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Summary
The study of the metoprolol in chemico-pharmaceutical

There was elaborated the TLC method of metoprolol identification by using five develop
systems. We performed specifical identification reactions . Spectrophotometric method of
quantitative determination for metoprolol in powder and tablets of 0.05 g were elaborated, as
well as HPLC method was elaborated in order to determine the purity of substance. Usind the
analytical methods elaborated by us over the artificial biological test, there was extracted
metoprolol from biological liquids (blood plasma, urine). Having considered the elaborated
methods as specific and reproductive they are recommended for the study of metoprolol in
biological liquids.

Rezumat

Au fost aplicate reactii de identificare, cromatografia in strat subtire, utilizind doua sisteme
de solventi. Am utilizat metoda spectrofotometrica pentru identificarea si dozarea metoprololului
in pulbere si comprimate de 0,05 g. Spectrometria in IR s-a folosit cu scopul determinarii
structurii chimice ale preparatulului, precum si metoda HPLC de identificare in pulbere. Am
determinat conditiile optime de extractie a substantei in probe biologice “in vitro”. Dat fiind
faptul, cd metodele folosite sunt specifice si reproductive ele se recomandd pentru studierea
metoprololului in lichide biologice.

Actualitatea temei

In prezent bolile cardiovasculare detin intdietatea in ceea ce priveste frecventa mortalitatii .
Ele reprezintd maladiile varstei inaintate, dar in ultimii ani afecteaza populatia din ce in ce mai
tinard. Metoprololul (#)-1-(izopropilamina)-3-[para-(metoxietil)fenoxi]-2-propanol)tartrat se
utilizeazd pe larg in medicind in tratamentul bolilor cardiovasculare. Este un [-blocant
cardioselectiv ce scade influienta simpatica asupra inimii, astfel reduce numarul §i intensitatea
crizelor anginale, reduce mortalitatea de infarct miocardic si previne aritmiile cardiace toate
acestea duc la inbunatitirea si prelungirea vietii bolnavilor cardiovasculari. In anumite conditii
preparatul posedi efecte adverse si toxice . In acest context prezinti un interes deosebit studiile
metoprololulului in lichide biologice in cazul intoxicatiilor.

Obiectivele lucrarii

De a efectua studiul in vederea determinarii metodelor chimice si fizico-chimice de analiza
de identificare si dozare a metoprololului, care ar putea fi aplicate §i in urma extragerii din
lichidele biologice.

Mareriale si metode de cercetare

In cadrul cercetirilor s-a folosit metoprolol in substanti pura si in comprimate. Am utilizat
plasma sanguind si urina ca lichide biologice. Au fost aplicate metode chimice si fizico-chimice
de analiza. In investigatii experimentale, ca reagenti s-au utilizat: cloroformul, acidul sulfuric,
alcool etilic 96%, acidul clorhidric, hidroxid de sodiu si hidroxid de amoniu, care au fost cu grad
de puritate ,,pur pentru analiza’’si ,,chimic pur”.

In vederea aplicarii reactiilor microcristaloscopice sti metoda chimici de identificare a
metoprololului dupa forma cristalelor — produsele reactiilor cu reactivii corespunzatori. Forma
cristalelor deseori depinde de conditiile procesului de cristalizare, de exemplu de concentratia
solutiei de cercet , prezenta impuritatilor, pH-ul mediului, temperatura, timpul de cristalizare.
Aplicarea microcristaloscopiei ne da posibilitate sa determindn cu exactitate identitatea
substantei si totodata specificitatea ei. Dat fiind faptul, cd reactiile microcristaloscopice sunt de
importantd toxicologicd, am determinat metodica de obtinere a microcristalelor cu acid picric,
reactivul Dragendorff, clorura de cadmiu, sulfat de hidrargiu si iodura de cupru. Caracterul
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specific al metoprololului in microcristaloscopie s-a elucidat in urmatorul procedeu: pe lamela de
sticla se depune o picaturd de solutie cloroformica de metoprolol de 0,01% , care se evapora la
sec, deasupra se picura reactivul. Dupa uscare apar cristale caracteristice.

Aceste reactii se studiaza mai intai pe substantd purd, apoi se aplica in extrasul organic din
materialulu biologic[4,5,7].

Pentru identificarea metoprololului am aplicat metoda CSS folosind placi de silicagel G. S-
au utilizat doud sisteme de solventi: benzen- n-hexan-alcool etilic 96% (3:5:5); cloroform-
metanol-hidroxid de amoniu 25% (80:15:2), pentru care s-a determinat valoarea Rf egala cu 0.46
si respectiv 0,56. Ca relevant am utilizat reactivul Dragendorft.

Metodica: 0,05 g de metoprolol se dizolva in 100ml cloroform (solutia A). Din silutia A
ludm 1 ml si dizolvdm in 10 ml cloroform (solulutia B) . Pe linia de start a placii se aplica 2pl
solutie B, placa se introduce in camera de cromatografiere si se cromatografiaza ascendent in
sistemul de solventi corespunzatori, cand frontul de solventi va parcurge 2/3 din lungimea totala
a placii cromatografice, placa se scoate din vas, se usuca la aer §i se pulverizeaza cu reactivul
Dragendorff sau se prelucreaza cu vapori de iod. Spoturile de metoprolol se coloreaza in galben-
cafeniu. Se determind valorile Rf. Sensibilitatea reactieieste de 10 pg/ml. Metoda poate fi
aplicata la cercetarea metoprololului in extrasul organic din lichidele biologice.

Pentru determinarea identitatii s-a aplicat spectrometria In IR - este 0 metoda moderna ce
se caracterizaza printr-o informatie mai multilaterala despre structura chimica a substantei
medicamentoase. Ea ne permite identificarea omologilor aceleiasi clase, care prin altd metoda nu
se se pot diferentia. Spectrul in IR al metoprololului s-a inregistrat cu ajutorul aparatului
“SPECORD 75-IR”, in intervalul 400-4000 cm 1, suspensie 1n ulei de vazelina (0,05 metoprolol
si 5 picaturi ulei de vaselind). Vibratiile intensive s-au inregistrat in regiunile 1297 cm’-
corespund grupei OH si C-O ; cele din 1545-1576 cm-'— corespund gruparilor C-H al inelului
benzenic; iar din 1600 cm™ si 1639 cm’'- caracterizaza prezenta inelului benzenic (gruparile
carbon-carbonice asimetrice) si 690 cm™'- caracteristice pentru grupa NH.

In studiul nostru am aplicat reactii de identificare cu sirurile ionilor de potasiu, obtindndu-
se un precipitat alb , cu clorura de fier s-a obtinut un compus complex rosu. Am efectuat reactie
de formare a azocolorantului- rezultatul este un compus complex portocaliu.

Metodica: mai intdi am efectuat hidroliza acidd a metoprololului apoi am adaugat
azoreactivul (streptocida cu nitrit de sodiu) si B-naftol in urma careia se formeaza azocolorantul.

Metoda de identificare si apreciere a subsrantelor medicamentoase bazata pe compararea
cu spectrele substantelor de referintd sub aspectul analizei structurale este spectrofotometria de
absorbtie Tn UV. Astfel pentru identificarea metoprololului s-au inregistrat spectrele de absorbtie
in intervalul lungimelor de unda 222-276 nm.

Pentru aceasta 0,05 g de metoprolol se trece intr-un balon cotat cu capacitatea 50ml, se
adauga 10 ml acid clorhidric, etanol, hidroxid de sodiu sau cloroforrm si se agitd pana la
dizolvarea completa si se aduce la cota (solutia A). Se ia 1 ml solutie A si se trece in alt balon
cotat cu volum 100 ml si se aduce cu solvent corespunzator pana la cota (solvent B). Spectrul de
absorbtie al metoprololului in acesti solventi are urmatoarele maxime de absorbtie: astfel, in
solutia de alcool etilic are maximul la lungimea de undd 224 nm, al solutiei cloroformice
maximele se Tnregistreaza la 276 nm, in hidroxid de sodiu- la lungimea de unda 225 nm, iar cel
in acid clorhidric- la lungimea de unda 222 nm.

Pentru lucru de mai departe s-a determinat curba de calibrare, unde acest maxim a fost ales
ca lungime de undd analiticd pentru determinarea metodei de dozare a metoprololului in
substantd, comprimate si dupa extragere din lichidele biologice [1,3,6].

Preventiv s-a cercetat dependenta absorbantei de concentratia metoprololului. Pentru
aceasta 0,01 g metoprolol , substanta pura, se introduce intr-un balon cotat cu capacitatea de 50
ml, se dizolva in cloroform si se completeaza pana la cota (solutia A 0,02%). 10ml solutie A se
plaseza 1in 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 pg /ml. Din solutia B se pregatesc o serie de
solutii cu concentratiile corespunzatoare: 5; 10; 15; 20; 25; 30 pg/ml. Se citeste absorbanta
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acestor solutii la lungimea de unda 276 nm, in cuva cu drumul optic de 10 mm. in calitate de
solutie de referintd se utilizeaza cloroformul. In baza acestor date s-a construit graficul
absorbantei in functie de concentratia metoprololului in solutie de cloroform. Din curba de
etalonre a metoprololului reiese, ci legea Bouguer Lambert- Beer se respecti in intervalul de
concentratie 0,1-30 pg/ml de metoprolol. Pe aceasta baza s-a elaborat tehnica de lucru pentru
dozarea spectrofotometrica in pulbere si comprimate. Eroarea relativd a metodei determinarii
cantitative in comprimate nu depaseste + 0,3 % .

In continuare am aplicat metoda cromatografiei lichide de performanti inalta (HPLC),
folosind coloana Lichrosorb 100P-8. Conditiile: faza mobila A :B: C (acetonitril-acid
fosforic(0,025 v /v)- sol tampon trietilamina (60:25:15), rata curentului 0,6 ml/min, detectia s-a
efectuat in UV la A= 229 nm.

Nota: Prepararea sol tampon TEA: 9ml acid fosforic conc. i 10 ml trietilamind, apa pana
la 900ml,se aduce la pH 3,4 cu acid fosforic diluat si se completeaza cu apa pana la 1 litru.
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Fig.1. Spectrul de absorbtie al solutiei de metoprolol in cloroform.
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Fig.2. Spectrul de absorbtie al solutiei de Fig.3. Spectrul de absorbtie al solutiei de
metoprolol in hidroxid de sodiu 0,1mol/l metoprolol 1n acid clorhidric 0,1mol/l

In continuare am determinat metoda de izolare a metoprololului din lichidele biologice cu
apd acidulata acid sulfuric si acid tricloracetic 30%. Substanta activa se extrage din mediul bazic
la pH 10,0-11,0 (NH40OH).
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Fig.4. HPLC. Cromatograma metoprololului.

Concluzii
Aplicand metoda spectrofotometrica s-a stabilit maximul de absorbtie al metoprololului in
diferiti solventi: astfel, spectrul de absorbtie al metoprololului in solutie de alcol etilic are
maximul de absorbtie — la lungimea de undd 224 nm; similar spectrul de absorbtie al solutiei
cloroformice de metoprolol la 276 nm si spectrul de absorbtie al solutiei de metoprolol in acid
clorhidric 222 nm, iar in hidroxid de sodiu - la lungimea de unda 225 nm. S-au stabilit conditiile
de indentificare prin metoda cromatografiei pe strat subtire si HPLC. S-au efectuat reactii
microcristaloscopice caracteristice pentru metoprolol si spectrometria in IR. S-a determinat
metoda de izolare si extragere a metoprololului la pH 10,0 — 11,0.
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