
lista zanimljiv problem, i to s dva razloga: 1. Obje supstancije taloZe se
s »kalignostom«, pa je zbog toga bilo potrebno odrediti uvjete, uz koje ¢e biti
moguce provesti odjeljivanje i kvantitativno odredivanje svake pojedine
supstancije; 2. Ovakvo rjeSenje potrebno je potraziti zato, jer dosadaSnje
metode!®, koje primjenjuju »kalignost«, odreduju spomenute supstancije samo
u Cistom stanju ili pak u smjesama, u kojima je zastupana samo po jedna
od njih.

EKSPERIMENTALNI DIO
U ovom dijelu ponajprije smo pokusali ustanoviti, da 1li postoji kakva razlika

izmedu kodein-fosfata i aminopirina u pogledu njihova vladanja prema »kalignostu«.
Ispitivanja u ovom pravcu bilo je potrebno provesti zato, $to u dosadasnjim radovima
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ne nalazimo korisnih podataka koji bi nam megli posluZiti pri odjeljivanju dviju
organskih baza, koje se taloZe s »kalignostom«. Da bi se ta razlika mogla §to bolje
uoditi, izvrSili smo odredivanje titra kodein-fosfata i aminopirina »kalignostomc.
Odredivanje je izvrSeno u vodenim rastopinama, koje u 50 ccm sadrZe oko 0.03 g
kodein-fosfata, odnosno isto toliko aminopirina, i to u 5 cem rastopine (= oko 0.003 g
kodein-fosfata ili isto toliko aminopirina). Pri odredivanju primijenjen je postupak,
Sto su ga uveli A. F. Flaschka, A. Holasek i A. F. Amin19, Pokusi su provedeni
s bezvodnim kodein-fosfatom, jer se sadrzaj kristalne vode stajanjem na zraku ne-
prestano mijenja. Obje supstancije po ¢isto¢i odgovaraju zahtjevima Ph. Jug. IL.1t
i Ph Helv. V.12,

Talozenje je izvrSeno s vodenom rastopinom »kalignosta«, koja se priprema
tako, da se na 1.000 ccm rastopine doda 0.4 cem 0.2 N AICI; rastopine, nakon cega
se profiltrira. Zbog povectanja stabilnosti rastopine postavi se pH na 6.5 —7.5.

Prema osnovnom principu, koji vrijedi opéenito za kvantitativna odredi-
vanja »kalignostom« (Wittig i Raff), odredivanje tete u dvije faze: u prvoj
se stvara kompleksni spoj ‘definiranog sastava, a u drugoj se taj kompleks
razara merkurikloridom, kod ¢ega se oslobada solna kiselina prema jednadZbi:

RNH; - HC1 + Na(BPhy) — RNHH(BPh,) + NaCl 1)
RNH>H(BPhy) + 4 HgCly + 3HO — RNHHCI + 4 PhHgCl + 3 HCl + H3BO3;  (2)

Buduéi da je za odjeljivanje kodein-fosfata od aminopirina vaZan proces
taloZenja, t.j. prva faza, poku$ali smo ispitati kakav utjecaj vrsi aktuelni aci-
ditet na tok procesa u prvoj fazi. U tu svrhu proveli smo taloZenje posebno
kodein-fosfata i posebno aminopirina u alkalnom podruc¢ju pri pH 10 i u
slabo kiselom podrucju pri pH 4—5.

Rezultate provedenih pokusa pokazuju nam tablica I. i tablica IIL

TABLICA I — TABELLE 1

Odredivanje titra kodein-fosfata pri pH 4—5 i pH 10
Titerbestimmung des Kodeinphosphats beim pH-Wert 4—5 und pH-Wert 10

Kodein-fosfat (bezvodni)

Pokus Kodeinphosphat (wasserfrei)
br. -
aga nadeno nadeno ogreska
Vellirs;) ch Eior?v‘;agage gefunden gefunden ngehler H?\IA{I ert
’ mg mg /o 9o p ;
1 3,07 3,06 99,67 — 0,33 4—5
2 3,02 2,99 99,00 — 1,00 ,,
3 3,03 3,02 99,66 — 0,34 »
4 3,04 3,02 99,34 — 0,66 »
5 3,04 3,02 99,34 — 0,66 5
6 2,00 2,01 100,50 + 0,50 10
7 2,00 1,99 99,50 — 0,50 '
8 2,00 2,03 101,50 + 1,50 '
99,81

Rezultati prikazani u tablici I. dobiveni su taloZenjem kodein-fosfata u
alkalnom (pri pH 10 pokusi 6, 7 i 8) i u slabo kiselom podruéju (pri pH 4—5).
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TABLICA II — TABELLE II

Odredivanje titra aminopirina pri pH 4—5
Titerbestimmung des Pyramidon beim pH-Wert 4—5

Aminopirin

Pokus Pyramidon
br. 1
Versuch odvaga nadeno |  nadeno pogreika H
Nr, Einwaage | gefunden gefunden Fehler HI-OWert
mg ‘ mg ! /o 9/o p
9 2,70 2,69 99,63 - 415
10 2,70 2,69 ‘ 99,63 — 0,37 5
11 2,61 2,61 ; 100,00 ¥ 0.00 "
12 2,61 2,63 ’ 100,76 + 0,76 .
13 1 2,92 2,95 ‘ 101,03 + 1,03 N
| 100,21 [

Prema nadenom titru kodein-fosfat je 99.81%-tni. Sve se pogreSke kretu
-u granicama od —1% do + 0.50%. (Pogreska od + 1.5% moZe se — prema
broju provedenih pokusa — smatrati slu¢ajnom).

Rezultati u tablici II., koji nam pokazuju odredivanje titra aminopirina,
dobiveni su u slabo kiselom mediju (pri pH 4—5). Kod 5 provedenih pokusa
pogreSke se kreéu unutar granica od — 0.37% do -+ 1.03%, a prema dobi-
venom titru aminopirin je 100.21%¢-tni. Pri taloZenju aminopirina u alkalnom
podrudju (pri pH 10) nije dobiven nikakav talog; dobiven je samo slabo opa-
lescentan muteZ, koji se javlja tek pri duljem stajanju. Nakon dva sata
stajanja zamucenje je jo§ uvijek tako slabo, da pri filtraciji ne ostavlja na
filtru nikakva taloga.

Na temelju dobivenih rezultata, koji su prikazani u tablicama I. i II., mo-
Zemo reéi, da je razlika u vladanju izmedu kodein-fosfata i aminopirina prema
»kalignostu« jasna. Ta se razlika sastoji u ovom: taloZenje aminopirina s »ka-
lignostom« tete prema jednadzbi (1) kvantitativnho samo u slabo kiselom
podruéju, pri pH 4—5, a taloZenje kodein-fosfata tece kvantitativno i u slabo
kiselom i u slabo alkalnom podruéju

‘Odjeljivanje i kvantitativno dredivanje kodeina i aminopirina u smjesi

Princip, na kojem smo pokusali izraditi metodu odjeljivanja i kvantitativnog
odredivanja obiju supstancija, sastoji se u frakcioniranom taloZenju, pri kojemu se
najprije u slabo alkalnom mediju istalozi kodein-fosfat, a zatim u slabo kiselom
aminopirin. i

Postupak. Odvagnemo to¢no oko 0.3 g aminopirina i oko 0.02 g kodein-fosfata
(bezvodnog) i prenesemo u odmjernu tikvicu od 50 ccm, te nadopunimo vodom
do marke. Od toga razredenja otpipetiramo 5 ccm rastopine (= 0.03 g aminopirina
i 0.002 g kodein-fosfata) i prenesemo u ¢asicu od 50 ccm. Dodaju¢i 0.01 N NaOH
udesimo aktualni aciditet rastopine na pH 10 (mjerenjem na pH-metru), a zatim
je ugrijemo na 70°C, te — uz neprestano mijeSanje — dodamo 0.5 ccm rastopine
»kalignosta«. Poslije toga rastopinu ostavimo da stoji dva sata pri sobnoj tempe-
‘raturi, da stvoreni talog kodein-tetrafenil-borata $to bolje koagulira. Stvoreni talog
profiltriramo kroz Goochov Aa filtar, a filtrat hvatamo u posebni predlozak.
Posudica, u kojoj je izvrSeno taloZenje i talog na filtru isperemo 2—3 puta s 3—
—4 kapi vode, vodu isiSemo tako, da talog postane gotovo suh. Filtrat i voda, kojom
je izvrSeno ispiranje, posebno spremimo, jer ¢emo u filtratu provesti odredivanje
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aminopirna. Talog na Goochovu filtru otopimo u ukupno 4 ccm acetona, tako da
tom koli¢inom najprije isperemo i posudicu za taloZenje. Acetonskoj rastopini
kodein-tetrafenilborata dodamo 1 ccm zasi¢ene rastopine HgCly; rastopinu kvanti-
tativno prenesemo u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 cem (uz upotrebu 20 ccm vode).
Nakon toga rastopini dodamo 5 ccm 0.01 N NaOH i 4 kapi metilnoga crvenila, pa
je zatim ugrijemo do vrenja. Vreloj otopini dodamo 1 ccm rastopine KJ (20%e-tne)
i, poslije ponovnog grijanja do vrenja, suvigak luZine titriramo s 0.01 N HCL

Kalijev-jodid ima zadaéu da veZe Zivu iz suviSnog HgCl: u slabo disocirani
kompleks HgJ,~, a fenil-zivin klorid u teSko topljivi spoj, kako ne bi smetali kod
titracije. .

Paralelno s glavnim pokusom provedemo i slijepi pokus, uz upotrebu istih
koli¢ina reaktiva, ali bez dodavanja »kalignosta«. Iz razlike u potrosku Kkiseline
izratunamo kolid¢inu 0.01 N NaOH, koja je potrebna za neutralizaciju Kkiseline
oslobodene reakcijom kodein-tetrafenilborata i zasi¢ene rastopine HgCls.

Filtrat, $to ga dobijemo pri odredivanju kodein-fostata i koji sadrzi amino-
pirin, prenesemo u odmjernu tikvicu od 50 cem i nadopunimo vodom do marke.
Od te otopine otpipetiramo — za taloZenje aminopirina — 5 ccm rastopine (= 0.003 g
aminopirina) i stavimo je u posudicu za taloZenje; otopinu ugrijemo na 70°C, zakise-
limo je dodavsi joj nekoliko kapi octene kiseline (1%/o-tne) i izvr$imo taloZenje na isti
natin, kako smo to proveli pri taloZenju kodein-fosfata. Dalje je postupak isti kao
i pri kodein-fosfatu, s jedinom razlikom, da acetonskoj rastopini aminopirin-tetra-
fenilborata s 1 cem zasiene rastopine HgCls, nakon prijenosa u Erlenmeyerovu
tikvicu, dodamo — u onim sluCajevima, kad se radi o koli¢inama aminopirina od
3 mg — 10 ccm 0.01 N NaOH, a kod koli¢ina manjih od 3 mg — 5 ccm 0.01 N NaOH.
Titraciju izvr§imo uz iste uvjete i na isti naéin kao i pri odredivanju kodein-fosfata.
Pri odredivanju kodein-fosfata oslobadaju se 3 HCI (kako to razabiremo iz jed-
nadzbe 1 i 2), pa je prema tome:

2.99
1 ccm 0.01 N HCl = 7 = 0.9967 mg kodeina, odnosno

3.9737

= 1.3245 mg kodein-fosfata (bezv.).

Pri izratunavanju koli¢ine aminopirina moramo, zbog vrlo slaba baziteta
aminopirina i jake hidrolize njegove soli, uzeti u obzir i onu HCI, koja se veZe na
aminopirin, jer je pri titraciji i taj dio obuhvacen. Prema tome je:

Pl

i

. 29
1 cem 0.01 N HC1 = “—Z— = (.5782 mg aminopirina.

Rezultate, koji su postignuti opisanim postupkom, prikazuje tablica IIIL.

Rezultati, koji su prikazani u tablici, pokazuju nam, da je frakcioniranim
talozenjem po opisanom postupku moguce s uspjehom izvrsiti odjeljivanje i kvan-
titativno odredivanje kodein-fosfata i aminopirina u smjesi, u kojoj se obje
supstancije nalaze zajedno. '

Odjeljivanje i kvantitativno odredivanje kodeina i aminopirina u smjest
s fenacetinom i kofein-natrijevim benzoatom

Moguénost primjene »kalignosta« ispitana je na smjesi, koja je imala ovaj
sastav: aminopirin, fenacetin aa 0.3 g, kofein-natrijev benzoat 0.1 g i kodein-
fosfat 0.02 g.

Postupak. Odvagnemo to¢no 0.72 g smjese i otopimo u 30 ccm vode., Zbog
te$ke topljivosti fenacetina filtriranjem uklonimo fenacetin, a bistri filtrat prene-
semo u odmjernu tikvicu od 50.ccm i nadopunimo vodom do marke. Od ovako
pripravljene rastopine, koja sadrzi kodein-fosfat, aminopirin i kofein-natrijev
benzoat, otpipetiramo 5 ccm (t.j. 0.03 g aminopirina i 0.002 kodein-fosfata), pa u
toj koli¢ini provedemo odjeljivanje i odredivanje kodein-fosfata i aminopirina na
isti naéin, kako je to opisano kod smjese kodein-fosfata s aminopirinom.

Rezultate provedenih pokusa pokazuje tablica IV. :

Dobiveni rezultati pokazuju nam, da se pogreSke kod odredivanja kre¢u u onim
granicama, koje su za takva odredivanja dopustene.
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TABLICA III — TABELLE III
Odjeljivanje i kvantitativno odredivanje kodeina i aminopirina u smjesi
Trennung und quantitative Bestimmung von Kodein und Pyramidon in einem
Gemisch mebeneinander

Kodein-fosfat (bezvodni) " Aminopirin
E Kodeinphosphat (Wasserfrei) Pyramidon

= 9] o o «© @ | [~} [< «

; § ad o3 | g% & 5 ) | 29 o % 5

2 B S 3 5 o 35 24 S5 g%, | SE L2

s 3 B35 3k B 0F B E g S5E | THe ¥g <

e Oma <R < ‘1 =% OH o & & [o% 00
14 2,96 2,98 100,67 +0,67 2,00 1,94 97,00 —3,00
15 3,01 3,02 100,33 +0,33 2,01 1,92 | 95,52 —4.48
16 . 2,97 2,99 100,67 +0,67 2,00 2,00 ‘ 100,00 +0,00
17 2,91 2,91 100,00 +0,00 2,00 1,95 97,50 —2,50
18 3,03 2,99 98,68 | —1,32 2,01 1,95 \ 97,01 | —2,99
19 | 3,03 2,97 98,02 | —1,98 2,01 1,9 | 97,01 —2,99
20 | 3,03 3,02 99,67 —0,33 2,01 1,96 97,51 —2,49
21 | 3,03 2,99 98,68 | —1,32 2,01 1,93 | 9602  —3,98
22 | 2,03 2,07 101,97 +1,97 3,01 2,89 | 96,01 | —3,99
23 | 2,10 2,09 99,52 | —0,48 300 | 29 | 9867 | —1,33
24 | 210 2,09 99,52 —0,48 300 | 297 | 99,00 —1,00
25 . 210 2,12 100,95 +0,95 3,00 | 298 § 99,33 | —0,67
26 | 210 2,12 100,95 +0,95 3,00 289 | 9633  —3,67
27 | 2,03 2,07 101,97 +1,97 3,00 | 289 | 9633 | —3,67
28 | 2,03 2,04 100,49 +0,49 3,00 | 295 98,53 | —1,67
29 1,97 ' 201 102,03 +2,03 300 | 294 | 9800 | —2,00

| | |

TABLICA IV — TABELLE IV .
Odjeljivanje i kvantitativno odredivanje kodeina i aminopirina u smjesi
s fenacetinom i kofein-natrijevin. benzoatom

Trennung und quantitative Bestimmung von Kodein und Pyramidon in einem
Gemisch neben Phenazetin und Koffein-Natriumbenzoat

| Kodein-fosfat (bezvodni) Aminopkirin
o i Kodeinphosphat (Wasserfrei) Pyramidon
o A 3} | . ) | i
Ea | .8 g | 5§ | g | 8 | 8 | g
35 | %s5F | SE® | gS. | @5, | ZEW | gEé¥ | 8. | E5.
£ > | OR ; R gas | AmT o@m 8 g | Ews | 8&T
30 2,00 2,01 100,50 +0,50 3,00 ! 2,97 99,00 | —1,00
31 2,060 2,01 100,50 +0,50 3,00 2,97 99,00 —1,00
32 2,00 2,60 100,00 +0,00 3,00 2,56 98,66 —1,34
33 2,00 2,07 103,50 +3,50 3,00 2,89 9633 = —3,67
34 2,00 2,00 100,00 +0,00 3,00 2,89 96.33 = —3,67
35 2,00 2,04 102,00 +2,00 3,00 2,87 95,66 —4.34
36 2,00 2,00 100,00 +0,00 3,00 2,89 96,33 —3,67
37 2,00 2,01 100,50 +0,50 3,00 2,90 96,66 —3,34
38 2,00 2,04 102,00 +2,00 3,00 2,90 96,66 —3,34
39 1 2,00 2,04 102,00 +2,00 @ 3,00 2,89 96,33 —3,67
DISKUSIJA

Rezultati provedenih pokusa pokazuju nam, da proces taloZenja, prikazan
u jednadzbi (1) pri talozenju kodein-fosfata, tete kvantitativno u alkalnom
i slabo kiselom podruéju, a pri taloZenju aminopirina samo u slabo kiselom
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podrudju. Na osnovu tih razlika provedeno je frakcioniranim taloZenjem
odjeljivanje kodein-fosfata i aminopirina u smjesi, u kojoj se obje supstancije
nalaze zajedno, kao i u smjesi s fenacetinom i kofein-natrijevim benzoatom.
Rezultati, koji su dobiveni pri ovom odjeljivanju, promatrani sa stajalista
zahtijeva, kakvi se stavljaju na ovakva odredivanja, vrlo su dobri. Ti nam
rezultati ujedno pokazuju, da se pri taloZenju uz opisane uvjete stvaraju,
s kodein-fosfatom i aminopirinom, kompleksi definiranog sastava.

Nesto veée razlike, koje su opaZene pri odredivanju aminopirina u smjesi
s kodein-fosfatom, ne mogu se pripisati koprecipitaciji aminopirina pri talo-
zenju kodein-fosfata u alkalnom mediju. Kad bi se to doista dogadalo, morali
bi rezultati za kodein-fosfat biti konstantno previsoki, a eksperimenti poka-
zuju, da nisu takvi. O&ito je, da su te pogreske nastale slucajno.

Opisana metoda na bazi frakcioniranog taloZenja pokazala se dakle
pouzdanom i toénom, a odrédivanje mozemo uspje$no izvesti s vrlo malim
koli¢inama supstancija, $to je kod ove vrste analititkog rada vrlo korisno.
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ZUSAMMENFASSUNG

Quantitative Bestimmung von Kodein und Pyramidon nach fraktionierte Trennung
mit »Kalignost«

M. Kranjéevié und V. Broz-Kajganovié

Das Grundprinzip der quantitativen Bestimmung mit »Kalignost« nach Wittig
und Rafft liegt in einer Umsetzung von »Kalignost« mit Quecksilberchlorid, wobei
die Salzsdure abgespaltet wird.

Bei der Fillung der organischen Basen (wie z. b. Pyramidon und Kodein)
wurde zuerst eine Komplexverbindung ganz bestimmter Zusammensetzung gebildet,
die dann nach der Umsetzung mit Mercurichlorid die Salzsdure abspaltet.

Bei der Fiallung von Pyramidon und Kodeinphosphat mit »Kalignost« haben
wir folgendes festgestellt:

Kodeinphosphat wird wie aus schwach alkalischen (PH 10) so auch aus
schwach sauren (pH 4—5) wisserigen Lisungen ausgefdllt, Pyramidon dagegen nur
aus schwach sauren (Tabelle I und II).

Auf Grund dieses Unterschiedes, haben wir mit Erfolg durch die fraktionierte
Fallung zuerst die Trennung und dann die massanalytische Bestimmung von Pyra-
midon und Kodeinphosphat in einer Mischung wo die beiden Substanzen zusammen
vorhanden sind (Tabelle III), und in einem Arzneimittellgemisch mit Phenazetin
und Koffein-Natriumbenzoat, durchgefithrt (Tabelle IV).

Die vorgeschlagene Methode ist zuverléssig, liefert sehr genaue Werte und
kenn mit Erfolg als eine massanalytische Mikromethode verwendet werden.
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