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Summary
The study of the alprazolam in the chemico-toxicological analyses test

There was elaborated the TLC method of alprazolam identification by using of five
develop systems, spectrophotometric method of quantitative determination for apprazolam in
powder and tablets of 0.001 g were elaborated, as well as HPLC method was elaborated in order
to determine the purity of substance.Using the analytical methods elaborated by us over the
artificial biological test there was extracted alprazolam from biological liquids (blood plasma,
urine). Having considered the elaborated methods as specific and reproductive they a
rerecommended for the study of alprazolam in biological liquids.

Rezumat

A fost elaboratd metoda cromatografiei pe strat subtire de identificare a alprazolamului,
utilizand 2 sisteme de solventi, metoda spectrofotometricd de dozare in pulbere si comprimate
0.001 g, precum si metoda HPLC de identificare in pulbere. Aplicind metodele analitice
elaborate de noi la probele biologice ,,in vitro” s-a efectuat extractia alprazolamului din lichidele
biologice. Dat fiind faptul, cad metodele folosite sunt specifice si reproductive ele se recomanda
pentru studierea alprazolamului 1n lichidle biologice.

Actualitatea

Tranchilizantele au devenit la noi in tard drogul numarul doi, dupd alcool probabil
datoritd faptului ca faciliteazd depasirea situatiilor neplacute si a stresului de la locul de munca
sau din mediul familial, amelioreazd senzatiile de fricd de neliniste si de frustare si permit
relaxare fizicad si psihica. Pentru izolarea, identificarea si dozarea din materialul biologic,
literatura ne propune numeroase metode pricipiile carora au fost utilizate in aceasta lucrare.
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Obiectivele

De a efectua studiul in vederea determinarii metodelor de izolare, extractie si de
purificare, precum si metodele de analizd in UV, cromatografia pe strat subtire (CSS) si
cromatografie de inalta performantd (HPLC).

Mareriale si metode

In cadrul cercetirilor s-a folosit alprazolam in substanti puri. Am utilizat plasma
sanguina si urini ca lichide biologice. In lucrare am aplicat metode fizico-chimice de analizi. Ca
reagenti s-au utilizat: cloroformul, acidul oxalic 10%, alcool etilic 96%, acidul tricloracetic, care
au fost cu grad de puritate ,,pur pentru analiza” si ,,chimic pur”.

Alprazolamul este un compus triazolobenzodiazepinic sub forma de pulbera alba sau alb
cu nuantd galbuie, cristalind, practic insolubil in apa, usor solubil in cloroform, metilenclorid,
putin solubil in acetona si etanol 96%. Prezintd polimorfizm.

Metoda de identificare si apreciere a substantelor medicamentoase bazatd pe compararea
cu spectrele substantelor de referintd sub aspectul analizei structurale este spectroscopia de
absorbtie In UV. Astfel pentru identificarea alprazolamului s-au inregistrat spectrele de absorbtie
in intervalul lungimilor de unda 220-350 nm.

Pentru aceasta, 0,025 g alprazolam se trece Intr-un balon cotat cu capacitatea 25 ml, se
adaugd 10 ml acid clorhidric, etanol, hidroxid de sodiu sau cloroform §i se agitd pana la
dizolvarea completa si se aduce la cota cu solventul corespunzator - solutia A. Se ia 1 ml solutia
A si se trece in alt balon cotat cu volumul 100 ml si se aduce cu solventul corespunzator pana la
cota, solutia B. Se citeste absorbanta solutiei B peste fiecare 2 nm la spectrofotomertru, in cuva
cu grosimea stratului de 1 cm in intervalul lungimii de unda 220-350 nm. Spectrul de absorbtie a
solutiei de alprazolam (10pg/ml) 1n acesti solventi are urmatoarele maxime de absorbtie: astfel,
spectrul de absorbtie al solutiei cloroformice de alprazolam are maxim de absorbtie la lungimea
de unda 232 nm si un minim — la lungimea de unda 229 nm, figurile 1,2.

Pentru lucrul de mai departe s-a determinat curba de calibrare, unde acest maxim a fost
ales ca lungime de undad analiticd pentru determinarea metodei de dozare a ketotifenului in
substantd, comprimate si dupa extragere din lichidele biologice[l, 3, 6].

Preventiv s-a cercetat dependenta absorbantei de concentratia alprazolamului. Pentru
aceasta 0,01 g alprazolam pulbere (masd exactd) se plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea de
50 ml, se dizolva in cloroform si se completeaza pana la cota (solutia A 0,02 %). 10 ml solutie A
se plaseaza 1n alt balon cotat cu capacitatea de 50 ml si se aduce cu cloroform pana la cota
(solutia B 0,004 %). Concentratia solutiei B este de 40 ng/ml. Din solutia B se pregatesc o serie
de solutii cu concentratiile corespunzatoare: 5; 10 ; 15 ; 20 ; 25 ; 30 pg/ml. Se citeste absorbanta
acestor solutii la lungimea de undi 232 nm, in cuva cu drumul optic de 10 mm. In calitate de
solutie de referintd se utilizeazd cloroformul. In baza acestor date s-a construit graficul
absorbantei in functie de concentratia alprazolamului in solutie de cloroform. Din curba de
etalonare a alprazolamului reiese, cd legea Bouguer Lambert-Beer se respectd in intervalul de
concentratie 0,1- 30 ug/ml de alprazolam. in aceasti bazi s-a elaborat tehnica de lucru pentru
dozarea spectrofotometricd in pulbere si comprimate. Eroarea relativd a metodei determinarii
cantitative n comprimate nu depaseste + 0.98 %

Pentru efectuarea izolarii, la 4ml plasmd se adaugd 2ml solutie alcoolica 0,02%
alprazolam, se lasa 24 ore, apoi se aciduleaza cu acid oxalic 10% pind la un pH=2,5 (hirtia
indicator universald). Amestecul se lasd pentru 2 ore, agitindu-se periodic, apoi se adaugd 3ml
acid tricloracetic 30%, se agitd si se centrifughezd timp de 10 minute(5000 rotatii/min).
Centrifugatul se separd, iar reziduul inca 2 ori se prelucreaza cu acid oxalic (pH=2,5) si din nou
se centrifugheaza. Centrifugatele se unesc si se filtreaza. Se verificd valoarea pH-ului, care
trebuie sa fie egal cu 2,5. Centrifugatul se extrage cu cloroform de 3 ori cu cite 10ml si
extractiile cloroformice se unesc.

In continuare in extractul cloroformic se determina continutul de alprazolam prin metoda
spectrofotometricd UV. Pentru aceasta, 4ml de extract cloroformic se plaseaza intr-un balon
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cotat cu capacitatea de 10ml, volumul se aduce cu cloroform la cota si se citeste absorbanta la
spectrofotometru la lungimea de undd 233nm, in cuva cu drumul optic 10mm. In calitate de
solutie de referinta se utilizeaza cloroformul. Paralel se analizeazd proba cu solutie alprazolam-
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Aceeasi procedura a fost utilizata si la analiza alprazolamului din urind, spectrul caruia este
reprezentat in fig. 2

0,400 _
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10

0,05

233,42

0,000

220,0

Fig.2.Spectrul

230

240

250
nm

extractia

260

270

280,0

UV  dupa cu cloroform din urina

In comtinuare ne-am decis sd folosim posibilitatea de analizd prin metoda
cromatografiei lichide de performanta inalta (HPLC), folosind o coloana Lichrosorb C18

RP (4,6 x 250 m
mobila amesctec

m), marimea particulelor 5 pm; Am utilizat ca eluent amestecul faza
format din tampon fosfat ph 6,0+0,05, acetonitril si tetrahidrofuran

(60:35:5); (la pH 4 - acid fosforic); Acesti eluenti poseda inaltd transparentd in regiunea
UV si nu contin impuritdti, care s-ar detecta in UV prin picuri nedorite. Prezenta acidului
in faza mobild (pH 4) imbunatateste conditiile de cromatografiere a acizilor carbonici.

Conditiile de lucru

: faza mobila A :B: C trietilamind-acid fosforic-apa (0,15:0,25:530), rata

curentului 0,6 ml/min, detectia s-a efectuat in UV la A= 254 nm O alta metoda utilizata in
studiu este cromatografia lichidd de inaltd performantd HPLC.
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Fig.3.HPLC. Cromatograma alprazolamului

Concluzie

In aceasti lucrare am relevat studiul asupra metabolismului alprazolamului precum si am
enumerat cauzele aparitiei efectelor adverse la administrarea dozelor terapeutice de medicament.
De asemeni, am determinat metoda de izolare si conditiile optime de extractie a substantei active
din lichidele biologice, precum si dozarea, aplicind metoda de spectrofotometricd in UV si
cromatografia de Tnaltd performantd. Pentru dozarea alprazolamului in produse farmaceutice si
lichidele biologice s-a aplicat: spectrofotometria in regiunea UV. Pentru izolarea alprazolamului
din plazma sanguind am folosit metoda de izolare cu acid oxalic si acid tricloracetic. Prin
aplicarea acestei metode de analiza din plasma s-au izolat 52,14 % alprazolam. Pentru izolarea
alprazolamului din urind se propune aceeasi metodd de izolare cu acid oxalic. Prin aceasta
metoda alprazolamul se extrage din urind in cantitate de 47,10 %.

Bibliografie

1. Baloescu C, Curea E. Contolul medicamentelor - Bucuresti: Ed. Didacticd i pedagogica,
1983. p.129 — 130.

2. Cotelea T. Teza de doctor “Investigatii chimico — toxicologice asupra cinarizinei si
clonidinei”. Chiginau, 2002, .208p.

3 Bodoga B., Maria Virginia Coman . Cromatografie pe strat subtire — Bucuresti: Ed.Tehnica,
1995 — 160p.

4. babuneB ®@.B. Anaponuk U.S. Iomumpusm nexapctBeHHbIX BemecTB Kumunnes LltuuHna
1981 —239c.

5. Anmenec O.M. bypakoBa T.H Bodoga B., Maria Virginia Coman. Cromatografie pe strat
subtire — Bucuresti: Ed.Tehnica, 1995 — 160p. Muxkpoxumuueckuii aHaJn3 Ha OCHOBE
kpuctanoontuuecku JII'Y.JI 1948

405



