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Tabelul 15
Determinarea clasei de toxicitate

conform TG 423: Acute Toxic Class Method 
(OECD)

Denumirea Clasa de 
toxicitate

DL50/LD50 
mg/kg

MF 51 5    > 5000 
MF 14 5 = 5000
MF 20 5 >2000-5000 = 2500
MF 0010 5 >2000-5000 = 2500
MF 0003 4 >300-2000 = 2000
MF 22 4 >300-2000 = 1000
MF 17 3 >50-300 = 300
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Rezumat
Au fost evaluate proprietăţile fi zico-chimice ale substanţei farmaceutice noi Hiperforină de dietilamoniu, izolate 

din părţi aeriene de sunătoare. Substanţa prezintă pulbere cristalină de culoare albă cu nuanţă surie sau cremă, fără miros 
şi gust şi conţine cel puţin 97% suma sărurilor de dietilamoniu ale hiperforinei şi adhiperforinei. Este uşor solubilă în 
etanol 96% şi cloroform, solubilă în etanol 70%,  puţin solubilă în acetonitril, practic insolubilă în apă şi hexan. Se topeşte 
în intervalul de temperaturi 146-153°C. Pentru standardizare au fost elaborate metode chimice şi fi zico-chimice. Metoda 
HPLC s-a propus pentru identifi carea, dozarea şi determinarea impurităţilor înrudite. Analiza se efectuează pe coloana 
Kromasil 100 C-4, 5 mm, 100 x 4,6 mm, utilizând faza mobilă: 85% acetonitril în soluţie acid trifl uoracetic 0,05% sau 
acid acetic 0,5%, cu detecţia în UV la 274 nm. De asemenea, pentru analiza cantitativă au fost elaborate metodele spec-
trofotometrică în UV şi titrimetrică.

Cuvinte-cheie: standardizare, hiperforină de dietilamoniu, HPLC, spectrofotometrie, titrimetrie
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Summary. Standardisation of the pharmaceutical substance hyperforin diethylammonium
The physicochemical properties of a new pharmaceutical substance hyperforin diethylammonium, isolated from 

aerial parts of St. John’s wort, have been studied. The substance represents a white crystalline powder with a grey or cream 
nuance, without odour or taste, that contains not less than 97% sum of hyperforin and adhyperforin diethylammonium 
salts. It is easy soluble in 96% ethanol and chloroform, soluble in 70% ethanol, slightly soluble in acetonitrile, practically 
insoluble in water and hexane. The melting interval is 146-153°C. Chemical and physicochemical methods have been 
developed for standardisation. The HPLC method was offered for identifi cation, quantitative analysis and determination 
of impurities. Analysis is carried out on column Kromasil 100 C-4, 5 mm, 100 x 4,6 mm, using the mobile phase: 85% 
of acetonitrile in 0,05% solution of trifl uoroacetic acid or 0,5% solution of acetic acid, with UV detection at 274 nm. UV 
spectrophotometerical and titrimetrical methods have been also developed for quantitative analysis.

Key words: standardisation, hyperforin diethylammonium, HPLC, spectrophotometry, titrimetry

Резюме. Стандартизация лекарственного вещества гиперфорина диэтиламмониевой соли
Изучены физико-химические свойства новой лекарственной субстанции диэтиламмониевой соли гиперфо-

рина, выделенной из надземных частей зверобоя продырявленного. Субстанция представляет кристаллический 
порошок белого цвета с сероватым или кремовым оттенком, без запаха и вкуса и содержит не менее 97% суммы 
диэтиламмониевых солей гиперфорина и адгиперфорина. Она легко растворима в 96% этаноле и хлороформе, 
растворима в 70% этаноле, мало растворима в ацетонитриле, практически нерастворима в воде и гексане. Плавит-
ся в интервале температур 146-153°C. Для стандартизации были разработаны химические и физико-химические 
методы. Метод ВЭЖХ был предложен для идентификации, количественного анализа и определения примесей. 
Анализ осуществляется на колонке Kromasil 100 C-4, 5 мкм, 100 x 4,6 мм с использованием подвижной фазы: 85% 
ацетонитрила в 0,05% растворе трифторуксусной кислоты или 0,5% растворе уксусной кислоты, с УФ детекцией 
при 274 нм. Для количественного анализа были разработаны также методы УФ спектрофотометрии и титриме-
трии.

Ключевые слова: стандартизация, гиперфорина диэтиламмониевая соль, ВЭЖХ, спектрофотометрия, 
титриметрия

Introducere. Studiul fi tochimic al speciei Hype-
ricum perforatum L. a depistat mai multe grupe de 
compuşi farmacologic activi, fapt ce explică spectru 
larg de acţiuni ale acesteia. Printre aceste grupe se re-
găsesc derivaţii diantronici, fl avonoide, derivaţii de 
fl oroglucinol, uleiul volatil, procianidine, acizii fe-
nolici ş. a. Principalii compuşi activi ai sunătoarei se 
consideră hipericina (din grupa antrachinonilor con-
densaţi), fi ind în jur de 0,1-0,3% şi hiperforina (din 
grupa fl oroglucinonilor prenilaţi) - în jur de 2-6%  
[1]. Acest fapt s-a luat în consideraţie la standardi-
zarea produsului vegetal şi produselor extractive din 
herba de sunătoare de unele standarde de calitate - 
Farmacopeea Europeană (Ph. Eur.), Farmacopeea 
Americană (USP) ş. a. [2, 3].

Hiperforina prezintă compusul activ căruia i se 
atribuie acţiunea antimicrobiană, antidepresantă, 
antitumorală, antiinfl amatoare [4, 5] ş. a. Însă, acest 
compus se oxidează destul de uşor cu oxigenul atmo-
sferic, fapt ce duce la instabilitatea lui în procesul de 
prelucrare, precum şi în perioada de conservare a pro-
dusului vegetal ,,herba de sunătoare”, produselor ex-
tractive şi formelor farmaceutice industriale pe baza 
acestora [6, 7]. 

Soluţionarea problemei date poate consta în obţi-
nerea şi utilizarea sărurilor de hiperforină, care sunt 
cu mult mai stabile [7]. 

La Centrul Ştiinţifi c în Domeniul Medicamen-
tului, USMF ,,Nicolae Testemiţanu” a fost obţinută 
o nouă formă chimică – hiperforina de dietilamoniu 
– care, conform studiilor preliminare, este stabilă la 
păstrare. Procedeul de obţinere elaborat este relativ 
simplu şi economic şi, poate fi  implementat în indus-
tria chimico-farmaceutică [8]. 

Obiectivele lucrării. Scopul studiului a constat 
în evaluarea  proprietăţilor fi zico-chimice şi elabo-
rarea metodelor de standardizare a substanţei hiper-
forină de dietilamoniu, izolată din părţi aeriene de 
sunătoare.

Material şi metode. Substanţa farmaceutică ,,Hi-
perforină de dietilamoniu” a fost izolată din herba 
de sunătoare, colectată din fl ora spontană în faza de 
înfl orire - început de fructifi care. Substanţa de refe-
rinţă a fost obţinută din substanţa farmaceutică, fi ind 
purifi cată prin re-cristalizare din acetonitril, conform 
procedeelor descrise anterior [8]. 

La efectuarea cercetărilor fi zico-chimice au fost 
utilizate următoarele aparate de laborator: Cromato-
graf de lichide ,,Agilent 1260” cu detector UV-VIS cu 
şir de diode; spectrofotometru “Lambda 25” (Perkin 
Elmer); pH-metru Consort C861, conectat la calculator 
pentru înregistrarea curbelor de titrare potenţiometrică.

Reactivele şi solvenţii cu grad ,,pentru HPLC” au 
fost procurate de la ,,Fluka” şi ,,Sigma-Aldrich”.
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Rezultate obţinute şi discuţii. 
Proprietăţile fi zico-chimice ale substanţei ,,Hi-

perforina de dietilamoniu”
Produsul farmaceutic “Hiperforina de dietilamo-

niu” conţine cel puţin 97% suma sărurilor dietilamo-
niu de hiperforină şi adhiperforină. Raportul hiper-
forină: adhiperforină constituie în jur de 10:1 şi este 
aproape egal cu raportul corespunzător în materia pri-
mă, din care a fost obţinut produsul.

Substanţa dată, după aspectul organoleptic, pre-
zintă pulbere cristalină de culoare albă cu nuanţă su-
rie sau cremă, fără miros şi gust. Ea este uşor solubilă 
în etanol 96% şi cloroform, solubilă în etanol 70%,  
puţin solubilă în acetonitril, practic insolubilă în apă 
şi hexan.

Hiperforina de dietilamoniu se topeşte în interva-
lul de temperaturi 146-153°C, iar la răcirea ulterioară 
se formează o masă amorfă transparentă. Pierderea la 
uscare (105-110°C) constituie 0,4-0,6%, iar cenuşa 
totală – 0,02-0,06%.

Substanţa este stabilă în stare solidă păstrată în 
loc uscat, iar în soluţii se oxidează uşor cu oxigenul 
atmosferic. 

Standardizarea substanţei hiperforină de die-
tilamoniu

Pentru standardizarea substanţei farmaceutice pot 
fi  propuse metode chimice şi fi zico-chimice de analiză.

Cromatografi a de lichide de înaltă performan-
ţă (HPLC), fi ind o metodă de înaltă sensibilitate şi 
mai selectivă, poate fi  utilizată pentru identifi carea şi  
dozarea produselor vegetale, substanţelor şi formelor 
farmaceutice, precum şi în investigaţiile farmacoci-
netice. Pentru determinarea cantitativă a sării de hi-
perforină am utilizat metoda propusă anterior pentru 
produsul vegetal “Părţi aeriene de sunătoare” [9], dar 
cu unele modifi cări. Metoda în varianta fi nală se efec-
tuează în felul următor:

Prepararea soluţiei probă şi soluţiei standard
Circa 0,04 g (masă exactă) substanţă de analizat 

sau standard de lucru se dizolvă în fază mobilă, apoi 
se completează volumul până la 100 ml.  

Analiza cromatografi că
Coloana cromatografi că cu dimensiunile 100 x 

4,6 mm, umplută cu sorbent Kromasil 100 C-4, di-
ametrul particulelor 5 mm, se echilibrează cu faza 
mobilă, alcătuită din 85 părţi volum acetonitril şi 15 
părţi soluţie acid trifl uoracetic 0,05% sau acid acetic 
0,5%. Utilizarea acidului organic în loc de tampon 
fosfat exclude posibilitatea cristalizării sărurilor sau 
stratifi carea fazei mobile la concentraţii înalte a sol-
ventului organic.

Soluţia probă şi standard se injectează consecutiv 
în sistemul cromatografi c câte 10 ml. Detecţia are loc 
la lungimea de undă 274 nm (fi gura 1).
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Figura 1. Cromatogramele soluţiei probă (a) şi soluţiei 
standard (b) a hiperforinei de dietilamoniu:

1 – hiperforină; 2 – adhiperforină

Din cromatogramele obţinute se determină valo-
rile medii a ariilor picurilor de hiperforină şi adhiper-
forină (pentru soluţia standard – doar a hiperforinei).

Conţinutul cantitativ poate fi  exprimat ca suma 
hiperforinei şi adhiperforinei în recalcul la hiperfori-
nă, fi e ca conţinut sumar a sărurilor de dietilamoniu 
corespunzător. În primul caz calculele se efectuează 
conform formulei:

prst

ststpr

prst

ststpr

mS
CmS

mS
CmS

X
100100

100100
% ,

unde Spr şi Sst – valorile medii ale ariilor picurilor 
analitice pe cromatogramele soluţiei probă şi soluţiei 
standard corespunzător; mpr – masa substanţei de ana-
lizat, g; mst – masa standardului de lucru, g; Cst – con-
ţinutul hiperforinei în standardul de lucru,%.

Valoarea obţinută refl ectă conţinutul părţii far-
macologic active a moleculei şi este comod de utilizat 
în calculele cantităţilor necesare de substanţă la pre-
pararea formelor medicamentoase. În al doilea caz pi-
curile analitice se prelucrează separat în conformitate 
cu formula expusă mai sus. Conţinutul de hiperforină 
şi adhiperforină se recalculă la sarea de dietilamoniu, 
apoi se sumează. Rezultatul obţinut refl ectă mai bine 
puritatea substanţei analizate. 

Metoda HPLC elaborată poate fi  utilizată în tes-
tarea şi altor indici recomandaţi pentru substanţe far-
maceutice, conform Ph. Eur. [2]. Astfel, pentru iden-
tifi carea substanţei “Hiperforină de dietilamoniu” se 
compară corespunderea timpilor de retenţie ale picu-
rilor de hiperforină şi adhiperforină de pe cromato-
gramele soluţiei probă şi a soluţiei standard.

În cazul determinării impurităţilor înrudite se 



454 Buletinul AȘM

examinează cromatogramele soluţiei probă, obţinute 
la determinarea cantitativă. Suma ariilor tuturor picu-
rilor adăugătoare nu depăşeşte 1,0% din suma ariilor 
picurilor de hiperforină şi adhiperforină la momentul 
producerii şi 2,0% după 3 ani de păstrare în condiţii 
normale.

Spectrofotometria în UV poate fi  utilizată ca 
metodă alternativă pentru determinarea conţinutului 
sumar de hiperforină şi adhiperforină, utilizându-i 
propria absorbanţă optică. Întrucât formarea sărurilor 
duce la deplasarea şi lărgirea benzilor în spectru UV 
(fi gura 2), este necesar de reprimat ionizarea compu-
şilor determinaţi, folosind solvenţi acidulaţi. Ca ur-
mare, propunem următoarea metodă de analiză:

Figura 2. Spectrele în UV ale soluţiilor de hiperforină şi 
hiperforină de dietilamoniu (10 mg/l) în etanol 96%

Circa 0,05 g (masă exactă) substanţă de analizat 
sau standard de lucru se dizolvă în etanol 96%, ce 
conţine acid acetic 0,2% şi se aduce până la volumul 
50 ml. 2 ml soluţie obţinută se diluează până la volu-
mul 50 ml cu acelaşi solvent. Absorbanţa soluţiei pro-
bă şi a soluţiei standard se măsoară la spectrofotome-
tru la lungimea de undă 275 nm în cuva cu grosimea 
stratului 10 mm. În calitate de soluţie de compensare 
se utilizează soluţia acid acetic 0,2% în etanol 96%. 
Conţinutul cantitativ a părţii active de substanţă se 
calculează conform formulei:

prst

ststpr

prst

ststpr

mA
CmA

mA
CmA

X
50250100
10050250

(%)  ,

unde Apr şi Ast – absorbanţa soluţiei probă şi a soluţiei 
standard, corespunzător; Cst – conţinutul sumar al hi-
perforinei şi adhiperforinei (în recalcul la hiperforină) 
în mostra standardului de lucru,%. Restul  desemnări-
lor au acelaşi sens, ca şi în formula de calcul aplicată 
în metoda HPLC.

Spectrofotometria în UV poate fi  utilizată şi la 
identifi carea substanţei active după poziţiile maximu-

lui şi minimului în spectrul UV înregistrat în diapazo-
nul 215-320 nm.

Analiza titrimetrică a sărurilor de hiperforină se 
bazează pe interacţiunea bazei conjugate cu un oare-
care acid puternic, de exemplu clorhidric. Titrarea s-a 
efectuat în mediu hidro-alcoolic cu concentraţia eta-
nolului aproximativ 50%. Utilizarea concentraţiilor 
de etanol mai înalte înrăutăţesc forma curbei de titrare 
(fi gura 3), iar la concentraţii mai joase se micşorează 
considerabil solubilitatea substanţei de analizat. Din 
aceste considerente se poate recomanda dizolvarea 
probei în etanol 96%, apoi diluarea soluţiei cu apă 
până la concentraţia necesară a etanolului.
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Figura 3. Curbele titrării potenţiometrice a hiperforinei 
de dietilamoniu în soluţiile hidroalcoolice cu diferite 

concentraţii de etanol

Tehnica de lucru:
Circa 0,1 g (masă exactă) substanţă de analizat se 

dizolvă în 5 ml etanol 96%, se adaugă 5 ml apă şi se 
titrează cu acid clorhidric 0,05 M. Punctul de echiva-
lenţă se determină potenţiometric după poziţia mini-
mului derivatei de ordinul I al curbei de titrare. 1 ml 
acid clorhidric 0,05 M corespunde la 0,02684 g suma 
hiperforină şi adhiperforină în recalcul la hiperforină.

Din metode chimice de analiză poate fi  aplica-
tă reacţia la ionul de dietilamoniu.  De bază s-a luat 
metoda farmacopeică de identifi care a sărurilor de 
amoniu şi de amine volatile. Însă, având în vederea 
insolubilitatea substanţei de testat în medii apoase, ea 
a fost supusă unor modifi cări: 

Circa 0,1 g substanţă de analizat se introduce în-
tr-o eprubetă de sticlă, se dizolvă în 1 ml alcool etilic 
96%, se adaugă 1 ml soluţie hidroxid de sodiu 0,5 
M şi se încălzeşte până la fi erbere. Se percepe miros 
de dietilamină, iar hârtia indicatoare de fenolftaleină, 
preventiv umectată şi introdusă în orifi ciul eprubetei, 
se colorează în roz-violet.
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Concluzii:
Au fost evaluate proprietăţile fi zico-chimice ale 

substanţei farmaceutice “Hiperforină de dietilamo-
niu” şi elaborate metode chimice şi fi zico-chimice 
de standardizarea acesteia după indicii “Identifi care”, 
“Dozare” şi “Impurităţi înrudite”.

Metodele elaborate, cât şi alţi indici prevăzuţi de 
Farmacopeea Europeană, pot fi  incluse în documen-
taţia de normare a calităţii pentru substanţa farmace-
utică “Hiperforină de dietilamoniu”.
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Summary 
The paper presents some data about cytokine content in blood plasma of patients with autoimmune thyroiditis. A sig-

nifi cant increase in produc tion of anti-infl ammatory cytokines by peripheral blood cells was observed. It was established 
that the degree of activation of pro-infl ammatory cytokines corre sponds to the degree of the thyroid gland enlargement. 

Key words: thyroid gland; autoimmune thyroiditis; T cells; cytokines

Rezumat. Starea citokinelor la pacienții cu tiroidită autoimună 
Lucrarea prezintă câteva date despre conținutul de citokine în plasma sanguină a pacienților cu tiroidită autoimună. 

A fost observată o creștere semnifi cativă a producției de citokine anti - infl amatorii de către celulele sanguine periferice. 
S-a stabilit că gradul de activare a citokinelor pro -infl amatorii corespunde cu gradul de extindere a glandei tiroide.

Cuvinte-cheie: glanda tiroidă; tiroidită autoimună; T-сelule; citokine

Резюме. Cостояние цитокинов у больных аутоиммунным ти реоидитом 
Приведены некоторые данные о содержании цитокинов в плазме крови больных аутоиммунным тиреоидитом. 

Выявлено значительное увели чение производства противовоспалительных цитокинов клетками перифери-
ческой крови. Было установлено, что степень активации провоспалительных цитокинов соответствует степени 
увеличения размеров щитовидной железы.

Ключевые слова: щитовидная железа; аутоиммунный тиреоидит; Т-клетки; цитокины


