Tabelul 1
Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii
Dimetilfosfit- S-metilizotiuroniului in substanta
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99,99
99,98
0100 99,95 99,98 2,78 0,024 0,00058 | 0,011 0,03 0,040
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0200 99,90 99,95 2,78 0,069 0,00475 | 0,031 0,090 0,092
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0300 100,04 99,97 2,78 0,035 0,00125 | 0,016 0,044 ]
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Summary
The use of the thin layer chromatography in analysis of metiferon

The thin layer chromatography method for identification and specifically impurities
determination in substance Metiferon was elaborated. The chromatographic separation was
realized in the solvents system isopropyl alcohol — chloroform —ammoniac concentrate (4:8:1).
The elaborated method was included in MFT project of Metiferon en gross.

Rezumat

A fost elaboratd metoda cromatografica in strat subtire de sorbent pentru identificarea si
determinarea impuritatilor specifice in substanta Metiferon. Separarea cromatografica s-a
realizat 1n sistemul de solventi alcool izopropilic- cloroform- amoniac concentrat (4:8:1). Metoda
elaborata a fost inclusa in proiectul MFT pentru Metiferon en gross.
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Introducere

Bazatd pe folosirea proceselor de adsorbtie si repartitie in conditii dinamice, metoda
cromatografica poseda o eficientd inaltd la separarea amestecurilor de substante medicamentoase
cu o structurd si proprietdti apropiate, la identificarea lor si determinarea cantitativd. De aceea
aceastd metoda este folositd pe larg in analiza farmaceutica. Cromatografia pe strat subtire
(CSS), cea mai raspanditd metodd planard, este o metodad sensibild, realizatd pe un strat fin de
faza stationara. Selectarea solventului sau a amestecului de solventi pentru developare este o
etapd de importanta majora in elaborarea tehnicii de cromatografiere si este in corelare directd cu
proprietatile fizico-chimice ale substantei analizate.

Metiferonul este o substanta noud din grupul derivatilor izotioureici cu continut de fosfor,
cu proprietati vasoconstrictoare, posedd un efect antihipotensiv, marcat in conditii obisnuite si
activitate antihipotensiva inaltd pe fundalul de actiune al a; — adrenoblocantelor. Spre deosebire
de simpatomimetice nu stimuleaza sistemul simpatic, nu provoaca tahicardie, nu modifica
echilibrul acido-bazic si electrolitic, nu cauzeaza hipotensiune secundara, are actiune calmanta,
reduce temperatura corporald si necesarul de oxigen de cétre organism. Utilizarea lui este
rationald pentru prevenirea scaderii presiunii arteriale, dereglarilor hemodinamicii sistemice,
echilibrului acido-bazic si regimului de oxigenare a organismului, pentru acordarea asistentei de
urgenta in hipotensiunea arteriala acuta de geneza diversa.

Materiale si metode

S-a utilizat substanta activa Dimetilfosfit- S-metilizotiuroniu, uree si tiouree, acceptate
spre utilizare in scop medicinal. Reactivi §i solventi preparati in corespundere cu prevederile
Farmacopeei Romane, ed. X; placi cromatografice Silicagel GF2s4 51 Silufol UV-254.

Rezultate

In calitate de impurititi specifice in Dimetilfosfit- S-metilizotiuroniu este posibila
prezenta ureei si mercaptanilor (produse de degradare) si tioureei (produs initial de sinteza), fapt
confirmat $i prin cercetarile ulterioare:

NH; o
| J
CH;-S-C=NH;” "0-P(0OCH3)
Dimetilfosfit S-metilizotiuroniu
NaOH | H;0 o

I
H,N-CO-NH,+ CH;-SH + NaO - P(OCH3)

Separarea cromatograficd a Metiferonului §i a impuritatilor posibile se efectueaza pe un
amestec model, care constd din solutie apoasi 10% Metiferon si solutii 0,1% uree si tiouree. In
procesul elaborarii metodei au fost cercetate sisteme de developare cu caracter acid, neutru si
bazic. La folosirea sistemelor acide mobilitatea substantei de baza era mica, spoturile erau slab
pronuntate. In mediu neutru de asemenea apireau spoturi slab conturate. In sistemele de
developare cu caracter bazic au fost obtinute valori ridicate ale Rf-ului atat ale substantei de
baza, cat si a impuritatilor posibile. (tabelul 1.)

Pentru lucru a fost aleasd sistema de solventi alcool izopropilic-cloroform- solutie
concentratd de amoniac in raporturile 4:8:1. Cromatograma a fost privitd in lumind UV cu
lungimea de undd 254 nm, apoi s-a pulverizat cu solutia de p-dimetil-aminobenzaldehida.
Aceasta sistema de solventi a fost inclusd in proiectul MFT pentru “Metiferon” si “Solutie
Metiferon 10% pentru injectii”.

Prepararea solutiei 10% Metiferon: 1g de substantd (masa exactd) se dizolva in 10 ml
apa purificata.

Prepararea solutiei 0,1% tiouree:0,05g tiouree (masa exactd) se plaseaza in balon cotat
de 50 ml, se dizolva si se aduce pana la cota cu apa purificata.
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Tabelul 1
Rezultatele cromatografiei in strat subtire in diferite sisteme de developare

Rf

Nr. | Sistema de developare Rfuree | subst. Erfet:leo- Adnotare
de baza
1. | Alcool etilic 96% 0,27 10,45 0,70 spoturi Tmprastiate

2. | Alcool etilic-apa purificata (1:1) 0,44 10,25 0,49 spoturi imprastiate

3. | Amoniac-cloroform-propanol 0,20 | 0,51 0,48 valori apropiate ale Rf

(1:6:4)
4. ér.ri(.)g)lac—cloroform—propanol—2 0,30 | 0,60 0,49 valori apropiate ale Rf
> ér.lic.)él)lac-cloroform-p ropanol-2 0,49 | 0,52 0,86 valori apropiate ale Rf
6. | Amoniac  conc. — alcool Spoturi bine
izopropilic -cloroform- - (1:4:8) 0,2 0,75 0,35 conturate
7. | Amoniac-metilenclorura- Mobilitate redusa

propanol-2 (1:8:4) 0,52 10,09 0,62 pentru substanta

8. | Amoniac-metilenclorura- Mobilitate redusa
propanol-2 (3:1:2) 0,08 10,10 0,56 pentru substanta

9. | Alcool etilic-acetona (1:1) 0,31 0,47 0,74 spoturi Tmprastiate

10. | Trietilamina-cloroform-

propanol-2 (3:1:2) 0,43 | 0,87 0,17 spoturi impristiate

Prepararea solutiei 0,1% uree: 0,05g uree (masa exactd) se plaseaza in balon cotat de
5ml, se dizolva si se aduce pana la cota cu apa purificata.

Prepararea amestecului model: 2,5g Metiferon, cate 0,025g uree si tiouree se plaseaza in
balon cotat de 25 ml, se dizolva si se aduce pana la cota cu apa purificata.

Prepararea solutiei p-dimetilaminobenzaldehida: 0,5g p-dimetilaminobenzaldehida se
dizolva in 5 ml acid clorhidric diluat §i se amesteca cu 20 ml izopropanol. Solutia se foloseste
proaspat preparata.

Pentru aprecierea semicantitativd a continutului de impuritati, cromatografierea a fost
petrecutd in prezenta martorilor. Tehnica de lucru elaboratd da posibilitatea de a determina ureia
in limitele 0,05-1% si tiouree in limite 0,2-1%.

Tehnica de lucru: Pe linia de start a placii cromatografice “Silufol UV 254” sau Silicagel
GF»s4 se aplica cu microseringa cate 0,005 ml amestec model, solutii 0,1% tiouree si uree si
solutie Metiferon 10%. Placa se usucd la aer si se developeaza in sistemul de solventi alcool
izopropilic- cloroform - solutie concentratd de amoniac (4:8:1). Dupa ce frontul de solventi
migreaza circa 10cm de la linia de start, cromatograma se scoate, se usuca la aer 15 min i se
examineazad la lumina UV la lungimea de unda 254 nm. Pe cromatograma trebuie sa fie doua
spoturi, corespunzatoare Metiferonului substanta si Metiferonului din amestecul model.

Pentru a ne convinge de lipsa impuritatilor, placa se reveleaza cu solutie p-
dimetiaminobenzaldehidi si se incilzeste timp de 15 minute la 60°. Spoturile de uree si tiouree
se coloreaza in galben. Rezultatele obtinute sunt prezentate in cromatograma din figura 1.

Controlul utilitatii sistemului cromatografic. Sistemul cromatografic se considera util
dacd indeplineste urmatoarele conditii:

» Ja examinarea In lumind UV se observa o separare deslusitd a spoturilor de difetur si tiouree;
* pe cromatogramele solutiilor de uree si tiouree spoturile se deslusesc clar.
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Nota: 1 — amestec model; 2 — solutie de uree;
3 — solutie tiouree; 4 — solutie Metiferon
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Figura 1. Cromatograma Metiferonului in prezenta amestecului model, ureei si tioureei in
sistemul de developare alcool izopropilic - cloroform- amoniac (4:8: 1)

Concluzii

Metoda cromatografiei pe strat subtire permite determinarea prezentei impuritatilor
posibile in substanta Metiferon: a ureei in limitele 0,05-1,2% si a tioureei In limite 0,2-1%.
Tehnica de lucru elaborata a fost inclusa in proiectul MFT pentru Metiferon en gross.
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Summary
The chemical and physico-chemical methods of identification of metiferon

The new chemical component from izotioureic derivative group with phosphor content is
researched. The elaborated methods for identification will be included in normative analytical
documents of quality of this substance.

Rezumat

Este cercetat un nou compus chimic din grupul derivatilor izotioureici cu continut de
fosfor. Metodele de identificare elaborate vor fi incluse in documentele analitice de normare a
calitatii pentru aceasta substanta.
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