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Rezumat

Au fost evaluate proprietatile fizico-chimice ale substantei farmaceutice noi Hiperforina de dietilamoniu, izolate
din parti acriene de sundtoare. Substanta prezinta pulbere cristalind de culoare alba cu nuanta surie sau crema, fara miros
si gust si contine cel putin 97% suma sarurilor de dietilamoniu ale hiperforinei si adhiperforinei. Este usor solubila in
etanol 96% si cloroform, solubila in etanol 70%, putin solubila in acetonitril, practic insolubila in apa si hexan. Se topeste
in intervalul de temperaturi 146-153°C. Pentru standardizare au fost elaborate metode chimice i fizico-chimice. Metoda
HPLC s-a propus pentru identificarea, dozarea si determinarea impuritatilor inrudite. Analiza se efectueaza pe coloana
Kromasil 100 C-4, 5 mm, 100 x 4,6 mm, utilizind faza mobila: 85% acetonitril in solutie acid trifluoracetic 0,05% sau
acid acetic 0,5%, cu detectia in UV la 274 nm. De asemenea, pentru analiza cantitativd au fost elaborate metodele spec-
trofotometrica in UV si titrimetrica.
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452 Buletinul ASM

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 identification, 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 trifluoroacetic 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.
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Pe3rome. CTanaapTu3anms JeKapcTBEHHOI0 BelllecTBAa runepgopruHa AMITHIAMMOHHEBOI oM

N3ydeHs! GU3NKO-XUMHYECKUE CBOIICTBA HOBOU JIEKAPCTBEHHOH CyOCTaHIINH TUITHIIAMMOHHEBOU comnu Tutiepdo-
pHHA, BBIZICICHHON U3 Ha/J36MHBIX YacTel 3Bepo00st mpoabIpsiBIeHHOr0. CyOCTaHIMS MPEACTaBIsAET KPUCTAITHYECKIN
TIOPOIIOK OEJIOTo I[BETA C CEPOBATHIM MJIM KPEMOBBIM OTTEHKOM, 0€3 3amaxa M BKyca U COIEpXKHUT He MeHee 97% CyMMBbI
JMSTHIAMMOHHEBBIX cojell runepdopuna u anxrunepgpopruHa. OHa jerko pactBopuMa B 96% staHone u xiopodopme,
pactBopuMa B 70% 3TaHOIIE, MaIo pacTBOPHMA B allETOHUTPHIIC, TPAKTHUECKH HEPACTBOPUMA B BOJIE U TekcaHne. [ImaBuT-
cs B nHTepBase temmeparyp 146-153°C. J{nsg crangaprusanny ObUIH pa3padOTaHbl XUMHUYECKHE U (PU3UKO-XUMHUIECKHE
Mmeroasl. Meton BOXKX Obut npesioxkeH 11l naeHTH(UKAINK, KOJIMYECTBEHHOTO aHAIN3a U OIpeJIeNICHNs] IPUMECEH.
Amnanu3 ocymecTBisieTcs Ha kononke Kromasil 100 C-4, 5 mxwm, 100 x 4,6 MM ¢ UCIIONTE30BaHUEM MOABIKHOU (hasbr: 85%
areronutpuia B 0,05% pactBope TpudropykcycHoi kuciotsl win 0,5% pacTBope YKCYCHOH KHCIOTHI, ¢ YO nereknueit
npu 274 um. JIns KOJIMYECTBEHHOTO aHaIM3a ObUTH pa3paboTaHbl Takke METoAbl YO CeKTpopOTOMETPHH M TUTPHUME-

TpUHU.

KuroueBble ciaoBa: cranmaptuzaius, runepopuHa AudTHUIAMMOHHEBas coib, BOXXX, cmexrpodoTomerpus,

TUTPUMETPUS

Introducere. Studiul fitochimic al speciei Hype-
ricum perforatum L. a depistat mai multe grupe de
compusi farmacologic activi, fapt ce explica spectru
larg de actiuni ale acesteia. Printre aceste grupe se re-
gasesc derivatii diantronici, flavonoide, derivatii de
floroglucinol, uleiul volatil, procianidine, acizii fe-
nolici . a. Principalii compusi activi ai sundtoarei se
considera hipericina (din grupa antrachinonilor con-
densati), fiind in jur de 0,1-0,3% si hiperforina (din
grupa floroglucinonilor prenilati) - in jur de 2-6%
[1]. Acest fapt s-a luat in consideratie la standardi-
zarea produsului vegetal si produselor extractive din
herba de sunatoare de unele standarde de calitate -
Farmacopeea Europeand (Ph. Eur.), Farmacopeea
Americana (USP) 5. a. [2, 3].

Hiperforina prezintd compusul activ céruia i se
atribuie actiunea antimicrobiand, antidepresanta,
antitumorala, antiinflamatoare [4, 5] s. a. Insa, acest
compus se oxideaza destul de usor cu oxigenul atmo-
sferic, fapt ce duce la instabilitatea lui in procesul de
prelucrare, precum si in perioada de conservare a pro-
dusului vegetal ,,herba de sundtoare”, produselor ex-
tractive si formelor farmaceutice industriale pe baza
acestora [6, 7].

Solutionarea problemei date poate consta in obti-
nerea si utilizarea sarurilor de hiperforina, care sunt
cu mult mai stabile [7].

La Centrul Stiintific in Domeniul Medicamen-
tului, USMF , Nicolae Testemitanu” a fost obtinuta
o noud forma chimica — hiperforina de dietilamoniu
— care, conform studiilor preliminare, este stabila la
pastrare. Procedeul de obtinere elaborat este relativ
simplu si economic §i, poate fi implementat n indus-
tria chimico-farmaceutica [8].

Obiectivele lucrarii. Scopul studiului a constat
in evaluarea proprietétilor fizico-chimice si elabo-
rarea metodelor de standardizare a substantei hiper-
forind de dietilamoniu, izolatd din parti aeriene de
sundtoare.

Material si metode. Substanta farmaceutica ,,Hi-
perforind de dietilamoniu” a fost izolatd din herba
de sunitoare, colectatd din flora spontana in faza de
inflorire - inceput de fructificare. Substanta de refe-
rinta a fost obtinuta din substanta farmaceutica, fiind
purificatd prin re-cristalizare din acetonitril, conform
procedeelor descrise anterior [8].

La efectuarea cercetérilor fizico-chimice au fost
utilizate urmatoarele aparate de laborator: Cromato-
graf de lichide ,,Agilent 1260” cu detector UV-VIS cu
sir de diode; spectrofotometru “Lambda 25” (Perkin
Elmer); pH-metru Consort C861, conectat la calculator
pentru inregistrarea curbelor de titrare potentiometrica.

Reactivele si solventii cu grad ,,pentru HPLC” au
fost procurate de la ,,Fluka” si ,,Sigma-Aldrich”.
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Rezultate obtinute si discutii.

Proprietatile fizico-chimice ale substantei ,,Hi-
perforina de dietilamoniu”

Produsul farmaceutic “Hiperforina de dietilamo-
niu” contine cel putin 97% suma sarurilor dietilamo-
niu de hiperforina si adhiperforind. Raportul hiper-
forina: adhiperforina constituie in jur de 10:1 si este
aproape egal cu raportul corespunzator in materia pri-
ma, din care a fost obtinut produsul.

Substanta datd, dupa aspectul organoleptic, pre-
zintd pulbere cristalind de culoare albd cu nuanta su-
rie sau crema, fara miros si gust. Ea este usor solubila
in etanol 96% si cloroform, solubild in etanol 70%,
putin solubila in acetonitril, practic insolubila in apa
si hexan.

Hiperforina de dietilamoniu se topeste in interva-
lul de temperaturi 146-153°C, iar la racirea ulterioara
se formeaza o masa amorfa transparenta. Pierderea la
uscare (105-110°C) constituie 0,4-0,6%, iar cenusa
totala — 0,02-0,06%.

Substanta este stabild in stare solidd pastrata in
loc uscat, iar 1n solutii se oxideaza usor cu oxigenul
atmosferic.

Standardizarea substantei hiperforina de die-
tilamoniu

Pentru standardizarea substantei farmaceutice pot
fi propuse metode chimice si fizico-chimice de analiza.

Cromatografia de lichide de inalta performan-
ta (HPLC), fiind o metoda de inaltad sensibilitate si
mai selectiva, poate fi utilizatd pentru identificarea si
dozarea produselor vegetale, substantelor si formelor
farmaceutice, precum si in investigatiile farmacoci-
netice. Pentru determinarea cantitativa a sarii de hi-
perforind am utilizat metoda propusa anterior pentru
produsul vegetal “Parti aeriene de sunatoare” [9], dar
cu unele modificari. Metoda in varianta finala se efec-
tueaza in felul urmator:

Prepararea solutiei proba si solutiei standard

Circa 0,04 g (masa exactd) substantd de analizat
sau standard de lucru se dizolva in faza mobila, apoi
se completeaza volumul pana la 100 ml.

Analiza cromatografica

Coloana cromatografica cu dimensiunile 100 x
4,6 mm, umplutd cu sorbent Kromasil 100 C-4, di-
ametrul particulelor 5 mm, se echilibreaza cu faza
mobila, alcatuitd din 85 parti volum acetonitril i 15
parti solutie acid trifluoracetic 0,05% sau acid acetic
0,5%. Utilizarea acidului organic in loc de tampon
fosfat exclude posibilitatea cristalizarii sarurilor sau
stratificarea fazei mobile la concentratii inalte a sol-
ventului organic.

Solutia proba si standard se injecteaza consecutiv
in sistemul cromatografic cate 10 ml. Detectia are loc
la lungimea de unda 274 nm (figura 1).
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Figura 1. Cromatogramele solutiei proba (a) si solutiei
standard (b) a hiperforinei de dietilamoniu:
1 — hiperforina, 2 — adhiperforina

Din cromatogramele obtinute se determina valo-
rile medii a ariilor picurilor de hiperforina si adhiper-
forind (pentru solutia standard — doar a hiperforinei).

Continutul cantitativ poate fi exprimat ca suma
hiperforinei si adhiperforinei in recalcul la hiperfori-
na, fie ca continut sumar a sarurilor de dietilamoniu
corespunzitor. In primul caz calculele se efectueazi
conform formulei:

X% < S, -my,-C,-100-100 _ S, m -CS,,

S, -m, -100-100 S, m,
unde S si S — valorile medii ale ariilor picurilor
analitice pe cromatogramele solutiei proba si solutiei
standard corespunzator; m,, —masa substantei de ana-
lizat, g; m ,— masa standardului de lucru, g; C — con-
tinutul hiperforinei in standardul de lucru,%.

Valoarea obtinutd reflectd continutul partii far-
macologic active a moleculei si este comod de utilizat
in calculele cantitatilor necesare de substanta la pre-
pararea formelor medicamentoase. In al doilea caz pi-
curile analitice se prelucreaza separat in conformitate
cu formula expusa mai sus. Continutul de hiperforina
si adhiperforina se recalculd la sarea de dietilamoniu,
apoi se sumeaza. Rezultatul obtinut reflecta mai bine
puritatea substantei analizate.

Metoda HPLC elaborata poate fi utilizata in tes-
tarea si altor indici recomandati pentru substante far-
maceutice, conform Ph. Eur. [2]. Astfel, pentru iden-
tificarea substantei “Hiperforina de dietilamoniu” se
compara corespunderea timpilor de retentie ale picu-
rilor de hiperforina si adhiperforind de pe cromato-
gramele solutiei proba si a solutiei standard.

In cazul determinirii impurititilor inrudite se
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examineaza cromatogramele solutiei proba, obtinute
la determinarea cantitativd. Suma ariilor tuturor picu-
rilor adaugatoare nu depaseste 1,0% din suma ariilor
picurilor de hiperforind si adhiperforind la momentul
producerii si 2,0% dupa 3 ani de pastrare In conditii
normale.

Spectrofotometria in UV poate fi utilizatd ca
metoda alternativa pentru determinarea continutului
sumar de hiperforind si adhiperforina, utilizandu-i
propria absorbanta optica. Intrucat formarea sarurilor
duce la deplasarea si largirea benzilor in spectru UV
(figura 2), este necesar de reprimat ionizarea compu-
silor determinati, folosind solventi acidulati. Ca ur-
mare, propunem urmatoarea metoda de analiza:

—— Hiperforina (forma acida)
- Hiperfonna de dietilamoniu
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Figura 2. Spectrele in UV ale solutiilor de hiperforina si
hiperforina de dietilamoniu (10 mg/l) in etanol 96%

Circa 0,05 g (masd exactd) substantd de analizat
sau standard de lucru se dizolva in etanol 96%, ce
contine acid acetic 0,2% si se aduce pana la volumul
50 ml. 2 ml solutie obtinuta se dilueaza pana la volu-
mul 50 ml cu acelasi solvent. Absorbanta solutiei pro-
ba si a solutiei standard se masoara la spectrofotome-
tru la lungimea de unda 275 nm 1n cuva cu grosimea
stratului 10 mm. In calitate de solutie de compensare
se utilizeaza solutia acid acetic 0,2% in etanol 96%.
Continutul cantitativ a partii active de substanta se
calculeaza conform formulei:

A[)V.mSt.CYl 502.50.100 _ Apr.m.Y[.CYt
A,-m, -100-50-2-50

X (%)=
( 0) Ast‘mpr

unde Apr s1 4 — absorbanta solutiei proba si a solutiei
standard, corespunzator; C  — confinutul sumar al hi-
perforinei si adhiperforinei (in recalcul la hiperforind)
in mostra standardului de lucru,%. Restul desemnari-
lor au acelasi sens, ca si in formula de calcul aplicata
in metoda HPLC.

Spectrofotometria in UV poate fi utilizatd si la
identificarea substantei active dupa pozitiile maximu-

lui si minimului in spectrul UV inregistrat in diapazo-
nul 215-320 nm.

Analiza titrimetrica a sarurilor de hiperforina se
bazeaza pe interactiunea bazei conjugate cu un oare-
care acid puternic, de exemplu clorhidric. Titrarea s-a
efectuat in mediu hidro-alcoolic cu concentratia eta-
nolului aproximativ 50%. Utilizarea concentratiilor
de etanol mai Tnalte inrautatesc forma curbei de titrare
(figura 3), iar la concentratii mai joase se micsoreaza
considerabil solubilitatea substantei de analizat. Din
aceste considerente se poate recomanda dizolvarea
probei in etanol 96%, apoi diluarea solutiei cu apa
pana la concentratia necesara a etanolului.

Figura 3. Curbele titrarii potengiometrice a hiperforinei
de dietilamoniu in solutiile hidroalcoolice cu diferite
concentratii de etanol

Tehnica de lucru:

Circa 0,1 g (masa exactd) substantd de analizat se
dizolva in 5 ml etanol 96%, se adauga 5 ml apa si se
titreaza cu acid clorhidric 0,05 M. Punctul de echiva-
lenta se determind potentiometric dupa pozitia mini-
mului derivatei de ordinul I al curbei de titrare. 1 ml
acid clorhidric 0,05 M corespunde la 0,02684 g suma
hiperforina si adhiperforind in recalcul la hiperforina.

Din metode chimice de analizd poate fi aplica-
ta reactia la ionul de dietilamoniu. De baza s-a luat
metoda farmacopeicd de identificare a sarurilor de
amoniu si de amine volatile. Insd, avand in vederea
insolubilitatea substantei de testat in medii apoase, ea
a fost supusa unor modificari:

Circa 0,1 g substanta de analizat se introduce 1n-
tr-o eprubeta de sticla, se dizolva in 1 ml alcool etilic
96%, se adaugd 1 ml solutie hidroxid de sodiu 0,5
M si se incalzeste pana la fierbere. Se percepe miros
de dietilamina, iar hartia indicatoare de fenolftaleina,
preventiv umectata si introdusa in orificiul eprubetei,
se coloreaza 1n roz-violet.
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Concluzii:

Au fost evaluate proprietatile fizico-chimice ale
substantei farmaceutice “Hiperforina de dietilamo-
niu” si elaborate metode chimice si fizico-chimice
de standardizarea acesteia dupa indicii “Identificare”,
“Dozare” i “Impuritati inrudite”.

Metodele elaborate, cat si alti indici prevazuti de
Farmacopeea Europeana, pot fi incluse in documen-
tatia de normare a calitdtii pentru substanta farmace-
uticd “Hiperforind de dietilamoniu”.
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