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Summary
Paracetamol Study in the Biological Liquids

We used Paracetamol phisico-chemical methods in the pure substance for its analysis in the
blood plasma. The identification FeClI3 reaction, Nessler reagent, Liebermann. Chromatography
on the thin layer in the ethylacetate-metanol-ammonia 25 % (85:10:5) there were used. FeCl; is
used as an eluent, obtaining Rf = 4.5 cm. There was used UV spectrophotometric method in the
hydroxide for identification obtaining maximum absorption on 244 and 258 wave lengths pH =
3,0 value of the extraction medium with chloroform organic extragent, as well as HPLC method
was elaborated in order to determine the purity of substance.

The used methods where applied according to chemico-toxicological analysis conditions of
Paracetamol in the biological liquids.

Rezumat

Am aplicat metode chimice si fizico-chimice de identificare a paracetamolului in substata
purd si plasma sanguind. Am folosit reactiile de identificare cu FeCls, r-vul Nessler, reactia
Liebermann. Am aplicat cromatografia pe strat subtire 1n sistemele de solventi etilacetat-
metanol-amoniac 25% (85:10:5). Ca developant am folosit clorura de fier (III), obtinand un
Rf=4,5cm. Deasemenea am aplicat metoda spectofotometrica UV in acidul clorhidric si hidroxid
de sodiu obtinand maxime de absorbtie la lungimea de unda 244 si 258 nm respectiv. S-a
determinat valoarea pH=3,0 a mediului de extractie cu extragentul organic cloroform., precum si
metoda HPLC de identificare in substanta.
Metodele folosite corespund conditiilor de analizd chimico-toxicologicd a paracetamolului in
lichidele biologice.

Actualitatea temei

Paracetamolul (para-acetil-amino-fenol) este un preparat cu actiune analgezica, datorita
inhibarii sintezei prostaglandinelor si antipiretica, actionand la nivelul centrului termoreglarii din
hipotalamus. Posedand o excelenta biodisponibilitate dupa administrarea orala.

Dupa administrare, 80-90% este metabolizat in ficat prin conjugare, rezultand glucurono-
(cea mai mare parte) si sulfoconjugati, excretati apoi in urind. O micd fractiune ia calea
citocromului P450 din mitocondriile hepatice, fiind sursa unui metabolit foarte toxic, deoarece
implica formarea unui component intermediar, produs de oxidare (acetilimidoquinona) care este
rapid inactivat prin conjugare cu glutation si eliminat in urina.

In caz de supradozare ciile de inactivare prin sulfo- si glucurono-conjugare se satureaza si
astfel se recurge la calea oxidativa a citocromului P450. Metabolitul intermediar, toxic datorita
gradului mare de reactivitate este rapid conjugat cu glutation. Rezervele hepatocelulare de
glutation se epuizeaza in intoxicatiile masive sau in cazul insuficientei hepatice, si astfel
produsul intermediar N-acetilimidoquinona libera difuzeaza in citoplasma hepatocitelor,
ajungand sa reactioneze ireversibil cu glicoproteinele membranare, ajungandu-se la citolizd, cu
necroza hepatica generalizata si implicit insuficientd hepatica (fig. 1).

Deci mecanismul de toxicitate a paracetamolului constd in epuizarea rezervelor hepato-
celulare de glutation care duce la citolizd cu necroza hepaticd. Semnele unei intoxicatii apar la
doze foarte variate, incepand cu 5-8 g, in cazul copiilor dozele periculoase pot fi mult mai mici. [
4,5,6, 8]

Obiectivele lucrarii

In legitura cu cresterea intrebuintarii preparatelor medicamentoase, se mareste necesitatea
aplicarii metodelor mai informative In analiza acestora. Studierea legitatilor repartizarii
substantelor in organism deasemenea solicitd metode de examinare rapide si sensibile.
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Scopul lucrdrii constd in stabilirea metodelor de identificare si dozare a Paracetamolului
(Acetaminofen, para-acetil-amino-fenol), precum si a metodelor de izolare a acestuia din
materialul biologic.
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Fig.1. Biotransformarea Paracetamolului
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Materiale si metode de cercetare

In cadrul cercetrilor s-a folosit paracetamol substanta purd, comprimate de 500 mg. A fost
folositd plasma sanguind si urina ca lichide biologice. Au fost aplicate metode chimice de
analizd. Rezultatele au fost prelucrate dupa criteriul student. In investigatiile experimentale ca
reagenti s-au utilizat clorura de fier (III), formand o coloratie albastra-violeta, r-vul Nessler, ce
formeazd coloratie galbena, reactivul Liebermann — coloratie violeta, etilacetat, metanol,
amoniac 25% , acidul clorhidric, hidroxid de sodiu, cloroform care au fost cu grad de puritate
,»pur pentru analiza” si ,,chimic pur”. [1, 2]

Pentru identificarea paracetamolului am aplicat metoda CSS folosind placi cromatografice cu
continut de silicagel G. S-a utilizat sisteme de solventi etilacetat-metanol-amoniac 25%
(85:10:5), metanol:amoniac 25% (100:1,5), pentru care s-a determinat valoarea Rf =4,5; 9,5. Ca
developant am folosit clorura de fier (III).

0,01 g de paracetamol se dizolva in 100 ml cloroform (solutia A). Din solutia A ludm ul ml si
dizolvam 1n 10 ml cloroform (solutia B). Pe linia de start a placii se aplica 2 pl solutie B, placa
se introduce 1n camera de cromatografiere si se cromatografiaza ascendent in sistemul de
solventi corespunzator, cand frontul de solventi va parcurge 2/3 din lungimea totald a placii
cromatografice, placa se scoate din vas se usuca la aer si se pulverizeaza cu solutie de clorura de
fier (III). Spoturile de paracetamol se coloreaza in albastru-violet. Se determind valorile Rf.
Sensibilitatea rectiei este de 10 pg/ml. Sensibilitatea metodei ne da posibilitate de a o aplica in
extrasul organic din lichidul biologic cu continut de paracetamol. [10]

Metoda de identificare si apreciere a substantelor medicamentoase bazatd pe compararea
cu spectrele substantelor de referintd sub aspectul analizei structurale este spectrfotometria de
absorbtie in UV. Astfel pentru identificarea paracetamolului sau inregistrat maximele de
absorbtie la lungimile de unda 244 si 258 nm la valoarea pH=3,0 a mediului de extractie cu
extragentul organic cloroform (fig. 2). [9]

Pentru identificarea paracetamolului in substantd am aplicat metoda spectroscopiei IR, care
ne ofera posibilitatea sd primim o informatie completd despre structura si compozitia
moleculelor in substantd. Prezenta benzelor de absorbtie caracteristice spectrului IR corespund
oscilatiilor anumitor grupe functionale.* In cele din urmi cu ajutorul aparatului ,,Specord 75” in
intervalul 400 — 4000 cm™1 am obtinut spectrul paracetamolului in suspensie de ulei de vaselina
(KBr). Principalele benzi de absorbtie au fost identificate in intervalul lungimilor de unda 1506,
1657, 1565, 1263, 1227, 1612,cm-' (fig. 3). [7]
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Conform structurii chimice paracetamolul este un compus ionic, ne-am propus sa folosim
posibilitatea de anlizd prin metoda cromatografiei lichide de inaltd performanta (HPLC), folosind
o coloana Lichrosorb C18 RP (150 x 4,0mm), marimea particulelor 3 pm; Am utilizat ca eluent
amestecul faza mobild — apa — acetonitril 50:50; t* 25° C; lungimea de undd 313 nm.

Izolarea si extragerea paracetamolului in lichide biologice (in vitro)

S-a studiat procesul de izolare al paracetamolului in lichide biologice cu apa acidulatd cu
acid sulfuric 10% si acid tricloracetic 30%.

La 4 ml plasmd sanguina se adaugd 3 ml solutie alcoolica de paracetomol 0,1 %, se lasd pe
24 ore. Apoi acidulam cu solutie de acid sulfuric 10 % péana la pH 2,0-2,5 (hartia de indicator
universald). Amestecul se lasa pe 1-2 ore, agitdndu-se periodic, apoi se adugd 3 ml solutie de
acid tricloracetic 30 %, se agita si se centrifugheaza timp de 10 min (5000 rot/min). Centrifugatul
se separd, iar reziduul inca de 2 ori se prelucreaza cu solutie de acid sulfuric 0,02 mol/l sub
controlul pH 2,0-2,5 si din nou se centrifugheaza. Centrifugatele se unesc si se filtreaza. Apoi se
extrage cu cloroform de 3 ori cate 5 ml. Extractiile cloroformice se unesc si volumul se aduce
pana la 20 ml.

In extractul cloroformic se determini continutul de paracetamol prin metoda
spectrofotometriei UV. Pentru aceasta extrasul cloroformic se spectrofotometreaza, citindu-se
absorbanta solutiei la lungimea de unda 265 nm in cuva cu drumul optic de 10 mm. In calitate de
solutie de referintd se utilizeaza cloroformul. Paralel se anlizeaza proba cu solutie paracetamol
standard.

Prepararea solutiei standard 0,05 g (masa exactd) paracetamol, substantd de referinta, se
trece cantitativ int-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml, se dizolva intr-un volum de 10 ml si
se aduce la cota cu acelasi solvent (sol. A). 1 ml solutie A se plaseazd in alt balon cotat cu
capacitatea de 50 ml si volumul se completeaza pana la cota cu acelasi solvent (sol. B). 1 ml
solutie B contine 10 pg paracetamol. [3]

Concluzii

S-a facut o analizd bibliograficd in ceea ce priveste metabolismul medicamentelor in
organismul uman. S-au determinat metodele chimice de identificare a 4-(Acetilamino)fenol in
substantd pura si dupa extractie din materialul biologic. Aplicind metoda spectrofotometria s-a
stabilit maximul de absorbtie al paracetamolului in acidul clorhidric si hidroxid de sodiu
obtinand maxime de absorbtie la lungimea de unda 244 si 258 nm respectiv. S-au stabilit
conditiile de identificare prin metoda CSS si HPLC. S-a determinat metoda de izolare si
extragere a paracetamolului la pH 2,0-2,5.
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