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ELABORAREA METODEI SPECTROFOTOMETRICE UV-VIS
DE DETERMINARE CANTITATIVA A IZOHIDRAFURALULUI,
METILURACILULUI SI BENZOCAINEI DIN UNGUENTUL COMBINAT
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Catedra Chimie farmaceutica si toxicologica,
IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Rezumat

Utilizarea medicamentelor combinate in tratamentul plagilor infectate faciliteaza cu mult farmacoterapia. Izohidra-
fural este un compus organic care are actiune antibacteriand, metiluracilul este o substanta regeneranta si benzocaina este
un anestezic local. Combinatia acestor trei substante medicamentoase intr-un unguent combinat are un efect mai benefic
si mai rapid in tratarea plagilor purulente. S-a elaborat metoda spectrofotometricd UV-VIS de determinarea cantitativa
a izohidrafuralului, metiluracilului si benzocainei din unguentul combinat. Metoda este exacta si precisa, erorile fiind in
limitele admise de exigentele controlului medicamentelor pentru substantele active (valorile RSD pentru izohidrafural —
1,464%, metiluracil — 0,554% si benzocainad — 0,392%).

Cuvinte-cheie: metoda spectrofotometrica UV-VIS, benzocaina, metiluracil, izohidrafural

Summary. Development of UV-VIS spectrophotometric method for quantitative determination of izohydrafu-
ral, methyluracil and benzocaine in combined ointment

The use of combined drugs for the treatment of infected wounds facilitates the pharmacotherapy.lzohydrafural is
an organic compound that has antibacterial effect, methyluracil is a regenerating substance and benzocaine is a local
anesthetic. The combination of these three drugs in a combined ointment has a beneficial effect in treating more easily
the purulent wounds. It was developed the UV-VIS spectrophotometric method for the quantitative determination of
izohydrafural, methyluracil and benzocaine in the combined ointment. The method is accurate and precise, the errors are
within the limits of drug control requirements for active substances (RSD values for izohydrafural - 1,464% methyluracil
—0,554% and benzocaine — 0,392%).
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Pe3tome. PazpaGoTka cniekTpogoToMeTpHIecKOro MeToaa B Y®- U BUAUMOI 00/1aCTH VIS KOJTUYECTBEHHOT0
onpeaeneHus uzoruapadypasia, MeTuJaypauuia u 6eH30kanHa B KOMOMHMPOBAHHON Ma3H

[TpumeHeHre KOMOMHUPOBAHHBIX MPENapaToB JJIsl JiedeHUs] HH(OUIMPOBAHHBIX PaH 3HAYMTENLHO obJeryaer ap-
MakoTepanuu. M3ormapadypan 3To opraHMYecKoe COeAWHEHHE, KOTopoe 00anaeT aHTHOAKTepHAIbHBIMH CBOMCTBA,
METHITyparui ABISETCS PEereHepupyIOIM BEIIECTBOM U OEH30KaWH — MECTHBIM aHecTeTHKoM. CoueTaHne 3THX Tpex
MpenapaToB B KOMOMHUPOBAHHOM Ma3u OKa3bIBaeT OJIArOTBOPHOE JCHCTBHE IIPH JICMCHUH THOMHBIX paH. beut pazpadoTan
crekrpodoTomMeTprdecKuii MeToq 0 B Y® - 1 BUAUMOMN 00JacTh I KOJMYSCTBEHHOTO ONpeaeieHus usoruapadypana,
MeTHITypanuia 1 OeH30KanHa B KOMOMHUPOBAHHON Ma3u. MeTox SIBISETCSI BEPHBIM U TOYHBIM, TOTPEIIHOCTH HAXOAATCS
B Ipejiesiax TpeOoBaH i 10 KOHTPOJIIO aKTHBHBIX BelecTs (3Hadenust RSD st usoruapadypana — 1,464% meruinypanu-
na — 0,554% u 6enzokanna — 0,392%).

KuioueBble ciioBa: YO-B criekrpodoroMeTprudeckuii MeToll, 6eH30KanH, METHITYpaIiI, u3oruapadypain

Introducere medicamente. Metodele contemporane de tratament
Terapia plagilor infectate continuie sd fie o pro- 1n plégi infectate includ diverse combinatii medica-
blema actuald din mai multe considerente: incidenta mentoase, care asigurd tratarea ranii in toate fazele
inalta, dezvoltarea rezistentei microorganismelor la  sale. in prima faza, exudativa, este necesar adminis-
antibiotice dar si necesitatea administrarii mai multor trarea preparatelor antiinflamatoare, antibacteriene
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si analgezice care ar reduce inflamatia, durerea si ar
asigura distrugerea bacteriilor. in fazele de proliferare
si epitelizare sunt necesare preparate cu actiune rege-
neranta pentru a stimula formarea tesutului nou [9].

Astfel, au fost selectate urmatoarele substante
active pentru formularea medicamentelor combinate
pentru tratamentul plagilor infectate: izohidrafural,
metiluracil si benzocaina.

Izohidrafural (izonicotinoilhidrazona aldehidei
S-nitro-2-furanice) este un compus organic nou, din
randul nitrofuranilor, care se caracterizeaza prin ac-
tiune antibacteriand pronuntatd, toxicitate joasd si
stabilitate Tnalta [6]. Acest principiu activ a fost deja
inclus in formele farmaceutice: solutia ,,Izofural”
0,05% si unguent Izofural 0,1%, ambele fiind pentru
uz extern. Metiluracil (6-methylpirimidine-2,4-diol)
este un derivat al pirmidinei, folosit pentru tratarea
diferitor forme de leucopenie, plagi si arsuri [3]. Ben-
zocaina, un ester al acidului para-aminobenzoic, este
un anestezic local utilizat pentru anestezia de suprafa-
ta [4, 5]. Substantele medicamentoase descrise au fost
combinate in aceeasi formé farmaceutica — unguent,
care are un efect benefic in afectiunile inflamatorii
dermatologice asociate cu infectii bacteriene. Elabo-
rarea metodelor de analiza calitativa si cantitativa a
unguentului elaborat va permite standardizarea aces-
tuia si intocmirea documentelor analitice de normare
a calitatii [7].

Metoda spectrofotometrica in ultraviolet si vizibil
este considerata una dintre metodele clasice de anali-
za a medicamentelor, desi importanta ei nu s-a dimi-
nuat in timp [7].

In contextul celor mentionate, scopul lucrarii a
fost elaborarea metodei spectrofotometrice UV-VIS
de determinare cantitativa simultana a benzocainei,
metiluracilului si izohidrafuralului din unguentul
combinat.

Material si metode

In calitate de substante medicamentoase, reactivi
si solventi s-au folosit: izohidrafural, sintetizat la Ca-
tedra Chimie organica a USM; metiluracil (Sigma Al-
drich), benzocaina (Sigma Aldrich), dimetilformami-
da (Reag.Ph.Eur. for analysis, ACS, ISO). A fost uti-
lizat spectrofotometrul Agilent Technologies 95-00.

S-au preparat solutiile standard de izohidrafural,
metiluracil si benzocaina cu concentratiile 5 pg/ml in
dimetilformamida.

Tehnica de preparare a solutiei standard de izohi-
drafural: 0,005 g (masa exacta) substanta standard de
izohidrafural se dizolva in dimetilformamida intr-un
balon cotat de 50 ml, se aduce la cota cu acelasi sol-
vent (sol. A). 2,5 ml sol. A se plaseaza in balon cotat
de 50 ml si se aduce la cotd cu acelasi solvent (sol.
etalon B).

Tehnica de preparare a solutiei standard de me-
tiluracil: 0,005 g (masa exacta) substantd standard
de metiluracil se dizolva 1n dimetilformamida intr-un
balon cotat de 50 ml, se aduce la cota cu acelasi sol-
vent (sol. A). 2,5 ml sol. A se plaseaza in balon cotat
de 50 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent (sol.
etalon B).

Tehnica de preparare a solutiei standard de ben-
zocaind: 0,005 g (masa exactd) substanta standard de
benzocaina se dizolva in dimetilformamida intr-un
balon cotat de 25 ml, se aduce la cota cu acelasi sol-
vent (sol. A). 2,5 ml sol. A se plaseaza 1n balon cotat
de 50 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent (sol.
etalon B).

Se masoara absorbanta solutiilor standard la spec-
trofotometru 1n cuvele cu grosimea 1 c¢m, in regiunea
200 — 350 nm. In calitate de solutie de referinti a ser-
vit dimetilformamida (figurile 1,2,3).

Pentru stabilirea intervalului de concentratii
in care se respecta legea absorbantei s-a construit
curba de etalonare pentru izohidrafural, metiluracil
si benzocaind. Pentru aceasta s-a preparat solutii-
le etalon de baza (sol. A) pentru fiecare substanta
standard: 0,005 g (masa exactd) de fiecare substanta
standard se dizolva in dimetilformamida in cate un
balon cotat de 50 ml si se aduce la cotd cu acelasi
solvent. Solutiile etalon de lucru s-au preparat prin
diluarea solutiei A intr-o regresie patratica. Pentru
izohidrafural s-au obtinut 4 solutii cu concentratiile
de 2, 4, 6 si 8 ug/ml. Pentru metiluracil s-au obtinut
4 solutii cu concentratiile de 5, 10, 15 si 20 pg/ml.
Pentru benzocaina s-au obtinut 4 solutii cu concen-
tratiile de 1, 5, 10 si 15 pg/ml. S-au obtinut spectrele
de absorbtie ale acestor solutii. S-a urmarit variatia
lungimii de unda la absorbanta maxima si valoarea
maximelor de absorbanta.

Pentru a elabora tehnica de dozare spectrofoto-
metrica a benzocainei, metiluracilului si izohidrafu-
ralului din unguentul combinat, s-a efectuat extractia
principiilor active din unguent. Astfel, 0,5 g de ungu-
ent (masa exacta), se pune in patentuld de portelan, se
adauga 10 ml de dimetilformamida si se incalzeste pe
baia de apa pana la topirea excipientului, amestecand
cu bagheta de sticld. Dupa racire se separa stratul de
dimetilformamida intr-un balon cotat de 25 ml. Ex-
tractia cu dimetilformamida se repetd de 3 ori cu cate
5 ml de dimetilformamida, unind fractiunile, apoi se
aduce la cotd cu acelasi solvent. In rezultat s-a ob-
tinut o extractie limpede si transparenta, de culoare
galben-oranj.

Tehnica de preparare a probei de izohidrafural: 4
ml de extract se dizolva in dimetilformamida intr-un
balon cotat de 10 ml si se aduce la cotd cu acelasi
solvent.
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Tehnica de preparare a probei de metiluracil: 0,2
ml de extract se dizolva in dimetilformamida intr-un
balon cotat de 10 ml si se aduce la cota cu acelasi
solvent.

Tehnica de preparare a probei de benzocaina: 0,5
ml de extract se dizolva in dimetilformamida intr-un
balon cotat de 10 ml si se aduce la cota cu acelasi
solvent.

Au fost obtinute spectrele UV-VIS ale solutiilor
obtinute in regiunea 200-350 nm, in cuva cu grosimea
1 cm. In calitate de solutie de referinta a servit dime-
tilformamida (figurile 1,2,3).

Continutul de substantd medicamentoasd in un-
guent s-a calculat conform formulei:

A *m,*V

pst S .
* P, 1n care:

- * *
Ast mung Vpx

A _— absorbanfa solutiei proba de analizat;

A — absorbanta solutiei substantei standard;

m_— masa substantei medicamentoase standard,
g;

V; t,V - dilutiile folosite prepararea probelor si
solutiilor standard, ml

P —masa totala a unguentului, g.

Rezultate

Au fost obtinute spectrele UV-VIS ale solutiilor

m, —masa unguentului luat pentru analiza, g;

metiluracil si benzocaina in regiunea 200-350 nm (fi-
gurile 1,2,3).
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Figura 1. Spectrul de absorbtie al solutiei standard de
izohidrafural 5 ug/ml si solutiei proba de izohidrafural
4 ug/ml
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Figura 2. Spectrul de absorbtie al solutiei standard de
metiluracil 5 ug/ml si solutiei proba de metiluracil

probe si ale substantelor standard de izohidrafural, 10 pg/mi
Tabelul 1
Rezultatele determindrii cantitative ale izohidrafuralului, metiluracilului si benzocainei din unguentul
combinat
Unguentul
combinat Izohidrafural Metiluracil Benzocaina
Parametrii proba proba proba
statistici
Numadrul de mdsurdtori n 5 5 5
Valoareavmedle a continutului de f 0.104 5.05 1,011
substantad, g
Abat sandard S 2*10° 8*10+ 2*10°3
atered stanaar S 0,004 0,028 0,004
Coeficientul Student, 95% t 2,776 2,776 2,7764
Abaterea medie patratica 5} 0,0007 0,013 0,0018
Abaterea standard relativa RSD.,% 1,464 0,554 0,392
Intervalul de incredere AX 0,002 0,035 0,0049
K —AX 0,102 5,015 1,0059
Rezultatul final -
Y+AX 0,105 5,086 1,0157
Eroarea relativa E% 1,818 0,688 0,4867
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Figura 3. Spectrul de absorbtie al solutiei standard de
benzocaina 5 ug/ml si solutiei proba de benzocaina
5 ug/ml

Rezultatele determinarii cantitative ale substante-
lor active din unguentul combinat sunt redate in ta-
belul 1.

Discutii

S-a cercetat posibilitatea determinarii cantitative
a izohidrafuralului (0,1%), metiluracilului (5%) si
benzocainei (1%) din unguentul combinat prin meto-
da spectrofotometrica.

S-au analizat trei probe, pentru fiecare din aces-
tea efectudndu-se cate cinci determindri conform
metodei descrise la dozare. Rezultatele obtinute au
fost supuse evaluarii statistice (tabelul 1). S-a deter-
minat pentru izohidrafural: valoarea medie 0,104 g;
coeficientul de variatie (abaterea relativa standard)
este 1,464%. Dupa cum se observa, aceastd conditie
este Indeplinita, asa dar metoda este precisa (tabelul
1). Pentru metiluracil: valoarea medie 5,05 g; coefi-
cientul de variatie (abaterea relativa standard) este
0,554%. Pentru benzocaina: valoarea medie 1,011 g;
coeficientul de variatie (abaterea relativa standard)
este 0,392%. Conditia de admisibilitate prevede, ca
0 metoda poate sa fie considerata reproductiva daca

coeficientul de variatie este mai mic sau egal cu 2%.
Astfel, metoda spectrofotometrica UV-VIS elaborata
poate fi considerata reproductiva.

Concluzie

A fost elaboratd metoda spectrofotometrica UV-
VIS de determinare cantitativa simultana a benzocai-
nei, metiluracilului si izohidrafuralului din unguentul
combinat. Eroarea relativd la dozarea izohidrafura-
lului a fost 1,818%, metiluracilului a fost 0,688% si
benzocainei: 0,4867%.
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