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PREFATA

Cercetarea si analiza medicamentelor reprezinta aspecte
fundamentale in domeniul farmaceutic, avand o importanta
primordiala pentru dezvoltarea si asigurarea calitatii produselor
farmaceutice. Intr-o societate in continud evolutie si ascensiune,
in care medicamentele reprezinta unul din pilonii asigurarii
sanatatii, bunastarii si securitatii societatii, este esential sa
dispunem de metode instrumentale de o inalta precizie, sensibile
si robuste pentru a investiga compusi chimici si pentru a asigura

eficacitatea si siguranta tratamentelor.

Prezenta monografie exprima un efort dedicat de a oferi
comunitatii stiintifice si profesionistilor din domeniul
farmaceutic o colectie exhaustiva de metode instrumentale
utilizate in cercetarea si analiza medicamentelor, fiind o
contributie la progresul stiintei farmaceutice si la asigurarea

calitatii medicamentelor aplicate in terapie.

[Uncu Livia]
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ABREVIERI
AAS - Spectrometria de absorbtie atomica (Atomic Absorption
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AT - Analiza termica
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CEC - Electrocromatografia capilara (Capillary

ElectroChromatography)
CGE - Electroforeza pe gel capilar (Capillary Gel

Electrophoresis)
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CIEF - Focalizarea izoelectrica capilara (Capillary IsoElectric
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CMC - Concentratia micelara critica (Critical Micellar
Concentration)

CZE - Electroforeza zonei capilare (Capillary Zone
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CZE - Electroforeza in zona capilara (Capillary Zone
Electrophoresis)

DMA - Analiza mecanicd dinamica (Dynamic mechanical
analysis)

DSC - calorimetria cu scanare diferentiala(Differential Scanning
Calorimetry)

DTA - analiza termica diferentiala (Differential Thermal
Analysis)

ECD - Detector de captura de electroni (Electron Capture
Detector)
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Conductivity Detector)
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EMA - Agentia Europeana a medicamentelor (European
Medicines Agency)
ESI - lonizare prin electrospray (ElectroSpray Ionization)
FAB - Bombardment cu Fascicol de Atomi (Fascicle Atomic
Bombardment)
FDA - Administratia pentru Alimente si Medicamente (Food

and Drug Administration)

FEM - Forta electromotoare

FID - Detector de ionizare cu flacara (Flame Ionization
Detector)

FPD - Detector fotometric de flacara ( Flame Photometric
Detector)

FTIR - Infrarosu cu transformare Furier (Fourier Transform
InfraRed)

GC - Cromatografie de gaze (Gas Chromatography)

GLC - Cromatografia gaz-lichida (Gas Liquid Chromatography)

GLP - Reguli de buna practica de laborator (Good Laboratory
Practice)

GMP - Reguli de buna practica de producer (Good Manufacturing
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ICP - Ionizarea cu surse cu plasma cuplata inductiv
(Inductively Coupled Plasma)
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INTRODUCERE

Cercetarea si analiza medicamentelor reprezintd un
domeniu de o importanta majora in dezvoltarea si asigurarea
calitatii medicamentelor pe care le utilizam in tratamentul
bolilor si imbunititirea sinititii umane. In acest proces,
metodele instrumentale au devenit coloana vertebrala a
cercetdrii si analizei medicamentelor, oferind o abordare
precisd, sensibild si repetabild pentru caracterizarea
substantelor active din medicamente, impuritatile acestora si
formularile finale.

Aceasta monografie, intitulata "Metode Instrumentale in
cercetarea si analiza medicamentelor”, are ca scop aducerea in
atentia specialistilor in domeniu a unor tehnici si instrumente
analitice folosite pe larg in industria farmaceutica, cercetarea
medicamentelor si laboratoarele de control de calitate. De la
spectroscopia UV-VIS, infrarosu si de masa, pana la
cromatografia lichida si de gaze, aceasta monografie 1si propune
sa ofere o prezentare comprehensiva a principalelor metode
instrumentale utilizate pentru identificarea, cuantificarea si
caracterizarea substantelor active si impuritatilor din
medicamente.

Intr-o lume in care noile medicamente sunt dezvoltate intr-
un ritm accelerat, iar siguranta si eficacitatea acestora trebuie
garantate, este esential sa avem la dispozitie metode de analiza
de Incredere care sa asigure calitatea si conformitatea
medicamentelor. Aceasta monografie vine In Intdmpinarea
cercetatorilor, analistilor farmaceutici si studentilor cu un
interes in farmacie si analiza, oferindu-le o resursa valoroasa
pentru intelegerea si aplicarea metodelor instrumentale in
domeniul farmaceutic.

11
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Abordarea prezentatd a tematicii monografiei este o
premiera pentru specialistii din domeniu din Republica
Moldova, si are ca scop consolidarea si imbogatirea
cunostintelor existente despre tehnicile instrumentale utilizate
in cercetarea si analiza medicamentelor, oferind o metodologie
de abordare complexa a celor mai uzuale tehnici analitice. Sunt
prezentate si explicate principalele metode instrumentale
utilizate in cercetarea si analiza medicamentelor, cu
caracteristica generald a tehnicilor de pregatire a probelor,
calibrare, validare si interpretare a datelor obtinute cu ajutorul
acestor metode.

Expunerea particularitatilor de aplicare a metodelor
instrumentale pentru cercetarea, caracterizarea
medicamentelor, monitorizarea calitatii si sigurantei acestora
prin prisma abordarii problemelor si provocarilor comune
intalnite in cercetarea si analiza de rutind a medicamentelor
permite furnizarea de solutii sau sugestii pentru rezolvarea
acestora. Totodatd, se pune un accent pe promovarea unui
inteles profund al importantei metodelor moderne
instrumentale In cercetarea medicamentelor si in practica
farmaceutica.

12
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Capitolul 1.
BAZELE UTILIZARII METODELOR
INSTRUMENTALE DE ANALIZA

Metodele instrumentale de analiza au devenit principalele
mijloace de obtinere a informatiilor in diverse domenii ale stiintei si
tehnologiei. Viteza, sensibilitatea mare, limite scazute de detectie,
capabilitati de detectare simultana si automatizarea procesului de
functionare a instrumentelor moderne, in comparatie cu metodele
clasice de analizd, au a creat aceasta predominanta. Practic in toate
domeniile stiintei specialistii abordeaza decizii importante, rezolva
probleme folosind masuritori instrumentale. In consecints, toti
oamenii de stiinta sunt obligati sa aiba o intelegere fundamentala a
instrumentelor analitice si a aplicatiilor acestora pentru a raspunde
cu incredere si exact nevoilor de utilizare.

1.1. Metodologia analitica si proiectarea unei analize

Metodologia analitica instrumentala reprezinta un set de principii
si tehnici utilizate In analiza medicamentelor pentru a masura si
identifica compusi chimici in mostre. Aceastd metodologie este
esentiala in analiza calitativa si cantitativa a principiilor active.

Actualmente, nevoia de instrumente analitice sofisticate si
determindri complexe a devenit un proces de rutind pentru
laboratoarele analitice moderne. Acest domeniu este o zona vasta in
expansiune de cunostinte, deoarece producatorii de instrumente si
computere produc instrumente analitice, care sunt din ce in ce mai
performante, dar si mai costisitoare. Practic, aplicatiile analizelor
instrumentale se axeaza pe domenii majore, cum ar fi cercetarea
fundamentald, dezvoltarea de produse, monitorizarea si controlul
calitatii acestora.

1.1.1. Terminologie specificd in metodologia analitica

Fiecare ramura stiintificdA sau aplicativa este caracterizata de
utilizarea a mai multor termeni specifici domeniului. Pentru a

14
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prezenta imaginea completa a unei analize farmaceutice
instrumentale, este important sa se faca o diferenta dintre o tehnica
analitica si o metoda analitica. O tehnica analiticd este considerata a
fi un fenomen stiintific fundamental care este indispensabil pentru a
oferi informatii despre compozitia unei substante. Exemple de tehnici
analitice includ spectrofotometria in infrarosu (IR) sau spectrometrie
de emisie atomica (AES). O metodd analiticd presupune utilizarea unei
tehnici analitice, cu operarea parametrilor de masurare in cadrul
specific si adecvat, pentru rezolvarea unei anumite probleme. De
exemplu, analiza polimerilor folosind spectrofotometrie IR si
determinarea metalelor grele in produse vegetale prin AES sunt
ambele exemple de metode analitice.

De asemenea, este important sa se diferentieze termenii
procedura si protocol. Procedura reprezinta un set de instructiuni
scrise pentru realizarea etapelor unei metode analitice. Organizatii
speciale, precum EMA, FDA, ICH publica carti si recomandari cu
metode standard de analiza chimica. Aceste metode de analiza sunt
proceduri standardizate, scrise cu presupunerea ca analistul are
anumite cunostinte anterioare despre metode analitice si sunt
prezentate sub forma unor ghiduri generale ai pasilor ce urmeaza a
fiefectuati. Un protocol este similar cu o procedurd, dar contine o
descriere mult mai ampla si definiti a etapelor metodei analitice. In
general, se foloseste un protocol, care are scopul sa Indeplineasca
cerintele unei agentii guvernamentale de reglementare sau sa
furnizeze informatii juridice pentru anumite scopuri. Un protocol
elaborat si solicitat de Agentia pentru Protectia Mediului pentru
determinarea plumbului in apa potabila prin AES include instructiuni
detaliate pentru prepararea probei, conservarea si depozitarea probei
de apa. De asemenea documenteaza abordarile pentru calibrare,
evaluarea performantei metodei si alte etape specifice menite sa
asigure integritatea de ansamblu a rezultatelor analizei. lar analistii
trebuie sa execute toti pasii conform instructiunilor, fara abateri, astfel
ca rezultatele metodei sa poata fi considerate acceptabile.

15
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Nu este suficient sa fie proiectatd o metoda adecvata pentru
analizd, dar este absolut necesat de a dovedi ca aceasta este
acceptabila pentru scopul propus. Actiunile de dovedit/demonstrat
acceptabilitatea poarta denumirea de validarea metodei. Pasii
necesari pentru a crea metode de analiza valide sunt multiple si destul
de variabile, in functie de natura, problema si agentiile de
reglementare care pot supraveghea masuratorile. Informatii generale
legate de validarea metodelor de analiza vor fi prezentate intr-un
subcapitol separat.

Nu in ultimul rand, este important de clarificat termenii instrument
si aparat. Multi folosesc acesti termeni interschimbabil, dar incorect,
atunci cand descriu tehnici analitice. Un instrument este definit ca un
dispozitiv de masurare pentru determinarea valorii actuale a unei
cantitati analizate. Termenul de aparat trebuie rezervat pentru a fi
utilizat in descrierea unui dispozitiv, folosit pentru a efectua anumite
lucrari. Instrumentele pot contine adesea componente care sunt aparate,
dar in cele din urma instrumentul are scopul efectudrii unei masuratori
analitice si ar trebui sa fie recunoscute in consecinta. Deseori pot parveni
confuzii atunci cand cuvantul ,aparat” este folosit pentru a descrie
tehnica utilizata pentru analiza.

1.1.2. Etapele de baza in proiectarea unei analize
instrumentale

Obiectivul unei analize farmaceutice este de a oferi informatii
pentru a rezolva o problema concreta pentru produsul medicamentos
sau pentru a lua o decizie de calitate. Pentru a obtine rezultate fiabile,
trebuie sa se ia In considerare nu numai nemijlocit procesul de
masurare, care este doar o componenta a unei analize. Instrumentele
sunt importante, dar procedurile stiintifice solide de-a lungul unei
metode de analiza sunt necesare pentru a produce informatii valide,
demne de Incredere.

Rolul unui cercetator intr-o metoda de analiza este mai mult decat
intelegerea si realizarea masuratorilor. Proiectarea unei metode de

16
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analiza adecvata problemei necesita experientd, cunostinte vaste,
intuitie si abilitdtile de rezolvare a problemelor. Analistul trebuie sa
se ocupe de natura si originea probei, de acuratetea dorita si precizie,
limitari in costuri, timp pentru analiza si selectarea celor mai adecvate
tehnici. Este foarte importanta si comunicarea corecta a rezultatelor
analizei, iar analistul trebuie sa stie ce informatii sunt cerute si cum
acestea pot fi obtinute si transformate din date esantionate in
informatiile necesare. In acest context, o deosebiti importanti capiti
termenul de calitate, care, fiind aplicat unei masuratori analitice, este
perceput mai mult ca asigurarea calitatii. Asigurarea calitatii intr-o
metoda analiticd presupune actiunile care ofera masuratori
satisfacatoare, cu incredere adecvata, fiabilitate ridicata si Intr-o
maniera rentabila. Asigurarea calitatii este considerata ca
managementul adecvat al analizei chimice.

Metodologia analitica si proiectarea unei analize sunt aspecte
esentiale in domeniul cercetarii si analizei de date. Pentru a intelege
mai bine complexitatea abordarii metodologice a unei analize,
procesul poate fi expus pe etape, care ajuta la planificarea, colectarea
si interpretarea informatiilor intr-un mod sistematic si riguros.

1. Definirea obiectivelor: este primul pas important in dezvoltarea
unei metode analitice, unul dintre pasii dificili de abordat, care necesita
o Intelegere solida a tehnicilor analitice, abilitati de rezolvare a
problemelor, experienta si intuitie. Aceasta etapa necesita abordarea
mai multor momente cheie pentru dezvoltarea unei metode
satisfacatoare: intentia masurdrii, consideratiile necesare in
esantionare si pregatirea esantioanelor, selectarea celei mai bune
tehnici pentru efectuarea masuratorilor, evaluarea datelor, raportarea
rezultatelor si resursele necesare pentru realizarea analizei.

O metoda selectata poate oferi informatii calitative sau
cantitative. Datele calitative pot include compozitia, starile de oxidare,
informatiile structurale sau distributiile izotopice ale elementelor
continute Intr-o proba. Astfel, pot fi necesare informatii despre ioni
poliatomici, grupe functionale, molecule specifice sau toate speciile
moleculare prezente in esantion. Pentru analizele cantitative este
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necesara o planificare a sarcinilor mult mai meticuloasa. O analiza
atenta a analitului, esantionului si instrumentarului este critica in
dezvoltarea unei metode instrumentale valide. Pot fi evidentiate
cateva criterii comune pentru aproape fiecare problema analitica:

a. Proprietatile probei. Starea de agregare a probei (solida, lichida,
gazoasa, solutie, suspensie), cantitatea disponibila pentru analiza si
omogenitatea acesteia sunt importante In dezvoltarea metodei.
Fiecare influenteaza esantionarea si pregatirea probei. De exemplu, la
aplicarea spectrofotometriei IR proba poate fi solida, o solutie (desi
nu apoasd), sau sub forma gazoasa; In spectroscopie atomica sau la
aplicarea tehnicilor de cromatografie lichida, proba trebuie in general
prezentata sub forma de solutie diluatd, adica daca proba este initial
in forma solida, este necesara descompunerea sau dizolvarea extinsa
inainte de analiza.

b. Proprietatile analitului. Masuratorile implica instrumente care
se bazeaza pe interactiuni cu proprietati chimice sau fizice specifice

ale analitului. Cunoasterea acestor proprietati unice ale analitilor,
combinata cu intelegerea naturii interactiunilor analit/instrument,
determina selectarea celei mai adecvate tehnici de masurare. De
exemplu, daca pentru separarea si cuantificarea proteinelor dintr-o
proba biologica se utilizeaza electroforeza zonei capilare (CZE),
analistul trebuie sa realizeze ca proteinele trebuie sa aiba o sarcina
neta pentru a fi separate, care este dependenta de pH. Astfel, pentru
succesul separarii este necesar de ajustat pH-ul probei si a tamponului
de rulare CZE pentru a mentine proteinele de interes incarcate la
nivelul corespunzator.

c. Intervalul de concentratie anticipat al analitului. Concentratia
asteptata de analit intr-o proba limiteaza si mai mult tehnicile de

masurare care pot fi utilizate Intr-o metoda analitica. Concentratia
asteptata a analitului trebuie ajustata la intervalul de concentratie in
care un instrument poate masura in mod fiabil, raportat ca interval
dinamic liniar. Daca concentratia este mai mica decat limita de
detectie (LOD) a instrumentului, sau daca etapele de pregatire a
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probei servesc la diluarea probei originale sub LOD, poate fi necesara
o tehnicd analitic3 diferitd. In schimb, daci concentratia asteptati este
mai mare decat limita de liniaritate (LOL), pot fi necesare dilutii
suplimentare. Un analist experimentat va cunoaste intervalul dinamic
liniar tipic al instrumentelor aplicate si va avea o anumita asteptare
pentru concentratia de analit continuta in proba, fie prin utilizarea
judicioasa a literaturii sau prin experimente preliminare.

d. Pregdtirea probelor. Starea unei probe, matricea, proprietatile
analitului si instrumentele alese influenteaza pasii necesari pentru a
pregati o proba pentru o metoda analitica. Necesitatea de
descompunere sau dizolvare a unei probe solide, dilutii facute Tnainte
de masurare, abordari luate pentru a preveni pierderile, sau
contaminarea analitilor si separarea lor de matrice - sunt toate
consideratii importante si uneori pot fi adevarate provocari. Atunci
cand concentratia de analit scade, etapele de pregatire a probei devin
mai dificile si necesitd o planificare minutioasa pentru a obtine
masuratori precise.

e. Precizia doritd. Precizia generala realizabila Intr-o metoda
analitica depinde de omogenitatea analitului din proba, concentratia
analitului, numarul etapelor de pregatire a probei si precizia tehnicii
utilizate pentru realizarea masurarilor. Daca o metoda este bine
planificata si executata, factorii de baza care contribuie la precizia
generala sunt abaterea standard a analitului din proba, reprezentata
de esantion, si abaterea standard a tehnicii utilizate pentru masurare,
reprezentata prin tehnica. Analistul trebuie sa cunoasca contributia
fiecaruia dintre factori, poate fi necesar sa se efectueze experimente
preliminare In cursul dezvoltarii metodei. Precizia este, de asemenea,
necesara pentru a stabili o serie de performante importante care ajuta

la validarea unei metode analitice.

f. Acuratetea dorita. Cea mai comuna metoda de masurare a

acuratetei este sa se determine apropierea rezultatului masurat de o
valoare ,, adevarata”. De cele mai dese ori o valoare ,adevarata” nu este
cunoscutad, astfel Incat sunt adesea folosite alte masuri, de exemplu, un
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termen statistic care contribuie la stabilirea acuratetei unei metode
analitice este limita de incredere. Limita de incredere defineste un
interval de valori In care valoarea ,adevaratd” a concentratiei
analitului este de asteptat sa se situeze la un nivel de incredere
statistic cunoscut.

g. Substante concomitente/interferente. Cunoasterea celorlalte
componente dintr-o proba, numite concomitente, este, de asemenea,
un factor critic pentru dezvoltarea unei metode de analizi. in probele
complexe, daca un concomitent are o proprietate similara cu cea a
analitului, acesta poate produce si un semnal in plus fata de cel al
analitului, crednd o interferenta In masurare. Prezenta speciilor
interferente adesea dicteaza selectarea instrumentului pentru
masurare si influenteaza abordarea de pregatire a probei, separarea
si calibrarea.

h. Metode existente. Nu in ultimul rand, inainte de dezvoltarea unei
metode analitice se impune consultarea detaliata a literaturii
stiintifice disponibile, care ar furniza informatii valoroase pentru

accelerarea dezvoltarii unei metode si ar imbunatati calitatea
generala a rezultatelor.

2. Modelarea si planificarea metodei.

Dupa obtinerea informatiilor adecvate despre problema, se
dezvolta un model pentru analiza. Modelul este o reprezentare
idealizata a etapelor complexe ale metodei analitice si include o
declaratie specifica a problemei, informatii despre esantion si analit
(niveluri de concentratie, potentiale interferente, localizarea
analitului din proba, distributia marimii particulelor, etc.), informatii
colaterale care pot afecta cerintele de determinare, acuratetea si
precizia metodei. Dezvoltarea unui model poate cere experimente
pentru a obtine mai multe informatii despre esantion sau pentru a
valida ipoteze. Dupa stabilirea modelului, trebuie creat un plan care
sa ofere instructiuni specifice pentru fiecare pas din metoda. Planul
traduce modelul in proceduri de operare standard (POS), care ofera
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actiunile si revizuirile necesare pentru realizarea analizei cu precizie
si acuratete necesara.

3. Obtinerea si stocarea probelor.

Gestionarea corectd a esantiondrii si manipularea probei sunt faze
importante ale analizei. Chiar si la masurari instrumentale de cea mai
buna calitate, o selectie necorespunzatoare si 0 manipulare proasta a
probei va da rezultate eronate sau inadecvate. Odata ce planul a fost
finalizat si revizuit, trebuie sa se obtina mostre de la materialul vrac, iar
continutul analitului In proba vrac ar trebui sa fie ,reprezentativ’
pentru concentratia sa in Intreaga proba. Esantionarea nu trebuie
tratatd ca o etapa usoara, deoarece planul de esantionare bine conceput
necesita multe cunostinte despre distributia analitului in proba.

4. Pregdtirea probelor.

Putine tehnici instrumentale pot masura probele direct fara
tratament prealabil. Probele trebuie tratate pentru a le face
compatibile cu tehnica instrumentala. Transformarea probei intr-o
forma care poate fi masurata folosind tehnica selectata se numeste
pregatirea probei. Selectarea esantionului si pregatirea reprezinta de
obicei cea mai mare investitie de timp In dezvoltarea unei metode
analitice. Detalii despre aceasta etapa importanta vor fi expuse intr-
un subcapitol separat.

5. Realizarea mdsurdtorilor.

Dupa pregatirea probei urmeaza masurarile replicate ale
probelor, pentru a stabili precizia metodei. Masurarea depinde de
interactiunea tehnicii de lucru cu o anumita proprietate chimica sau
fizicA unicd a analitului. In acelasi exemplu de aplicare a
spectrofotometriei IR pentru a analiza a monomerilor reziduali de
stiren si acrilonitril intr-o proba de polimer, masurarea se bazeaza pe
faptul, ca legaturile aromatice carbon-carbon din monomerul de
stiren absorb radiatia infrarosie la aproximativ 1600 cm-1, in timp ce
cianogrupul monomerului acrilonitril absoarbe la 2275 cm-1. O
analiza precisa asigura o absorbtie minima sau deloc a monomerului
de stiren la frecventa monomerului de acrilonitril (si invers).
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6. Compararea rezultatelor cu standardele.

Pentru a obtine rezultate analitice de incredere si convingatoare,
acestea trebuie sa implice un proces adecvat, atent de comparare a
semnalului analitului cu cel al standardelor cu o concentratie
cunoscuta a analitului, precum si cu o solutie martor de calibrare.
Aceasta procedura este cunoscuta sub denumirea de calibrare sau
standardizare. Calibrarea stabileste relatia matematica dintre
semnalul analitic si concentratia de analit In standardele de calibrare.
Cea mai uzuald abordare este construirea unei curbe ,de lucru”,
numita si curba de calibrare, in baza careia se aplica un set de calcule
statistice  pentru a stabili relatia Intre semnalul masurat si
concentratia analitului. Metoda celor mai mici patrate liniare este
considerata cea mai buna pentru reprezentarea relatiei de calibrare.

7. Prelucrarea statisticd a datelor

Metodele statistice de prelucrare a datelor sunt aplicate in
determinarea parametrilor de validare a metodelor de analiza.
Precizia unei metode analitice, ca o masura a erorii aleatoare a
metodei, trebuie prezentati pentru fiecare rezultat analitic. In analiza
statistica este de preferat sa fie incluse informatii cu referire la
contributiile independente din esantionare (datorita neomogenitatii),
pregatirea esantioanelor, masurarea parametrilor. Deoarece valoarea
»,adevaratd” pentru analit este rareori disponibila pentru a compara
acuratetea unei metode analitice, analistul trebuie sa determine si sa
raporteze limita de Incredere asociata cu rezultatele analitice ca o
masura a acuratetei metodei.

8. Prezentarea rezultatelor.

Prezentarea clara si exactda a rezultatelor este o cerinta
importantd pentru succesul metodei analitice.

Rezultatele ar trebui sa demonstreze fluxul de informatii din
metoda de analiza si sa identifice sursele potentiale majore de erori in
metodd, inclusiv orice pasi care au fost efectuati pentru eliminarea
sau evaluarea acestora, iar prezentarea rezultatelor ar trebui sa
cuprindd acuratetea si precizia acestora. Documentarea tuturor
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procedurilor este o0 componenta importanta a rapoartelor, pentru ca
rezultatele sa fie acceptabile din punct de vedere legal. Modul de
prezentare a rezultatelor poate fi diferit, inclusiv prin publicare in
articole sau rezumate, comunicare orala sau postere, sau prezentarea
in diverse rapoarte de analiza si validare. De mentionat, ca indiferent
de forma de prezentare, o metoda analitica eficienta trebuie sa includa
rezultate valide obtinute de printr-o metod acceptati. In prezentare,
rezultatele trebuie relatate intr-o forma utilizabil3, cu recomandari
sau concluzii legate de scopul sau problema initiala in baza carora s-a
efectuat analiza.

1.2. Functiile de baza ale instrumentelor analitice

Rolul unui instrument analitic este de a obtine informatii despre
o proba. Acest proces presupune convertirea informatiilor
conditionate de proprietatile chimice sau fizice ale analitilor, in date
semnificative. Pentru realizarea masuratorilor pot fi necesare mai
multe transformari, numarul acestora fiind in dependenta de o
varietate de factori, inclusiv instrumentul, calitatea si cantitatea de
date necesare. Fluxul de informatii intr-o masuratoare instrumentala
poate fi impartit in patru pasi: generarea semnalului analitic,
traducerea semnalului de intrare, modificarea semnalului, traducerea
semnalului de iesire (fig. 1).

Generare
a

Traducerea Traducerea
semnalului

de intrare

Modificarea
semnalului

semnalului
de iesire

v Al pb Ea.

Fig. 1. Fluxul general de informatii intr-un instrument pe
exemplul spectrofotometrului

semnalul
ui analitic

23



o)
Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor Cﬂ o
Figura 1 ilustreaza un exemplu al acestui proces folosind un
simplu spectrofotometru pentru a determina concentratia de cupru
intr-o solutie. Cuprul formeaza cu reactivul ditiozona un complex de
culoare rosu-violet care absoarbe lumina vizibila la 525 nm.
Concentratia de cupru poate fi determinata ca raportul puterii luminii
transmise printr-o proba necunoscuta a complexului de cupru cu
puterea luminii transmise printr-o proba martor care nu contine
complex, rezultdnd un semnal numit transmitanta (T). Masurarea
efectiva a transmitantei complexului cupru-ditiozona este realizata in
felul urmator: o lampa genereaza lumina vizibila care este introdusa
in monocromator, un dispozitiv care izoleaza radiatia de 525 nm, apoi
o trece printr-o cuva continand o solutie a complexului de cupru.
Aceste componente constituie portiunea generatorului de semnal a
spectrofotometrului. Dupa trecerea prin cuva, lumina transmisa este
focalizata pe un fotodetector, care este traductorul de intrare.
Fotodetectorul realizeaza o conversie de domeniu care modifica
puterea luminii radiante Intr-un curent electric. Modificatorii de
semnal din instrument servesc apoi pentru a converti curentul intr-o
tensiune, care este amplificata si raportata matematic cu semnalul de
referintd masurat anterior pentru a obtine o tensiune,
corespunzdtoare transmitantei probei. Transmitanta, ca tensiune
analogica, este convertita in date pentru analist (sub forma de afisaj
digital, stocare pe computer, deformare a acului, inregistrare grafica).

1.2.1. Generarea semnalului analitic

Crearea unui semnal ca urmare a interactiunii directe a energiei
cu analitul pe o portiune a instrumentului este prima faza a unei
masuratori. Energia implicata este adesea radiatia electromagnetica,
termica, incalzire sau electricitate. Generatoarele de semnal servescla
conversia informatiilor din domeniul non-electric (proprietate
chimica sau fizica) al analitului intr-un semnal electric. Exista doua
variante de a genera un semnal la majoritatea instrumentelor: a)
modificarea unui semnal extern aplicat de catre analit, asa cum este
descris in exemplul anterior despre determinarea cuprului prin
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spectrofotometrie Vis si b) crearea unui mediu controlat, care permite
analitului sa produca un semnal, cum ar fi de exemplu, In aplicarea
energiei termice la o populatie de atomi gazosi, determinand atomii sa
emita energie luminoasda ca semnal. Modul in care functioneaza
generatorul de semnal este unic pentru fiecare tehnica instrumentala.

1.2.2. Traducerea semnalului de intrare

Semnalul rezultat este directionat catre un traductor de intrare, un
dispozitiv, care transforma semnalul din domeniul non-electric (fizic
sau caracteristica chimica/compozitie chimica, intensitate luminoasa,
presiune, activitatea chimica a substantei) In domeniul electric
(codificat ca marime electrica, cum ar fi tensiunea, curentul sau
rezistenta). Majoritatea instrumentelor folosesc detectoare «ca
traductoare de intrare pentru a converti semnalul generat prin
interactiunea cu analitul intr-un semnal analogic continuu. Acest
semnal analogic este fie monitorizat continuuy, fie esantionat la anumite
intervale de timp. In exemplul anterior, care implici o masuritoare
spectrofotometrica, fototubul detector transforma puterea luminii
incidente asupra detectorului intr-un curent electric continuu a carui
magnitudine este proportionala cu puterea luminii incidente.

1.2.3. Modificarea semnalului

Semnalul electric obtinut dupa traducerea semnalului de intrare
este apoi transformat intr-o forma mai utilizabila prin modificatori de
semnal. Modificarile pot lua mai multe forme in functie de tipul de
semnal analogic care este furnizat de traductorul de intrare si
semnalul necesar de a fi prezentat la traductorul de iesire. Aceasta
implicd operatii precum amplificarea, atenuarea sau filtrarea
semnalului analitic. Modificarile comune ale semnalului includ
conversia curent-tensiune, amplificare sau operatii matematice cum
ar fi insumarea, integrarea, diferentierea, sau conversii logaritmice.
Conversiile semnalelor din domeniul analogic in domeniul digital si
invers sunt pasi importanti in manipularea, prelucrarea si stocarea
datelor in calculatoare.
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1.2.4. Traducerea semnalului de iesire

in cele din urm3, semnalul electric modificat este convertit de un
traductor de iesire In informatii cu un format, care poate fi inregistrat
siinterpretat de catre analist. Traductorul de iesire realizeaza aceasta
conversie. Datele de iesire sunt cel mai adesea transferate pe un
dispozitiv de stocare electronic, cum ar fi un fisier de date pe un hard
disk. In unele cazuri, rezultatele pot fi afisate direct ca concentratia
analitului, dupa ce sunt efectuate sarcini de calibrare corespunzatoare
de catre computer.
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Capitolul 2.

METODE DE PRELUCRARE A PROBELOR SI DE MASURARE

Prelucrarea corecta a probelor reprezinta una dintre cele mai
responsabile etape ale realizarii unei analize instrumentale. Pasii
necesari a fi parcursi la prelucrarea probelor variaza in functie de
tehnica specifica utilizata si de tipul de proba analizata. Cu toate
acestea, exista cativa pasi comuni in majoritatea tehnicilor de analiza
instrumentala.

2.1. Tehnici de colectare si pregatire a probelor pentru
analiza

Tendintele de automatizare a proceselor analitice din ultimele
decenii si-au lasat amprenta asupra modalitatilor si tehnicilor de
pregatire a probelor. S-au inregistrat evolutii semnificative ca urmare
a modificarii procesului de extractie, au aparut noi abordari, cum ar fi
microextractia, miniaturizarea si integrarea, esantionarea si
separarea. Procesul de prelevare si pregatire a probei este diferit in
functie de metoda aplicata si consta in extragerea componentelor de
interes din matricea probei prin extractie. Modernizarea metodelor
analitice au facut posibila masurarea unor concentratii mici de cele
mai complexe molecule si specii cu matrice complicate. La utilizarea
cantitatilor mici de proba pot aparea dificultati in atingerea
reprezentativitatii mostrelor selectate, deoarece calitatea oricarui
rezultat analitic depinde de reprezentativitatea si integritatea
esantionului. Similar tuturor masuratorilor, care sunt insotite de
erori, unele erori tipice apar adesea in timpul colectarii probelor.
Erorile sunt parte integranta a tuturor masuratorilor, ceea ce nu poate
fi eliminat complet dar este posibil sa se estimeze amploarea si natura
pentru a valida rezultatele.

2.1.1. Colectarea si esantionarea probelor

O analiza reusita incepe cu colectarea probei, care este prima
operatiune intr-o procedura analitica. Colectarea corecta a probelor
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este esentiala pentru obtinerea rezultatelor precise si fiabile in analiza
medicamentelor. Tehnicile de colectare a probelor variaza in functie
de tipul de analiza efectuata si natura matricei. Asa cum a fost
specificat in capitolul precedent, o proba trebuie sa fie reprezentativa.

Tehnicile generale de colectare a probelor pentru analiza

presupun cateva etape distincte:
v’ pregatirea echipamentului: echipamentul si recipientele folosite

trebuie sa fie curate si uscate; contaminarea sau umiditatea pot
afecta rezultatele analizei;
selectarea probei: se alege cu atentie locul de prelevare a probei
astfel incat sa fie reprezentativ pentru procedura de analiza;
prelevarea probei: uneltele de prelevare trebuie sa fie adecvate
(pipete, seringi, spatule sau cutite, In functie de natura probei); se
evita contaminarea probei cu murdarie, praf sau alte substante
strdine; se colecteaza o cantitate suficienta pentru a permite toate
analizele planificate;
etichetarea probelor: eticheta trebuie sa contina informatii
relevante, cum ar fi data silocul de prelevare, tipul de proba si orice
alte detalii importante;
ambalarea si stocarea probelor: se folosesc recipiente de stocare
adecvate, din sticla sau plastic de Tnalta calitate, In functie de natura
probelor colectate; probele se depoziteaza in conditii de
temperatura si umiditate controlate, daca este necesar;
transportarea probelor: pe perioada transportdrii catre un
laborator de analiza se evita deteriorarea sau contaminarea,
respectand integritatea ambalajului;
documentarea: toate detaliile relevante legate de proba, inclusiv
conditiile de prelevare, manipulare si transport se Inregistreaza si
se vizeaza de catre personalul responsabil;
siguranta: se respecta toate masurile de siguranta adecvate pentru
manipularea substantelor chimice, daca este cazul, pentru
protectie si pentru a evita contaminarea probelor.

Dupa colectarea probei trebuie sa se decida daca necesita a fi

analizat Intregul esantion sau doar o parte din el. Pentru probe solide,
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asa criterii ca precizia, dimensiunea particulelor materialului solid si
distributia analitului in esantion sunt factori determinanti importanti
in stabilirea dimensiunii esantionului brut. Pentru lichide si gaze sunt
necesare in general dimensiuni mai mici ale esantionului, deoarece
omogenitatea pentru lichide si gaze poate fi imbunatatita prin
amestecare fnainte de prelevare. In esantioane mari si complexe unde
poate fi imposibil sa se obtind omogenitate prin amestecare, o sub-
esantionare planificata la diferite locatii este necesara pentru a obtine
0 masuratoare reprezentativa.

Esantionarea reprezinta adesea etapa cea mai dificila si
predispusd la erori intr-o metodd de analizi. In primul rand,
esantioanele selectate necorespunzator pot duce adesea la erori mari
de precizie a unei misurdri cantitative. In plus, strategiile de
esantionare contribuie la precizia generala (deviatia standard) a unei
metode analitice mai mult decat instrumentul folosit. Adesea,
contributia esantiondrii la precizie trebuie sa fie evaluata
experimental si apoi utilizata pentru a modifica planul de esantionare
pentru a realiza acuratetea si precizia dorite.

Scopul metodelor de esantionare este de a alege un ,esantion”
care s reprezinte populatia. Incercirile in metodele de esantionare
asigura o sansa egala pentru fiecare parte a populatiei care urmeaza
sa fie selectata pentru analiza, ceea ce necesita un element aleatoriu
in strategia de esantionare. Aceste strategii includ esantionarea
aleatorie simpld, esantionare sistematica pe grild, esantionare
stratificatd, cluster si esantionare in doud etape. In esantionarea
aleatorie simpld, populatia este impartita intr-un set de unitati si
esantionul este selectat unitate cu unitate cu o probabilitate egala de
selectie pentru fiecare unitate la fiecare extragere. In esantionarea
sistematica in grila, probele sunt colectate din zonele grilei, care sunt
ca urmare a impartirii populatiei in grile bidimensionale sau
tridimensionale. Cand scopul esantionarii este cresterea probabilitatii
de a localiza posibile puncte fierbinti intr-o populatie, se utilizeaza
esantionarea sistematici. In esantionarea in doud etape, unititile
elementare sunt selectate aleatoriu, incrementele populatiei si

30



o
O

639 Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

esantionului sunt luate din locatii din cadrul fiecarei unitati. Locatiile
pot fi selectate sistematic sau aleatoriu. Esantionarea aleatorie
stratificata este compusa din Impartirea unei populatii in sectiuni
numite strate. Prin proiectarea unui plan de esantionare eficient si
rentabil, numarul, dimensiunea si forma straturilor sunt importante.
Cand scopul esantiondrii este estimarea mai precisa a concentratiei
analitilor In populatie, uniformitatea fiecarui strat este necesara. Deci,
numarul de incremente de esantion necesare pentru a defini
distributia analitilor in cadrul fiecarui strat va fi redus. Prin utilizarea
esantionarii sistematice, unitatile apar la aceeasi pozitie relativa in
strat, in timp ce in esantionarea aleatorie stratificata, pozitia in strat
este determinata separat prin randomizare in cadrul fiecarui strat. Un
grup de unitati distincte si identificabile din populatie se numeste
cluster si alegerea unui grup de unitati ca o singura unitate se numeste
cluster de prelevare a probelor. In esantionarea in cluster, populatia
este Impartita In grupuri mici, si fiecare grup serveste ca unitate de
proba. Formarea clusterelor inseamna formarea de grupuri de o
natura eterogena.

Esantionarea este un pas important al fiecarei proceduri analitice,
sitrebuie facuta cu cea mai mare atentie. Cu toate acestea, exista unele
erori tipice (sistematice si aleatorii) care pot aparea la aceasta etapa.
Eroarea de esantionare este eroarea cauzata de observarea unui
esantion in locul intregii populatii.

Una dintre cele mai importante erori sistematice, care poate
aparea in procesul de esantionare, este contaminarea probei.
Contaminarea poate depdsi nivelurile adevarate ale compusului
analizat si in consecinta determina obtinerea unor rezultate nevalide.
Prin urmare, una dintre preocuparile majore la prelevarea probelor
este evitarea introducerii contaminarii In esantion. Contaminarea
poate interveni la esantionare, preparare sau analiza. Contaminarea
poate fi redusa prin evitarea manipularii manuale a probelor si prin
reducerea numarului etapelor de prelucrare. Pentru a evalua gradul
de contaminare in orice etapa a procesului de masurare sunt folosite
blankurile (probele goale sau placebo). Blankurile sunt mostre care nu
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contin niciuna (sau o cantitate neglijabila) de analit. Sunt aplicate
pentru a simula cat mai aproape posibil proba matricei. Pot fi blankuri
pentru instrumente, solventi, de calibrare, de metoda, de matrice si
alte tipuri, in functie de tipul si scopul analizei.

O alta sursa de eroare in esantionare este selectarea speciilor
reprezentative. De asemenea, unele erori sunt cauzate de procesul de
omogenizare. Eroarea de esantionare poate fi minimizata prin
macinarea particulelor in dimensiuni fine, daca nu exista probleme cu
referire la stabilitatea analitilor.

Probele trebuie, de asemenea, sa fie transportate, depozitate si
reduse in volume de dimensiunea unui laborator, potrivite pentru
misurare. In fiecare dintre aceste operatii, trebuie prevenite
modificari ale concentratiei analitului datorita modificarilor chimice,
volatilizarii, absorbtiei de umiditate, contaminare si procese de
adsorbtie/desorbtie cu recipientul. Se atrage atentie la o etichetare si
depozitare adecvata si pastrarea tuturor inregistrarilor despre cine a
manipulat mostrele, unde sunt amplasate si cand au fost mutate.

2.1.2. Pregadtirea probelor pentru analiza

Odata ce proba este gata pentru analiza, pregatirea probei este
urmatorul pas. Pregatirea probei este o etapa cruciald a procesului de
analiza, pentru a asigura capacitatea unui instrument de a detecta un
analit la nivel adecvat. Interferentele matricei poate fi o problema
serioasa pentru detectarea si madsurarea analitilor, din acest motiv
foarte des este necesara separarea completa a matricei probei de
analitii de interes. Astfel, natura analitului si a matricei determina
alegerea tehnicii de pregatire a probei. Ca regula, sunt folositi, in
medie patru etape de preparare, dar sunt cazuri cand analistii aplica
si mai mult de sapte-opt etape. In tabelul 1 sunt indicate cele mai
uzuale etape de preparare a probelor si gradul de frecventa a utilizarii
acestora.

Complexitatea pregatirii probelor conditioneaza consum de timp si
resurse, fiind estimat ca peste 83% din timpul de analiza este rezervat
procedurilor de esantionare si pregatire a probei pentru analiza (tab.1).
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Tabelull. Etape de preparare a probelor pentru analize

instrumentale

N/o Procedura aplicata aP]:)li?((::;l?ilil,t‘;o
1. Cantdrire/masurare volum 98, 2
2. Ajustare pH 95,7
3. Filtrare 92,4
4, Dilutie 89,6
5. Adaugare standard intern 86,9
6. Cromatografie in coloana 83,8
7. Evaporare 80,1
8. Sonicare 79,0
9. Centrifugare 79,0
10. | Concentrare 76,3
11. | Extractie pe faza solida 75,1
12. | Extractie lichid-lichida 72,2
13. | Uscare 70,1
14. | Vortexare 67,2
15. | Adaugare de reagent 66,8
16. | Incalzire 63,4
17. | Derivatizare 60,6
18. | Macinare 57,5
19. | Asimilare 54,9
20. | Amestecare 52,7
21. | Precipitare 49,6
22. | Extractie prin vaporizare la incilzire 48,1
23. | Omogenizare 45,2
24. | Extractie Soxhlet 42,3
25. | Epurare 39,7
26. | Schimb de solventi 36,8
27. | Reconstituire 33,0
28. | Racire 30,8
29. | Liofilizare 27,6
30. | Amestecare 27,5
31. | Ultrafiltrare 23,5
32. | Dializa 20,7
33. | Dezagregare gel 17,9
34. | Extractie cu solvent sub presiune 14,0
35. | Dispersia matricei pe faza solida 11,1
36. | Extractie asistata de microunde 8,6
37. | Imbogatirea urmelor 7,9
38. | Extractie cu fluid supercritic 4,9
39. | Alte tehnici 4,5

Conform: Modern Sample Preparation Techniques: A Brief Introduction. Mona
Sargazi, Sayyed Hossein Hashemi and Massoud Kaykhaii, DOI:
http://dx.doi.org/10.5772 /intechopen.100715
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Inainte de a efectua o misuritoare trebuie asiguratd puritatea
probei pentru a obtine rezultate optime la utilizarea oricarui
instrument, indiferent de tehnologie. Din acest motiv, esantionarea
implica adesea o etapa de curatare a probelor pe langa procedura de
extractie. Pregatirea probei include, de asemenea, toate tratamentele
de descompunere a structurii matricei pentru a efectua fractionarea,
izolarea si imbogatirea analitilor. Aceste tratamente, care adapteaza
analitii testati cu detectorul pentru a spori sensibilitatea detectorului,
sunt, de asemenea, considerate parte din protocolul de pregatire a
esantionului. Din cauza aparitiei unor probleme provocatoare cu
matricea esantionului se recurge la unele tehnologii netraditionale,
care raspund nevoii pentru abordari fara solventi, automatizare si
miniaturizare. Aceste tehnici aduc cu sine unele beneficii, cum ar fi
analiza in situ a probei, care, in consecintd, reduce timpul analizei si
probabilitatea aparitiei erorilor, furnizeaza date mai exacte, precise si
mai rapide. Odata cu dezvoltarea noilor tehnologii, si procedura de
extractie a avansat, ceea ce este foarte important in pregatirea
probelor. In cazul probelor complexe, procedura analitici consti din
mai multe etape, inclusiv esantionarea, pregatirea probei, separarea,
cuantificarea, evaluarea statistica si luarea deciziilor. Acesti pasi
analitici sunt consecutivi, si cea mai lentd etapa determina viteza
intregului proces de analiza.

2.1.3. Extractie, preconcentrare, purificare

Detectarea unui analit cu o concentratie scazuta la un instrument
de analiza este intotdeauna o provocare din cauza mediilor foarte
complicate si a diferitelor interferente din matricea oricarui esantion
real, fie biologic, medicamente, probe de mediu. In consecinti, este
nevoie sa se dezvolte tehnici noi, eficiente, rapide, ieftine si simple de
preparare a probelor pentru a izola componentele analitice ale
probelor si a le preconcentra pana la o limita detectabila.

Metodele de extractie joaca un rol crucial in pregdatirea probelor
pentru analize instrumentale In diverse domenii, inclusiv in chimie,
biologie, analize alimentare, analize farmaceutice si in alte stiinte.
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Importanta acestor metode consta in capacitatea lor de a separa si
concentra substantele dorite dintr-o matrice complexa sau amestec.

Pentru realizarea unei extractii sunt importante proprietatile
chimice ale analitului, proprietatile mediului lichid sau gazos, fluid
supercritic sau extractant solid utilizat. Cele mai relevante proprietati
ale analitului care trebuie luate in considerare sunt presiunea vaporilor
(volatilizarea), solubilitatea, greutatea moleculard, hidrofobicitate si
echilibrul acido-bazic. Aceste proprietati esentiale determina
transportul intre fazele nemiscibile In timpul extractiei analitice.

Volatilizarea unei substante chimice de pe suprafata unui lichid
este un proces de partitie prin care substanta chimica se distribuie
intre faza lichida si gazul de deasupra lui. Cand compusii se
volatilizeaza, concentratia analitului organic din solutie este redusa.
Presiunea vaporilor unui lichid sau solid este presiunea vaporilor
(gazului) compusului in echilibru cu lichidul sau solidul pur,
condensat. Presiunea vaporilor, care este dependenta de temperatura,
creste odata cu temperatura si variaza foarte mult in functie de gradul
de atractie intermoleculara intre molecule asemanatoare: cu cat
atractia intermoleculara este mai puternicd, cu atat este mai mica
magnitudinea presiunii vaporilor.

Solubilitatea este cantitatea maxima de substanta care poate fi
dizolvata Intr-un anumit solvent la o anumita temperatura.
Solubilitatea poate fi determinata experimental sau estimata din
structura moleculara. Cunoasterea acestui parametru este esentiala
pentru selectarea solventilor in procedura de extractie.

Hidrofobicitatea, sau efectul hidrofob se formeaza atunci cand se
asociaza grupari nepolare dintr-un solvent apos, scazand astfel gradul
de interactiune cu moleculele de apa din jur si eliberand apa legata
initial de substantele dizolvate. Acest parametru este important
pentru distributia unui dizolvat intre fazele nemiscibile din timpul
extractiei. Un parametru care masoarda hidrofobicitatea este
coeficientul de partitie n-octanol/apd, care descrie procesul de
transport intre apa si fazele biologice hidrofobe. Coeficientul de
partitie n-octanol/apa si solubilitatea In apa nu sunt interschimbabile
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(prin relatii), deoarece masoara fenomene diferite. Solubilitatea apei
este o proprietate masurata la capacitate sau saturatie maxima, iar
coeficientul de partitie masoara distributia pe o interfata. Cu toate
acestea, solubilitatea ar trebui sa ramana pe lista proprietatilor
chimice esentiale, deoarece daca valoarea coeficientului de partitie
octanol-apa nu este disponibild, solubilitatea in apa poate fi utilizata
ca alternativa.

Caracterul acido-bazic al unei substante chimice si pH-ul fazei
apoase determina distributia speciilor ionizate-neionizate in solutie.
Compusii organici pot fi extrasi din lichide sub forma ionizata sau
neionizatd. In general, totusi, pentru compusii ionizabili, este
preferabil de a ajusta pH-ul solutiei pentru a forta compusul sa existe
in stare ionizatd sau in stare neionizata cat mai complet posibil.
Rezultate mai putin decat optime pot fi obtinute, daca compusul
ionizabil este extras in fereastra pKa # 2 unitati log. Cand pH-ul este
egal cu pKa, jumatate din compus este ionizat si cealalta jumatate din
compus este neionizata. Sunt necesare moduri mixte de extractie
pentru a transfera complet compusul dintr-o faza in alta.

Extractia ingredientelor active dintr-o matrice este metoda
clasica de separare siizolare a analitilor de matricele complexe. Exista
mai multe tipuri de metode de extractie, si o clasificare a protocoalelor
de extractie:

1. curgerea prin echilibru si preechilibru:
= extractie completa (exhaustivad) - epurare; captarea sorbentului;
extractie pe faza solida; extractie cu fluid supercritic;
= extractie incompleta (neexhaustiva) - microextractie pe faza
solida in tub;
2. echilibru de lot si pre-echilibru:
= extractie completa (exhaustivd) - extractie lichid-lichida;
extractie Soxhlet; extractie cu sorbenti;
= extractie incompleta (neexhaustiva) - extractie prin vaporizare
la incalzire; microextractie pe faza lichida; microextractie pe
faza solida; extractie In faza microsolida cu pipeta; extractie
sorbtiva cu agitare;
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3. stare de echilibru complet (exhaustiv) si incomplet (neexhaustiv) -
extractie prin membrana.

Metoda de extractie copleta (exhaustivda) cum ar fi extractia in
faza solida si lichid-lichida, analitii sunt transferati complet in faza de
extractie. Aceste metode sunt aplicate pe scara larga ca tehnici de
preparare a probelor, ele nu necesita calibrare deoarece aproape toate
moleculele tinta sunt transportate in solventul de extractie datorita
volumului lor mare. Pentru a reduce consumul de solvent si de timp
tehnicile de echilibrare a lotului sunt inlocuite cu sisteme de flux. De
exemplu, in extractia dinamica cu solvent (extractia Soxhlet), in care
extractia se realizeaza la punctul de fierbere a solventului, circulatia
extractantului creste semnificativ puterea de extractie.

Metoda de extractie incompleta (neexhaustivd), inclusiv
microextractia in faza solida si lichida, se bazeaza pe principiul
echilibrului, pre-echilibrului si permeirii. In aceasti tehnica
cantitatea fazei de extractie este mult mai mica decat tehnicile
exhaustive de echilibru si de obicei se separa doar o mica parte a
analitului din matricea probei.

Preconcentrarea se Incadreaza in categoria generala a tehnicilor
de preparare a probelor. Daca dupa dizolvarea unei probe
concentratia de analit este prea mica pentru analiza, este necesar ca
analitul sa fie adus la o concentratie mai mare. Exista multe modalitati
de a face acest lucru. Utilizarea in comun a preconcentrarii si a
tehnicilor de esantionare pot duce la simplificarea instrumentala si
automatizarea analizelor. Pentru preconcentrarea microcantitatilor
se folosesc de obicei aceleasi metode ca si pentru separarea
amestecurilor, dar nu a tuturor, si nu tot timpul. De exemplu,
cromatografia este rar folosita pentru preconcentrare. De-a lungul
anilor, metodele au evoluat de la precipitare (In parte coprecipitare)
la schimbul de ioni si In special la extractia lichid-lichida, apoi la
sorbtie (extractia in faza solida).

Preconcentrarea microcomponentelor inainte de determinarea
lor ocupa un loc important in analiza instrumental3, fiind determinat
de sensibilitatea insuficienta a metodelor de determinare directd, dar
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si uneori incapacitatea de a analiza direct probe, In care
componentele dorite sunt distribuite neomogen. Initial dezvoltata
pentru a fi aplicata la microelemente, preconcentrarea analitica este
acum pe larg utilizata in analiza substantelor medicamentoase, in
special in combinatie cu determinarea cromatografica (microextractie
in faza solida, microextractie lichida etc.).

Preconcentrarea probelor in analiza chimica este o etapa
esentiala pentru a obtine rezultate precise si sensibile. Exista mai
multe tehnici si metode de preconcentrare, iar alegerea depinde de
natura substantelor chimice cautate si de tipul de analiza chimica pe
care il doriti. Printre cele mai uzuabile tehnici comune de
preconcentrare a probelor se numara:
= extractie lichid-lichid (LLE): aceasta tehnica implica transferul

substantelor dintr-o faza lichida (mostrad) intr-o alta faza lichida
(solvent); prin selectia adecvata a solventului, se pot concentra
substantele de interes;

= extractie cu solid (SPE): se utilizeaza un material solid (de exemplu,
o coloana cu faza solida) pentru a retine substantele de interes
dintr-o mostra lichida, dupa care acestea sunt eluate si concentrate
pentru analiza;

* microextractia in faza solida (SPME): aceasta tehnica implica
absorbtia substantelor chimice Intr-un film subtire pe un fir de fibra
specialg, care poate fi apoi introdus in instrumentul de analiza;

= evaporarea: mostra lichida este evaporata pentru a concentra
substantele de interes; aceasta poate fi realizata sub vid (evaporare
sub vid) sau prin incalzire la temperaturi ridicate;

= preconcentrare in flux (Purge and Trap): substantele volatile sunt
purjate cu un gaz inert si apoi colectate si concentrate intr-un trap
pentru a fi ulterior introduse In instrumentul de analiza;

= adsorbtie: utilizarea unor materiale poroase sau suprafete cu
proprietati de adsorbtie pentru a retine substantele chimice de
interes, urmate de eluarea si concentrarea lor pentru analiza;

= precipitare si colectare: substantele de interes sunt precipitate si
colectate, apoi resuspendate Intr-un volum mai mic pentru a
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concentra analitii;

= utilizarea membranelor semipermeabile: unele substante pot trece
selectiv printr-o membrana, permitand astfel preconcentrarea lor;

= tehnici de preconcentrare in cromatografie: inclusiv preconcentrare
in coloana sau utilizarea detectorului de preconcentrare in
cromatografia gazelor.

O metodologie generala pentru preconcentrarea analitica este
greu de formulat, dar pot fi evidentiate cateva criterii de baza, ca:
caracteristicile cantitative, avantajele si dezavantajele
preconcentrarii, utilizarea adecvata si compararea preconcentrarii cu
alte metode, precum si o evaluare a rationalitatii combinatiilor de
metode de preconcentrare cu metode de determinare ulterioara —
conceptul de metode hibride si combinate.

Caracteristicile cantitative ale preconcentrarii probelor depind de
tehnicile specifice utilizate si cele mai comune sunt:
= factorul de preconcentrare (F), care reprezinta raportul dintre

concentratia analitului Inainte si dupa preconcentrare; cu cat F este
mai mare, cu atat preconcentrarea este mai eficienta. F poate varia
in functie de tehnica si conditiile de preconcentrare;

= volumul de proba preconcentrata (Vp) este volumul final al probei,
care a fost preconcentrat; acesta poate fi calculat in functie de
factorul de preconcentrare si volumul initial al probei;

= eficienta de preconcentrare, care masoara cat de eficient este
procesul de preconcentrare In colectarea analitului dorit. Se poate
exprima ca procente sau ca factor numeric;

» limitele de detectie (LOD) si de cuantificare (LOQ), care sunt de
obicei Imbunatatite prin preconcentrare. LOD este cea mai mica
concentratie a unui analit care poate fi detectata, In timp ce LOQ
este cea mai mica concentratie care poate fi cuantificata cu precizie;

= randamentul de recuperare, care masoara cat de mult din analitul
initial este recuperat in timpul procesului de preconcentrare;
randamentul de recuperare poate varia in functie de conditii si de
analit;

= sensibilitatea analizei; preconcentrarea poate imbunatati
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sensibilitatea, permitand detectarea si cuantificarea analitului la
concentratii mai scazute;

= selectivitatea, care este capacitatea de a preconcentra analitul dorit
in prezenta altor compusi din proba; o preconcentrare selectiva
este esentiala pentru evitarea interferentelor si imbunatatirea
specificitatii analizei;

* timpul de preconcentrare, care este intervalul de timp necesar
pentru a atinge concentratia doritd a analitului in timpul procesului
de preconcentrare; un timp de preconcentrare mai scurt poate fi
avantajos In aplicatii cu necesitati ridicate de analize in timp real.

Tehnicile de preconcentrare au mai multe avanteje, dar si
dezavantaje, in functie de contextul si scopul analizei. Printre avantaje
se numara: sensibilitatea crescuta, deoarece permite detectarea
substantelor la concentratii mai scazute; eliminarea interferentelor si
imbunatatirea specificitatii analizei; eficienta analizei, deoarece poate
face posibila analiza unor mostre mai mici sau mai diluate, cu
economie de timp si resurse; detectare in timp real. Din dezavantaje
cele mai relevante sunt: potential de pierdere a esantionului, ceea ce
poate afecta rezultatele analizei; complexitate tehnicd, cu necesitatea
de echipament specializat si experienta iIn manipularea acestuia;
limitari ale metodelor, in ceea ce priveste gama de substante care pot
fi concentrate eficient, sau metodele pot avea sensibilitate diferita fata
de diferite tipuri de substante; costuri mai ridicate legate de
achizitionarea si Intretinerea echipamentului specializat.

In general, utilizarea adecvatd a preconcentririi probelor depinde
de natura analizei dorite si de obiectivul specific al cercetarii sau
aplicatiei. Este important sa se aleaga metodele de preconcentrare
corespunzadtoare si sa se optimizeze conditiile experimentale pentru a
obtine rezultate precise si fiabile. Domeniul analizei instrumentale a
substantelor medicamentoase, produselor farmaceutice, atat la etapa
de cercetare-dezvoltare, cat si analiza de rutind, sunt exemple de
utilizare adecvata a tehnicilor de preconcentrare, in special pentru
probe cu doze mici de substante active.
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La compararea preconcentrdrii probelor in cadrul analizelor
stiintifice sau de laborator, exista mai multe metode prin care acest
lucru poate fi realizat, in functie de tipul de analiza si de scopul
acesteia. Cateva metode comune de preconcentrare a probelor si
modul in care acestea pot fi comparate sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Comparaea unor tehnici de preconcetrare a probelor

Metoda

Criterii in favoarea
utilizarii

Criterii contra
utilizarii

Extractia lichid-lichid
(LLE)

Eficienta pentru
substante solubile in
apa si organice

Consum mare de
solventi, timp
consumator

Microextractia in faza
solida (SPME)

Simpluy, rapid, necesita
cantitati mici de
solvent sau niciun
solvent

Limitat la substante
volatilie si compatibile
cu fibrele SPME

Preconcentrarea pe
faza solida (SPE)

Versatil, posibilitatea
utilizarii mai multor
tipuri de cartuse SPE

Consum de timp si
resurse pentru
pregatirea cartuselor

Microextractia in faza
lichida (LPME)

Cantitati mici de
solvent, aplicabila
pentru analizele de
urme

Limitata la substante
cu solubilitate ridicata
in solventul ales

Gaz cromatografie in
faza solida (GC-SPME)

Analize rapide si
sensibile pentru
compusi volatili

Limitata la compusi
volatili, necesita
pregdatirea specifica a

probei
. . Selectiva, eficienta Necesita echipamente
Extractie cu fluid .
- pentru substante greu specializate,
supercritic (SFE) o .
solubile costisitoare

Compararea acestor metode depinde de cerintele specifice ale

analizei, natura probelor, sensibilitatea necesara si echipamentele

disponibile. Aspecte precum eficienta extractiei, timpul de analiza,

costurile si gradul de automatizare pot influenta alegerea metodei

potrivite pentru aplicatia dorita. De asemenea, este important sa se ia

in considerare compatibilitatea cu tehnicile ulterioare de analiza, cum

ar fi cromatografia sau spectrometria de masa.
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Evaluarea rationalitdtii  combinatiilor de metode de
preconcentrare cu metode de determinare ulterioard, cunoscuta sub
denumirea de metode hibride sau combinate, reprezinta o abordare
eficienta in analiza instrumentalad. Aceasta strategie se bazeaza pe
ideea de a utiliza mai multe tehnici sau tehnologii intr-un mod sinergic
pentru a Imbunatati sensibilitatea, selectivitatea si precizia analizei.
Metodele de preconcentrare si determinare ulterioara trebuie sa fie
compatibile. De exemplu, un material preconcentrat trebuie sa poata
fi introdus sau eluat eficient in tehnica de determinare ulterioara.
Totodatd, metodele hibride ar trebui sa ofere o mai buna selectivitate
pentru analitii de interes si sa imbunatateasca limitele de detectie. O
parte importanta a metodelor hibride consta in capacitatea de a
reduce sau elimina interferentele. Evaluarea modului in care
combinarea metodelor poate aduce beneficii semnificative in ceea ce
priveste precizia analizei este esentiala. Metodele hibride trebuie sa
fie reproductibile si robuste, sa existe consistentd in rezultatele
obtinute in diferite conditii experimentale. Evaluarea rationalitatii
metodelor hibride include, de asemenea, analiza costurilor si
eficientei in comparatie cu metodele traditionale sau cu metodele
individuale de preconcentrare si determinare. Validarea metodelor
hibride este esentiala pentru a asigura conformitatea cu standardele
analitice. Testarea metodelor pe mostre de referinta si compararea
rezultatelor cu alte tehnici valideaza precizia si fiabilitatea acestora.
Metodele hibride ar trebui sa fie adaptabile la o varietate de tipuri de
esantioane. Aceasta este o caracteristicd importanta, mai ales in
domeniile analizei instrumentale, unde esantioanele pot varia
semnificativ. Nu In ultimul rand, dezvoltarea continua si adaptarea
metodelor hibride la noile tehnologii si cerinte analitice este cruciala
pentru a mentine relevanta si eficacitatea acestora.

Purificarea probelor este o etapa esentiala in analiza
medicamentelor si cercetarea stiintifica si este importanta pentru a
elimina impuritatile si pentru a obtine rezultate precise si fiabile in
experimente si analize. Impuritatile din probe pot afecta rezultatele
analizelor si pot introduce erori sau distorsiuni in interpretarea
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rezultatelor, pot sa afecteze instrumentele analitice, cum ar fi
spectrofotometrele, cromatografele sau spectrometrele de masa,
poate duce la erori in masuratori si la necesitatea curatarii si
intretinerii frecvente a echipamentului. Multe instrumente analitice
sunt sensibile la prezenta impuritatilor, iar eliminarea acestora poate
creste sensibilitatea instrumentului si poate permite detectarea si
cuantificarea mai precisa a analitilor de interes. Purificarea probelor
contribuie la obtinerea unor rezultate precise si exacte. Daca o proba
contine impuritati, acestea pot influenta valorile masurate, ducand la
erori semnificative in interpretarea datelor. In analiza instrumental
pot aparea interferentele atunci cand alte substante prezente in proba
interactioneaza cu analitul de interes sau cu reactivii utilizati in
analiza. Purificarea probelor ajuta la eliminarea acestor interferente,
asigurand astfel masuratori mai precise. Anumite tehnici analitice
necesita probe cu niveluri ridicate de puritate pentru a asigura ca
rezultatele masuratorilor sunt specifice analitului de interes si nu sunt
influentate de alte substante prezente in proba. Daca o proba contine
impuritati chimice, acestea pot reactiona cu reactivii utilizati in
analiza, ducand la formarea de compusi nedoriti si la modificarea
rezultatelor analizei.

Modalitatea de purificare a probelor poate varia in functie de tipul
de proba si de scopul analizei, dar exista cateva tehnici generale
utilizate in diverse domenii. Cromatografia este o tehnica larg utilizata
pentru separarea si purificarea probelor, fiind avantajoasa pentru
probe complexe cu concentratii scazute de analiti. Purificarea prin
cromatografie de afinitate implica etape de captare si eluare,
obiectivul fiind de a izola, concentra si stabiliza produsul tinta,
pastrand potenta si activitatea acestuia. Electroforeza, este aplicata
frecvent si implica separarea moleculelor in functie de mobilitatea
electrica Intr-un camp electric. Distilarea este aplicata in special
pentru purificarea substantelor lichide, deoarece prin Incalzirea
lichidului, componentele cu puncte de fierbere diferite pot fi separate
si colectate individual. Filtrarea poate fi folosita pentru separarea
particulelor solide dintr-un lichid sau pentru separarea unor
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componente solide dintr-un amestec. Si extractia nemijlocit poate fi
utilizata si pentru purificare. Pregatirea probei prin extractie implica
izolarea analitilor tinta dintr-o proba complexa sau dintr-un volum de
proba mult mai mare. Procesul indeparteaza componentele de proba
interferente care pot bloca coloanele HPLC si GC. De asemenea, creste
concentratia analitilor cu un factor de la 100 la 5.000, imbunatatind
astfel semnificativ sensibilitatea de detectare. Ca parte a pregatirii
selective si specifice a probei, extractia ajuta la asigurarea unei analize
cromatografice mai fiabile. Precipitarea este folosita la purificarea
probelor prin adaugarea unui reactiv adecvat, cdnd anumite substante
pot forma precipitate si pot fi separate de restul amestecului prin
filtrare sau centrifugare. Precipitarea fractionata este utilizata pentru
a indeparta impuritatile brute din volume mici de proba, acestea
separa fractiile prin principiul solubilitatii diferentiale. Cristalizarea
se bazeaza pe capacitatea unor substante de a forma cristale in
anumite conditii si prin controlul conditiilor de cristalizare, se pot
obtine compusi mai puri. Dializa este o tehnica de purificare utilizata
pentru a Indeparta sarea sau alte molecule cu greutate moleculara
micd dintr-o proba, este folosita si pentru a schimba compozitia
tampon a unei probe. Desalinizarea este o metoda simpla de
indepartare a sarurilor si a altor contaminanti cu greutate moleculara
mica dintr-o proba, care este utilizata si pentru schimbul de tampon
inainte sau dupa diferite etape cromatografice si pentru indepartarea
rapida a reactivilor pentru a termina o reactie.

2.2. Masurarea si compararea rezultatelor

Masurarea este implicatd in fiecare aspect al analizelor
experimentale si cea mai importanta parte a acesteia include
intelegerea abilitatilor observatorului si a domeniului de masurare al
unui instrument dat. Pentru a identifica orice masuratoare ca fiind
semnificativa, trebuie sa fie identificat un anumit standard pe baza
ciruia se face masurarea. In afari de standarde, trebuie si se cunoasci
si unitatile de masura. Modul standard de masurare este utilizarea
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unitatilor SI, care sunt folosite de oamenii de stiinta din Intreaga lume
pentru a ajunge la un rezultat usor de inteles.

2.2.1. Tipuri de mdsurdtori in analiza instrumentala

Dupa ce proba a fost pregatitd, este necesar sa se masoare probele
replicate pentru a stabili precizia metodei. Masurarea depinde de
interactiunea tehnicii de lucru a metodei cu o proprietate chimica sau
fizica unica a analitului.

Pentru a determina cantitatea unui analit sau compozitia acestuia,
se masoara una dintre marimile sale fizice: cantitatea de substanta
consumata sau formata In urma unei reactii chimice; viteza de reactie;
intensitatea absorbtiei, emisiei sau difractiei luminii; curentul aparut
in timpul proceselor redox; cantitatea de caldura eliberata sau
absorbita etc. Cunoscand relatia dintre rezultatele masuratorilor si
acele cantitati care sunt necesare de a fi determinate, precum si
compararea acestor rezultate cu standardele relevante, se stabileste
cantitatea de substanta care se determina sau compozitia acesteia.

In functie de principiile fizice de masurare utilizate, se disting
instrumente de masura electrice, optice, fotoelectrice, etc. Valoarea
masurata arata intervalul in care, cu o probabilitate apropiata de
100%, se afla valoarea adevarata necunoscutd a masurii.

O metoda de masurare este un set de reguli si tehnici de utilizare
a instrumentelor de masurare care permite rezolvarea unei probleme
de masurare. Existi metode de masurare directe si indirecte. in
masuratorile directe, valoarea marimii masurate se afla direct din
datele experimentale. Majoritatea instrumentelor de masurare se
bazeaza pe masuratori directe, de exemplu, masurarea temperaturii
cu un termometru, masurarea diametrului comprimatelor cu un
subler etc. In misuritorile indirecte, valoarea doriti a unei cantititi se
afla prin calcularea relatiei cunoscute dintre aceasta cantitate si
cantitdtile supuse masuratorilor directe, de exemplu, masurarea
concentratiei substantei active - prin absorbtia radiatiei
electromagnetice. O variatie a metodei indirecte este metoda
comparatiei. Metoda comparatiei este 0 metoda de masurare, bazata
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pe utilizarea unui standard de lucru si a unui dispozitiv de masurare
de comparatie. In acest caz, rezultatul mdisurdrii obtinut este
comparat cu testarea in aceleasi conditii ale unei probe standard de
lucru, de exemplu, masurarea absorbantei solutiei de testat si a
solutiei standard intr-o analiza cantitativa prin spectrofotometrie.

2.2.2. Compararea rezultatelor cu standardele.

Obtinerea unor rezultate analitice de Incredere si convingatoare
trebuie sa implice un proces adecvat, atent de comparare a semnalului
analitului cu cel al standardelor adecvate de analit cu o concentratie
cunoscuta precum si o solutie blank de calibrare. Acest proces este
cunoscut sub denumirea de calibrare sau standardizare. Calibrarea
stabileste relatia matematica dintre semnal analitic si concentratia de
analit In standardele de calibrare. Cea mai comuna abordare este de a
dezvolta o curba, de lucru”, precum cea ilustrata in figura 2. Calibrarea
intr-o metoda analitica este adesea realizata printr-o diagrama liniara
a semnalului masurat (abscisa - axa y) in functie de concentratie
(ordonata - axa x). Semnalul, supus unei erori aleatorii, este
reprezentat grafic pe abscisa, iar concentratia, despre care se
presupune ca nu este supusa unei erori aleatorii, este reprezentata pe
ordonata.
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Fig. 2. Curba de calibrare a 3 serii de solutii standard
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Pentru a stabili o relatie ,potrivita” intre semnalul masurat si
analitul se utilizeaza metode statistice. Metoda celor mai mici patrate
liniare este cea mai buna si preferabila de a fi utilizata pentru
reprezentarea relatiei de calibrare. Rezultatul este o relatie liniara,
forma generalad a acesteia este prezentata sub forma: Stotat = m (C) +
Sbiank , In care Stota reprezinta semnalul analitic total (o combinatie a
semnalului analitului si a semnalului de fundal), m este panta, C este
concentratia analitului, iar Skank este contributia de semnal a unei
probe martor.

In cazul in care semnalul de fundal este scizut la toate standardele
si mostrele utilizate pentru construirea curbei de calibrare, Spiank se
reduce la o valoare micd, apropiata de zero, care poate fi neglijat, si
atunci Stwtai devine semnalul analitic net, adica Sanaiit. Concentratia
probei este determinata de o relatie matematica folosind semnalul
masurat din proba necunoscuta si valorile lui m si Shiank stabilite, fiind
aplicata metoda celor mai mici patrate liniare. Pentru asigurarea
preciziei calibrarii se masoara semnalul analitic a unor probe control,
asemandtoare ca compozitie cu cea a esantionului necunoscut, dar
care are o concentratie cunoscuta de analit.

Asa cum a fost mentionat, pentru obtinerea unei drepte mai
potrivite se aplica tehnica regresiei cu cele mai mici patrate, care are
ca scop de baza prezicerea concentratiei de analit in probele
masurate, adica principalul criteriu in alegerea modelului de regresie
este de a alege unul, care sa permita o predictie precisa a concentratiei
analitilor in probe cu compozitie necunoscuta. Sunt cateva momente
care ar trebui punctate in aceasta metoda de cuantificare: a) functia,
care descrie relatia dintre semnal si concentratie pentru standardele
de calibrare, se aplica si la proba care este analizata; orice factor care
modifica aceasta relatie functionala va duce la o estimare partinitoare
a concentratiei de analit; b) este acceptata o relatie liniara intre
semnal si concentratie, rezultand in general cea mai buna acuratete si
precizie folosind cel mai mic numar de standarde de calibrare; c) in
mod ideal, concentratia de analit ar trebui calculatd numai prin
interpolare, nu prin extrapolare, adicd concentratia analitului ar
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trebui sa fie in intervalul de concentratii acoperit de standardele de
calibrare; daca concentratia analitului in proba este prea mare, atunci
proba poate fi diluata, iar daca este prea mica, pot fi pregatite
standarde de calibrare suplimentare. Pentru cea mai buna precizie,
concentratia este apropiata de concentratia medie a standardelor de
calibrare.

Ipoteza cand analitul ,se comporta” (adica, genereaza semnal) In
proba exact ca in standardele de calibrare, adica functia curbei de
calibrare se aplica In mod egal oricarei probe ca si calibrarii
standardelor, nu intotdeauna functioneaza. Deseori proba poate fi
mult mai complexa decat standardele de calibrare si interactiunea
analitului cu celelalte componente ale probei poate modifica semnalul
acestuia. Prin urmare, curba de calibrare poate sa nu descrie relatia
dintre concentratia analitului si semnalul care exista de fapt in
esantion. Matricea esantionului este o portiune din esantion care nu
include analitul: cu alte cuvinte, intregul esantion este format din
analit plus matricea acestuia. Cand matricea schimba semnalul
analitului, indiferent de motiv (reactie chimica, schimbarea puterii
ionului, etc), apare asa numitul efect de matrice.

Atunci cand nu poate fi stabilitd o relatie liniara sau cand
componentele matricei esantionului cauzeaza diferente in raspunsul
semnalului comparativ cu standardele simple, pot fi necesare
abordari alternative pentru calibrare. Pentru a obtine rezultate
optime In aceste cazuri, proba si solutiile standard pot fi diluate, se
utilizeaza ca regula, algoritmi de potrivire a curbelor neliniare pentru
curbele de calibrare sau se aplicd o calibrare mai complexa, de
exemplu metoda adausului standard.

Existd mai multe modalitati de utilizare a tehnicii de adaugare
standard. Una din ele este dilutia pana la volum constant. Solutia
proba este impartita in patru portii egale a cate 10 ml, la care se
adauga cantitati diferite de standard. Fiecare portie este diluata la 50
ml, fiind obtinute concentratii diferite de analit. Cu alte cuvinte, din
solutia proba se obtin patru solutii noi a cate 50 ml, fiecare dintre ele
contine cate 10 ml din solutia originald de proba. In plus, la fiecare
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solutie noua obtinuta se adauga un anumit volum de solutie standard
de analit (concentratia acestei solutii este cunoscutd). Volumul de
standard addugat este mentinut mic, astfel Incat sa aiba un efect redus
asupra matricei; solutiile finale au matrice de proba identice, astfel
incat analitul ar trebui sa fie afectat de matrice in mod egal in toate
solutiile. Aceasta este ipoteza cheie in metoda de adaugare standard.

O altd metod3 utilizata este adiugarea directd a standardului. In
metoda de adaugare standard anterioara exista un dezavantaj
important: analitul este diluat In noile solutii, scazand astfel
sensibilitatea analizei. Poate fi folosita urmatoarea procedura:

1. Masurarea semnalului pentru un volum cunoscut de solutie proba;

2. Adaugarea unui volum foarte mic de solutie standard concentrata
direct in solutia proba;

3. Masurarea semnalului pentru solutia noud, dupa adaugare;

4. Repetarea pasiilor 2 si 3 de cate ori este necesar.

Si In acest caz se opteaza pentru pastrarea volumului
standardului adaugat mult mai mic decat volumul probei originale,
astfel incat matricea probei sa nu fie modificata de volumul
suplimentar. Desi in aceasta metoda nu se dilueaza analitul, exista o
problema: volumul total al solutiei se va modifica pentru fiecare
masuradtoare dupa o adaugare standard.

Metoda adausului standard are un avantaj important fata de
metoda curbei de calibrare: este mai precisa pentru un esantion
complicat de matrice (corecteaza modificarile pantei liniei de
calibrare din cauza matricei esantionului). Totodatd, are si unele
dezavantaje, deoarece este necesar sa fie liniara, este o metoda de
extrapolare; trebuie sa se corecteze fundalul; este mai putin precisa
decat metoda curbei de calibrare; consuma mai mult timp atunci cand
trebuie analizate multe mostre.

Orice metoda de analiza trebuie sa faca fata unui control adecvat
al conditiilor de calibrare. Controlul temperaturii, pH-ului sau
proprietatilor de complexare ale probei si standardelor sunt
importante pentru a pastra consistenta in activitatea analitului atat in
probe, cat si In standard. Parametri instrumentali, cum ar fi
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amplitudinea sau frecventa unei intrari de semnal, sensibilitatea unui
detector, timpul de masurare a probei in raport cu calibrarea si
abaterea semnalelor masurate trebuie sa fie luate in considerare in
calibrare pentru a obtine rezultate optime.

2.2.3. Interferente in analiza cantitativa

In mod ideal, ar fi preferabil ca singura proprietate a unui
esantion care ar afecta datele colectate dintr-o procedura analitica sa
fie concentratia analitului in proba. Dar, inevitabil, vor exista si alte
proprietati care pot afecta masuratorile, precum temperatura, pH-ul,
puterea ionicd sau turbiditatea solutiei. Modificarile acestor
proprietati pot afecta masuratorile care nu au o legatura cu
concentratia analitului, conducand la erori. Astfel de proprietati se
numesc interferente, deoarece ,interfereaza” la propriu determinarea
concentratiei de analit. Interferentele pot fi clasificate in linii mari in
doua tipuri: (a) interferente chimice, care sunt datorate prezentei
unor substante chimice specifice in proba si (b) interferente fizice.
Efectele de modificare a puterii ionice sau a pH-ului sunt exemple de
interferente chimice, in timp ce cea a temperaturii sau a turbiditatii
sunt fenomene fizice.

In general, orice proba pentru analizi constd din doud parti:
analitii care urmeaza sa fie determinati cantitativ si restul probei,
numitd matricea probei. Matricea esantionului prezinta toate
componentele esantionului pentru care cuantificarea nu este
necesara. Cu toate acestea, semnalul datorat oricarui analit individual
poate fi influentat de oricare componenta a probei, inclusiv alti analiti
si componente ale matricei. Efectele interferentelor chimice sunt
adesea numite efecte de matrice; cei doi termeni pot fi folositi
interschimbabil.

Efecte de matrice aditive si multiplicative

Prezenta unui interferent chimic poate afecta semnalul masurat
in unul din doua moduri:

1. Interferentul poate afecta direct semnalul, de obicei provocand o
crestere a semnalului.
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2. Interferentul poate afecta indirect semnalul, cel mai frecvent
provocand o scadere a acestuia.

Efectele interferentelor chimice pot fi descrise si in alt mod. Luand
in considerare ca cele mai multe proceduri analitice sunt descrise
printr-un raspuns liniar de tipul: y = f1X + Bo, unde y este semnalul
masurat, x este concentratia analitului, 1 este panta liniei de calibrare,
numita si sensibilitate, in timp ce fo este interceptarea liniei, numita
uneori raspunsul in gol. Deoarece termenul ,interferenta” este definit
ca o modificare a semnalului care nu este datoratd modificarii
concentratiei analitului, trebuie sa se modifice fie prezenta
interferentilor chimici (panta pf:), sau raspunsul martor, fo.
Interferentii chimici care afecteaza indirect semnalul (asa-numitul
efect de ,interferenta a analitului”) modifica sensibilitatea analitului.
Acest tip de efect de matrice poate fi numit efect multiplicativ.
Interferentii chimici care modificdA direct semnalul (efectul
Jinterferentei goale”) modifica valoarea S, raspunsul gol. Acest tip de
efect de matrice poate fi numit efect aditiv.

Efectele interferentelor pot fi corectate, prin diverse tehnici,
precum eliminarea sursei de interferenta (extractia cu solvent,
extractia in faza solida, centrifugare, imunoteste, electroforeza si
multe altele), controlul efectelor interferentelor (temperatura, pH-ul,
etc.), corectia efectelor interferentelor (teoretic sau empiric).

Cea mai directa metoda de corectie pentru efectele matricei este
separarea analitului de matrice printr-o metoda de separare cum ar fi
extractia sau cromatografia. In esents, efectul de matrice este eliminat
prin eliminarea matricei.

Mdsurdtori ale blank-ului (goale)

Se stie ca o proba este compusa din (a) analit si (b) orice altceva
(adica, matricea esantionului). Un blank este un esantion care nu
contine analiti, ci doar matricea esantionului, de aceea se mai numeste
»,proba goald”. Daca este disponibil un blank pentru o anumita proba,
acesta poate fi utilizat pentru a corecta interferentele aditive prin
simpla scadere a semnalului masurat pentru blank din cel observat
pentru esantion:
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semnal net = semnal din esantion - semnal din blanc

Deoarece matricea esantionului se poate schimba de la un
esantion la altul, aceasta ar Insemna ca, teoretic, fiecare proba are
nevoie de un blank diferit. Cel mai frecvent, Insa, se presupune ca
matricea esantionului nu se modifica pentru un grup de esantioane
inrudite, de aceea se prepara doar un singur blank pentru acest grup.
Utilizarea metodelor analitice multicanal poate ajuta uneori la
corectarea interferentelor aditive fara utilizarea unui blank.

Potrivirea matricei

O metoda de corectare pentru toate efectele matricei este
potrivirea matricei. In aceastd abordare, toate standardele si probele
de calibrare vor avea (In mod ideal) aceeasi matrice de proba, astfel
incat orice efecte de matrice din esantion vor fi reproduse in
standarde. Curba de calibrare obtinuta in acest caz se va corecta
pentru toate efectele aditive si multiplicative.

Metoda de dilutie

In aceastid metods, probele sunt pur si simplu diluate cu un
solvent. Ideea este ca niste interferenti nu afecteaza semnalul daca
sunt prezente la concentratii scazute. Desigur, analitul este diluat de
asemenea, iar tehnica de masurare trebuie sa fie suficient de sensibila
pentru a cuantifica analitul la nivel diluat.

Metoda de saturare

Metoda de saturatie este aproape exact opusa metodei de dilutie.
La fiecare proba si la fiecare standard de calibrare se adauga
concentratii mari de interferenti. Aceasta metoda este deosebit de
eficienta atunci cand matricea esantionului poate varia de la proba la
proba. Prin cresterea concentratiei de interferenti la un nivel ridicat,
variatia de la proba la proba va fi ,inundata” de concentratiile mari
adaugate.

52



o

o ﬂD Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

eV
' METODE INSTRUMENTALE
A APLICATE IN CERCETAREA SI

ANALIZA MEDICAMENTELOR

¢ (Clasificarea metodelor
instrumentale de analiza. Avantaje si
dezavantaje

e Metode optice de analiza

Metode electrochimice de analiza

etode de separare cromatografica

rin electroforeza

analiza termica

licarea razelor X

53



o)
Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor Cﬂ o
Capitolul 3.
METODE INSTRUMENTALE APLICATE IN CERCETAREA SI
ANALIZA MEDICAMENTELOR

Sarcinile care sunt puse in fata analizelor farmaceutice, atat la etapa
de cercetare/dezvoltare, cat si la etapa analizelor de ruting, sunt foarte
diverse, complexe, si necesitd o abordare sistemicd, cu necesitatea
aplicarii celor mai sofisticate instrumente. Treptat, toate tehnicile
manuale din studiile analitice au fost transferate constant la tehnici
instrumentale. Practic, aplicarea metodelor analitice instrumentale se
axeaza pe trei categorii mari, care sunt aplicate in domenii majore, cum
ar fi cercetarea fundamentala a medicamentului, dezvoltarea produselor
farmaceutice, controlul calitatii, studii preclinice si clinice, etc.: analiza
calitativa, analiza cantitativa, analiza structurala.

Selectarea metodei analitice este primul pas, si cel mai important
intr-o analiza instrumentala, din acest motiv este foarte necesar de a
cunoaste bazele teoretice, principiile si aplicatiile metodelor analitice
instrumentale.

3.1. Clasificarea metodelor instrumentale de analiza.
Avantaje si dezavantaje.

Pentru a demonstra identitatea, calitatea, puritatea si potenta
substantelor medicamentoase si a produselor medicamentoase sunt
necesare numeroase metode. De fapt, specificatiile de calitate pot include
mai multi parametri, precum descriere, identificare, dozare, teste pentru
impuritati inrudite chimic si anorganice, produse de degradare,
reziduuri de solventi, teste ale diferitelor proprietati fizico-chimice,
puritate chirald, continut de apd, uniformitatea continutului de
antioxidanti si continut de conservanti antimicrobieni, teste microbiene,
teste de dizolvare/dezintegrare, teste de duritate/ friabilitate, teste
pentru dimensiunea particulelor si forme polimorfe, s.a.

Datorita variabilitatii testelor specifice necesare pentru a caracteriza
pe deplin un produs farmaceutic, sunt necesare multiple analize, cu
aplicarea unor tehnici avansate. In general, pentru asigurarea calitatii

54



o
O

639 Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

produselor farmaceutice sunt aplicate metode compendiale, care sunt
descrise In farmacopei, standardizate si ar trebui implementate asa cum
este scris, cu exceptia cazurilor In care sunt necesare modificari
justificate stiintific. Altfel este situatia pentru procesul de cercetare a
medicamentului, cand sunt dezvoltate metode pentru compusi noi sau
metode noi de alternativa pentru diferite scopuri.

La baza clasificarii metodelor instrumentale de analiza stau
procesele fizice sau fizico-chimice (de ex. electronice, optice sau
termice) care se petrec la masurare, in functie de proprietatile probei
si compozitia acesteia, sau, cu alte cuvinte, dupa tipul de interactiune
a instrumentului analitic cu o proprietate fizica sau chimica a
analitului. Se pot distinge la mod general cinci tipuri de metode
instrumentale dupa natura lor: optice, electrice, de separare, de
rezonanta si termice. Totodatd, in functie de scopul si complexitatea
analizei, se pot cupla cate doua sau mai multe tehnici.

Clasificarea metodelor instrumentale utilizate in analiza si
cercetarea medicamentelor:

v' Metode optice:
= Spectrofotometria in ultraviolet si vizibil;
= Spectrofotometria in infrarosu/ si cu transformare Fourier;
= Spectrofotometria de absorbtie atomica;
= Spectrometria de fluorescenta atomica;
= Fotocolorimetria;
= Fotometria flacarii;
= Fosforescenta;
= Spectrometria de emisie atomica;
= Spectroscopia de fluorescenta cu raze X;
= Spectroscopia Raman;
= Refractometria;
= Polarimetria;
v’ Metode electrice:
= Potentiometria;
= Conductometria;
= Polarografia;
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= Amperometria;
= Voltametia;

v Metode de separare:

= Cromatografia;
= Electroforeza;

v' Metode de rezonanta:

* Rezonanta magnetica nucleara;

v’ Metode termice:

= Termogravimetria;
= Termomicroscopia;
» Analiza termica diferentiala;

v' Alte metode (specifice):

= Spectroscopia de masa.
Metodele instrumentale de analizd implica utilizarea unor

instrumente si echipamente specializate pentru a obtine rezultate
precise si detaliate.

Avantajele acestor metode includ:
sensibilitate ridicatd, care permite detectarea si cuantificarea chiar
si a concentratiilor foarte scazute ale analitilor;
precizie si exactitate, cu obtinerea de date fiabile si corecte despre
compozitia sau proprietatile unei probe;
selectivitate, bazata pe capacitatea de a distinge intre diferite specii
chimice, facilitand identificarea si analiza specificda a unor
componente;
rapiditate, avand capacitatea de a furniza rezultate in timp real sau
intr-un interval de timp relativ scurt, ceea ce este benefic in aplicatii
unde este necesara o analiza rapida;
automatizare, ceea ce reduce interventia umana si creste eficienta
analizelor;
non-invazivitate, adica nu distrug sau nu afecteaza materialul
analizat, ceea ce este important in cazul esantioanelor pretioase
sau delicate;
varietate de aplicatii, atat analiza de rutina, cat si cercetare in multe
domenii, inclusiv chimie, biochimie, fizica, medicina, geologie,
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industrie alimentara, industrie farmaceutica si multe altele.

» detectare simultand a mai multor componente, ceea ce poate
economisi timp si resurse;

= reproductibilitate, oferind asigurare ca rezultatele pot fi obtinute in
mod constant in diferite conditii;

= economie de resurse, deoarece odata implementate, aceste metode
pot aduce economii semnificative de resurse, cum ar fi timpul si
materialele, in comparatie cu metodele traditionale sau manuale.

Aceste avantaje ale metodelor instrumentale le asigura o pozitie

stabila in topul aprecierilor si performantelor, fiind tot mai mult

utilizate In analiza si cercetarea farmaceutica. Dar exista si

dezavantaje asociate cu metodele instrumentale. Iata cateva dintre

limitdrile acestora:

= costul ridicat, deoarece echipamentele necesare pentru metodele
instrumentale de analiza pot fi extrem de costisitoare. Acest lucru
face ca aceste tehnici sa fie inaccesibile pentru laboratoarele sau
organizatiile cu bugete limitate;

= complexitatea, legata de faptul, ca utilizarea si interpretarea
rezultatelor obtinute prin metode instrumentale pot necesita
cunostinte specializate si abilitati tehnice avansate. Este posibil ca
personalul sa trebuiasca sa aiba o pregatire adecvata pentru a
opera aceste instrumente si a interpreta corect rezultatele;

" necesitatea pregatirii de esantioane, pentru a obtine rezultate
precise, si aceasta etapa poate adauga timp si efort analizei;

= dependenta de resurse tehnice, deoarece functionarea
echipamentelor instrumentale necesitda adesea diverse resurse
tehnice, cum ar fi electricitate sau gaze speciale, ceia ce poate limita
utilizarea acestor metode in anumite locatii sau conditii;

= sensibilitate la interferente, atat din mediul Inconjurator, cat si din
compusii prezenti in esantioane, care poate duce la erori in
rezultatele analizei;

= nevoia de Intretinere regulatd, pentru a asigura functionarea corecta
si pentru a mentine precizia masuratorilor, si aceasta poate implica
costuri aditionale si poate duce la Intreruperi in procesul de analiza.
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Desi metodele instrumentale de analiza au dezavantaje, ele raman
esentiale in cercetare si in industrie datorita capacitatii lor de a oferi
informatii detaliate si cu precizie asupra compozitiei chimice a
diferitelor mostre.

In acest capitol vor fi descrise cele mai uzuale metode
instrumentale, aplicate n analiza si cercetarea medicamentelor. Vor fi
expuse pe scurt bazele teoretice ale tehnicilor instrumentale,
aparatajul utilizat, particularitati de preparare a probelor pentru
anumite aplicatii (daca este cazul), modalitati de calcul. Un accent
deosebit se va pune pe posibilititile de aplicare a metodelor in
procesul de cercetare-dezvoltare a medicamentelor, la diverse etape,
fiind elucidate unele aspecte de utilizare a metodelor in analiza
medicamentelor combinate cu doze fixe.

3.2. Metode optice de analiza

Tehnicile spectroscopice optice implica interactiunea radiatiilor
electromagnetice cu atomi sau molecule. Subcategorii generale ale
tehnicilor spectroscopice sunt acelea, in care proba absoarbe, emite
sau imprastie radiatii electromagnetice. Pe langa datele cantitative,
prin spectroscopie optica pot fi obtinute informatii calitative privind
identitatea atomilor, grupurile functionale, moleculele si schimbarile
in mediile de legare.

Metodele optice de analiza se bazeaza pe interactiunea radiatiilor
electromagnetice de diverse lungimi de unda cu substanta de analizat.
Ele utilizeaza ca mijloc de excitare a substantelor (respectiv atomilor
componenti ai moleculelor) radiatia electromagnetica, In vederea
obtinerii informatiilor privind natura constituentilor sau cantitatea
acestora. Se stie ca radiatia electromagnetica este o forma a materiei
specifica, cu proprietati atat de unda, cat si de particula (comportament
dual). Componentele - electrica si magnetica - oscileaza perpendicular
una pe alta dar si pe directia de propagare. Lumina (sau radiatia
electromagneticd) mai Inseamna si energie ce se transmite doar in
bucati, numite cuante de energie, si care pot fi calculate din lungimea
de unda: E = hv = hc/A.
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Dat fiind faptul ca domeniul de lungimi de unda este foarte larg,
radiatia electromagnetici este diferitd. In functie de natura
interactiunii radiatiilor de origine luminoasa cu substantele, metodele
spectrale se pot clasifica in:

* metode de absorbtie (pe domenii diverse: raze X, vizibil, UV, IR,
RMN etc);
* metode de emisie a radiatiei electromagnetice (tot pe diverse domenii);
* metode de fluorescenta (UV, VIS, X etc), fosforescentd sau
luminescenta;
* metode de difractie (cu raze X, cu electroni, cu neutroni);
» refractometria si interferometria;
= polarimetria;
= metode bazate pe difuzia luminii;
* metode combinate.
In acest capitol vor fi redate succint cele mai des utilizate in
cercetarea si analiza medicamentelor metode optice, atat spectrale,
cat si nespectrale.

3.2.1. Spectrometria UV-VIS

Spectrofotometria este una dintre metodele optice care permite
efectuarea unui studiu analitic al reactiilor in solutie si este folosita
atat pentru identificarea si determinarea substantelor, cat si pentru
studii fundamentale ale echilibrelor in solutie. Metodele
spectrofotometrice se bazeaza pe procese de absorbtie a radiatiilor
luminoase de catre moleculele substantelor. Existenta unui spectru de
absorbtie complex, caracteristic, este un mijloc pentru identificarea
substantelor, in special in domeniul infrarosu. Determinarile
cantitative presupun masurarea absorbantei radiatiilor luminoase de
catre substante, In special in domeniul vizibil si ultraviolet.

Absorbtia si emisia energiei radiante de catre atomi si molecule
std la baza unor metode folosite In chimia analitica. Interpretarea
datelor obtinute permite aflarea unor informatii atat calitative, cat si
cantitative. Pozitiile liniilor si benzilor de absorbtie sau de emisie care
apar in spectru indica prezenta unei anumite substante, pe cand
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intensitatea liniilor sau benzilor de emisie sau de absorbtie, atat
pentru standarde, cat si pentru substantele necunoscute, permit
determinarea concentratiei substantelor supuse analizei. Rezultatele
unei masuratori spectroscopice se obtin sub forma unei reprezentari
grafice a energiei absorbite sau emise, diagrama denumita spectru, in
care pozitia de absorbtie sau de emisie este masurata in unitati de
energie, lungime de unda respectiv frecventa. Unitdtile de masura
pentru energie sunt date in electronvolti (eV) sau calorii (cal), pentru
frecventa in hertzi (Hz), iar pentru lungimea de unda in centimetri
(cm) cu submultiplii corespunzatori (de ex. pentru regiunea UV-Vis in
nm). Atomii si moleculele pot vibra si se pot roti unele fata de altele.
Vibratiile si rotatiile au stari de energie discretd, iar diferenta dintre
nivelul energetic superior si cel inferior al lor este mai mica fata de
energia tranzitiilor electronice. Deasupra fiecarui nivel electronic
exista un numar de nivele energetice de vibratie si rotatie, ceea ce
conduce la concluzia ca tranzitia electronica necesita cea mai mare
energie, pe cand tranzitia de rotatie - cea mai mica energie.

In cadrul stirii electronice normale este posibil si existe tranzitii
datorate unor nivele energetice de vibratie si de rotatie care sa
corespunda nivelelor de vibratie si de rotatie existente in starea
electronica de excitatie. Datorita acestui fapt, spectrul speciilor
moleculare este foarte larg. Acest tip de spectru este un spectru cu
nivele energetice In benzi, deoarece tranzitiile sunt exprimate printr-
o serie de linii care formeazi o banda. In cazul unui atom, este evident
ca speciile nu pot vibra si nu se pot roti ca in cazul unei molecule si, ca
urmare, atomul nu are nivele energetice de vibratie sau de rotatie.
Tranzitiile intre nivelele energetice in cazul atomilor se vor prezenta
sub forma unor linii, spectrele atomice fiind spectre de linii. Datorita
acestui lucru se poate foarte usor determina daca o radiatie absorbita
sau emisa de o anumita specie provine de la o molecula sau de la un
atom. Molecula produce un spectru de banda, iar atomul produce un
spectru de linii. Pozitia acestor benzi sau linii poate fi folosita la
determinarea calitativa a speciei analizate, pentru ca intre nivelele
energetice ale atomilor si moleculelor exista diferente. Determinarile
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cantitative se bazeaza pe masurarea absorbantei radiatiilor luminoase
de catre substante, folosind, mai ales, radiatii ce apartin domeniului
vizibil si ultraviolet al spectrului.

Legea de baza a spectrofotometriei prezinta relatia dintre
absorbtia unei radiatii a carei lungime de unda corespunde unei
absorbtii maxime a substantei respective si produsul dintre grosimea
stratului absorbant si concentratie. Aceasta relatie este cunoscuta sub
denumirea de legea Bouguer-Lambert-Beer:

A=¢g-1-¢ 1n care
A - este absorbanta, marime adimensionala,
€ - este absorbtivitatea molara, exprimata in dm3/mol - cm,
[ - este grosimea cuvei, sau lungimea stratului absorbant, exprimata in cm,
c - este concentratia solutiei care este analizatd, exprimata in mol/dm3.

Absorbanta creste liniar cu grosimea cuvei si concentratia
solutiei, iar pentru aceeasi grosime a cuvei depinde liniar doar de
concentratie. Absorbtivitatea molara, €, (sau coeficientul molar de
extinctie) este numeric egald cu absorbanta unui strat de solutie cu
grosimea de 1 cm si concentratia de 1 mol/dm3. Cu cat absorbtivitatea
molarda este mai mare cu atdt substanta absoarbe mai bine.
Absorbitivitatea molara depinde de natura speciei absorbante si de
lungimea de unda si nu depinde de concentratia speciei absorbante.
Masurarea absorbantei se face cu wun aparat denumit
spectrofotometru si constituie un mijloc pentru determinarea
concentratiilor substantelor absorbante.

In spectrofotometrie se aplici analiza prin metoda comparatiei,
metoda curbelor de etalonare si titrarea spectrofotometrici. In
metoda comparatiei se foloseste o solutie de comparatie cu
concentratie cunoscuta a substantei care se determina. Determinarile
se efectueaza egaland intensitatea luminii transmise prin solutia
etalon cu cea transmisa prin solutia de concentratie necunoscuta,
faicand sa varieze grosimea stratului absorbant. La egalizarea
intensitatilor transmise, ambele solutii au aceeasi absorbanta.

Metoda curbelor de etalonare presupune trasarea unei curbe de
calibrare, dependenta absorbantda - concentratie, pe probe de
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concentratie cunoscuta, obtinandu-se o dreapta care pleaca din
originea coordonatelor, iar panta dreptei depinde de marimea
coeficientului molar de absorbtie. Se masoara absorbanta probei
analizate, pregdtita in acelasi fel ca si probele etalon si prin
intermediul curbei de calibrare se determina concentratia acesteia.

In titrarea spectrofotometrica se urmareste variatia concentratiei
pe parcursul reactiei de titrare pentru sesizarea punctului de
echivalenta. Metoda se poate aplica atunci cand unul dintre
componentii reactiei de titrare, substanta analizata, titrantul sau
produsul format, prezinta absorbtie optica la lungimea de unda la care
se lucreaza. Curba de titrare este alcatuita din doua segmente de
dreaptd, la intersectia carora se afla punctul de echivalenta. Daca
niciuna dintre speciile incluse in reactia de titrare nu absoarbe
suficient, la lungimea de unda de lucru, se adauga un indicator si se
lucreaza la lungimea de unda la care absoarbe indicatorul liber, iar
curba de titrare prezinta un salt la echivalenta.

Lungimea de unda (1) a unei unde electromagnetice este distanta
intre doua maxime consecutive. Frecventa (v) este numarul de unde
ce trec printr-un punct dat intr-o secunda. Unitatea de masura a
frecventei, asa cum a fost mentionat, este s'1, sau hertz (Hz). Lungimea
de unda are un sens bine definit numai in cazul unei unde
monocromatice, adica de o singura frecventa si ale carei oscilatii se
repetd la infinit. In timp ce lungimea de undi depinde de mediul in
care se propagad unda, frecventa undei este constanta, cel putin in
cazul in care sursa, receptorul si mediul de propagare sunt in repaus
relativ. De aceea, in precizarea parametrilor undei se prefera adesea
frecventa acesteia. Daca totusi o unda este descrisa prin lungimea de
unda a oscilatiilor sale, trebuie precizat sau convenit mediul de
propagare. De exemplu, In cazul luminii, existd conventia de a
considera ca toate lungimile de unda se refera la propagarea in vid.

0 unda electromagnetica poate fi definita ca o energie ce se propaga
liniar, In medii omogene, cu viteza constantd, dar cu intensitate periodic
variabild. Cand toate undele ce compun un fascicul luminos au aceeasi
lungime de undd, lumina respectiva este numitd monocromatica.
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Spectrul  electromagnetic totalitatea
electromagnetice existente in Univers. Spectrul electromagnetic
cuprinde de la radiatiile cu lungime de unda scurta (razele gama, razele
X), apoi lumina ultravioletd, lumina vizibila si razele infrarosii, pana la
radiatiile cu lungime de unda mare (undele radio).

Lumina alba, cunoscuta mai bine drept lumina zilei, este o
combinatie a tuturor culorilor din spectrul vizibil. Spectrul vizibil
ocupa o mica parte a spectrului electromagnetic. Razele de lumina
sunt unde electromagnetice de diferite frecvente.

Domeniile spectrului electromagnetic sunt impartite dupa

Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

reprezinta radiatiilor

lungimea de unda si au diverse aplicatii specifice (tab. 3).

Tabelul 3. Domeniile spectrului electromagnetic

Lungimea Frecventa . L
de unds (Hz) Domeniul Aplicatii
Iradiere in tratarea
Raze gama .
cancerului
102-1024 | 1020-101 Raze X Radiografii medicale
si industriale
10 = 200 nm 1016 — 1015 pltraV}olet Dls.trugerea
Indepdartat germenilor; bronzare
200 -400 1015 - 7,5-1014 Ultrav191et art.1f1_c1ala; .an.ahze
nm apropiat fizico-chimice
- . 14 _
400-750 7,5101 - 4 Vizibil Analize fizico-chimice
nm -1014
0,75-2,5 4-1014 - Infrarosu .
. Detectarea prezentei
um 1,2-1014 apropiat . s
organismelor vii,
1,2-1014 - Infrarosu . . e
2,5-50 pm N inclusiv a radiatiei
6-10% mijlociu corpului uman;
50 - 1000 6-1012 - 1011 AInfrat:osu analize fizico-chimice
um indepartat
0,1-100cm | 1011 -10° Microunde Cuptoare cu
microunde
10 em - 10 Transmisiuni radio.
Km 1020 — 1016 Unde radio Radare civile si
militare

Spectrometria de absorbtie moleculard in ultraviolet si vizibil (UV-
Vis) se bazeaza pe absorbtia radiatiilor de catre speciile moleculare,
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de obicei, Intre 180 si 800 nm. Proba lichida se introduce intr-o cuva
de o0 anumita grosime care va fi strabatuta de un fascicul produs de o
sursa de spectru continuu. Fotonii care intalnesc in calea lor specii
moleculare absorbante cedeaza o parte din energia lor, iar acestea o
absorb. Intensitatea radiatiei care strabate cuva, va fi mai mica decat
intensitatea radiatiei incidente, si este masurata cu ajutorul unui
detector. Daca se neglijeaza partea din radiatia incidenta care este
absorbita de peretii cuvei, cea care este reflectata de peretii cuvei
precum si cea care este dispersata prin solutie se poate scrie: Ip = Ia +
I, unde Iop este intensitatea, Is este intensitatea absorbita, I+ este
intensitatea transmisa, marimi care depind de lungimea de unda si de
concentratia speciilor absorbante. Datorita acestei dependente se pot
face determinari atat calitative, cat si cantitative prin spectrometria
de absorbtie moleculard. In absorbtia molecularad interactiunea
radiatiei este caracterizata prin doua marimi: transmitanta, 7, (sau
transmitanta procentuald, T%) si absorbanta, A. Asa cum a fost
mentionat mai sus, legea lui Bouguer-Lambert-Beer leaga grosimea
unei probe absorbante de cantitatea de radiatie transmisa prin proba,
aratand ca pe masura ce grosimea stratului strabatut si concentratia
analitului cresc, cantitatea de radiatie ce strabate proba, scade.

Cel mai simplu tip de spectrofotometru este un ansamblu format
dintr-o sursa de lumina alba, de la un bec cu filament, din care se
selecteaza radiatiile de diferite frecvente folosind un monocromator,
cuve pentru solvent si pentru solutie, celula fotoelectric3,
potentiometru si galvanometru (fig.3).

Monocromator

A

|
Sursa de | Fant! de '
lumina

Element Fantd de p opa Detector

intrare : p
dispersiv iesire

Fig. 3. Schema de principiu a unui spectrofotometru UV-Vis
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Fig. 4. Spectrul de absorbtie in UV-Vis a solutiei standard de
nicergolina

Pentru fiecare frecventa selectata din radiatia produsa de catre
sursa se masoara absorbtia, transmisia sau extinctia si se calculeaza,
in functie de grosimea cuvei si de concentratie, valoarea coeficientului
de extinctie (€), sau log ¢, iar prin reprezentarea grafica a lui € sau log
g, In functie de frecventa sau de lungime de unda se obtine o
spectrogramd, sau spectru (fig. 4).
Aplicatiile spectrofotometriei UV-Vis sunt multiple, aceasta
metoda fiind remarcata prin simplitate, accesibilitate, acuratete si
sensibilitate buna. Preferential metoda poate fi aplicata pentru:
= detectarea grupelor functionale: pentru a detecta prezenta sau
absenta cromoforului. Absenta unei benzi la 0 anumita lungime de
unda poate fi privita ca o dovada a absentei unui anumit grup in
compus. De exemplu, daca spectrul este transparent peste 200 nm,
aceasta arata absenta conjugarii, a unei grupe carbonil (aldehida
sau cetonad), benzen sau compusi aromatici;

* intinderea conjugdrii: cresterea numarului de legaturi duble
deplaseaza absorbtia la o lungime de unda mai mare;

= analiza calitativd/identificarea unui compus necunoscut: un
compus necunoscut poate fi identificate prin compararea
spectrului sau cu spectrele cunoscute. Daca cele doua spectre
coincid, doi compusi trebuie sa fie identici. Daca doua spectre nu
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coincid, atunci structura asteptata este diferita de compusul
cunoscut;

= spectroscopia UV/VIS este utilizata ca instrument pentru a
identifica daca analitul este pur si nu a fost supus procesului de
descompunere. De exemplu, aceasta tehnica este utilizata pentru
controlul calitatii materiei prime, si pentru verificarea puritatii
produselor farmaceutice, a compusilor relevanti biologic, cum ar fi
acizii nucleici, ADN si ARN. In plus, punctul de topire al ADN-ului
poate fi determinat prin inregistrarea spectrului UV/VIS la diferite
temperaturi. Prin spectroscopie UV /VIS este posibila diferentierea
intre acizii grasi saturati si nesaturati prezenti in uleiul de masline
si, astfel, de monitorizat calitatea acestuia;

» in industria alimentara si a bauturilor: pentru a monitoriza si
imbunatati calitatea si consistenta produsului, influenta
materialului de ambalare si a stabilizatorilor, precum si procesele
de deteriorare si degradare chimica pot fi observate si cu aceasta
metoda;

* In industria chimica: pentru determinarea puritatii solutiilor
organice. Aparitia varfurilor suplimentare la lungimi de unda
specifice poate fi observata datorita impuritatilor din proba;

» elucidarea structurii compusilor organici;

= determinarea valorii pKa a indicatorilor: pKa = pH - [log
(ionizat/neionizat)]. Valoarea log (ionizat/neionizat) poate fi
determinata spectrofotometric, adica din ecuatia pKa poate fi
calculata concentratia vs. absorbanta la pH diferit;

* analiza cantitativa: poate fi efectuata folosind valorile pentru €max
(E%/1cm), metoda comparatiei directe, metoda curbei de calibrare
(fig. 5). Pe baza legii absorbtiei, pentru a determina concentratia
unui compus Intr-o solutie se construieste o linie de calibrare prin
masurarea absorbtiei mai multor solutii standard de concentratii
cunoscute. Se aplicd o regresie liniara a valorilor masurate, si,
folosind aceasta linie de calibrare se poate calcula concentratia
unei probe necunoscute prin determinarea absorbantei acesteia;
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(n = 3 determinari)

Metoda spectrofotometrica UV-Vis are numeroase avantaje, care
o fac foarte utila in cercetare si analizele de laborator. Metoda este
sensibila la concentratii mici de analit, ceea ce inseamna ca poate
detecta chiar si cantitati mici de substante prezente intr-o mostra.
Unele substante absorb lumina in mod specific la anumite lungimi de
unda in spectrul UV-Vis, ceea ce ofera o anumita specificitate in
analizele chimice. Acest lucru faciliteaza identificarea si cuantificarea
unor substante specifice in amestecuri complexe.

Metoda poate fi utilizata pentru analiza unei game variate de
substante, inclusiv molecule organice si anorganice. De asemenea,
poate fi adaptata pentru masurarea concentratiilor de ioni metalici.
Analizele spectrofotometrice UV-Vis pot fi realizate Intr-un interval de
timp relativ scurt, ceea ce face aceasta metoda potrivita pentru analize
rapide si monitorizare in timp real. Procesul de masurare nu distruge
mostrele, permitand analize repetate ale aceleiasi mostre. Metoda are
o buna reproductibilitate si precizie, rezultatele pot fi obtinute in mod
consistent in diferite conditii de laborator. Comparativ cu unele alte
tehnici analitice, echipamentele spectrofotometrice UV-Vis sunt
relativ accesibile, iar costurile de operare sunt adesea mai mici decat
pentru alte metode analitice. Metoda este relativ usor de utilizat si nu
necesita pregatire tehnica avansata pentru operatiuni de rutinag,
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permite o calibrare simpla, In special atunci cand se utilizeaza
standarde de referintd, ceea ce faciliteaza conversia absorbtiei in
concentratii cunoscute. Unele spectrofotometre UV-Vis permit
monitorizarea cinetica a reactiilor chimice In timp real, furnizand
informatii valoroase despre cinetica unei reactii.

Exista si unele dezavantaje asociate cu aceasta metoda. Unele
substante pot prezenta absorbtii in aceeasi regiune de lungimi de
unda, ceea ce poate face dificila identificarea si cuantificarea lor cu
precizie, ducand la scaderea selectivitatii metodei.

Substantele straine prezente intr-o mostra pot interfera cu
masurarea absorbtiei, generdnd rezultate incorecte. De exemplu,
impuritatile, turbiditatea sau prezenta altor substante cu absorbtie in
aceeasi regiune de lungimi de unda pot afecta rezultatele analizei.
Raspunsul detectorului si concentratia substantei pot sa nu fie liniare
pe Intreaga gama de concentratii, ceea ce necesita adesea ajustari ale
metodei pentru a obtine rezultate precise. Pentru concentratii foarte
scazute ale substantei de interes, sensibilitatea aparatelor
spectrofotometrice poate fi limitata, facand dificila detectarea si
cuantificarea precisa. Instrumentele spectrofotometrice necesita
calibrari regulate pentru a asigura precizia si fiabilitatea rezultatelor.
Orice modificare a conditiilor experimentale sau a configuratiei
instrumentului poate afecta masuratorile. Unele substante pot
prezenta absorbtii diferite In functie de solventul utilizat, ceea ce
poate influenta rezultatele analizei. Alegerea solventului potrivit este
esentiali pentru obtinerea de rezultate precise. In cazul unor
esantioane mai sensibile, radiatia UV poate provoca deteriorarea sau
distrugerea lor, ceea ce limiteaza utilizarea acestei metode pentru
anumite tipuri de substante. Echipamentele spectrofotometrice
uneori pot fi costisitoare si pot necesita Intretinere si manipulare
specializata. Acest lucru poate reprezenta un dezavantaj pentru
laboratoarele cu bugete reduse sau pentru utilizatorii fara experienta
in manipularea acestor instrumente.

Cu toate acestea, In ciuda acestor dezavantaje, metoda
spectrofotometrica in UV-Vis ramane o tehnica analitica importanta si
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larg utilizata iIn domeniul analizei medicamentelor datorita simplitatii,
sensibilitatii si versatilitatii sale.

3.2.2. Spectrometria IR (FTIR)

Absorbtia radiatiei electromagnetice la lungimi de unda cuprinse
intre 0.8 si 1000 pm este atribuita domeniului infrarosu (IR) al
spectrului. O informatie mai semnificativa din punct de vedere analitic
ofera domeniul mediu al spectrului IR, numit si IR fundamental (A=2.5
- 25 pm). Acesta este domeniul IR care serveste de obicei atat pentru
analiza chimica, cat si pentru recunoasterea calitativa a combinatiilor
anorganice, organice sau naturale dar si in determinari de structura
chimica. Ca si in alte domenii ale spectrometriei, in IR se determina
transmitanta (T) data de raportul intensitatilor transmise (I) si
respectiv incidente (Io): T=Io/I (T<1).

Spectrele IR sunt analizate prin diverse metode. Astfel, exista
spectrometre care analizeaza dispersia dupa lungimea de unda, sau
bazate pe transformare Fourier, diverse analizoare simple, nedispersive
- ultimele specializate doar pe anumite combinatii chimice - precum si
spectrometre de proces care fac analize, In mod continuu, pe anumite
linii tehnologice de gaze sau lichide. Exista si spectrometre IR portabile
care permit analiza unor poluanti ai mediului.

Absorbtia in IR se datoreste interactiunilor dintre radiatia
electromagnetica incidenta, si anume componenta electrica a acesteia,
cu dipolii electrici ai unei molecule. Energia radiatiilor IR provoaca o
amplificare a energiei de vibratie a moleculelor datorita faptului ca
dipolul corespunzator legaturii oscileaza cu o frecventa apropiata cu
cea a componentei electrice. Se cunoaste, ca intr-o moleculd, in mod
natural, atomii componenti executa miscari de vibratie de-a lungul
legaturii in timp ce molecula se roteste. O intensificare a miscarii de
vibratie duce la o alungire si simultan, la o slabire a legaturii dar si la
o intensificare a miscarii de rotatie. In acest fel se explica de ce, in
absenta oricdrui dipol permanent, nu apare nici un cuplaj cu unda
electromagnetica si nu are loc nici o diminuare a intensitatii radiatiei
IR incidente. In moleculele poliatomice posibilititile de aparitie ale
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spectrelor IR sunt mai mari, deoarece aici vibratiile asimetrice pot
duce, chiar in moleculele nepolare, la aparitia unor dipoli electrici, iar
posibilitatile de aparitie ale unor vibratii de deformare (de modificare
a unghiurilor dintre legaturi in afara celor de alungire) se maresc.

Miscarea de vibratie a atomilor este cuantificata si reprezinta
miscarea acceleratd a unor sarcini electrice. Daca in cursul vibratiei
apare un dipol temporar, energia de vibratie se poate mari prin absorbtie
de cuante. Vibratia implica energii mai mari, iar frecventa acestora se
situeaza in domeniul infrarosu al spectrului. Tranzitiile electronice sunt
cuantificate si implica cele mai mari variatii de energie. Frecventa
cuantelor absorbite sau emise la tranzitiile electronice se situeaza in
domeniul vizibil si ultraviolet al spectrului. O tranzitie de vibratie nu
poate fi realizata niciodata singurd, ci este intotdeauna insotita de
tranzitii de rotatie, manifestandu-se fiecare printr-o linie spectrala. Din
cauza numarului mare si apropierii in spectru ele se contopesc sub forma
benzilor caracteristice ale spectrelor in infrarosu. Aceste spectre se
numesc spectre de vibratie-rotatie. Tranzitiile electronice sunt inevitabil
insotite de numeroase tranzitii de vibratie si de rotatie alcatuind benzi
late ale spectrelor electronice in care uneori se disting o serie de maxime,
0 asa-numitd structurd find, determinati de tranzitiile de vibratie. In
urma interactiunilor dintre substanta si radiatie se pot produce simultan
schimbari in mai multe moduri de miscare fapt care complica si mai mult
spectrele.

Primele instrumente comerciale pentru domeniul IR au aparut
inca din anii 1940. Diversitatea de aparate utilizate astazi in cele mai
diferite domenii se poate impartii in trei categorii: fotometre
nedispersive bazate pe filtre simple formate uneori chiar din gazele de
analizat; spectrometre bazate pe dispersia luminii (folosind prisme
sau monocromatoare bazate pe difractie si interferentd);
spectrometre bazate pe transformata Fourier, care permit intrarea in
celuld a intregului domeniu spectral si care sesizeaza interferometric
liniile caracteristice de absorbtie. Aceste instrumente, datorita unei
rezolutii mai bune si a rapiditatii, datorate cuplarii cu calculatorul, in
ultimul timp au devenit preferate (fig. 6).
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Fig. 6. Schema de principiu a unui spectrofotometru IR

In calitate de surse de radiatie IR pot servi becul cu filament de W
(pentru IR apropiat), tuburile Nernst, lampile Globar si filamentele
Nicrom pentru IR fundamental si lampile cu mercur la presiune
ridicata pentru IR indepartat.

Monocromatoarele pentru IR sunt construite pe aceleasi principii
cu cele din domeniul UV-VIS si pot fi cu prisma sau retea.

Detectorii utilizati in spectrometria de absorbtie in IR sunt
deosebiti de restul detectorilor folositi in UV-VIS. Acestia pot fi
clasificati pe baza principiului care sta la baza functionarii in doua
grupuri: detectori cuantici, bazati pe efectul fotonilor asupra
materialelor; si detectori termici, care se bazeaza pe modificarea
proprietatilor fizice ale materialelor cu temperatura.

Analiza prin spectrometrie de absobtie in IR se poate aplica
pentru gaze, lichide sau solide. Gazele se introduc in niste celule
speciale unde proba se introduce cu precautiile necesare (clatire,
evacuarea gazului precedent, vidare) sau prin diluare in aer. Lichidele
pot fi studiate ca atare sau sub forma de solutii. Daca sunt prea
volatile, lichidele se pot analiza punand o picatura intre doua discuri,
perfect slefuite, confectionate din cristale de NaCl, care ulterior se
preseaza una de alta si se prind intr-o rama Tnainte de introducerea in
spectrometru. Solutiile cu concentratii intre 0.05-10% se introduc in
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celule de grosimi 0.1-lmm care se introduc ca atare In
spectrofotomerul IR. Evident solventii trebuie sa fie anhidrii, puri si
transparenti In IR pentru domeniul de interes. Solventii preferati
pentru dilutii sunt CCl4, CHCI3 si CS2. Solidele se analizeaza fie in
solutii fie ca emulsii In ulei de parafina. Se mai pot utiliza emulsii In
KBr cristalin la o dilutie de 1% (1mg substanta la 99mg KBr). Pastila
transparentd, obtinuta dupa macinare si presare, se fixeaza intr-o
rama potrivita si se introduce in aparat in fata fascicolului IR.

Asa cum a fost mentionat, in ultimii ani este preferata tehnica de
analiza IR cu transformafe Furier (FTIR), care are ca rezultat
modificari ale energiei vibrationale a moleculej, iar energia absorbita
se utilizeaza pentru a schimba nivelurile de energie asociate cu
acestea. Este un instrument valoros pentru identificarea compusilor
organici care au legaturi chimice polare (cum ar fi OH, NH, CH etc.) cu
o buna separare a sarcinii (dipoli puternici). Aceasta tehnica utilizeaza
un singur fascicul de lumina nedispersata.

In FTIR, fasciculul de lumina nedispersat este trecut prin esantion
si absorbantele la toate lungimile de unda sunt receptionate la
detector simultan. Pentru a obtine informatii despre absorbtie pentru
fiecare lungime de unda este efectuata o manipulare matematica
computerizatd (cunoscuta sub numele de ,Transformarea Fourier”)
asupra datelor obtinute. Pentru a efectua acest tip de calcule de
interferenta a luminii, este necesar un model pentru care
spectrofotometrul FTIR contine doua oglinzi, una fixa si una mobila cu
un separator de fascicule intre ele. Inainte de a scana proba, se
scaneaza o referintd sau este necesara o scanare goala.

Aceasta tehnica si-a gasit o utilizare extinsa in identificarea si
analiza structuralda a compusilor organici, produselor naturale,
polimerilor etc. Poate fi identificata prezenta unei anumite grupe
functionale Intr-un compus organic dat, deoarece fiecare grup
functional are o energie vibrationala unic3, si spectrele IR pot fi vazute
ca amprentele lor digitale (fig. 7).
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Fig. 7. Spectrul FTIR al amestecului mecanic de clorhidrat de
ciprofloxacina si nitrat de econazol

Prin specrofotometrie IR se poate efectua analiza unui amestec de
mai multi componenti. Cunoscandu-se spectrele de absorbtie
individuale ale acestora, se poate realiza aceasta determinare
utilizand legea Lambert-Beer, In conformitate cu care, daca
componentele nu interactioneaza unele cu altele, se poate admite
aditivitatea absorbantelor adica: absorbanta unei substante aflate in
amestec cu alta este aceeasi cu cea care ar avea-o substanta daca ar fi
singura in celula. Datorita numarului mare de linii metoda este
aplicabila si in domeniul IR, furnizdnd informatii utile despre
compatibilitatea substantelor din amestec.

Interpretarea corecta si rapida a spectrului este facuta prin
compararea lui cu o serie de date preliminare. Ca metoda generala de
lucru, datele obtinute prin interpretarea spectrului de infrarosu
trebuie sa fie confirmate si de alte procedee. De exemplu, se pot
determina cu usurinta unele proprietati fizice cum sunt punctul de
fierbere, punctul de topire, indicele de refractie. In plus se pot asocia
informatii din spectrele de rezonanta magnetica nucleara, spectrele
de mas3, spectrele UV si din diferite proprietati electrochimice.
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Interpretarea cantitativa a spectrelor de infrarosu se bazeaza pe
legea lui Beer. Aplicarea legii lui Beer in domeniul infrarosu are doua
probleme dificile si anume cunoasterea cu precizie a lungimii
drumului parcurs de radiatie si cunoasterea absorbtivitatii molare.
Ambele aspectele sunt greu de controlat. Utilizdnd aceeasi cuvj,
grosimea stratului strabatut de radiatie, imprastierea si
absorbtivitatea molara raman aceleasi pentru o serie intreaga de
masuratori. Grosimea stratului strabatut si absorbtivitatea nu trebuie
sa fie calculate pentru ca in spectrometria cantitativa in infrarosu este
folosita metoda comparatiei cu standarde. Din cele afirmate reiese ca
pentru interpretarea structurii totale a unei molecule nu sunt
suficiente numai datele obtinute prin spectrometria in UV, Viz si IR.

3.2.3. Spectrofotometria de absorbtie atomica

Metoda analizei prin absorbtie atomica (AA), introdusa in analiza
chimica din anul 1952 de catre australianul A. Walsh, se bazeaza pe
fenomenul cunoscut cu aproape o suta de ani inainte (1859) -
descoperit de germanul G. R. Kirchhoff - si anume inversia liniilor
spectrale. Principiul, stabilit pe baze experimentale, se poate enunta
sub forma de legea lui Kirchhoff: fiecare element chimic absoarbe
acele radiatii pe care le poate emite in aceleasi conditii, bine
determinate, de temperatura si presiune. Primul instrument folosit a
fost o improvizatie pentru a se obtine absorbtia atomica in cadrul unui
fotometru cu flacara (un spectrometru de emisie in care excitarea
atomilor se realizeaza intr-o flacara). Acesta, ca si celelalte
instrumente care au urmat, masoara concentratia unui element dintr-
o proba, prin determinarea absorbtiei realizate de catre atomii probei,
adusi Intr-o flacara sau, mai general, in faza gazoasa (la o temperatura
suficient de ridicata) asupra unei radiatii monocromatice furnizate de
o sursa externa. Evident ca radiatia respectiva este astfel aleasa incat
sa fie caracteristica unui anumit atom.

Spectrometrul de absorbtie atomica masoara radiatia absorbita
de atomii care raman in stare fundamentala (neexcitati) in stare
gazoasa. Numarul acestora fiind de obicei mult mai mare decat a celor
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excitati, spectrometria de absorbtie atomica (AAS) este o metoda
caracterizata de o sensibilitate mult mai buna, cel putin pana la
temperaturi de 5000K. Aparatura pentru absorbtie atomica poate fi
utilizatd, la nevoie, si pentru lucrul in emisie.

Tehnica analizei se bazeaza pe faptul, ca ionii din solutia de
analizat, prin pulverizare (sau nebulizare) patrund odata cu gazul
purtator intr-o zona cu temperatura ridicata (de ex. o flacara) si devin
atomi. Acestia trebuie adusi intr-o stare energetica potrivita in
vederea favorizarii absorbtiei si reducerii la minim a emisiei. Acest
lucru se realizeaza in flacari cu temperaturi din domeniul 2000-3000K
(obtinute de exemplu folosind arzatoare cu aer-acetilena). La
aspirarea solutiei intr-o flacara se petrec, intr-o succesiune rapida,
cateva etape: evaporarea solventului pana la un reziduu solid;
vaporizarea solidului si disocierea in atomii componenti, care dau,
intr-o prima etapa, atomi in stare fundamentald; o parte din atomi pot
fi adusi In stare excitatd, preluand caldura din flacara si devenind
atomi excitati, care constituie ei insisi surse de radiatii. Spectrul de
emisie rezultant consta din linii caracteristice mai ales ale atomilor,
dar si ale ionilor excitati care pot aparea. O parte dintre atomi se pot
transforma si In alte specii, cand nu mai iau parte la procesul de
absorbtie atomica.

De aceea, pentru a se realiza o selectivitate bung, sursa de radiatii
ce emite fascicolul care urmeaza sa parcurga celula, trebuie sa fie o
sursa monocromaticad avand o frecventa egala cu cea a liniei de
rezonanta a atomilor din proba de analizat. O astfel de tranzitie are loc
la trecerea unui electron de pe stratul de valentd, dintr-un atom in
stare fundamentald, avand o energie E0Q (energie prin conventie luata
egalad cu 0) pana la primul nivel accesibil, de deasupra sa, E1. Aceasta
tranzitie are loc ca urmare a absorbtiei de radiatie electromagnetica
monocromaticd, adica corespunzatoare unei cuante hv = E1-EO0.
Absorbtia, In urma careia apare tranzitia de pe starea fundamentala
pe primul nivel de energie, se numeste absorbtie de rezonanta si 1i
corespunde o linie de rezonantd, aceeasi atat pentru absorbtie cat si
pentru emisie.
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Fig. 8. Schema de principiu a unui spectrometru AAS

In schema de principiu pentru spectrometrul de absorbtie
atomica (fig.8), intre electrozii lampii cu catod cavitar se aplica 400V
si un curent de 10-40mA, foarte bine stabilizat, pentru a emite un flux
luminos de intensitate constanta. Solutia continand proba etalon, sau
cea de analizat, este transformata intr-un aerosol fin, in interiorul unei
incinte numite sistem de pulverizare, sau pulverizator (nebulizor).
Aerosolul, amestecat intim cu amestecul de gaze, oxidant plus
carburant, este condus apoi in flacara.

Atomii unui anumit element absorb doar lumina cu lungimea de
unda specifica elementului respectiv. Tocmai aceste lungimi de unda
caracteristice sunt emise de sursa si trecute prin flacara, iar
diminuarea, exprimata In unitati de absorbanta, este proportionala cu
numadrul de atomi ai elementului de analizat, prezenti in flacara.
Atomii celorlalte elemente insotitoare nu absorb lumina la aceeasi
lungime de unda, ci fiecare la alte valori ale acesteia. Acest lucru se
asigura prin selectarea lungimii de unda si cunoasterea elementelor
insotitoare. Detectorul, de regulda un foto-multiplicator, masoara
intensitatea luminii monocromatice obtinuta dupa parcurgerea unui
monocromator. Metoda descrisa este o metoda relativa, adica pentru
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etalonare se masoara mai intai cel putin o proba cunoscuta (numita
proba etalon). Operatia este denumitd in mod curent calibrare sau
etalonare. Se lucreaza de cele mai multe ori prin metoda curbei de
etalonare sau prin metoda adaosului standard.

Metoda analizei prin AAS este principala metoda de analiza a
elementelor metalice minore din materiale sau din mediu. In contextul
analizei medicamentelor, aceasta tehnica poate fi aplicata in diferite
moduri pentru a evalua continutul de metale sau alte elemente in
produsele farmaceutice. AAS poate fi utilizata pentru analiza
metalelor sau altor elemente in materiile prime folosite in producerea
medicamentelor (continutul de metale grele, cum ar fi plumbul sau
cadmiul); pentru a monitoriza concentratiile de metale in diferite
etape ale procesului de productie si cuantifica contaminantii metalici
in medicamente; monitorizarea concentratiei de metale in
medicamente in timpul depozitarii.

3.2.4. Spectrometria de emisie atomicd (in plasma
cuplata inductiv si in flacarad)

Spectrele de emisie ale atomilor sunt diferite, deoarece acestea au
nivelele bine definite si distincte, pot caracteriza calitativ fiecare atom,
permitand identificarea si dozarea elementelor chimice. De aceea, in
principiu, toate elementele chimice pot fi analizate cu ajutorul
spectrometriei optice de emisie atomica (OES), inclusiv elementele
usoare. Nu acelasi lucru se poate afirma despre spectrometria de
emisie in flacara (flamfotometria), folosind flacari conventionale, care
permite doar determinarea unui numar extrem de redus de elemente
chimice. Totusi, in practica se utilizeazda metoda OES pentru
determinarea a circa 70 de elemente chimice, majoritatea metalice.
Spectrul de emisie al unui atom se obtine prin excitarea termica a
acestuia, dupa aducerea in prealabil In stare de vapori, deci prin
aducerea probei la o temperatura suficient de ridicatd incat
moleculele acesteia sa disocieze In atomi, care emit apoi spectre
caracteristice. Spectrele atomice ale elementelor sunt determinate de
electronii de valenta, fiind una dintre proprietatile periodice. Fiind
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adusi In stare gazoasa, Inainte de excitare, este indiferent ce tip de
legaturi chimice au existat inainte, in materialul de analizat. De aceea,
analog metodei prin absorbtie atomicd, informatiile structurale nu se
pot obtine cu ajutorul acestui gen de analize chimice. Pentru a emite
toate radiatiile posibile din spectru, atomul trebuie sa absoarba o
energie cel putin egala cu potentialul de ionizare al sau. Majoritatea
elementelor au acest potential sub 10eV.

Avantajele OES cantitative constau in sensibilitatea considerabil3,
rapiditatea exceptionald, reproductibilitatea buna, necesarul de
cantitati mici de proba, iar dintre dezavantaje amintim: eroarea de
2.5%, in cel mai bun caz, exactitate relativ constanta pe tot domeniul
de concentratii si posibilitatea de a analiza corect doar elementele
minore. De asemenea instrumentele pentru acest gen de analize sunt
scumpe - constituind investitii serioase, pe termen lung, ale
laboratoarelor de analize chimice instrumentale.

Aparatura, cunoscuta sub denumirea de spectometru de emisie
atomicd, se compune din sursa de excitare: flacard, arc, scanteie,
descarcare aureolara, plasma sau laser; sistemul de dispersie: prisma,
retea sau ambele; sistemul de receptie, masurare si inregistrare
(fotomultiplicatori sau fotodetectori, amplificatori, placa de achizitie,
calculator); sistemul optic de fante, fibre din sticla si lentile care
asigura traiectoria razelor de lumina prin instrument.

Sursa spectrald cea mai veche in OES, utilizata in variante
perfectionate si astazi, o constituie arcul electric - creat intre doi
electrozi de grafit (spectral pur) sau un electrod de grafit si unul de
cupru (sau un alt metal pur, absent din proba), a carui intensitate a
curentului este de cateva zeci de amperi. Temperatura realizata se
situeaza intre 3000-6000K.

Spectrometrele moderne sunt prevazute cu monocromatoare cu
o retea curbata care localizeaza liniile spectrale pe acelasi cerc cu cel
caruia 1i apartine reteaua: asa-numitul cerc Rowland. Lumina
patrunde spre reteaua curbata intrand printr-o fanta situata pe acest
cerc si ies printr-o alta fanta situata tot pe cerc. Receptorii, astazi
formati din minusculi fotoreceptori sau fotomultiplicatori, sunt

78



o
O

639 Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

plasati chiar in dreptul fantei de iesire (fig. 9).

Placa foto sau ecran

Sursa

Fig. 9. Schema de principiu a unui spectrometru OES

Analiza calitativa spectrala in functie de scopul urmarit se imparte
in: identificarea componentului major, identificarea impuritatilor si
analiza completa. Semnificatia calitativa a liniei spectrale o da
lungimea de unda. Cu spectrometrul utilizat se inregistreaza spectrul
fierului (folosind un arc obtinut intre un cui de fier si o bara de grafit).
Pe aceeasi placa sau mijloc de Inregistrare se inregistreaza consecutiv
spectrul probei studiate calitativ. Se proiecteaza pe acelasi ecran
spectrul fierului si spectrul elementului (amestecului) necunoscut
(continand si fier). Prin masurarea distantelor reale dintre linii se
evalueaza lungimile de unda ale liniilor prezente si se identifica
elementul (elementele) prezent. Liniile spectrale ultime sunt acele
linii din spectrul unui atom care dispar ultimele, prin diluarea probei.
Aceste linii confera analizei sensibilitatea cea mai mare. Drept regula
importantd, trebuie sa retinem cda in primul rand, intr-o analiza
calitativa, se identifica elementul major si bazat pe aceasta se trece la
identificarea elementelor minore, respectiv a wurmelor, prin
comparatie cu cel major.

Pentru diminuarea fluctuatiilor de fond, inerente oricarei surse,
se mai utilizeaza si un etalon intern. Acesta este o substanta introdusa
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premeditat in proba. Substanta - etalon intern (martorul) trebuie sa
indeplineasca cateva conditii: sa aiba o concentratie constanta in
proba (etaloane), sa se excite in aceleasi conditii cu substanta
analizatd, sa aiba o comportare identica la evaporare, sa fie purd, sa
prezinte o autoabsorbtie micd, sa nu fie prezenta in esantionul de
analizat. In afara de etalonul intern, in substanta supusa analizei prin
spectrometrie se introduce, tot prin omogenizare si un asanumit
tampon spectral. Acesta este o substanta pura care are rolul de a
stabiliza viteza de evaporare a probei, reducand influenta matricei
asupra rezultatelor si contribuind la reducerea fondului precum si la
madrirea intensitatii anumitor elemente.

O contributie majora la succesul OES a adus-o introducerea
spectrometrelor cu asa numitele torte pe baza de plasma de argon
unde temperaturile ridicate permit practic excitarea oricarui element.
Tehnica, denumita spectrometrie opticd de emisie atomicd cu plasmad
cuplatd inductiv (ICP-OES) este mult utilizata in ultimul timp. Este Insa
obligatorie dezagregarea prealabila a probei (aducerea acesteia in
solutie) si apoi pulverizarea acesteia (ca aerosol) direct in argonul ce
va intra in zona calda (plasma). Erorile sunt si aici de 3-5%.

ICP-OES este o tehnica analitica utilizata pentru determinarea
compozitiei elementare intr-o gama larga de probe. Functioneaza pe
baza principiilor spectroscopiei de emisie atomica, in care atomii din
esantion sunt excitati la niveluri de energie mai inalte si emit lungimi
de unda caracteristice de lumind la revenirea la starea lor
fundamentala. Sursa de excitatie In instrumentele ICP este o plasma
de argon la temperatura Tnaltd, generata prin trecerea gazului argon
printr-o bobinda de radiofrecventa. Plasma atinge temperaturi de
aproximativ 10.000 K, oferind energia necesara atomizarii si ionizarii
componentelor probei. Aceasta plasma la temperatura inalta asigura
excitarea si atomizarea eficientd, rezultidnd o analiza elementara
robusti si sensibild. In cele mai multe cazuri, instrumentele ICP se
ocupa cu probe lichide care sunt de obicei digerate cu sau dizolvate in
acid. Aceasta abordare pe baza de acid este utilizata pe scara larga
datorita eficacitatii sale in prepararea probelor si solubilitatea
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elementelor. Desi exista aplicatii care implica medii alcaline sau chiar
solventi organici (kerosen, de exemplu), aceste cazuri sunt specifice si
de obicei nu sunt utilizate Impreuna cu aplicatii acide in acelasi
instrument intr-un cadru de laborator. Combinatia dintre sursa de
excitare a plasmei cu argon la temperatura Tnalta si utilizarea probelor
lichide pe baza de acid face ca ICP-OES sa fie o tehnica versatila si
adoptata pe scara larga pentru analiza elementara in diferite domenii,
inclusiv monitorizarea mediului, analiza farmaceutica, analiza
metalelor si multe altele. ICP-OES permite detectarea simultand a mai
multor elemente 1in tabelul periodic, permitand o analiza
cuprinzatoare intr-o singura rulare. Aceasta capacitate este deosebit
de benefica atunci cand se analizeaza probe complexe care contin
numeroase elemente. Metoda ofera o analiza rapida cu un randament
mare de probi, ficind-o potrivitd pentru seturi mari de mostre. in
plus, costul pe analiza este relativ scazut in comparatie cu alte tehnici,
ceea ce il face o optiune rentabild pentru analiza elementara de rutina.
ICP-OES demonstreaza performante robuste in analiza probelor cu
matrice complexe, cum ar fi probele de mediu si biologice. Poate
gestiona eficient continutul ridicat de sare, eliminand nevoia de
pretratare extinsa a probei.

Fotometria de flacdrd (flamfotometria) este o varianta simplificata
a spectroscopiei de emisie in care sursa de excitare este o flacira. in
comparatie cu arcul electric, scanteia electrica, laserul sau plasma,
sursa in discutie, avand temperatura mai coboratd, are un singur
avantaj: in flacara, existand un numar mic de atomi in stare excitata,
spectrul are un numar mai mic de linii. Din punct de vedere practic,
metoda este importanta prin aceea ca permite obtinerea semnalelor
analitice pentru elemente ca Na, K, Ca, Li - elemente dificil de analizat
prin numeroase alte tehnici - utilizadnd o aparatura relativ simpla si
ieftina. Metoda prezinta interes in analiza apelor unde continutul Na*
si Ca2+* este esential, concentratia acestora fiind coborata.

Pentru ca un amestec de gaze sa poata servi drept sursa spectrala
in flamfotometrie, trebuie sa indeplineasca conditiile: sa nu aiba
spectru propriu (sau cel putin acesta sa fie cat mai redus), sa
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functioneze stationar (linistit), in volum limitat si redus in aer liber, sa
se presteze la o introducere uniforma a probei, sa nu elibereze gaze
toxice. Temperatura flacarii, reglabila intre 1000-3000°C, permite
obtinerea de rezultate analitice utile pentru peste 30 de elemente in
afara celor amintite. Totusi metoda se utilizeaza cu prioritate pentru
metale alcaline si alcalino - pamantoase, care au toate energiile de
excitare (sitotodata de ionizare) cele mai coborate. Liniaritatea curbei
de etalonare depinde de conditiile tehnice: uniformitatea pulverizarii,
temperatura flacarii (depinde de presiunea constanta a gazelor si lipsa
curentilor de aer), prezenta elementelor insotitoare (cationi dar mai
ales anioni), autoabsorbtia liniei spectrale analitice (mai ales la nivele
de concentratie ridicata) si ionizarea, deci modificarea pozitiei liniilor
(lucru frecvent la concentratii mici). Determinarile cantitative se
efectueaza prin metoda curbei de etalonare sau cea a adaosului
standard, descrise anterior.

3.2.5. Refractometria

Refractometria face parte din categoria metodele optice
nespectrale. Este cunoscut faptul, ca lumina se propaga cel mai rapid
prin vid, putin mai incet prin aer si cel mai incet prin gaze, lichide si
solide. Viteza de trecere a luminii printr-o substanta transparenta
depinde de interactiunea proprietatilor electrice ale luminii cu
densitatea electronica a substantelor analizate. Atunci cand o raza de
lumina trece dintr-un mediu cu densitate mai mica Intr-un mediu mai
dens (de exemplu, din aer intr-un lichid), aceasta se inclinda spre
normala, iar cand trece dintr-un mediu mai dens la unul mai putin
dens (de exemplu, de la lichid la aer) raza se inclina departe de
normala. Astfel, acest fenomen de abatere a razelor de lumina de la
calea lor originala, atunci cand trec prin medii diferite se numeste
refractia luminii. Aceastd abatere a razei de la normala ei se datoreaza
electronilor mediului si campului electric de radiatie, si demostreaza
de fapt, ca viteza luminii diferitor substante variaza. Capacitatea
substantei de a reflecta lumina poarta denumire de indice de reafractie
(n) a substantei date. Acesta este definit ca raportul dintre viteza
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luminii Tn vid si cea In mediul material: n=c/v; unde: (n)- indice de
reafractie; c- viteza luminii in vid; vi- viteza lumiii in mediu (fig. 10).

Raza incidenta Normala
a
Mediu 1 ni V1
Mediu 2 nz vz
B
Raza refractata

Fig.10. Schema de principiu a fenomenului de refractie

Legile refractiei stipuleaza, ca raza incidentd, raza refractata si
normala la punctul de incidenta se afla toate in acelasi plan, si cand
mediul mai putin dens este un vid, n1 = 1, deoarece v1 devine egal cu
c, iar n2 devine nvid care se numeste indice absolut de refractie al
mediului mai dens. La traversarea interfetei dintre doua medii
omogene transparente directia fascicolului de lumina se modifica.
Astfel, raportul dintre sinusurile unghiurilor de incidenta a si de
refractie 3, egal cu raportul dintre vitezele de propagare a luminii V1
si V2 in doua medii de contact sunt o valoare constanta.

Sing*n1 = sing+nz,iar Sine/ Sing=n

Unghiul critic este unghiul de incident3, la care lumina se refracta
in asa fel incat devine paralela cu faza limita de suprafata. Pentru
unghiuri incidente mai mici, razele trec prin suprafata de limita,
pentru mai mari se reflecta inapoi.

Indicele de refractie de obicei se madsoara in raport cu un anumit
mediu, vidul si aerul sunt utilizate in mod obisnuit ca standard in acest
scop.

Pentru masurarea indicelui de refractie sunt utilizate dispozitive,
numite refractometre. Constructia majoritatii refractometrelor se
bazeaza pe faptul ca unghiul critic este foarte usor detectat - in loc sa
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fie masurat unghiul la care lumina se refracta, se masoara unghiul la
care apare limita dintre lumina si intuneric. Refractometrul Abbé a fost
primul refractometru care a fost oferit comercial.Principiul de lucru al
acestuia se bazeaza pe unghiul critic. Proba este pusa intre doua
prisme - de masurare si iluminare. Lumina intra in proba din prisma
iluminatoare, este refractata la unghiul critic la suprafata inferioara a
prismei de masurare. Telescopul este folosit pentru a masura pozitia
granitei dintre zonele reflectate si cele luminoase, acesta inverseaza
imaginea, astfel incat zona intunecata este in partea de jos, chiar daca
ne asteptam sa fie in partea superioara a cimpului vizual. Cunoscand
unghiul si indicele de refractie al prismei de masurare nu este dificil
sa se calculeze indicele de refractie al probei.

Valoarea indicelui de refractie este dependenta de un sir de factori
care afecteaza masuratorile. Temperatura, lungimea de unda si
presiunea sunt cele mai comune variabile controlabile experimental
care afecteaza masuratorile indicelui de refractie. Temperatura este
importanta deoarece este legata de schimbarea insotitoare a
densitatii. Deoarece densitatea unui lichid de obicei scade cu cresterea
temperaturii, viteza luminii intr-un lichid va creste pe masura ce
temperatura creste. Multe refractometre sunt echipate cu un
termometru si un mijloc de circulatie a apei prin refractometru pentru
a mentine o temperatura prestabilita. Majoritatea masuratorile de
indice raportate in literatura sunt determinate la 20 sau 25 °C.

Lungimea de undd a radiatiei: In cele mai multe lichide si solide,
viteza luminii si, prin urmare, indicele de refractie, variaza
semnificativ odata cu lungimea de unda. Lungimile de unda mai scurte
sunt in mod normal refractate mai mult decat cele mai lungi. Prin
urmare, pentru cele mai precise masuratori este necesara utilizarea
luminii monocromatice. Cea mai utilizata lungime de unda a luminii
pentru refractometrie este linia D de sodiu la 589 nm. Presiunea este
un alt factor de influentd, indicele de refractie al unei substante creste
odata cu presiunea din cauza cresterea insotitoare a densitatii. Efectul
este cel mai pronuntat la gaze, decat in solide si lichide.
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Una dintre cele mai frecvente utilizari ale indicelui de refractie
este de a compara valoarea obtinuta cu valorile date in literatura.
Aceasta comparatie este folositd pentru a ajuta la confirmarea
identitatii substantelor medicamentoase si/sau la evaluarea puritatii
acestuia. Este important, ca sa se compare indicii de refractie
determinati la aceiasi lungime de unda. Exista, de asemenea, multe
baze de date chimice computerizate, care contin valori ale indicilor de
refractie pentru o gama larga de compusi. Acestea pot fi deosebit de
utile daca esantionul analizat este un necunoscut si se doreste sa se
caute compusi cu indici similari de refractie.

Indicele de refractie este dependent de concentratie, astfel
solutiile mai concentrate vor avea un indice de refractie mai mare. in
cele mai multe cazuri, indicele de refractie este liniar (sau aproape
liniar) legat de procentul de solide dizolvate intr-o solutie. Prin
compararea valorii indicelui de refractie a unei solutii fata de cel al
unei curbe standard, concentratia solutiei poate fi determinata cu
buna precizie. Aceasta dependenta este folosita si la calcularea
concentratiei solutiilor, de exemplu, cand se cunoaste indicele de
refractie al solventului (no) si se masoarad indicele de refractie a
solutiei analizate (nx), utilizand un factor de corectie (F), care arata cu
cat se modifica indicele de refractie atunci cand concentratia solutiei
se modifica cu 1%: C% = no - nx /F.

Un refractometru tipic de laborator poate determina indicele de
refractie al unei probe la o precizie de + 0,0002. Cu toate acestea,
cantitati mici de impuritati pot cauza modificari semnificative ale
indicelui de refractie al unei substante. Astfel, metoda refractometrica
poate fi aplicata si pentru verificarea puritatii substantelor.

Indicele de refractie nu ofera informatii detaliate despre structura
unei molecule, si de obicei nu este folosit in acest scop, deoarece
tehnicile spectroscopice sunt mult mai puternice in dezvaluirea
detaliilor structurii moleculare.

Refractometria este utilizata mai mult pentru analiza si cercetarea
medicamentelor monocomponente, deoarece matricea complexa a
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combinatiilor nu permite determinarea cu exactitate a indicelui de
refractie.

3.2.6. Polarimetria

Actualmente numarul de substante medicamentoase care contin
cel putin un atom de carbon chiralic este destul de mare. Compusii
activi optic au capacitatea de a roti planul luminii polarizate optic.
Lumina polarizata plana rezulta din interactiunea a doua radiatii
polarizate circulare care difera in directia circulatiei. CAmpul de forta
al unei molecule asimetrice este, de asemenea, asimetric si astfel
interactioneaza cu fiecare dintre cele doua lumini polarizate circular
intr-un mod diferit. Fiecare dintre aceste doua radiatii se raspandeste
cu viteza diferita. Cu alte cuvinte, mediul optic activ are diferiti indici
de reflectare pentru lumina polarizata in sensul acelor de ceasornic si
in sens invers acelor de ceasornic. Cind ambele radiatii sunt reunite
din nou dupa trecerea prin esantion, se obtine din nou lumina
polarizata plana, iar planul de polarizare este totusi rotit.

Polarimetria este o metoda analitica instrumentala care utilizeaza
rotatia luminii polarizate de catre unele substante ca masura a
concentratiei lor intr-o solutie. Substantele solide cristaline anizotrope si
probele care contin un exces de un enantiomer a unei molecule chirale,
poate roti orientarea planului luminii polarizate. Masurarea acestei
schimbari in orientarea polarizarii este numita polarimetrie, iar
instrumentul de masurare se numeste polarimetru. Principiul de lucru al
polarimetrului este destul de simplu. Lumina monocroma (de exemplu
de la o lampa cu sodiu) trece printr-un filtru polarizant (polarizator) si
apoi printr-o cuva umpluta cu solutia masurata (fig. 11).

sursa de lumina G

1 cuva
N 4 -
- - M\
U W o K
Ve i N

polarizator analizor

Fig. 11. Schema de principiu a unui polarimetru
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Activitatea optica a probei este evaluata folosind un alt filtru
polarizant (analizor) fixat Intr-un suport rotativ. Intensitatea luminii
din ocularul instrumentului depinde de pozitia analizorului si de
planul luminii polarizate care iese din proba. Analizorul este rotit pana
cand aceasta intensitate atinge maximul si pozitia analizorului fata de
polarizator este citita pe o scara.

Pentru a compara activitatea optica a diferitilor compusi, unghiul
de rotatie al luminii polarizate se referi la unitatea de concentrare. In
functie de modul in care este exprimata concentratia, se poate defini
rotatia specifica si molara. Rotatia specifica [a] este raportul dintre
unghiul de rotatie o pe lungimea traseului optic | (se masoara in dm)
si concentratiade masa C: [a] =a /1 *C.

Rotatia planului radiatiei polarizate de catre compusi optic activi
poate varia substantial. Pot fi mai multe variabile experimentale care
influenteaza rotatia observata, precum:

» tipul sau natura probei (exemplu: solutie de glucoza);
» concentratia componentelor optic active;

» lungimea tubului de prob3;

» lungimea de unda a sursei de luming;

» temperatura probei;

Rotatia opticd a unui compus pur intr-un set specificat de conditii
este o constanta fizica de baza, extrem de utila in scopuri de
identificare, in acelasi mod ca si punctul de topire, punctul de fierbere
sau indicele de refractie. Activitatea optica este caracteristica multor
substante medicamentoase optic active, iar polarimetria reprezinta
un instrument valoros pentru identificarea unor astfel de compusi.

Rotatia optica este utilizata si pentru analiza cantitativa.
Concentratia este direct proportionala cu rotatia masurata. Daca sunt
prezenti mai multi compusi optic activi In solutia analizatd, este
necesara o procedura mai complexa.

3.3. Metode electrochimice de analiza

In tehnicile electrochimice drept semnal analitic serveste
potentialul, curentul sau sarcina dintr-o celula electrochimica. Cea mai
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simpla clasificare a tehnicilor electrochimice le imparte in tehnici in
vrac, in care se masoara o proprietate a solutiei in celula
electrochimica si tehnici de interfata, in care potentialul, sarcina sau
curentul depind de speciile prezente la interfata dintre un electrod si
solutia in care se afla. Masurarea conductivitatii unei solutii, care este
proportionala cu concentratia totala de ioni dizolvati, este un exemplu
de tehnica electrochimica vrac. O determinare a pH-ului folosind un
electrod de pH este un exemplu de tehnica electrochimica interfaciala.

Pentru a intelege metodele electrochimice trebuie sa apreciem
niste concepte importante si interconectate: (1) potentialul
electrodului il determina pe cel al analitului ce se formeaza la
suprafata electrodului; (2) concentratia de analit la suprafata
electrodului poate sa nu fie egald cu concentratia sa In solutie in vrac;
(3) pe langa o reactie de oxidare-reducere, analitul poate participa si
in alte tipuri de reactii; (4) curentul este o masura a ratei de oxidare
sau reducere analitului; si (5) nu putem controla simultan curentul si
potentialul.

Masuratorile electrochimice se fac intr-o celula electrochimica
care constd din doi sau mai multi electrozi si circuite electronice de
control si masurarea curentului si potentialului. Cea mai simpla celula
electrochimica foloseste doi electrozi. Potentialul de un electrod este
sensibil la concentratia analitului si se numeste electrod de lucru sau
electrodul indicator. Al doilea electrod, care se numeste
contraelectrod, completeaza circuitul electric si ofera un potential de
referint3 fatd de care se misoara potentialul electrodului de lucru. in
mod ideal, potentialul contraelectrodului ramane constant, astfel
incat sa se poata atribui electrodului de lucru orice modificare a
potentialului total. Daca potentialul contraelectrodului nu este
constant, se Inlocuieste cu doi electrozi: un electrod de referinta al
carui potential ramane constant si un electrod auxiliar care
completeaza circuitul electric. Deoarece nu poate fi controlat simultan
curentul si potentialul, exista doar trei modele experimentale de baza:
(1) masurarea potentialului atunci cand curentul este zero, (2)
masurarea potentialul in timp ce este controlat curentul si (3)
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masurarea curentului in timp ce se controleaza potentialul. Fiecare
dintre aceste modele experimentale se bazeaza pe legea lui Ohm, care
afirma ca un curent, i, care trece printr-un circuit electric de
rezistentd, R, genereaza un potential, E: E =iR.

Fiecare dintre aceste modele experimentale foloseste un tip
diferit de instrument.

Metode potentiometrice: determinarea pH-ului, titrarea

potentiometrica

Metodele potentiometrice includ in principal doua tipuri majore
de analizd. In primul rand, misurarea directi a potentialului unui
electrod de la care poate fi derivata activitatea (sau concentratia) unui
ion activ. Celdlalt tip presupune masurarea modificarilor fortei
electromotoare (FEM) produse la addaugarea unui titrant la proba.

Titrarile acido-bazice, care implica masurarea modificarii pH-ului
pentru a detecta punctul de echivalentd, poate fi numit pH-metrie in
loc de potentiometrie. Obiectivele dezvoltarii pH-metriei consta in
recunoasterea importantei pH-ului, ca test important efectuat in
studiul chimic, biochimic, microbiologic, la procese implicate in
diverse operatiuni unitare la scara mica pana la mari productii
industriale.

La o temperatura data intensitatea caracterului acid sau bazic al
unei solutii este indicata prin pH sau activitatea ionilor de hidrogen.
Prin definitie, pH este logaritmul negativ al activitatii ionilor de
hidrogen aun+: pH=-log an+

pH-ul se masoara in general cu un electrod de sticla si un pH-
metru. Electrodul din sticlad este unul dintre cele mai comune exemple
de electrod indicator ionselectiv. Celula generald, atunci cand
electrodul de sticla este utilizat cu un electrodul de referinta extern,
cum ar fi electrodul standard de calomel (SCE), poate fi reprezentata
de: Membranad de sticld | H || SCE (fig. 12).
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Fig. 12. Schema de principiu a unei celule potentiometrice cu un
electrod ion-selectiv

Potentialul celulei este direct proportional cu pH-ul
Determinarea pH-ului folosind electrodul de sticla este metoda cea
mai precisa si utilizata pe scara larga, in ciuda catorva dezavantaje si
anume: membrana de sticla fiind foarte fragila, necesita mare grija in
timpul utilizarii. Potentiometrul obisnuit nu poate fi utilizat pentru
masurarea potentialul electrodului de sticla.
Anumite caracteristici ale electrodului de sticla l-au facut mult
mai versatil pentru a fi folosit ca electrod indicator pentru masurarea
pH-ului:
= poate fi utilizat In prezenta unor solutii puternic oxidante si
reducatoare in medii vascoase si In prezenta proteinelor care
interfereaza cu functionarea altor electrozi;

= poate fi folosit pentru solutii cu valori ale pH-ului de la 2 1a 10, iar
cu niste sticla speciald, masuratorile pot fi extinse la valori pH mai
mari de 10;

= este simplu de utilizat;

= echilibrul este atins rapid.

Instrumentele necesare pentru efectuarea masuratorilor
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potentiometrice includ un electrod de referinta, un electrod indicator
si o impedanta mare de intrare mV. Voltmetrele obisnuite de laborator
nu pot fi utilizate pentru masurarea FEM a celulei cu electrozi de sticla
din cauza rezistentei electrice ridicate a electrodului de sticla, sunt
necesare circuite speciale de voltmetru de inalta impedantd, care
consuma 10-12 amperi sau mai putin din circuit. pH-metrul este un
voltmetru, dar cu mai multe functii critice de adunare. Nu numai ca
masoara potentialul sistemului de electrozi de referinta si de
detectare a pH-ului, dar si transforma diferenta de potential masurata
la 0 anumita temperatura in termeni de pH si ofera mecanisme de
corectare a comportamentului neideal al sistemului de electrozi.
Amplificatorul operational nu serveste doar ca voltmetru de inalta
impedantd, ci ofera si stabilitate si functionare automata prin
utilizarea buclei de feed-back. Tehnicile electronice moderne permit
producerea unor pH-metre simplificate, care masoara pH-ul cu o
precizie de + 0,1 unitate pH. pH-metrele echipate cu microprocesor
includ o sonda de temperatura pentru a afisa compensarea
temperaturii, o memorie pentru valorile pH-ului standardului
tampon, o perioada de asteptare pentru a permite tirajul Tnainte de a
citi valoarea pH-ului (fig. 13).

Masuratorile pH-ului fac parte din multiplele teste de rutina,
efectuate pentru a verifica si a controla calitatea apei potabile,
utilizarea solului pentru diferite plante, etc., ca sa nu mai vorbim de
toate laboratoarele in intreaga lume, unde masuratorile pH-ului sunt
efectuate de mai multe ori pe zi ca reactii de control si conditii de
analiza.

Asa dar, pH-ul este determinat prin masurarea FEM a unei celule
care cuprinde un electrod indicator (un electrod sensibil la ionii de
hidrogen, cum ar fi electrodul de sticla) scufundat in solutia de testare
si un electrod de referinta (de obicei SCE). Contactul dintre solutia de
testat si electrodul de referintda se realizeaza prin mijloace de
jonctiune lichida, care fac parte dintr-un electrod de referinta.

Titrarea potentiometrica apartine metodelor chimice de analiz3,
in care punctul final al titrarii este monitorizat cu un electrod indicator
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care inregistreaza modificarea potentialului in functie de cantitatea
(de obicei volumul) de titrant addaugat de concentratie exact
cunoscuta. Titrarile potentiometrice sunt deosebit de versatile,
deoarece electrozii indicatori potriviti pentru studiul aproape tuturor
reactiilor chimice utilizate In titrimetrie sunt acum disponibili.
Aceasta tehnica este frecvent utilizata si in studiul conditiilor de
functionare a indicatorilor vizuali titrimetrici propusi pentru utilizare
generala In analiza chimic3, precum si in studiul a numeroase reactii,
precum protonatia si complexarea, care isi gasesc aplicarea in
masuratorile analitice. Cursul curbei potentiometrice de titrare ofera
informatii nu numai despre pozitia punctului final de titrare, deoarece
pozitia si forma curbei pot furniza date despre procesele care insotesc
reactia de titrare. Un alt avantaj este ca aparatul necesar nu este in
general costisitor, fiind fiabil si usor disponibil in laboratoare.

Spre deosebire de masuratorile directe ale pH-ului, titrarile
potentiometrice ofera In general acuratete si precizie sporite. Precizia
este crescuta, deoarece pH-ul masurat este folosit pentru a detecta
schimbari rapide ale activitatii care apar in punctul de echivalenta al
titrarii. Astfel, erorile datorate potentialelor de jonctiune lichida si
coeficientilor de activitate sunt minimizati. Titrarile potentiometrice
pot fi aplicate la o varietate de sisteme, inclusiv cele care implica acizi
slabi si baze slabe. Intr-o astfel de titrare, este dificil si se obtini
punctul final folosind metoda indicatorului. O titrare tipica acid-baza
folosind pH-metria este prezentata dupa cum urmeaza.

Problema critica in titrarea potentiometrica este recunoasterea
punctului in care cantitatile de specii care reactioneaza sunt
prezentate in cantitati echivalente, adica punctul de echivalenta.
Curba de titrare poate fi urmarita punct cu punct, pe axa ordonatelor
fiind expuse succesiv valorile pH-ului, fata de volumul corespunzator
de titrant adaugat de pe axa absciselor. Addaugarea titrantului ar trebui
sa asigure o densitate adecvata a punctelor, in special in vecinadtatea
punctului de echivalenta.
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Solutie proba
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Fig. 13. Schema de titrare potentiometrica

Pe cea mai mare parte a intervalului de titrare, pH-ul variaza
treptat, dar aproape de punctul final pH-ul se modifica foarte brusc
(fig. 14).

50.0ml NaCH 0.1 M cu HC1 0.1 M
13.0+
Punct de echivalentd
I 70f-——————————- /
|
|
|
|
1.0+ I
0 25.0 50.0

Volum de HCl ad3ugat, ml
Fig. 14. Curba de titrare potentiometrica

O determinare potentiometrica a punctului de echivalenta este
posibila pentru titrari acido-bazice, complexare, redox si precipitare,
precum si pentru titrari In solventi aposi si neaposi. Titrarile
potentiometrice acido-bazice, complexarea si precipitarea sunt de
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obicei monitorizate cu un electrod ion-selectiv pentru analit, desi
poate fi utilizat si un electrod selectiv pentru titrant sau un produs de
reactie. Un electrod redox si un electrod de referinta sunt utilizati
pentru titrarile redox potentiometrice.

Titrarea potentiometrica ofera o serie de avantaje in analiza
farmaceuticd, datorita sensibilitatii sale la schimbarile chimice care
apar in timpul unei reactii de titrare. Aceasta poate fi utilizata pentru
a determina concentratia substantelor active intr-un medicament sau
produs farmaceutic, fiind aplicata in cazul substantelor active acide
sau bazice, in functie de solutia titranta aleasa. Titrarea
potentiometricd poate fi folosita pentru a evalua puritatea
substantelor farmaceutice, prin titrarea cu o solutie titranta
cunoscuta, se poate determina cat de pura este o substanta activa sau
un compus farmaceutic. Pentru a evalua stabilitatea medicamentelor
in timp pot fi evidentiate schimbarile chimice care pot afecta calitatea
si eficacitatea medicamentelor pe parcursul depozitarii. Pentru
substantele care pot suferi reactii acido-bazice, titrarea
potentiometrica poate fi utilizata pentru a determina constantele de
aciditate sau bazicitate, ceea ce este important pentru stabilirea
comportamentului lor in medii acide sau alcaline, dar si pentru
monitorizarea reactiilor de neutralizare, lucru util In dezvoltarea si
controlul proceselor de fabricatie a medicamentelor. Tehnica poate fi
adaptata pentru a analiza substante care contin anumite grupari
functionale, precum aminoacizi sau alti compusi care pot reactiona
intr-o maniera specifica.

Datorita selectivitatii lor pentru analiti din matrice complexe,
electrozii ion-selectivi sunt senzori importanti pentru probele clinice.
Cei mai des Intalniti analiti sunt electrolitii, cum ar fi Na*, K*, Ca2+ H*
si Cl- si gazele dizolvate precum CO2. Pentru fluidele extracelulare,
cum ar fi sangele si urina, analiza se poate face in vitro. O analiza in
situ, totusi, necesita un electrod mult mai mic, care poate fi introdus
direct Intr-o celuld. Microelectrozii cu membrana pe baza de lichid cu
diametre de varf mai mici de 1 pm sunt construiti prin incalzirea si
extragerea unui tub capilar din sticla tare cu un diametru initial de
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aproximativ 1-2 mm. Au fost dezvoltate mai multe variatii de
microelectrozi pentru o serie de analiti importanti clinic.

3.4. Metode de separare cromatografica

Separarile reprezinta o categorie importanta de tehnici
instrumentale. Cel mai des probele sunt amestecuri complexe de
atomi, ioni si molecule. Astfel, componentele din esantionul individual
trebuie separate fnainte de masurare. Cele mai frecvente doua tehnici
de separare sunt cromatografia si electroforeza.

Tehnicile cromatografice implicd impartirea componentelor
dintr-o proba intre o faza ,mobila” care curge si o faza ,stationara”
imobilda. Separarea are loc datorita diferentelor in interactiunile
intermoleculare ale componentelor probei in cele doua faze, care
rezultd ulterior in diferite viteze de trecere a componentelor printr-o
coloana care contine faza stationara.

Tehnicile cromatografice au fost dezvoltate rapid si fiabil si sunt
folosite pentru separarea moleculelor cu caracteristici chimice extrem
de asemanatoare chiar din matrice complexe. Datorita capacitatii mari
de separare, procedurile cromatografice au gasit o acceptare si o
utilizare tot mai mare in analiza cantitativa a unui numar mare de
molecule.

Cromatografia este un nume comun pentru tehnicile bazate pe
adsorbtie si/sau impartirea moleculelor care urmeaza sa fie separate
intre faza mobila si cea stationara. Separarea este rezultatul diferitelor
puteri de adsorbtie ale diferitelor moleculelor intre cele doua faze.

Fazele stationare sunt in general solide (anorganice sau organice),
faze mobile sunt lichide sau gaze. Tehnicile cromatografice sunt
clasificate dupa caracterul atat al fazei stationare, cat si al fazei mobile,
forma fazei stationare si in functie de fortele motrice ale separarii.

Asa dar, cea mai comunda metoda de separare utilizata in
laboratorul modern de analize farmaceutice sunt metode
cromatografice pe coloana. Acestea sunt denumite pe baza fazei
mobile. In consecintd, metodele cromatografice care utilizeazi un
lichid ca faza mobila sunt denumite cromatografie lichida (LC),
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metodele care folosesc gaze ca faza mobild sunt denumite
cromatografie gazoasa (GC) si metodele care utilizeaza fluide
supercritice ca faza mobild sunt denumite cromatografie cu fluide
supercritice (SFC). Cromatografia lichida moderna efectuata in a
formatul extrem de automatizat este denumit cromatografie lichida
de inalta performanta (HPLC). Separarile pot fi efectuate fie folosind o
coloana plina cu faza stationarsg, fie folosind o coloana capilara in care
faza stationara este acoperita pe peretele capilar.

In acest subcapitol vor fi descrise cele mai uzuale tehnici
cromatografice, care se aplica la diverse etape de elaborare a
medicamentelor si in analizele de rutina.

3.4.1. Cromatografia plana (in strat subtire)

In cromatografia planid faza stationard este sustinuti de o
suprafata plana (de exemplu, o placa de sticla, o foaie de plastic, hartie
etc.). Faza mobila si analitul trec prin faza stationara prin actiune
capilara si/sau gravitatie. Esantionul este plasat pe placa, iar marginea
inferioara a placii este scufundata intr-un lichid adecvat. Faza mobila
lichida se deplaseaza in sus pe stratul subtire de adsorbant (silicagel
sau pulbere de alumind) prin actiune capilara, iar componentele
amestecului sunt separate in puncte diferite in functie de atractia lor
relativa fata de faza stationara sau natura solventilor care formeaza
faza mobila.

Cea mai utilizata forma de cromatografie plana este cromatografia
in strat subtire (TLC), care este cea mai usoara si mai ieftina tehnica
de separare. Formatele de cromatografie in strat subtire exista atat ca
instrumente simple de laborator, care necesita putin instrumentar, cat
si ca tehnici sofisticate si complet instrumentale. TLC este apreciata ca
o metoda calitativa rapida, iefting, flexibila si portabila pentru analiza
amestecurilor. TLC s-a dezvoltat intr-o tehnica foarte sofisticata
pentru identificarea compusilor si pentru determinarea prezentei
urmelor de impuritati. Separarea in TLC are loc fie prin adsorbtie, fie
prin partitie. Pentru adsorbtie, faza stationara este activata prin

96



o
O

639 Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

incalzire la 105°C pentru a evapora apa, iar faza mobila este lipsita de
apa (de obicei un amestec de solventi organici).

In TLC, pe masurd ce faza mobili se ridici pe placa
cromatografica, componentele individuale se deplaseaza in sus la
viteze diferite in functie de fortele intermoleculare dintre componente
cu faza stationara si cu faza mobila. Aceste puteri de adsorbtie ale
compusilor cresc odata cu cresterea polaritatii grupului functional.
Termenul timp de retentie (sau factor de retentie) utilizat in TLC este
denumit Rf, valoarea care este distanta parcursa de compus de la
origine (unde compusul este marcat pe placa, a) impartita la distanta
parcursa de solvent (b): Rf=a/b. Separarea a doi analiti pe
cromatogramad poate fi exprimatda ca rezolutie. Prin urmare,
compozitia sau natura chimica a fazei mobile este modificata pentru a
obtine rezolutia optima in care separarea dintre doua componente
este In intervalul Rf de 0,2-0,5. Aceasta valoare Rf poate fi utilizata
pentru a ajuta la identificarea componentelor date din esantion prin
compararea cu standardele. Cu toate acestea, valoarea Rf nu este o
constanta fizica si comparatia ar trebui facuta numai intre puncte de
pe aceeasi placa, rulate in acelasi timp in conditii experimentale
identice. Valoarea Rf obtinuta va fi diferita pentru compusi diferiti.
Prin urmare, diferite sisteme de solventi (faze mobile) sunt testate
pentru a obtine informatii despre un numar de componente prezente
in proba. Placa cromatografica este vizualizata fie prin metode
nedistructive, cum ar fi lumina vizibila/UV/vapori de iod, fie prin
utilizarea metodelor distructive, cum ar fi pulverizarea cu solutii de
reagenti cu care proba formeaza efecte analitice vizibile (de ex. H2SO4,
ninhidring, etc.) (fig. 15).

Desi TLC este utilizat pe scara larga pentru analiza calitativa, nu
ofera in general informatii cantitative de Tnalta precizie si acuratete.
Schimbarile in practica TLC au avut ca rezultat o performanta
imbunatatita a separarii si masurarii cantitative. Aceste evolutii sunt
denumite cromatografie in strat subtire de inalta performanta
(HPTLQC).
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Fig. 15. Placa cromatografica dupa developare, privita in lumina
UV si pulverizata cu reactivul Dragendorff

TLC moderna poate fi efectuata atat in faza normala, cat si in faza
inversa si poate fi extinsa si la separarea compusilor chirali prin
modificarea fazei stationare sau a fazei mobile cu selectoare chirale.
Folosind sisteme automate, in unele cazuri este posibila o
performanta egala cu cea atinsa de HPLC. Rolul TLC in analiza
calitativa sau semicantitativa este destul de mare. TLC este o tehnica
utila pentru a completa HPLC in faza timpurie de dezvoltare a metodei.
Un avantaj deosebit al TLC este ca poate fi utilizat fie in faza inversa,
fie In faza normald, cu orice sistem de solventi de proba si ca toate
componentele probei incarcate pe placa pot fi vizualizate.

In aceastd calitate, TLC in fazi inversi este un instrument util
pentru evaluarea problemelor de echilibru de masa care pot aparea in
timpul studiilor de degradare fortata.

Acasta metoda ofera diverse proceduri pentru analiza extractelor
si izolarea produselor naturale, inclusiv izolarea prin TLC a
metabolitilor din plante. Succesul in TLC se bazeaza pe flexibilitatea
abordarii si experimentarea cu o varietate de metode.

Alternativ, se mai utilizeaza cromatografia bidimensionala, in
care placa este developata mai intdi Intr-un sistem de solventi si apoi
este Intoarsa Intr-o directie perpendiculara, folosind un alt sistem de
solventi; aceasta tehnica poate fi utila pentru a stabili puritatea
varfului obtinut In prima dimensiune. Pentru a facilita identificarea
benzilor separate, poate fi utilizat tandemul TLC/MS. Aceasta
abordare poate fila fel de simpla, cu indepartarea spotului de pe placa,
extragerea intr-un solvent adecvat si injectarea in sursa de ioni a MS.

98



o
O

639 Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor

Si alte abordari se mai utilizeaza, precum bombardarea atomica

rapida (FAB) si desorbtia/ionizarea laser asistata de matrice sau de

suprafata.
TLC este utilizat pe scara larga in analiza farmaceutica pentru:

» identificarea componentelor unui amestec prin compararea
valorilor Rf ale probei cu cele ale etaloanelor de referinta;

» detectarea oricaror impuritati (din procesul de sintez3,
stabilitatea in timpul productiei, la depozitare);

» Separarea unui amestec de compusi si recuperarea prin tehnica
de eluare;

> Inurma reactiilor de sintezd pentru completarea lor.

» aplicatie In criminalistica (otravire sau dependenta de droguri),
etc.

3.4.2. Cromatografia de gaze

Cromatografiea de gaze (GC) include tehnici cromatografice, in
care se aplica un gaz ca faza mobile, iar faza stationara este solida sau
lichida. Separarea cromatografica se bazeaza pe diferentele care apar
intre interactiunile dintre componentii probei si faza stationara.
Metoda poate fi folosita pentru analize calitative si cantitative, timpul
analizei fiind scurt, aparatura este simpla si are o sensibilitate Tnalta.

Totusi, exista limitari in ceea ce priveste tipul de molecule
adecvate pentru analiza CG. Compusii trebuie sa aiba o presiune de
vapori apreciabila la temperaturi sub 350+400°C si trebuie sa fie usor
vaporizati fara descompunere sau reactionarea cu componentele
fazelor stationare si mobile sau cu alte componente prezente in proba
de analizat.

Componentele de baza ale unui instrument GC sunt: sistem de
introducere/injectare a probei, un dispozitiv de reglare a fluxului de faza
mobil3d, cuptor care contine coloana de separare si un detector (fig. 16).

Faza mobila gazoasa se deplaseaza prin sistem, ducand dupa sine
proba, in stare de vapori, care a fost introdusa in sistem cu ajutorul
unei seringi prin intermediul dispozitivului de injectare. In coloana
are loc separarea prin adsorbtia sau repartitia componentilor probei
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component este detectat pe masura ce iese din coloana, fiind
reprezentat pe cromatograma sub forma de picuri la diferiti timpi de
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retentie (fig. 17).
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Fig. 16. Componentele de baza ale unui cromatograf de gaze
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Fig. 17. Cromatograma GC a uleiului volatile de busuioc
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In calitate de fazd mobili ca reguli se utilizeazd un gaz purtitor
inert (heliu sau azot). Acesta va transporta componentele amestecului
de analiti prin coloana. Coloana de obicei contine o faza stationara
imobilizata.

Tehnica GC poate fi clasificata In functie de tipul fazei stationare
dupa cum urmeaza:

» Cromatografia de gaze solida (GSC) - faza stationara este un solid
care are o suprafatd mare, pe care are loc adsorbtia componentelor
analitului. Separarea este posibila pe baza diferentelor de putere de
adsorbtie si difuzie a moleculelor de analit gazoase. Aplicarea
acestei metode este limitata si este folosita mai ales in separarea
speciilor gazoase cu greutate moleculara mica, cum ar fi monoxidul
de carbon, oxigenul, azotul si hidrocarburi mai mici.

» Cromatografia gaz-lichida (GLC) - aceasta este cea mai importanta
si utilizata metoda pentru separarea si determinarea
componentelor amestecurilor organice volatile. Aici faza stationara
este un lichid care este imobilizat pe suprafata unui suport solid
prin adsorbtie sau prin legaturi chimice. Separarea amestecului in
componente individuale se face prin raportul de distributie
(partitie) a acestor componente eluate intre faza gazoasa si faza
lichida imobilizata. Datorita aplicatiilor sale largi, majoritatea GC-
urilor sunt configurate pentru tehnica GLC.

De mentionat, ca cuptorul cu coloana si detectorul sunt zone
fierbinti. Succesul acestei tehnici este direct legat de selectia
corespunzatoare a coloanei si a conditiilor de temperatura, care
trebuie sa fie mentinuta in coloana pe tot parcursul analizei.

Coloanele pentru GC sunt clasificate ca coloane analitice si
coloane preparative. Cele analitice sunt de doua tipuri: coloana pliata
si coloana tubulara deschisa sau capilara. Ambele difera prin modul in
care fazele stationare sunt stivuite in interior.

Coloanele sunt confectionate din tevi de otel inoxidabil, cupru sau
sticla, cu diametrul Intre 1,5 si 8 mm si sunt umplute fie cu un strat
solid, in GSC, fie cu un solid inert acoperit uniform cu un strat lichid in
GLC. Coloana este plasata intr-un cuptor a carui temperatura poate fi
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reglata si controlata. Pot fi folosite si coloane capilare cu diametrul de
1,5 mm sau mai mici si lungime mai mare de 70 m, care nu sunt
umplute, dar au peretii interiori acoperiti cu un strat de lichid. Ele se
folosesc in cromatografia de repartitie si numai pentru probe cu
dimensiuni mici.
In GC un rol unic joaca detectorii. Exista o serie de detectoare, care
variaza ca design, sensibilitate si selectivitate. Detectoarele din GC
sunt proiectate pentru a genera un semnal electronic atunci cand un
gaz, altul decat gazul purtator, elueaza din coloana. Cateva exemple
si aplicatiile detectorilor in GC sunt:
= detector de conductivitate termica (TCD) - acesta functioneaza pe
principiul ca gazele ce elueaza din coloana au o conductivitate
termica diferita de cea a gazului purtator. Este un detector
universal (detecta majoritatea analitilor) si este nedistructiv si,
prin urmare, este utilizat in GC preparative, dar este mai putin
sensibil decat alti detectori;

= detector de ionizare cu flacara (FID) - este unul dintre detectorii
importanti in care eluentul din coloana este trecut intr-o flacara de
hidrogen si componentele inflamabile sunt arse. in acest proces o
fractiune din molecule se fragmenteaza in specii incarcate pozitiv
si negativ. In timp ce ionii incdrcati pozitiv sunt atrasi de un
colector, ionii incarcati negativ sunt atrasi de capul arzatorului
incarcat pozitiv, aceasta creeaza un circuit electric si semnalul este
amplificat. Detectorul FID este foarte sensibil, dar distruge proba
prin ardere, detecteaza substantele organice care ard si se
fragmenteaza intr-o flacara de hidrogen (de exemplu,
hidrocarburi). Prin urmare, utilizarea sa este restrictionata pentru
GC preparativa si pentru substantele anorganice care nu ard;

= detector de captura de electroni (ECD) - acesta este un alt tip de
detector de ionizare care utilizeaza emisiile beta ale unei surse
radioactive, adesea nichel-63, pentru a provoca ionizarea
moleculelor de gaz purtdtor, generand astfel electroni care
constituie un curent electric. Acest detector este utilizat pentru
aplicatii de mediu si bio-medicale. Este util mai ales pentru
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hidrocarburi halogenate mari si deci in analiza reziduurilor de
pesticide halogenate gasite in probe de mediu si biomedicale. Este
extrem de sensibil. Nu distruge esantionul si, astfel, poate fi utilizat
pentru munca pregatitoare;

= detector de azot/fosfor (NPD) - designul detectorului este acelasi
cu cel al detectorului FID cu exceptia faptului ca o sfera de sare de
metal alcalin este pozitionata chiar deasupra flacarii. Este, de
asemenea cunoscut sub numele de , detector termoionic”. Este util
pentru fosfor si azot care contin pesticide, organofosfatii si
carbamatii. Sensibilitatea pentru acesti compusi este foarte mare
deoarece fragmentarea celorlalti compusi organici este minimizata;

= detector fotometric de flacara (FPD) - aici este incorporat un
fotometru de flacara in instrument. Principiul este ca compusii cu
sulf sau fosfor ard in flacara de hidrogen si produc specii
emitatoare de lumina. Acest detector este specific pentru compusi
organici continand sulf sau fosfor. Este foarte selectiv si foarte
sensibil;

= detector de conductivitate electrolitica (ECD Hall) - acesta altfel
cunoscut sub numele de , detector Hall”, converteste componentele
gazoase eluate In ioni in solutie lichida si apoi masoara
conductivitatea electroliticA a solutiei intr-o celula de
conductivitate. Conversia in ioni se face prin oxidarea chimica sau
reducerea componentelor cu un ,gaz de reactie” intr-o camera mica
de reactie. Acest detector este utilizat In analiza halogenurilor
organice si are o sensibilitate excelenta si selectivitate, dar este un
detector distructiv.

Evolutiile recente permit ca GC sa fie cuplat cu alte tehnici
analitice, cum ar fi spectrometrie in infrarosu (cromatografie gazoasa-
spectrometrie infrarosu, GC-IR) si spectrometrie de masa
(Cromatografie gazoasa- Spectrometrie de masa, GC-MS). Acestea
sunt denumite ca ,tehnici cu cratime” si sunt foarte eficiente pentru
analiza calitativa, fiind foarte precise si furnizeaza informatii precise,
de exemplu pot fi obtinute spectrele de masa sau IR ale
componentelor individuale ale probei, pe masura ce acestea elueaza
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din coloana GC. Prin cuplarea tehnicilor de analiza se economiseste
timp si pot fi redusi pasii implicati pentru separare si analiza.

Tehnica GC nu este lipsita de unele dezavantaje: probele trebuie
sa fie volatile si stabile termic sub aproximativ 400°C; nici un detector
nu este universal, cel mai frecvent detectoarele utilizate sunt
neselective; este nevoie de o atentie sporita la etapele analitice
pornind de la selectarea coloanei, a detectorului, si trebuie sa fie
definite temperaturile la toate porturile, adica la portul de injectie, in
coloand, cuptor si detector. O programare necorespunzatoare a
acestora va duce la rezultate neregulate.

GC poate fi utilizata atat pentru analize calitative, cat si cantitative.
Parametrul cromatografic utilizat pentru analiza calitativa este timpul
de retentie, sau vre-un parametru strans legat de acesta. Cu toate
acestea, din moment ce parametrii de retentie nu pot confirma
identitatea varfului, este obisnuit sa fie cuplat catre GC pentru analiza
calitativa un spectrometru, de obicei MS. Timpul de retentie poate fi
utilizat pentru identificare pentru un anumit analit, daca sunt
mentinute constante variabilele coloanei: lungimea, faza stationara,
grosimea filmului (la incarcare cu lichid), temperatura si presiunea
gazului purtator, etc. Timpii de retentie Intr-un anumit set de conditii
sunt o caracteristica a unui sistem cromatografic de gaze, dar nu sunt
unice, deci doar timpii de retentie nu pot fi folositi pentru o
confirmare calitativa. Deoarece timpii de retentie relativi sunt mai
reproductibili decat timpii de retentie individuali, datele calitative
sunt cel mai bine raportate pe o baza relativa.

Efectuarea masuratorilor cantitative este intotdeauna Insotita de
erori si necesita o intelegere a detectorilor si a sistemelor de date.
Esantionarea, pregatirea probelor, validarea instrumentelor si
metodelor si asigurarea calitatii sunt toate parti importante ale
procesului de determinare cantitativa. De obicei analiza calitativa se
poate face prin doud metode. O metoda este metoda comparatiei, prin
care se face compararea timpilor de retinere pentru compusul
necunoscut cu timpul de retinere al unui standard. In locul timpului
de retinere poate fi folosit volumul de retinere. Cealalta metoda se
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bazeaza pe colectarea fiecarui pic, pe masura ce iese din detector si pe
caracterizarea ulterioara pe cale chimica sau instrumentalg, in acest
ultim caz eluentul este directionat intr-un spectrometru infrarosu sau
de masi. In cadrul metodei de normalizare, cantitatea in % este
determinata prin masurarea ariei fiecarui pic si impartirea ariilor
individuale la aria totala. Prin metoda etalonarii absolute se obtine o
curba de etalonare a dependentei ariei sau inaltimii picului de
concentratia probei, se cromatografiaza compusul necunoscut, se
determina aria sau indltimea picului sau si din curba de etalonare se
obtine concentratia acestuia. Standardizarea interna presupune
adaugarea unui standard intern la o serie de cantitati cunoscute de
proba. Din reprezentarea grafica se face raportul dintre aria pe care o
are picul probei si aria pe care o are cel al standardului, in functie de
raportul maselor acestora. Curba de etalonare trebuie sa fie liniara.
Pentru a determina masa necunoscuta se adauga o cantitate
cunoscuta de standard intern la o cantitate cunoscuta de proba
necunoscuta si amestecul se injecteaza in cromatograf. Dupa ce se
determina aria celor doua picuri si raportul lor din curba de calibrare
se obtine masa necunoscuta.

GC este un instrument de analiza important intr-o gama larga de
aplicatii, inclusiv chimie, industria alimentara si a aromelor, industria
energetica si a petrolului si industria chimica. Cromatografia de gaze
permite separarea cu usurinta a unor lichide complexe si a unor probe
solide. Asa au fost separate reziduuri de pesticide si ierbicide, distilati
si produse de petrol, amestecuri de hidrocarburi saturate, hidrati de
carbon, vitamine, acizi grasi, rasini, solventi, uleiuri volatile, alimente
si alimente falsificate, compusii din vin, etc. Cromatografia de gaze
permite separarea corespunzatoare a izomerilor cis-trans, ori a
izotopilor oxigenului printr-o alegere adecvatad a coloanei si
conditiilor de lucru.

Un rol aparte ii revine GC in cercetarea si analiza medicamentelor.

Aceasta este aplicata pentru studiul absorbtiei, distributiei,
metabolizarii si elimindrii medicamentelor in organism, precum si in
evaluarea concentratiilor plasmatice de medicamente si a
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substantelor metabolice. In controlul calititii poate fi verificatd
compozitia si puritatea substantelor active din medicamente, detecta
si cuantifica impuritatile si substantele conexe in produsele
farmaceutice. In studiile de formulare se utilizeazi la analiza
compozitiei formuldrilor, monitorizarea eliberarii si stabilitatii
medicamentelor in diverse forme de dozare. GC si-a gasit aplicare si
pentru identificarea si cuantificarea metabolitilor si produselor de
degradare ale medicamentelor In mostre biologice. Si in studiile de
bioechivalentd, identificarea substantelor toxice sau interzise in
mostre biologice sau medicamente, studiile de stabilitate aceasta
metoda poate fi aplicata cu succes.

Utilizarea sa pe scara larga in diverse cercetari si analize de rutina
au facut din GC o tehnica analiticA de baza, cu tendinte de
imbunatatire si diversificare a metodologiei abordate, cu reducerea
timpului de analiza, cresterea sensibilitatii sau selectivitatii.

3.4.3. Cromatografia de lichide de inalta performanta

Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC), cunoscuta si
sub denumirea de cromatografia lichida de inalta presiune, este un tip
de cromatografie pe coloana care este utilizata In mod obisnuit pentru
a separa, identifica si cuantifica substantele chimice active. HPLC este
cea mai utilizata tehnica pentru cuantificarea medicamentelor in
formulari. Principalele avantaje ale HPLC in comparatie cu
cromatografia pe coloana sunt rezolutia imbunatatita a substantelor
separate, timpul de separare mai rapid si acuratete, precizie si
sensibilitate crescute. HPLC se bazeaza pe aceleasi moduri de
separare ale cromatografiei pe coloand, ca adsorbtia si repartitia.
Silicea nemodificata (grupa silanol) este cea mai utilizata faza
stationara in HPLC de adsorbtie. HPLC de partitie este impartita in
doua categorii: cu faza normal si faza inversa, pe baza polaritatilor
relative ale fazelor stationare si mobile.

HPLC este o tehnologie sofisticata de cromatografie lichida pe
coloand. Solventul curge in mod normal prin coloanda din cauza
gravitatiei, dar In procesul HPLC, solventul este impins la presiuni
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mari de pana la 400 de atmosfere, astfel incat proba sa poata fi
separata in diferiti constituenti pe baza diferentelor de afinitati
relative. HPLC cuprinde, In general, o coloana care contine material de
ambalare (faza stationara), o pompa care conduce faza (fazele) mobile
prin coloana si un detector care detecteaza timpii de retentie a
moleculei. Timpul de retentie este afectat de interactiunile dintre faza
stasionard, moleculele care sunt analizate si solventul(ii) utilizati.
Probele care urmeaza sa fie analizate sunt adaugate In cantitati mici
in fluxul de faza mobila si sunt Incetinite de interactiuni chimice sau
fizice specifice cu faza stationara, determinate de natura analitului,
precum si de compozitia fazelor stationara si mobila (fig. 18).

Timpul de retentie este timpul necesar pentru ca un anumit analit
sa elueze. Orice combinatie miscibila de apa sau lichide organice este
un solvent comun. Pentru a modifica compozitia fazei mobile in timpul
analizei se utilizeaza elutia cu gradient. Gradientul separa
amestecurile de analiti pe baza afinitatii analitului pentru faza mobila
curenta. Natura fazei stationare si a analitului influenteaza alegerea
solventilor, aditivilor si gradientilor (fig. 19).

HPLC in faza normald separa componentele analitului pe baza
afinitatii lor pentru suprafata stationara a coloanei. Particulele de
silice nemodificate sunt utilizate de obicei cu un gradient care trece de
la solventi nepolari la cei polari. Puterea de absorbtie este o functie de
polaritate a moleculei. Cu cat molecula va fi mai puternic polara, va fi
mai retinuta de faza stationara si va fi eluata secvential din coloana de
solventi cu polaritate crescanda.

HPLC in faza inversa utilizeaza silice modificat cu lanturi de la 4
pana la 18 atomi de carbon si separa componentele analitului pe baza
hidrofobicititii. In faza stationars, cu cat compusii vor fi mai lipofili,
cu atat se vor adsorbi mai puternic. Apoi molecula va fi eluata din
coloana prin solvent polar pe faza mobila.

Cromatografia cu schimb de ioni (IEC) separa componentele
analitului pe baza incirciturii lor totale. In IEC, fazele stationare cu
rasina schimbatoare de anioni sau rasina schimbatoare de cationi sunt
utilizate pentru a separa diferite molecule ionizabile pe baza afinitatii
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lor pentru suprafata stationara din coloana. pH-ul la care sarcina neta
a unei molecule este egala cu zero este cunoscut ca punctul sau
izoelectric (pl).

Coloana de cromatografie
lichida de inalta performanta
Cromatograma

—

Autosampler injector
manager de probe
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Fig. 18. Componentele de baza ale unui cromatograf de lichide
de inalta presiune
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Fig. 19. Cromatogramele picaturilor auriculare cu izohidrafural
(IHF) si metiluracil (MU) (detectie UV la 360nm: A, IHF si 244
nm: B, MU

Dezvoltarea metodei HPLC pentru cercetara si analiza
medicamentelor implica etape bine stabilite:
1. Intelegerea proprietitilor fizico-chimice ale moleculei de
medicament.
2. Selectarea conditiilor cromatografice.
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3. Dezvoltarea abordarii analizei
4. Prepararea probei

5. Optimizarea metodei

6. Validarea metodei

1. Intelegerea proprietdtilor fizico-chimice ale moleculei de
medicament

Calitatile fizico-chimice ale unei molecule biologic active sunt
critice in dezvoltarea metodei. Pentru a dezvolta o metod3, trebuie
mai intdi sa fie evaluate proprietatile fizice ale moleculei de
medicament, cum ar fi solubilitatea, polaritatea, pKa si pH-ul.
Polaritatea unui compus este o proprietate fizica, care ajuta un analist
in evaluarea compozitiei solventului si a fazei mobile. Polaritatea
moleculelor poate fi folosita pentru a explica solubilitatea moleculara.
Solventii polari, cum ar fi apa si solventii nepolari, cum ar fi benzenul,
nu se combini. In general elementele cu polarititi comparabile se
dizolva unele in altele. Solubilitatea analitului este utilizata pentru a
selecta diluantii. Valoarea pH-ului este folosita In mod obisnuit pentru
a defini aciditatea sau bazicitatea unei substante. Alegerea pH-ului
corect pentru analitii ionizabili duce frecvent la varfuri simetrice,
clare si ascutite in HPLC, absolut necesare in analiza cantitativa pentru
a atinge limite scazute de detectie, abateri standard relative scazute
intre injectii si durate de retentie previzibile.

2. Selectarea conditiilor cromatografice

In primele etape de dezvoltare a metodei, se alege un set de
conditii de Inceput (detector, coloana si faza mobila) pentru a genera
primele cromatograme de ,cercetare” a probei. Acestea se bazeaza de
obicei pe separiri in fazi inversi pe o coloani cu detectare UV. In acest
moment, ar trebui sa se aleaga intre stabilirea unei metode izocratice
sau a unei metode de gradient.

Selectarea coloanei. Prima si cea mai semnificativa etapa in
dezvoltarea metodei este selectarea fazei sau coloanei stationare. Este
imposibil sa se dezvolte o procedura robusta si reproductibila fara
disponibilitatea unei coloane stabile, de Tnalta performanta. Coloanele
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trebuie sa fie stabile si reproductibile pentru a evita dificultatile
cauzate de retinerea ireproductibila a probei In timpul dezvoltarii
tehnicii. O coloana C8 sau C18 din silice deosebit de purificat, mai
putin acida si destinata in mod special pentru separarea substantelor
chimice de baza este, In general, potrivita pentru toate probele si este
insistent recomandata.

Selectarea modului cromatografic. Modul de cromatografiere este
determinat de greutatea moleculara si polaritatea analitului.
Cromatografia in faza inversa (RPC) este cea mai raspandita tehnica
pentru compusii organici mici. RPC este frecvent utilizata pentru a
separa substantele ionizabile (acizi si baze) folosind faze mobile
tamponate (pentru a mentine analitii neionizati) sau reactivi de
imperechere ionica.

Selectarea tamponului. Diferite solutii tampon, cum ar fi fosfatul de
potasiu, fosfatul de sodiu si acetatul, au fost testate pentru factorii de
compatibilitate a sistemului si performanta cromatografica generala.

Selectarea fazei mobile. Faza mobila influenteaza rezolutia,
selectivitatea si eficienta. Compozitia fazei mobile (sau puterea
solventului) este criticA in separarea RP-HPLC. Acetonitrilul,
metanolul si tetrahidrofuranul sunt solventi utilizati In mod regulat in
RP-HPLC, cu limite UV de 190, 205 si, respectiv, 212 nm. Acesti
solventi sunt miscibili cu apa.

Selectarea detectoarelor. Detectorul este o componenta critica a
HPLC. Detectorul care trebuie utilizat este determinat de compozitia
chimica a studiilor, interferenta potentiald, limita de detectie
necesara, disponibilitatea detectorului si/sau costul detectorului.
Detectoare UV, detectoare de fluorescentd, detectoare electrochimice,
detectoare cu indice de refractie (RI) si detectoare de spectrometrie

de masa (MS) sunt exemple de detectoare comerciale utilizate in
cromatografia de lichide. Detectorul utilizat este determinat de
esantion si de scopul analizei.

3. Dezvoltarea aborddrii analizei
Etapa initialda In dezvoltarea unei metode analitice pentru HPLC
este selectarea diferitilor parametri cromatografici, cum ar fi faza
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mobild, coloana, debitul de faza mobila si pH-ul fazei mobile. Toate
aceste caracteristici sunt alese pe baza Incercdrilor si apoi sunt
comparate cu parametrii de adecvare a sistemului. Parametrii tipici de
adecvare a sistemului includ, de exemplu, un timp de retentie mai
mare de 5 minute, un numar teoretic de placi mai mare de 2000, un
factor de decantare mai mic de 2, o rezolutie mai mare de 5 si un
procent RSD din suprafata varfurile analitului In cromatogramele
standard de cel mult 2,0 %. In cazul estimirii simultane a doui
componente, lungimea de unda de detectie este de obicei un punct
izosbestic. Combinatia de laborator este de asemenea analizata pentru
a determina aplicabilitatea practici a metodei sugerate pentru
estimarea simultani. In continuare, formularea este analizati prin
diluarea acesteia pana la intervalul de concentratie al liniaritatii.

4. Pregdtirea probei

Pregatirea probelor este o etapa vitald in dezvoltarea metodei pe
care analistul trebuie sa o studieze. De exemplu, daca exista
componente insolubile In proba, analistul ar trebui sa exploreze daca
sunt necesare centrifugarea (determinand turatia si timpul ideal),
agitarea si/sau filtrarea. Scopul este de a arata ca filtrarea
esantionului nu afecteaza rezultatul analitic datorita adsorbtiei si/sau
extractiei substantelor levabile. Capacitatea filtrelor cu seringa de a
elimina contaminantii/componentele insolubile fara a lasa artefacte
nedorite (adica, extractibile) in filtrat determina eficacitatea acestora.
Procedura de preparare a probei ar trebui sa fie complet specificata in
descrierea metodei analitice utilizate pe o proba sau o forma
farmaceutica reald, pentru o analizaa HPLC ulterioara.

5. Optimizarea metodei

Optimizarea metodei presupune identificarea ,punctelor slabe”
ale metodei si optimizarea acesteia folosind un design experimental.
Se opteaza pentru intelegerea cum functioneaza abordarea in diverse
setdri, cu diferite configuratii de instrumente si cu mostre diferite.
Trebuie luate in considerare compozitiile fazelor mobile si stationare.
Optimizarea parametrilor de faza mobila este intotdeauna prioritara
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fata de optimizarea parametrilor de faza stationara, deoarece este mai
usor si mai confortabil.

6. Validarea metodei
Validarea este evaluarea si furnizarea de dovezi obiective ca
cerintele specificate pentru o anumita aplicatie intentionata sunt
indeplinite. O modalitate de a evalua performanta metodei si de a
demonstra ca se potriveste unei anumite conditii. Cu alte cuvinte,
validarea se efectueaza pentru a intelege de ce este capabila sa
produca metoda HPLC elaboratd, mai ales la concentratii scazute.
Astazi, HPLC este aplicata pe scara larga pentru separari si
purificari Intr-o varietate de domenii, inclusiv industria farmaceutica,
biotehnologie, mediu, polimeri si industria alimentara. Informatiile
care pot fi obtinute folosind HPLC includ identificarea, cuantificarea si
rezolutia unui compus. HPLC preparativa se refera la procesul de
izolare si purificare a compusilor. Aceasta difera de HPLC analitica, in
care se pune accentul pe obtinerea de informatii despre compusul din
esantion. HPLC ofera precizie si acuratete cantitativa de incredere,
impreund cu un interval dinamic liniar ridicat pentru a permite
determinarea substantelor inrudite Intro singura serie. O metoda
convenabila de preparare a probelor pentru forme farmaceutice
solide este dispersia In apa sau mediu apos modificat cu acetonitril sau
metanol. HPLC ofera mai multe posibilitditi pentru separarea
moleculelor chirale In enantiomerii respectivi. Acestea includ
derivatizarea precoloana pentru a forma diasterioizomeri. Alternativ,
pot fi utilizate coloane speciale preparate cu ciclodextrine sau
fragmente chirale speciale ca faze staionare. Pe scurt, HPLC, in special
HPLC in faza inversa este cea mai populara alegere pentru analiza
cantitativa in industria farmaceutica.
Domeniile comune de aplicare HPLC in analiza farmaceutica sunt:
» pentru a controla stabilitatea medicamentului;
= studiu de dizolvare a formelor farmaceutice solide;
= controlul calitdtii medicamentelor;
» testarea la continutul de substante Inrudite si impuritati;
» identificarea compusului.
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HPLC are multe aplicatii atat In cercetarea de laborator, cat si in
studiile clinice. Este o tehnica comuna utilizata in dezvoltarea
farmaceutica, deoarece este o modalitate sigurda de a obtine si de a
asigura puritatea produsului. In timp ce HPLC poate fi utilizata la
obtinerea unor substante pure extrem de de inalta calitate, aceasta
metoda nu este una principala utilizata in producerea materialelor
medicamentoase in vrac. Conform Ph Eur., HPLC este utilizata in doar
15,5% din sinteze. Farmacopeea Statelor Unite raporteaza implicarea
HPLC in 44% din sinteze. Acest lucru s-ar putea datora diferentelor de
constrangeri monetare si de timp, deoarece HPLC la scara larga poate
fi o tehnica costisitoare. O crestere a specificitatii, preciziei si
acuratetei care se datoreaza HPLC, din pdcate, corespunde unei
cresteri a costurilor.

Teste similare celor de analiza de rutina pot fi efectuate si In
scopuri de cercetare, detectand concentratii de potentiali candidati
pentru aplicare clinica. Aceasta tehnica este evident utilda si In
observarea mai multor specii in probele colectate, dar necesita
utilizarea solutiilor standard atunci cand se cauta informatii despre
identitatea speciilor. Se foloseste ca metodda de confirmare a
rezultatelor reactiilor de sinteza.

Utilizarea medicala a HPLC poate include nu dor analiza
medicamentelor, dar se incadreaza si in categoria analizei
nutrientilor. In timp ce urina este mediul cel mai comun pentru analiza
concentratiilor de medicamente, serul de sange este proba colectata
pentru majoritatea analizelor medicale cu HPLC.

3.4.4. Cromatografia prin schimb ionic

Cromatografia cu schimb de ioni (IEC) este utilizata pentru
separarea moleculelor ionizabile in functie de diferentele de
proprietati de incarcare. Moleculele incarcate din proba sunt separate
cu ajutorul fortelor electrostatice de atractie care sunt trecute prin
rasina ionica la anumite pH si temperatura.

IEC care este conceputa special pentru separarea compusilor
incarcati diferit sau ionizabili cuprinde faze mobile si stationare
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similare cu alte forme de tehnici de cromatografie lichida pe coloana.
Fazele mobile constau Intr-un sistem tampon apos in care amestecul
trebuie dizolvat. Faza stationara este de obicei realizata din derivat
chimic de matrice organica inerta cu grupari functionale ionizabile
(ioni fixati) care poarta ion deplasabil Incarcat opus. lonii care exista
intr-o stare de echilibru intre faza mobila si faza stationara, dand
nastere la doua formate posibile, schimbul de anioni si cationi, sunt
denumiti contraion

Separarea are loc prin schimb reversibil de ioni care sunt prezenti
in solutie si in rasina schimbatoare de ioni. Procesul de separare a
moleculelor din amestec este foarte dependent de tipul de rasina
schimbatoare de ioni utilizata.

Rasinile ionice sunt de doua tipuri:

* rasini schimbdtoare de cationi - sunt schimbatoare incarcate
negativ si contin contraioni incarcati pozitiv si sunt menite sa
retind cationii in coloanad, de unde astfel este si denumita. Ele pot
fi de natura puternic acide, acide intermediare sau slab acide;

» rasind schimbatoare de anioni - sunt schimbatoare incarcate
pozitiv si contin contraioni incarcati negativ si sunt menite sa
retind anionii In coloanad, de unde le vine si denumirea. Ele pot fi
de natura fie puternic bazice, intermediar bazice sau slab bazice.
[EC este o metoda bine stabilitda pentru analiza anionilor si

cationilor din mediul inconjurator, din alimente si din multe alte
probe. Oferda o gama enorma de posibilitati pentru selectarea fazelor
stationare si mobile. In plus, de obicei ajuti la rezolvarea diferitelor
probleme de separare, in special atunci cand este combinata cu
diferite tehnici de detectare. IEC poate fi, de asemenea, utilizata
pentru a determina multi ioni si substante din probe clinice si
farmaceutice. Ofera: disponibilitatea fazelor stationare de mare
capacitate si a detectoarelor sensibile; prepararea simpla a probei;
evitarea substantelor chimice periculoase; scaderea volumului de
probe; optiuni de reactie flexibile pe o matrice de proba in schimbare
care urmeaza sa fie analizatd; sau optiunea de a opera un sistem
complet automatizat.
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IEC este probabil cel mai puternic si clasic tip de cromatografie
lichida. Este inca utilizat pe scara larga astazi pentru analiza si
separarea moleculelor care sunt incarcate sau ionizabile diferit, cum
ar fi proteine, enzime, peptide, aminoacizi, acizi nucleici, carbohidrati,
polizaharide, fie sinestatator, sau In combinatie cu alte tehnici
cromatografice. In plus, IEC poate fi aplicata pentru separarea si
purificarea moleculelor organice din surse naturale care sunt baze
protonate, cum ar fi alcaloizii, sau acizi deprotonati, cum ar fi acizii
grasi sau derivatii de aminoacizi. [EC are multe avantaje. Aceasta
metoda este aplicabila pe scara larga la analiza unui numar mare de
molecule cu capacitate mare. Tehnica este usor de transferat la scalele
de productie cu costuri reduse. Niveluri ridicate de purificare a
moleculei dorite pot fi atinse prin etapa de schimb ionic.

Urmarirea produselor naturale extractibile fara solvent poate fi
realizatd prin aceasti tehnici. In consecinti, cromatografia cu schimb
de ioni, care a fost folosita in separarea moleculelor ionice de mai bine
de jumatate de secol, este inca folosita ca metoda utila si populara
pentru izolarea produselor natural, in descoperirea moderna a
medicamentelor si continua sa se extinda odata cu dezvoltarea de noi
tehnologii.

3.4.5. Cromatografia prin excluziune sterica.
Cromatografia de afinitate

Termenul ,cromatografie de excludere sterica” (SXC) a fost
introdus de Lee si colab. in 2012 . SXC nu se refera la cromatografia de
excludere prin marime (SEC). Acest lucru este adesea supus confuziei,
deoarece uneori termenul ,excludere sterica” este folosit ca sinonim
pentru excluderea marimii. SXC este o metoda de purificare care a fost
folosita pentru a purifica o varietate de biomolecule. Captarea tintei se
realizeaza prin addaugarea unui tampon care contine polietilenglicol
(PEG) la solutia de alimentare si Incarcarea amestecului pe o faza
stationara hidrofila. Mecanismul de captare se bazeaza pe excluderea
sterica a PEG de la suprafata tintei.

Denumirea metodei SXC provine din efectul de excludere steric al
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polimerilor neadsorbanti din coloizi intr-o solutie lichida care duce la
o asociere a coloizilor cu o suprafata hidrofila care serveste ca faza
stationarad. Termenul ,coloid” este folosit aici ca o expresie generala
pentru toate tintele purificate cu aceasta metoda.

SXC este In prezent o metoda de cromatografie destul de putin
cunoscuta. Au fost necesare unele studii SXC de la prima referinta de
acum 11 ani si pana astazi pentru a extinde In continuare intelegerea
mecanicista a metodei. S-a demonstrat ca SXC poate servi ca o
tehnologie de platforma care poate fi folositda pentru purificarea
biomoleculelor de diferite forme si dimensiuni. Captarea tintei se
bazeaza pe interactiunea de epuizare si nu pe legarea directd, cum ar
fi interactiunile covalente, electrostatice si hidrofile/hidrofobe,
facand-o usor adaptabila pentru noi tinte. Interactiunea dintre
dimensiunea tintei si compozitia tamponului, precum si faza
stationara sunt cruciale pentru optimizare in acest sens. O faza
stationara poroasa hidrofila, de preferinta membrane sau monoliti,
serveste ca o faza stationarad, iar asocierea tintei cu faza stationara este
realizata prin amestecarea solutiei de alimentare cu un tampon care
contine PEG. Strategia de amestecare a celor doua solutii, precum si
compozitia tamponului PEG in ceea ce priveste dimensiunea si
concentratia PEG, tipul si concentratia de sare si pH-ul, sunt de
importanta majora si unul sau mai multi dintre acesti factori ar putea
necesita optimizare in functie de tinta si proprietati. Evitarea
suprapresiunii si indepartarea PEG reziduala se numara printre
provocarile implementarii unui proces care trebuie mentionate aici,
dar par a putea fi rezolvate. Pentru a evita suprapresiunea, utilizarea
analizelor online, cum ar fi Imprastierea luminii cu mai multe
unghiuri, ar putea fi restrictionatd, in functie de ceilalti factori care
contribuie la presiune, cum ar fi designul sistemului de cromatografie
lichida, compozitia tamponului PEG si debitul aplicat. Pe drumul catre
utilizarea pe scara larga a SXC in productia farmaceutica, exista cu
siguranta obstacole de depasit, dar in general se poate concluziona ca
SXC este o metoda promitdtoare si interesanta pentru toate acele
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biomolecule pentru care metodele de purificare existente sunt
puternic limitate.

Dar, per ansamblu, SXC poate fi aplicata la o varietate de tinte.
Avantajele clare sunt caracteristicile tehnologiei platformei ale
metodei SXC. Tintele de diferite dimensiuni, forme si caracteristici de
suprafata pot fi purificate cu aceasta metoda, deoarece principiul
separdrii nu se bazeaza pe interactiunea chimica. Acest lucru este
avantajos in special pentru tintele sensibile, cum ar fi virusii inveliti,
VLP-uri sau exozomi, deoarece este posibila o elutie usoara. Trebuie
remarcat faptul ca implementarea SXC in industrie este inca la
inceput.

3.4.6. Cromatografia de afinitate

Cromatografia de afinitate este un tip de cromatografie lichida in
care un agent Inrudit biologic este utilizat intr-o coloana ca faza
stationara pentru a purifica sau analiza componentele unei probe.
Capacitatea acestei metode de a lega si purifica in mod selectiv
compusii sai tinta se bazeaza pe interactiunile specifice si reversibile
care sunt prezente in multe sisteme biologice, cum ar fi legarea unui
hormon la un receptor sau a unui anticorp la antigenul sau. Pentru a
dezvolta o metoda bazata pe cromatografia de afinitate, una dintr-o
pereche de specii care interactioneaza este mai intai imobilizata pe un
suport solid, cum ar fi margele de agaroza sau particule de silice.
Agentul imobilizat, numit ligand de afinitate, actioneaza ca faza
stationara pentru coloana de afinitate. Celdlalt compus care
interactioneaza este apoi injectat pe coloana de afinitate sau trecut
prin aceasta coloana in prezenta unui tampon de aplicare, care
permite tintei dorite sa se lege de ligandul imobilizat. Dupa ce
componentele probei neretinute au fost spalate din coloana, analitul
tinta retinut este de obicei eliberat in prezenta unui tampon de elutie.
Daca compusul retinut are doar legare slaba sau moderata la ligand
imobilizat, este de asemenea posibil sa se utilizeze tamponul de
aplicare pentru eluarea acestei tinte in conditii izocratice; aceasta
abordare este cunoscuta sub numele de cromatografie de afinitate
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slaba. Pe masura ce tinta elueaza, aceasta este colectata pentru
utilizare ulterioara sau analizata de un detector on-line sau offline.
Coloana poate fi apoi regenerata prin reaplicarea tamponului de
aplicare inainte ca urmatoarea proba sa fie injectata.

Succesul oricarei separari prin afinitate depinde In mare masura
de selectia ligandului sau a agentului de legare care este imobilizat in
coloand. Multi dintre liganzii utilizati in cromatografia de afinitate
sunt obtinuti dintr-o sursa biologica; exemple de acesti liganzi sunt
anticorpii, proteinele serice si lectinele. Alti agenti de legare si liganzi
care sunt utili In cromatografia de afinitate sunt acidul boronic,
chelatii metalici si colorantii de triazing, care sunt agenti sintetici sau
molecule anorganice. Liganzii de afinitate pot fi impartiti in doua
categorii principale: liganzi de Tnalta specificitate si liganzi generali.
Liganzii cu specificitate ridicata sunt agenti de legare care retin doar
una sau cateva tinte strans legate. Acesti liganzi sunt utilizati atunci
cand scopul este izolarea sau separarea unui anumit analit. Exemple
de liganzi cu specificitate ridicata includ anticorpi pentru legarea
antigenelor, substraturilor sau inhibitorilor pentru separarea sau
legarea enzimelor si acizi nucleici monocatenar pentru retinerea
secventelor complementare de ADN sau ARN. Liganzii generali sunt
agenti de legare care retin o clasa de molecule inrudite sau tinte
similare structural.

Cromatografia de afinitate este una dintre cele mai diverse si mai
puternice metode cromatografice de purificare a unei anumite
molecule sau a unui grup de molecule din amestecuri complexe.

Purificarea cu succes a afinitatii necesitd un anumit grad de
cunoastere si Intelegere a naturii interactiunilor dintre molecula tinta
si ligand pentru a ajuta la determinarea selectiei unui ligand de
afinitate adecvat si a procedurii de purificare. Odata cu popularitatea
tot mai mare a purificarii prin afinitate, multi dintre liganzii utilizati in
mod obisnuit cuplati la matrice de afinitate sunt acum disponibili
comercial si sunt gata de utilizare. Cu toate acestea, in unele cazuri,
poate fi necesar sa fie dezvoltat un nou material cromatografic de
afinitate prin cuplarea ligandului pe matrice astfel incat ligandul sa
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pastreze afinitatea de legare specificd pentru molecula de interes.
Etapa de captare este in general urmata de spalare si eluare, avand ca
rezultat recuperarea proteinei inalt purificate. Interactiunile foarte
selective permit un proces rapid, adesea intr-o singura etapa, cu
potential de purificare de ordinul a cateva sute pana la mii de ori.
Utilizari suplimentare ale cromatografiei de afinitate includ
capacitatea de a concentra substantele prezente la concentratie
scazutd si capacitatea de a separa proteinele pe baza functiei lor
biologice, unde o forma activa poate fi separata de forma inactiva sau
o forma cu functie biologica diferita.

Selectivitatea si simplitatea cromatografiei de afinitate au facut
aceasta metoda utilda 1In purificarea multor biomolecule,
biofarmaceutice si alti agenti. Cromatografia de afinitate a fost
utilizata atat pentru prepararea probelor, cat si ca instrument analitic
pentru izolarea sau masurarea tintelor specifice in probe biologice,
clinice si de mediu. in plus, aceasta metoda a fost utilizata ca
instrument pentru studiul si caracterizarea interactiunilor biologice.

In ultimii ani, au fost dezvoltate matrice cu caracteristici unice
care depasesc unele dintre limitarile materialelor mai traditionale.
Purificarea prin afinitate poate oferi economii semnificative de timp si
purificare de cateva sute de ori sau mai mare, dar succesul depinde de
metoda utilizata. Astfel, este important sa se optimizeze protocolul de
purificare pentru a obtine captarea eficienta si recuperarea maxima a
tintei.

S-au inregistrat progrese uriase in utilitatea cromatografiei de
afinitate, cu evolutii In materiale de suport, cum ar fi margele cu flux,
margele magnetice si materiale monolitice, precum si noi liganzi cu o
varietate de proprietiti biologice interesante. In plus, aceasti
abordare nu mai este utilizatd doar pentru purificarea unor
biomolecule specifice. De asemenea, devine rapid o metoda de alegere
pentru a studia interactiunile biologice si poate fi utilizata pentru
pregatirea probelor pentru spectrometrie de masa sau pentru
indepartarea specifica a contaminantilor.

In ultimii 50 de ani, cromatografia de afinitate a aparut ca un
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instrument puternic si popular pentru obtinerea de separari foarte
selective. Cresterea initiala a acestei metode a fost determinata in
principal de crearea de suporturi si metode de imobilizare care au
facut convenabila utilizarea acestei metode cu agenti naturali de
legare pentru purificarea enzimelor, anticorpilor, antigenelor si altor
substante gasite In matrice biologica. Aceasta a fost urmata in curand
de crearea unor metode care au folosit agenti de legare non-biologici,
precum si suporturi suplimentare si scheme de imobilizare, pentru a
extinde domeniul de aplicare al separadrilor de afinitate. Domeniile
care folosesc acum aceasta metoda variaza de la biochimie si biologie
moleculara la biotehnologie, chimie analiticd, stiinta farmaceutica si
biofizica. Aceasta varietate de aplicatii este rezultatul numeroaselor
avantaje pe care le ofera cromatografia de afinitate. Un avantaj este
gama larga de agenti de legare care pot fi utilizati In aceasta tehnica si
natura foarte selectivd a acestei metode de separare. Aceasta
selectivitate este rezultatul interactiunilor specifice care sunt
prezente In mod natural intre multi agenti de legare biologica si tintele
lor. Legarea puternica care este adesea prezenta in aceste procese
permite ca multe separari bazate pe afinitate sa fie efectuate rapid si
in doar cativa pasi.

Cu toate acestea, exista mai multi factori care trebuie luati In
considerare pentru a obtine o separare cu succes In cromatografia de
afinitate. De exemplu, este necesar sa se imobilizeze agentul de legare
pe sau in interiorul unui suport cromatografic. Procesul de imobilizare
ar trebui sa creeze In mod ideal un ligand de afinitate stabil fara a
modifica semnificativ proprietatile de legare ale acestui ligand. O alta
posibila limitare a cromatografiei de afinitate este aceea ca agentii
biologici, cum ar fi anticorpii, sunt mai scumpi decat fazele stationare
care sunt utilizate in alte forme de cromatografie lichida. Aceasta
diferenta de pret este partial compensata de faptul ca multe coloane
de afinitate pot fi mai mici decat coloanele utilizate in alte tipuri de
cromatografie lichida si este mai putin ingrijoratoare atunci cand se
folosesc liganzi nebiologici, cum ar fi colorantii biomimetici. Daca
coloana de afinitate urmeaza sa fie reutilizata pentru mai multe cicluri,
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trebuie de avut grija, de asemenea, sa se selecteze conditiile de
aplicare si eluare care sa permita atat disocierea eficienta a tintelor
retinute, cat si regenerarea buna a coloanei fara deteriorarea
permanenta a agentului de legare. Aceste probleme reprezinta
domenii de cercetare si dezvoltare in curs de desfasurare in
cromatografia de afinitate. Cresterea continua este asteptata in viitor
pentru cromatografia de afinitate, deoarece se fac progrese
suplimentare in agentii de legare, suporturi, scheme de imobilizare si
aplicatii potentiale pentru aceasta tehnica.

3.5. Analiza prin electroforeza

Electroforeza  descrie  miscarea  moleculelor/particulelor
incarcate in solutie prin aplicarea unui camp electric peste amestec,
miscarea fiind produsul dintre sarcina de pe particula si intensitatea
campului aplicat. In conditii de vitezi constant3, aceasta fortd motrice
este echilibrata de rezistenta mediului de separare. Deoarece
moleculele intr-un camp electric se deplaseaza cu o viteza care
depinde de sarcina, forma si dimensiunea lor, electroforeza a fost
dezvoltata pentru separari moleculare in multe zone. Prin urmare
metodele electroforetice acopera o gama foarte larga de tehnici
analitice si pot fi folosite pentru analiza amestecurilor complexe si
purificarea micilor cantititi de material. In conditii adecvate,
electroforeza poate fi folosit pentru a studia aproape orice clasa de
molecule cu dimensiuni variind de la simple saruri anorganice la acizi
nucleici, virusi si chiar particule mai mari, agregate si respectiv celule
intregi. Ca instrument analitic, electroforeza este o tehnica
necomplicata si relativ rapida. Este folosit in principal pentru analiza
si purificarea moleculelor foarte mari, cum ar fi proteinele si acizii
nucleici, dar poate fi aplicat si la molecule mai simple, inclusiv
zaharuri, peptide, nucleotide, acizi si baze organice, medicamente,
pesticide, dar si ioni anorganici de asemenea (adica tot ceea ce poate
transporta o Incarcatura). Au fost dezvoltate metode de detectie
foarte sensibile pentru a monitoriza si analiza separarile
electroforetice. Prin urmare, principalele domenii de aplicare sunt
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biologice si cercetare farmaceutica si biochimica, chimia proteinelor,
farmacologie, medicina legalda, investigatii gatii clinice, stiinte
veterinare, biologie moleculara si alimente.

Electroforeza capilara si electroforeza zonei capilare

In forma lor cea mai simpl4, separdrile electroforetice capilare se
bazeaza pe diferentele dintre raporturile sarcind/dimensiune ale
analitilor. Consideratia initiala pentru electroforeza capilara (CE) este,
prin urmare, de a gasi conditii in care este realizatd ionizarea
analitilor. Pentru acizi sau baze, ionizarea poate fi de obicei realizata
in unul dintre cele doua seturi de conditii: in tampon fosfat (pH 2,5)
pentru baze sau in tampon borat (pH natural 9,3) pentru acizi.
Utilizarea acestor doua seturi de conditii ofera o abordare generica a
dezvoltarii metodei si s-a dovedit a fi viabila pentru o gama larga de
tipuri de mostre. Pentru farmacie, aplicatii farmaceutice,
determinarea simultana a principiilor active si a substantelor aferente
se realizeaza de obicei prin introducerea de concentratii relativ mari
de probe (0,2-0,5 mg/ml) si prin utilizarea detectiei UV cu lungime de
unda mica (200 nm). Reproductibilitatea cantitativa este imbunatatita
prin utilizarea unui standard intern. Pentru compusi neionizati sau
pentru a modifica selectivitatea pentru compusi ionizati, se aplica
aditivi tampon, cum ar fi dodecilsulfatul micelar de sodiu (SDS) sau
poate fi utilizatd o microemulsie octan/butan-1-0l/SDS. Pentru
compusii neionici, separarea se bazeaza pe distributia dintre tampon
si aditivul incdrcat, care se misca cu o viteza diferita de cea a
electrolitului de fond. Pentru speciile Incarcate, separarea se bazeaza
atat pe Impartirea cat si pe mobilitatea electroforetica a
componentelor probei. Probele care nu sunt solubile in medii apoase
pot fi separate in solventi organici cum ar fi metanol sau acetonitrile,
care contin o sare conductoare.

Exista numerosi factori care afecteaza mobilitatea electroforetica
a unei molecule.

Dimensiunea, forma si sarcina neta a moleculei:

* mobilitatea este invers proportionald cu dimensiunea moleculei si
direct proportionala cu sarcina neta a moleculei. Proteinele
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globulare au structuri compacte, deci au o mobilitate mai rapida
decat proteinele fibroase cu greutate moleculara similara;

= particulele cu sarcina negativa (anionii) se misca intotdeauna in
directia polului pozitiv, In timp ce particulele cu sarcina pozitiva
(cationii) se misca intotdeauna in directia polului negativ. La
efectuarea electroforezei pe gel, polul pozitiv se refera la anod, in
timp ce polul negativ se refera la catod. Ca rezultat, particulele
incarcate se vor muta la nodurile care sunt adecvate pentru ele [de
exemplu, anionii migreaza de la catod (-) la anod (+)].

Puterea campului electric:

* mobilitatea este direct proportionalda cu gradientul potential

(tensiune) si invers proportionala cu rezistenta.
Tamponul:

= functiile tampon sunt importante pentru a transporta curentul si a
mentine pH-ul mediului. Puterea ionica optima a tamponului este
necesara deoarece puterea ionicd mai mare creste ponderea
curentului transportat de ionii tampon si incetineste migrarea
probei. De asemenea, produce o cantitate mare de caldura, ceea ce
duce la o difuzie crescuti a benzilor de separare. In timp ce puterea
ionica scazuta a tamponului reduce si rezolutia datorita curentului

general redus care trece prin mediu;
= jonizarea moleculelor, precum proteinele, aminoacizii etc., depinde
de pH-ul mediului. Modificarea pH-ului mediului poate modifica
directia si viteza de migrare.
Mediul suport:
* un mediu care are afinitate pentru moleculele din probe poate

impiedica rata de migrare si poate scadea rezolutia separarii.
Dimensiunea porilor din mediul suport este invers proportionala
cu concentratia de gel. Ajustarea dimensiunii porilor in functie de
proprietatile unei molecule de interes este necesara pentru o
rezolutie optima;

= gruparile fixe, cum ar fi sulfatul, se ionizeaza si capata o sarcina
negativa la pH alcalin sau neutru.
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Tipuri de mediu de sprijin. Diferite tipuri de mediu suport si

tampon sunt utilizate pentru a separa eficient diferite tipuri de

molecule:

= hdrtie de filtru Whatman: Hartia de filtru Whatman este folosita ca
mediu suport. Deoarece necesita un timp de functionare lung (12-
16 ore) si tensiune scazuta pentru separare, rezolutia este slaba din
cauza difuziei crescute a analitilor separati;

= qcetat de celulozd: Membrana de acetat de celuloza este unul dintre
mediile solide preferate, deoarece necesita mai putin timp de
functionare (<1 ora). Datorita acestui fapt, rezolutia benzilor
separate este cu mult superioara electroforezei pe hartie. Desi este
costisitor, este utilizat pe scara larga pentru separarea
lipoproteinelor, proteinelor, izoformelor de enzime si variantelor
de hemoglobina datorita rezolutiei superioare si interactiunii mai
putine cu analitii dintr-o proba;

= gel de agarozd: Agaroza este un tip de heteropolizaharida.
Formeaza o solutie vascoasa cand este dizolvata intr-o solutie
tampon fierbinte (50-559C), dar se solidifica sub forma de gel la
racire. Este folosit pentru a separa proteinele serice, hemoglobina,
acizii nucleici, produsii de reactie in lant a polimerazei etc.
Gruparile sulfat fixe prezente In agaroza pot reduce rezolutia
benzilor din cauza electroendosmozei crescute. Acest lucru poate fi
prevenit prin utilizarea gelului de agaroza ultrapura cu continut
scazut de sulfat;

= gelde poliacrilamidd: Se formeaza prin polimerizarea acrilamidei si
bis-acrilamidei in prezenta persulfatului de amoniu, N, N, N'N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) si riboflavinei in prezenta
razelor ultraviolete (UV). Dimensiunea porilor gelului poate fi

controlata foarte bine prin ajustarea concentratiei de monomeri.
Acest gel poate fi utilizat pentru o mare varietate de analiti, cum ar
fi proteine, peptide, acid nucleic, nucleotide, etc. Poate oferi o
rezolutie excelenta datorita cernerii moleculare mai bune si
interactiunii minime a moleculelor probei cu matricea.

Instrumentele CE utilizate pentru efectuarea testelor includ (fig. 20):
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Capilar de silice topita: Aceste capilare contin o grupare silanol
ionizabila. La pH 2,0, ele creeaza un strat dublu al peretelui capilar
incircat negativ pentru acumularea de cationi. In timpul alimentirii
cu tensiune, ionii Incarcati pozitiv migreaza catre catod, facilitand
separarea moleculelor.

Electrozi: Sistemul are doi electrozi, un catod (care atrage
cationii) si un anod (care atrage anionii) scufundati intr-un rezervor
tampon, care este conectat la sursa de alimentare.

Rezervor tampon: Contine doua recipiente, conectate la o sursa de
alimentare, pentru doua solutii tampon (solutii tampon catodice si
anodice).

Detector: Cel mai utilizat detector in sistemul CE este un tip de
absorbtie ultravioleta-vizibila. Datele de inalta rezolutie obtinute din

acesta sunt afisate pe un dispozitiv de iesire, cum ar fi un computer
sub forma de electroferograma (moleculele separate apar ca varfuri
cu timpi de migrare diferiti). Diferite metode de detectare sunt
utilizate in diferite teste. De exemplu, detectarea fluorescenta este
utilizata in secventierea ADN-ului, care are o sensibilitate ridicata si o
selectivitate imbunatatita. Cu toate acestea, sistemele de absorbtie UV
sau UV-Vis raman cel mai frecvent utilizate in fluxurile de lucru.

Sistem de injectare: Folosit pentru a adauga tampon sau proba la
capilar. Cele mai frecvente metode utilizate pentru a efectua procesul
sunt electrocinetice, vid sau gravitatie.

Sistem termostatic: Mentine o temperatura constanta in
interiorul capilarului in timpul fluxului de lucru.

Capilarul sistemului CE este realizat din silice topita, avand
straturi interioare incarcate negativ. Astfel, atunci cand este furnizata
tensiune inalta la capatul tubului capilar, moleculele dintr-un amestec

incep sa se separe pe baza mobilitatii lor ionice si a interactiunii cu
faza lichida sau mediul electrolit.

Moleculele sau ionii cu dimensiuni mai mici sau cu sarcini mai
mari se misca mai repede in molecule decat cele mai mari ca
dimensiune sau care au mai multe sarcini. In plus, moleculele pot fi, de
asemenea, concentrate prin crearea unui gradient in pH-ul sau
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conductivitatea solutiei de electrolit.

Capilar de silice topita

Detector

r\

= Catod

Anod ==

Dop de proba
de analiza

Rezervor de electrolit de Rezervor de electrolit de
intrare iesire

Fig. 20. Componentele de baza ale unui sistem de electroforeza
capilara

Moleculele separate sunt apoi detectate de un detector, care le
afiseaza pe ecran ca varfuri distincte in functie de timpul de migrare.
Mobilitatea electroforetici a moleculelor ca raspuns la un camp
electric depinde de sarcina, raza si vascozitatea solventului.

Electroforeza capilara poate fi, de asemenea, combinata cu
spectrometria de masa pentru a analiza molecule mici cu sensibilitate
ridicata. Tehnica este utilizata pe scara larga datorita abordarii si
eficientei separarii de inalta rezolutie in comparatie cu alte tehnici de
separare precum HPLC.

Exista mai multe variatii ale CE, dezvoltate pentru diverse aplicatii.

Electroforeza in zona capilara (CZE): Una dintre cele mai frecvent
utilizate tehnici de electroforeza capilara. Este mai rapida si mai
usoara decat celelalte tehnici. Necesita doar un tampon si nici un

mediu anticonvectiv. Capilarul acoperit cu polimer ajuta la separarea
moleculelor dintr-un amestec.

Focalizarea izoelectrica capilara (CIEF): Moleculele incarcate se
misca din cauza unui camp electric, in cadrul unui gradient de pH creat
prin utilizarea diferitelor amfoliti cu valori izoelectrice care se dizolva
intr-un tampon de separare.

Cromatografia electrokineticd micelara (MEKC): O combinatie de
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tehnica de electroforeza si cromatografie. Separa atat moleculele
neutre, cat si cele Incarcate. Solutia electrolitica utilizata in tehnica
contine un surfactant (cum ar fi dodecil sulfat de sodiu sau SDS) intr-
o concentratie mai mare decat concentratia micelara critica (CMC).
Moleculele sau ionii sunt distribuiti intre tamponul apos si faza
pseudo-stationara a micelei pe baza coeficientului lor de partitie.

Electroforeza pe gel capilar (CGE): implica utilizarea unui capilar
umplut cu un gel care actioneaza ca o sita pentru separarea
moleculelor in functie de dimensiunea lor. Este similar cu
electroforezela pe gel si a folosit biomolecule separate, cum ar fi
proteinele si fragmentele de ADN.

Electrocromatografia capilara (CEC): Combind electroforeza
capilara si HPLC, iar moleculele sunt separate pe baza raportului de
partitie intre doua faze mobile si stationare ale sistemului. Este folosit
in principal in industria farmaceutica pentru a distinge
medicamentele acide si bazice.

CE este o tehnica puternica folosita in laboratoarele de biologie
moleculara si farmaceuticd pentru a separa si detecta eficient
molecule, cum ar fi oligonucleotidele, acizii nucleici, peptidele si

hormonii steroizi. Aceasta tehnica este cu un mare randament
utilizata pentru analiza ADN-ului pentru a obtine date mai rapide de
inalta rezolutie cu volume mici de proba. Cele mai frecvente doua
moduri CE utilizate includ cernerea in zona libera si cernerea facilitata
de gel. In plus, sistemele CE pot fi, de asemenea, utilizate pentru a
obtine eficiente remarcabile de separare a biomoleculelor, inclusiv
peptide, aminoacizi si amine.

CE este o metoda eficienta de a analiza interactiunile necovalente
dintre liganzi si analiti pe baza modificarilor mobilitatii electroforetice
ale acestora in mediu. Tehnica a fost aplicata pe scard larga pentru
studierea diferitelor biomolecule, inclusiv polizaharide, proteine si
hormoni.

Pentru separarea eficientd, selectivitatea imbunatatita, cuplarea
usoara cu alte tehnici si reproductibilitatea datelor, cum ar fi un
spectrometru de masa sau spectroscopie Raman, electroforeza
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capilara este utilizata pe scara larga in multe laboratoare stiintifice.

EC este utilizata in timpul prepararii si analizei solutiilor standard
de molecule mici din medicamente. Metoda este cruciala in detectarea
nivelurilor de colesterol in laboratoarele clinice pentru analiza
profilului lipidic. In plus, electroforeza capilara este utilizata pentru a
efectua analiza vitaminelor si mineralelor prezente in serul uman.

EC este utilizata pentru examinarea diferitelor tipuri de alimente,
cum ar fi alimente si bauturi fermentate, pentru a identifica pigmentii,
flavonoidele, carbohidratii, vitaminele, proteinele si culoarea. in plus,
CE poate fi utilizata pentru detectarea contamindrii bacteriilor si
virusilor prin examinarea acizilor nucleici (ADN si ARN) intr-o proba
data.

In domeniul stiintei criminalistice CE este folositi pentru a
amplifica si detecta fragmente de ADN prin reactia in lant a
polimerazei (PCR). Mai mult, este, de asemenea, folosita pentru a
separa si detecta alelele scurte cu repetare In tandem (STR) si pentru
a examina ARNm in determinara fluidului biologic sau a sursei
tesuturilor din specimenele medico-legale.

3.6. Tehnici de analiza termica

Analiza termica (AT) este un grup de tehnici fizice care are la baza
corelarea unor proprietati chimice sau fizice ale analitului cu
temperatura aplicata asupra lui intr-un regim controlat. Aceste tehnici
au fost introduse pentru prima data in 1887 de Henry Le Chatelier,
fiind puse bazele analizei termice actuale. Metodele de analiza termica
sunt acum utilizate intr-o gama foarte larga de investigatii stiintifice.
Pe langa domeniile chimice, cum ar fi polimerii, substantele chimice
organice si produsele farmaceutice, acestea au aplicatii in industria
electonica, constructii, geologie, inginerie si in controlul calitatii.
Metodele termice ofera adesea informatii imposibil de obtinut prin
alte metode analitice.

Avantajele AT fata de alte tehnici analitice se rezuma la cateva
puncte forte: probele pot fi studiate la intervale largi de temperatura;
pot fi analizate substante de diversa natura fizica (solid, lichid sau gel);
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este necesara o cantitate mica de proba (0,1 pg - 10 mg); atmosfera
probei poate fi standardizata; durata experimentului poate fi destul de
scurta (de la cateva minute la 1-2 ore).

Componentele generale ale aparatelor de AT sunt: un senzor de
proprietate fizica, un cuptor cu o temperatura programata controlata
si un dispozitiv de Inregistrare (recorder x-y sau un microcalculator).

Dupa tipul proprietatilor masurate cele mai uzuabile metode AT
sunt termogravimetria (TG, masoara variatiile de masa); analiza
termica diferentiala (DTA, madsoara temperatura diferentiald);
calorimetria cu scanare diferentiala (DSC, masoara valorile de
entalpie). Se mai aplica analiza termomecanica, analiza mecanica
dinamica si alte tehnici.

in TG, pot fi observate doar acele evenimente asociate cu o
modificare a masei. Prin urmare, pentru a fi studiate acele fenomene
fizice (topire, cristalizare), care nu conduc la o modificare a masei sunt
necesare alte tehnici de analiza termica. Analiza termica diferentiala
(DTA) este o tehnica in care diferenta de temperatura intre o proba si
materialul de referinta e supus unui control, programul de temperatura
este masurat ca functie de temperatura. O tehnica strans legata,
calorimetria cu scanare diferentiala (DSC), masoara diferenta de debit de
caldura catre proba si materialul de referinta in functie de temperatura
sau timp. In analiza termomecanici (TMA), dimensiunea sau deformarea
unei substante sub sarcina neoscilatoare se masoara ca o functie de
temperatura. Analizd mecanicd dinamicd (DMA) sau dinamica
termomecanica, masoara modulul dinamic si/sau amortizarea
substantei sub sarcina oscilativa ca o functie de temperatura.

3.6.1. Termogravimetria

Termograviometria (TG) este o tehnica, in care masa unei
substante este monitorizata continuu in functie de temperatura sau de
timp, atunci cand aceasta este supusa unui program de temperatura
controlata. TG si gravimetria difera prin aceea, ca in TG masa probei
este continuu monitorizata pe masura ce este Incalzita; in gravimetrie,
proba este cantarita dupa perioade lungi de incalzire izoterma. TG
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conventionala foloseste cantitati mult mai mici de probe (miligrame),
comparativ cu cele intalnite in gravimetrie (grame).

Aceasta tehnica este utila pentru transformari care implica
absorbtia sau degajarea gazelor dintr-un esantion. Probele potrivite
pentru TG sunt solidele care sufera una dintre cele doua reactii
generale:

Reactant(i) »Produs(i) + Gaz (o pierdere de masd)
Gaz + reactant(i) — Produs(i) (un castig de masd)

In TG, pot fi studiate evenimente termice insotite de variatia
masei: desorbtia, absorbtia, sublimarea, evaporarea, oxidarea,
reducerea, descompunerea, dar si evenimente termice care nu sunt
insotite de variatia masei: topirea sau cristalizarea.

Astfel, datele obtinute din experimentul termogravimetriei sunt
afisate ca o curba termica, in unitati de greutate sau procente de

greutate, iar abscisa poate fi in unitati de temperatura sau de timp (fig.
21).

~
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Fig. 21. Termograma TG: m(mg) = f(T)

Unele aplicatii ale termogravimetriei implica doar atribuirea fie a
stabilitatii termice a unui material, fie a stabilitatii oxidative, deoarece
materialul este supus unui program de incalzire controlat. Aceste
aplicatii implica o atribuire a temperaturii pentru descompunerea sau
oxidarea corespunzatoare, astfel de sarcini sunt adesea numite testare
termica, masuratori termice sau analiza termica.

Asa cum a fost mentionat, In TG temperatura probei este crescuta
in mod continuu la o rata regulata programata, desi nu intotdeauna,
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deoarece multe proceduri TG importante presupun monitorizarea
izoterma a pierderii de masa dintr-un material. Astfel, cand sunt
implicate mai multe retineri izoterme In programul total de Incalzire,
pierderile de masa sunt adesea monitorizate in raport cu timpul.

Pentru a efectua o termogravimetrie experimentala, instrumentul
trebuie sa fie capabil atat de incalzire, cat si de cantarire in mod
simultan. Prin urmare, instrumentele folosite pentru efectuarea
masurdrilor termogravimetrice sunt adesea numite termobalante.
Balanta ar trebui sa fie intr-un sistem inchis corespunzator, astfel
incat atmosfera sa poata fi controlata. Instrumentul termogravimetric
ar trebui sa includa cateva componente si elemente de baza pentru a
oferi flexibilitatea necesara productiei de date analitice utile: o
microbalanta, un dispozitiv de Incalzire, o unitate pentru masurarea
si controlul temperaturii, un mijloc de Inregistrare automata a
schimbarilor masei si temperaturii, un sistem de control al atmosferei
din jurul probei. Instrumentele termogravimetrice trebuie sa fie
sensibile, cu programator de temperatura si circuite de control a
incalzitorului, cu un sistem pneumatic pentru protejarea dinamica a
cuptorului si un dispozitiv de consumare a gazului de purjare.

Forma curbelor TG este influentata de mai multi factori, precum
cantitatea de proba luata in lucru (se opteaza pentru cantitati mici, in
limitele de rezolutie a microbalantei), marimea particulelor in proba
analizata (se recomanda micronizarea, care poate asigura atingerea
echilibrului pe o suprafatd mai mare), gazul folosit si presiunea in
camera cu proba (pot fi utilizate gaze reactive sau inerte: aer, Ar, Oz,
H2, He, CO2, N2, iar debitul cuprins intre 15-50 ml/min), viteza de
incalzire (poate fi cuprinsa intre 10K/min si 30K/min: la o viteza mica
creste timpul de analiza si scade pierderea de masa intr-o unitate de
timp, iar la o viteza mare va fi o rezolutie de temperatura mica),
materialul din care este confectionat creuzetul (se utilizeaza creuzete
din aluminiu sau alumina, plating, safir, cu volume intre 30 pL si 900
uL, in cazul utilizarii platinei, aceasta poate fi si ca catalizator).

TG este un instrument ideal pentru caracterizarea materialelor,
inclusiv identificarea probelor necunoscute, deoarece ofera atat date
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calitative, cat si cantitative, necesitd doar o cantitate mica a
esantionului.

Aplicatiile TG sunt multiple, in functie de scopul analizei:

» determinarea stabilitatii termice a substantelor;

» determinarea stabilitatii oxidative a substantelor;

» determinarea compozitiei in sisteme complexe multicomponente;

= estimarea termenului de valabilitate a substantelor;

» determinarea temperaturii de descompunere a substantelor;

» studiul cineticii de descompunere a substantelor;

= studiul reactivitatii substantelor;

» determinarea continutului de umiditate si de substante volatile in
probe;

» determinarea reziduurilor (cenusii).

TG poate fi combinata cu alte tehnici analitice pentru o selectie
extinsa de utilizari. De exemplu, analiza gazelor evoluate (EGA) este
posibila atunci cand se cupleaza un analizor termogravimetric cu un
analizor MS, GC-MS sau FTIR. De asemenea, daca sunt necesare
informatii despre efectele umiditatii, sorbtia dinamica a vaporilor (DVS)
poate fi utilizata pentru a completa rezultatele unei masuratori TG.

3.6.2. Analiza termica diferentiala

Analiza termica diferentiala (TDA) este o tehnica bazata pe
masurarea diferentei de temperatura intre o proba de material de
caracterizat si o referinti inerta. In timpul acestei misuritori, ambii
sunt expusi aceluiasi program de incalzire sau rdacire. Dispozitivul care
permite aceasta mdsurare se numeste analizor termic diferential si
este compus In principal din: un senzor pentru a transporta proba de
madsurat, precum si materialul de referinta. Acest senzor incorporeaza
un sistem, de obicei un termocuplu diferential, care masoara continuu
diferenta lor de temperaturd; un cuptor, in care in timpul
experimentului sunt plasati senzorul, proba si referinta acesteia. Acest
cuptor este echipat cu un sistem de control al temperaturii care
permite incalzirea si racirea conform unui profil programat de
utilizator; un sistem de management al gazelor pentru controlul
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compozitiei si regenerarii atmosferei din jurul probei, in cele mai
multe cazuri, gazul este ales pentru a genera o atmosfera inertd, dar
poate fi folosita si o atmosfera reactiva pentru a analiza o reactie
specifica a probei. Analizoarele termice diferentiale sunt utilizate in
principal in contextul cercetarii sau al dezvoltarii medicamentelor. Cu
toate acestea, tehnica poate fi combinata cu analiza
termogravimetrica in analizoare termice simultane care isi gasesc
aplicatii si In context de control al calitatii sau de preparare.

In procesul analizelor TDA se pot distinge transformdri fizice si
chimice, cu sau fara modificarea masei. Acestea pot fi tranzitii endoterme,
precum deshidratarea, topirea, sublimarea sau transformarile polimorfe.
Tranzitiile exoderme se realizeaza prin descompunere, recristalizare sau
degradare oxidativa. In schimbarile exoterme temperatura probei creste
comparativ cu cea a referintei, iar iIn modificarile endoterme temperatura
probei scade comparativ cu referinta.

Cand proba incalzita in dispozitivul DTA se transforma, diferenta
de temperatura cu referinta inerta creste. Apoi revine la o valoare de
baza dupa incheierea transformarii. Astfel, analiza unei curbe
reprezentand diferenta de temperatura in functie de timp poate ajuta
la caracterizarea acestei transformari. Analiza permite, dupa caz, sa se
determine temperaturile de topire, cristalizare sau schimbare de faza
(transformari solid-solid) ale probelor. O serie de masuratori pe
probe cu diferite compozitii furnizeaza date pentru construirea
diagramelor de faza si punctele lor specifice, cum ar fi amestecurile
eutectice. Aceste instrumente sunt esentiale pentru a controla
comportamentul unui amestec in aplicarea sa finald, mai ales atunci
cand acesta trebuie expus unui tratament termic in timpul fabricarii
sau utilizarii sale.

In functie de transformarea probei, diferenta de temperatura dintre
esantion si referinta sa poate fi negativa (in cazul unei topiri sau la
trecerea intr-o faza mai putin stabild) sau pozitiva (In cazul unei
cristalizari sau al trecerii la o faza mai stabila). Aceasta ofera informatii
despre natura efectului termic detectat. Se pot distinge astfel pe curba
diferentei de temperatura efectele endoterme (care absorb caldura:
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topire, trecere la o faza mai putin stabild) de efectele exoterme (care
elibereaza caldura: cristalizare, trecere la o faza mai stabila). Din acest
punct de vedere, DTA este depasita de calorimetrie sau DSC, care ofera
mai multe informatii cantitative asupra caldurii schimbate. Cu toate
acestea, DTA ramane foarte importanta si este, in general, utilizata in
intervale de temperaturi foarte ridicate, care nu sunt accesibile
tehnologiilor de senzori utilizate de DSC sau calorimetrie.

3.6.3. Analiza calorimetrica diferentiala

Intre analiza termica si calorimetrie existd o diferentd destul de
subtila, cat si o sinergie. Analiza tuturor proceselor termice este
conceputa pentru proprietati specifice ale unui material, cum ar fi
capacitatea termicd, entalpia, entropia, energia libera, cu precizie si
acuratete ridicate, la temperaturi predefinite si pot fi studiate
conditiile sau proprietatile termice intr-un interval de temperatura,
utilizand un program de temperatura controlata. Astfel, calorimetria
este masurarea schimbarilor de caldura, care au loc in timpul unui
proces, in timp ce analiza termica masoara o proprietate a unei probe
ca functie de temperatura.

Conceptul analizei calorimetrice diferentiale este: masurarea
schimbarilor termice Intr-o proba relativa la o referinta inerta termic,
la care este supus un program de temperatura controlata. Exista trei
tipuri majore de analiza calorimetrica diferentiata, care sunt
clasificate ca ,scanare” (Differential Scaning Calirimetry - DSC),
sizoperibol” si ,metrica dubla calorica”. Tipul de scanare efectueaza o
compensare a puterii Intre doua calorimetre incdlzite separat,
ultimele doua tipuri se bazeaza pe masurarea fluxului de caldura a
doua calorimetre supuse unui singur sistem de Incalzire, dar difera in
ceea ce priveste pozitiile de control ale senzorilor de temperatura.
Problema pierderii de cdldura este minimizata in DSC prin intervalul
de timp experimental relativ scurt si natura diferentiala a
masuratorilor reduc si mai mult acest fenomen.

DSC este cel mai frecvent aplicatd pentru studiul proprietatilor
termice ale solidelor, dar cu tehnici experimentale mai sofisticate pot
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fi studiate si lichidele. Pentru DSC distinctia practica este legata de
natura semnalului de iesire de la echipament, acesta este proportional
cu diferenta de putere termica dintre proba si referinta inerta.
Programul clasic de temperatura este liniar cu modificarea
temperaturii in functie de timp.

In urma scanirii diferentiale se obtin curbe ale dependentei
debitului de caldura de temperatura sau timp: (mW) = f (T) sau f (t)
(fig. 22).
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Fig. 22. Termograma DSC: (mW) = f (T) sau f (t)

Efectuarea experimentelor DSC necesita utilizarea unui
instrument care poate furniza intervalul de temperatura dorit pentru
testare si monitoriza cu foarte mare precizie schimbarile de
temperatura si debitul de caldura.

Instrumentele de flux de caldura pentru DSC au un cuptor in care
sunt plasate atat proba, cat si un material de referinta. Probele sunt
incapsulate in metal, de obicei creuzete de aluminiu, iar materialul de
referinta este de obicei o creuzeta goala. Cuptorul este incalzit sau
racit pentru a vedea cum se schimba proprietatile fluxului de caldura
in functie de temperatura. Informatiile cantitative ale fluxului de
caldura pot fi determinate din diferenta de temperatura masurata
intre esantion si referinta.

Pe baza mecanismului de functionare, instrumentele DSC pot fi
clasificate in doua tipuri: DSC-uri cu flux de caldura si DSC-uri cu
putere compensata:
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» intr-un DSC cu flux de caldura, materialul esantionului, inchis intr-
un creuzet, si un creuzet de referinta gol sunt plasati pe un disc
termoelectric Inconjurat de un cuptor. Cuptorul este incalzit la o
rata de Incalzire liniard, iar caldura este transferata la proba si
creuzetul de referinta prin discul termoelectric;

» intr-un DSC cu putere compensatd, creuzetele cu proba si de
referinta sunt plasate In cuptoare separate incalzite de incalzitoare
separate. Proba si referinta sunt mentinute la aceeasi temperatura,
iar diferenta de putere termicd, necesara pentru a le mentine la
aceeasi temperaturd, este masurata si reprezentata grafic in functie
de temperatura sau timp.

Analizatorul calorimetric diferential este echipat cu sensori
pentru temperatura (cu raza completa sau de Tnalta sensibilitate), care
functioneaza pe principiul legii lui Ohm: ®=AT/R ( ® = debitul de
caldura, AT = variatia de temperatura (Te-Tr) si R = rezistenta
termica). Sistemele de racire pot fi cu aer, cu azot lichid sau criostat.
Creuzetele sunt confectionate din aluminiu preponderent, cu sau fara
capac, dar pot fi folosite si creuzete din cupru, platinag, aur, sticla, otel,
alumina. La prepararea probelor se evita contaminarea (probe si

instrumente curate). La selectarea creuzetelor se tine cont de natura
probei si scopul analizei. De obicei sunt folosite creuzete din aluminiu
standard 40pL cu capac gaurit. Pentru o mai buna separare a probelor
se recomanda creuzete din aluminiu 20uL si gaz de purjare He sau Na.
Daca proba contine umiditate sau solvent, creuzetul trebuie inchis
ermetic, iar daca scopul analizei este evaporarea, se opteaza pentru
capac cu gauri si gaz de purjare. In cazul in care proba interactioneazi
cu aluminiul, se vor folosi creuzete din aur, sticla, platind sau ceramica.
Daca creuzetul este inchis ermetic cu capac, nu va exista un schimb de
gaze, daca creuzetul va fi deschis sau cu o gaura in capac, se va realiza
un schimb de gaze liber sau redus.
Aplicatiile DSC cuprind diverse arii de interes, precum:

= determinarea temperaturilor de tranzitie, prin identificarea

punctelor de topire si solidificare a substantelor sau studiul
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tranzitiilor vitrege, cum ar fi tranzitiile sticla-lustru sau tranzitiile
amorfe-cristaline;

= studierea reactiilor chimice cu caracterizarea reactiilor exoterme si
endoterme, identificarea si analiza cinetica a reactiilor chimice;

= analiza compozitionala, prin determinarea continutului de
substante chimice dintr-un amestec sau compus sau analiza
omogenitatii si a distributiei componentelor intr-un amestec;

= evaluarea stdrii de agregare, prin studierea tranzitiilor de faza, cum
ar fi tranzitiile lichid-cristalin sau tranzitiile lichid-lustru;
caracterizarea structurii si stabilitatii substantelor;

= detectarea si analiza defectelor, cum ar fi golurile si impuritatile,
prin studiul schimbarilor termice asociate;

= caracterizarea proceselor de polimerizare si depolimerizare,
analiza termica a polimerilor pentru determinarea proprietatilor
termice si a comportamentului la temperatura;

= verificarea calitatii alimentelor, cu studierea proceselor termice in
alimente, cum ar fi gatirea sau congelarea; evaluarea schimbarilor
in proprietatile alimentelor in functie de conditiile de stocare.

= optimizarea formuldrilor materialelor termosensibile, studiul
comportamentului termic al materialelor pentru aplicatii specifice.

Domeniul cercetarii si analizei farmaceutice beneficiaza pe
deplin de aceasta tehnica la mai multe etape de dezvoltare a
medicamentului.

Verificarea puritdtii si identitdtii medicamentelor. Este cunoscut
faptul, ca daca intr-o substanta sunt prezente impuritati, punctul de
topire va fi modificat. De obicei, impuritatile scad punctul de topire, si
modifica aspectul curbei de topire sau recristalizare. Compusii mai
putin puri vor prezenta un varf de topire mai largit decat un compus
pur. Cuantificarea impuritatilor se bazeaza pe ecuatia lui Van’t Hoff:
AT = RT?X2 /Hf, unde AT = To-Tm; R = constanta gazelor perfecte; To =
temperatura de topire a substantei pure; Tm = temp de topire a probei
analizate; X2 = fractia molara de impuritate; Hf = entalpia de topire a
probei (Kcal/mol). Odata cu introducerea DSC in analiza, aceasta s-a
dezvoltat rapid pentru a deveni o metoda de cuantificare a nivelurilor
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de impuritati. DSC este cea mai simpla metoda analitica pentru
obtinerea de informatii despre puritatea si forma cristalina a probei
investigate. Compusii potriviti pentru a fi analizati prin DSC pentru
domeniul de puritate ar trebui sa Indeplineasca anumite conditii:
substanta chimica ar trebui sa fie un material cristalin pur; partile
impure trebuie sa fie solubile In compusul topit, dar insolubile in stare
solida; topirea trebuie sa fie o tranzitie de ordinul intai; compusul
analizat nu trebuie sa formeze conjugate cu solventi; compusul
analizat trebuie sa fie in aceeasi forma polimorfa acolo unde exista
polimorfi; esantionul trebuie impiedicat sa se sublimeze. DSC poate fi
utilizatd, de asemenea, pentru a compara caracteristicile termice ale
unui medicament cu cele ale unui produs autentic. Orice diferente
semnificative pot indica o posibila falsificare sau modificare a
compozitiei medicamentului.

Caracterizarea Polimorfismului. Polimorfismul se refera la
capacitatea unei substante chimice de a exista In mai multe forme
cristaline cu proprietati fizice si chimice diferite. Polimorfismul
influenteaza stabilitatea, solubilitatea, biodisponibilitatea unui
medicament, afectand calitatea, siguranta si eficacitatea unui produs
medicamentos. De rand cu TG, DSC poate fi folosita pentru a studia
polimorfismul in substantele medicamentoase. Fiecare forma
cristalind poate prezenta diferente semnificative In ceea ce priveste
comportamentul termic. DSC poate oferi informatii detaliate despre
tranzitiile de faza in probele analizate. Pentru medicamentele solide,
aceste tranzitii pot include topirea, cristalizarea, tranzitiile de faza
amorfe. Evaluarea stabilitatii termice a diferitelor forme cristaline ale
unui medicament este un aspect crucial in dezvoltarea
medicamentelor, deoarece stabilitatea termica poate afecta
eficacitatea si siguranta acestuia.

In timpul fabricirii medicamentelor, este important si se
optimizeze conditiile de procesare pentru a obtine forma cristalina
dorita. DSC poate ajuta la evaluarea impactului diferitelor conditii de
procesare asupra formelor cristaline ale medicamentului si poate
oferi informatii pentru imbunatatirea procesului.
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Studii de Stabilitate. DSC poate fi folosita pentru a evalua
stabilitatea medicamentelor sub diverse conditii de temperatura si
umiditate. Medicamentele pot suferi modificari chimice in timp, si DSC
poate fi folosita pentru a monitoriza reactiile de descompunere.
Totodata, DSC poate evidentia tranzitiile de faza ale medicamentelor,
cum ar fi procesele de topire, cristalizare sau desolvatare.
Cuantificarea proceselor de degradare termica ale medicamentelor
poate oferi indicii cu privire la puritatea si stabilitatea
medicamentului. In testele de stabilitate a medicamentului, metoda
DSC poate fi combinata cu alte metode de analiza termica pentru a
evalua stabilitatea termica si pentru a calcula perioada de depozitare,
ceea ce conduce la economisirea probelor si reducerea timpului.
Totodatd, DSC poate detecta tranzitii de faza, cum ar fi cristalizarea
sau topirea, In functie de conditiile de temperatura si presiune si poate
furniza date despre comportamentul termodinamic al substantei.

Studii de interactiuni ale principiilor active cu excipientii.
Proiectarea si dezvoltarea formularii implica o combinatie de diferite
componente si optimizarea parametrilor procesului. Excipientii sunt
considerati componenta vitald a produsului medicamentos de calitate
si este obligatoriu sa se asigure ca preformularea si formularea
acestuia nu ar trebui sa duca la nicio incompatibilitate. Orice forma
de interactiune fizico-chimica intre medicament si excipienti vor
afecta potential stabilitatea si biodisponibilitatea produsului.
Incompatibilitatea care apare din cauza amestecarii unui medicament
cu excipienti poate intarzia eliberarea medicamentului si reduce
biodisponibilitatea.

DSC este o tehnica de analiza termica rapida utilizata pe scara
largd, folosind o cantitate mica de proba pentru a prezice orice
interactiune fizico-chimica intre medicament si excipienti care
implica schimbari termice. O termograma a substantei active (SA) este
comparata cu curba obtinuta dintr-un amestec de SA si excipient intr-
un raport de 1:1 pentru a maximiza posibilitatea de a observa o
interactiune. Se presupune, ca daca componentele sunt compatibile
unul cu altul, proprietatile termice (punctul de topire, modificarea

139



o)
Metode instrumentale in cercetarea si analiza medicamentelor Cﬂ o
entalpiei, etc.) amestecurilor sunt suma componentelor individuale.
Intr-o termograma DSC, disparitia, aparitia, deplasarea varfului DSC
sau modificari ale entalpiilor asteptate, sau o schimbare semnificativa
in topirea componentelor reprezinta incompatibilitate. Cu toate
acestea, mici modificari ale Tnaltimii, formei si latimii varfului se poate
datora unor modificari probabile in geometria amestecului.
Evaluarea Formuldrilor Farmaceutice. DSC este unul dintre cele mai
simple, dar puternice instrumente utilizate in studiile de preformulare
pentru produse farmaceutice. Utilizarea DSC in caracterizarea
eutecticilor, care pot fi dezvoltate in continuare in formulari pentru uz
comercial, are un rol foarte important in dezvoltarea medicamentelor.
In cercetarea medicamentului, cele mai importante doua obstacole in
formularea unei noi forme farmaceutice sunt solubilitatea slaba in apa
si permeabilitatea transdermica slaba a medicamentelor. Acestea sunt,
de asemenea, motivele principale pentru respingerea moleculelor
potentiale de medicament, care au o terapie buna si o toxicitate scazuta.
Amestecurile eutectice isi gdsesc aplicatia in sensul ca ajuta la depasirea
acestor probleme. DSC este folosit cu succes ca instrument de screening
pentru a cduta si caracteriza formarea de noi eutectice. In cazul
medicamentelor slab solubile in apa, eutecticul se formeaza intre
medicament si un polimer adecvat. Medicamentele care sunt utilizate
local si care trebuie sa aiba un debut mai rapid de actiune sunt, de
asemenea, formulate ca eutectice. Motivul pentru care eutecticele pot fi
utilizate ca amplificator de permiabilitate transdermica este, ca
scaderea punctului de topire al unui medicament este legata de trecerea
sa mai rapida prin stratul cornos. Eutecticii si-au gasit aplicatii limitate
in domeniul farmaceutic, desi au anumite avantaje. DSC ofera screening
si caracterizare mai usoara si mai rapida a eutecticilor. Nu in ultimul
rand, DSC poate fi utilizatda pentru a evalua formuldrile farmaceutice,
inclusiv sistemele de eliberare controlata. Aceasta ofera informatii
despre modul in care medicamentul este eliberat in organism si poate
contribui la imbunatatirea eficacitatii si tolerabilitatii medicamentului.
Studii de Legare a Medicamentelor. DSC poate fi folosita pentru a
investiga legarea medicamentelor la diverse molecule tinta. Aceasta
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informatie este cruciala in dezvoltarea medicamentelor si in
intelegerea modului in care acestea interactioneaza cu tintele
specifice in organism. DSC poate fi aplicat si in cercetarea
interactiunilor dintre medicamente si membrane biologice, oferind
informatii despre potentialele efecte asupra absorbtiei si distributiei
medicamentului in organism.

In general, DSC este o unealtd valoroasd in caracterizarea si
evaluarea medicamentelor, contribuind la asigurarea calitatii,
eficacitatii si sigurantei acestora.

3.7. Analize cu aplicarea razelor X

Metodele cu raze X includ un grup de tehnici spectroscopice de o
importantd considerabila. Aceste metode pot fi utilizate similar
metodelor optice bazate pe absorbtia, emisia si difractia razelor X. De
asemenea, similar cu spectroscopia optica, metodele cu raze X au mai
mult succes atunci cand sunt utilizate pe compusi puri, dar pot fi
utilizate pe amestecuri atunci cand exista o caracteristica unica pentru
componentele amestecului, cum ar fi lungimea de unda a fluorescentei
cu raze X pentru elementele cu un numar mai mare de 8 atomi
(oxigen). Pe langa difractia cu raze X si fluorescenta cu raze X, alte
tehnici de raze X sunt utilizate in scopuri analitice. Printre acestea se
numadra cateva tehnici de spectroscopie electronica (spectroscopie
fotoelectronica cu raze X sau ESCA, spectroscopie de impact cu
electroni, spectroscopie Auger).

Cand metalele, cum ar fi cuprul, molibdenul, wolframul etc., sunt
bombardate direct cu un flux de electroni de Tnalta energie sau
particule radioactive, sunt emise raze X (lungimi de unda de ordinul
0,1-100A). Acest lucru poate fi exprimat prin faptul, c3 un catod sub
forma unui fir metalic, atunci cidnd este incalzit electric, emite
electroni. In cazul in care o tensiune pozitiva, sub forma de catod (tintd
formata din metalele mentionate mai sus), este plasata langa acesti
electroni, ei sunt accelerati spre anod; la lovirea de anod, electronii Isi
transfera energia pe suprafata metalica, care apoi emite radiatii X;
aceasta se numesc raze X primare (fig. 23).
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Electroni care accelereaza spre anod
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Fig. 23. Schema de emisie a razelor X

Fereastra

Difractia razelor X

Metoda cu raze X este o tehnica nedistructiva pentru masurarea
tensiunilor reziduale pe suprafata materialelor. Tehnicile de difractie
cu raze X exploateaza faptul, ca atunci cand un metal este sub stres
(aplicat sau rezidual), deformatiile elastice rezultate determina
planurile atomice din structura cristalind metalica sa-si modifice
distanta. Difractia cu raze X poate masura direct aceasta distanta
atomica interplanara; din care se pot obtine date despre metal.

Deoarece metalele sunt compuse din atomi aranjati intr-o matrice
tridimensionala obisnuita pentru a forma un cristal, majoritatea
componentelor metalice de interes practic constau din multe cristalite
minuscule (granule), orientate aleatoriu in raport cu aranjamentul lor
cristalin si topite Impreuna pentru a forma un solid in vrac. Atunci
cand un astfel de metal policristalin este pus sub stres, in reteaua
cristalind a cristalitelor individuale sunt produse deformari elastice.
Cu alte cuvinte, o tensiune aplicata extern sau un rezidual in material,
atunci cand este sub limita de curgere a materialului, este preluat de
deformatiile interatomice din cristale prin cunoasterea constantelor
elastice ale materialului, presupundnd ca tensiunea este
proportionalda cu deformarea. Prin urmare, masurarea tensiunilor
reziduale de difractie de raze X este aplicabild materialelor care sunt
cristaline, cu granulatie relativ find si produc difractie pentru orice
orientare a suprafetei probei. Proba poate fi metalica sau ceramica, cu
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conditia ca un varf de difractie de intensitate adecvata si lipsit de
interferente de la varfurile invecinate sa poata fi produs in regiunea
de retroreflexie ridicata cu radiatiile disponibile.

In tehnica de difractie, razele X primare sunt ficute si cada pe
substanta analizatd. Datorita naturii sale ondulatorii, ca si undele
luminoase, razele X sunt difractate la un anumit unghi. Acest unghi de
difractie, care difera de cel al fasciculului incident, va da informatii
referitoare la natura cristalind a substantei. Lungimea de unda a
razelor X poate fi variata pentru aplicare, folosind o placa de bariera.
Instrumentul utilizat se compune dintr-un tub cu raze X pentru sursa,
monocromator si un detector rotativ.

Difractia razelor X este un instrument bun pentru a studia natura
substantelor cristaline. In cristale ionii sau moleculele sunt aranjate in
pozitii bine definite in planuri tridimensionale. Razele X sunt
reflectate de fiecare plan de cristal. Atata timp cat distanta dintre
atomi si, prin urmare, planurile nu pot fi aceleasi sau identice pentru
oricare doua substante chimice, aceasta tehnica ofera informatii vitale
privind aranjarea atomilor si distanta dintre ei si, de asemenea, pentru
a afla compozitiile chimice ale substantelor cristaline (fig. 24).

/ Proba
/ \
|
|

Sursa
(tub cu raze X)

Miscarea detectorului
<

Fig. 24. Schema difractiei razelor X

Esantionul studiat poate fi alcatuit fie dintr-un strat subtire de cristal,
fie dintr-un strat subtire de cristal sub forma de pulbere. Deoarece,
puterea unui fascicul difractat depinde de cantitatea de substanta
cristalina corespunzatoare, se pot efectua si determinari cantitative.
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Difractia de raze X este o tehnica analitica folosita in diverse
domenii, inclusiv In analiza farmaceutica. Aceasta tehnica poate fi
folosita pentru a determina structura cristalina a substantelor active
din medicamente, lucru esential pentru intelegerea proprietatilor
fizice si chimice ale acestora. Se pot analiza materiile prime utilizate
in productia de medicamente pentru a asigura ca acestea sunt pure si
ca au structura cristalina dorita, inclusiv in procesul de fabricatie.
Substantele active pot exista sub forme diferite, cunoscute sub
denumirea de polimorfi, iar difractia de raze X ajuta la identificarea si
caracterizarea acestor polimorfi, permite identificarea si cuantificarea
impuritatilor  cristaline, pentru a investiga formularea
medicamentelor. Metoda este extrem de utilda pentru a studia
compatibilitatea 1intre diferite substante chimice utilizate 1in
formularea medicamentelor, precum si pentru a evalua interactiunile
acestora intre ele si cu ambalajele. Prin utilizarea difractiei de raze X
in analiza farmaceutica, industria farmaceuticd poate asigura
calitatea, siguranta si eficacitatea medicamentelor produse.

3.8. Metode de rezonanta

Rezonanta este fenomenul de oscilatie cu aceeasi frecventa a doi
oscilatori care transferd energie. In acest caz oscilatorii se numesc
cuplati. Fenomenul rezonantei magnetice nucleare se bazeaza pe
proprietatea nucleelor de a prezenta moment magnetic. Nu toate
nucleele insa poseda moment magnetic. Pot produce o rezonanta
magnetica acele nuclee care au moment magnetic. Practic se poate
obtine rezonanta magnetica nucleara (RMN) prin aplicarea unui camp
electromagnetic de frecventa variabila si observarea frecventei la care
nucleele magnetice intra in rezonanta cu campul indus. Nucleele
magnetice poseda un moment unghiular de spin, care are o valoare
cuantificatd de un numair cuantic de spin. Intr-un cAmp magnetic
exterior orientdrile nucleului au energii diferite, iar in absenta unui
camp magnetic exterior freventa de rezonanta a nucleului (frecventa
Larmor, vL) se anuleaza si diferenta de energie este nuld. Un nucleu cu
spin va Incepe sa rezoneze in prezenta campului magnetic exterior
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atunci cand este bombardat cu o radiatie cu frecventa v = vL. Conditia:
v = VL. se numeste conditie de rezonantad. Frecventa de rezonanta
Larmor vL a nucleelor la campuri magnetice exterioare, folosite in
mod uzual, se situeaza in domeniul radio si din acest motiv RMN este
o tehnica de radiofrecvente.

Asa cum a fost mentionat, electronii atomilor prezinta un spin
electronic. Acesta interactioneaza la randul lui cu cdmpul magnetic
exterior (B), aplicat pentru a genera momentul unghiular electronic,
iar frecventa de rezonanta Larmor vL va fi diferita pentru acelasi tip
de nuclee situate in imprejurimi diferite (dupa cum se stie distributia
sarcinii  electronice a atomului depinde puternic de
electronegativitdtile elementelor si gruparilor direct invecinate).
Aceste frecvente de rezonanta diferite se exprima uzual prin marimea
numitd deplasare chimica, care se defineste ca diferenta dintre
frecventa de rezonanta a nucleului studiat si un standard de referinta.
Standardul de referinta pentru protoni 1H este rezonanta protonilor
din tetrametilsilan, Si(CH3)4, notat TMS. Motivul acestei alegeri este
ca TMS se dizolva fara reactie in multe lichide. Pentru alte nuclee se
folosesc alte standarde de referinta. Pentru 13C se foloseste ca
standard frecventa de rezonanta a 13C din TMS. Diferenta intre
frecventa de rezonanta a standardului si frecventa de rezonanta a unui
anumit nucleu creste odata cu intensitatea campului magnetic B
aplicat. Din perspectiva experimentald este important de stiut la ce
deplasare relativa fata de referinta va rezona un nucleu cu o deplasare
chimica cunoscuta. Cum frecventa de rezonanta nu depinde numai de
imediata vecinatate a atomului, domeniul tuturor valorilor posibile de
deplasare chimica ale unui nucleu dintr-o grupare formeaza un
interval de deplasari chimice posibile.

Rezonanta magnetica nucleard

Rezonanta magnetica nucleara (RMN) este o tehnica cu mai multe
fatete ale carei domenii de expertiza includ spectroscopie RMN lichida
si solida de inalta rezolutie, imagistica prin rezonantd magnetica
(RMN), relaxometrie si difuzometrie. Desi aceste metode par diferite
in multe aspecte, cum ar fi instrumentarea, pregatirea probelor si
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rezultatele vizate, ele impartasesc acelasi principiu de rezonanta
magnetica: o colectie de nuclee de atomi cu proprietati magnetice este
distribuita pe diferite niveluri de energie definite de orientarea lor
magnetica in raport cu un camp magnetic extern. Acest camp este fie
omogen, fie neomogen, in functie de metodologia RMN. Dupa
atingerea asa-numitului echilibru termic, nucleele sunt iradiate de un
al doilea camp slab de radiofrecventa. Nucleele excitate isi redau
excesul de energie si revin la niveluri energetice scazute prin doua
procese de relaxare, fie prin interactiune cu mediul (retea), fie prin
schimbul de energie cu nucleele vecine la niveluri energetice mai
scazute. Primul proces se numeste relaxare spin-latice si este
caracterizat printr-o constanta de timp de relaxare spin-latice (T1), In
timp ce al doilea proces, relaxare spin-spin, este descris de o constanta
de timp de relaxare spin-spin (T2). Scala de timp a nucleelor relaxante
depinde in mare masura de greutatea moleculara si de starea fizica
(lichid sau solid) a compusului si, prin urmare, este critica pentru
fiecare aplicatie RMN. Mecanismele de relaxare implica campuri
magnetice locale produse de mediul atomic si electronic al nucleului
si modulate de miscarea moleculara. Daca aceste campuri locale
dobandesc frecvente la aceeasi frecventa sau In apropierea frecventei
Larmor a nucleelor, atunci ele sunt capabile sa induca relaxare; prin
urmare, timpii de relaxare sunt parametri valorosi pentru studiul
dinamicii moleculare in solutie.

Spectroscopia RMN ofera un potential ridicat pentru analiza
sistemelor multicomponente, cum ar fi matricele medicamentoase.
Progresele tehnologice recente in instrumentarea RMN cu campuri
magnetice ridicate disponibile prin solenoizi supraconductori si
dezvoltarea sondelor criogenice au crescut semnificativ sensibilitatea
experimentelor RMN lichide. Caracterizarea finala la nivel molecular
a unei substante farmaceutice este efectuata la nivelul fiecarui atom,
iar aceasta informatie este obtinuta cel mai bine folosind spectroscopia
de rezonanta magnetica nucleara (RMN). Progrese In instrumentarul si
computerizarea proceselor permit in prezent ca aceste studii sa fie
efectuate de rutina in stare solida. Desi orice nucleu care poate fi studiat
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in faza de solutie, de asemenea, poate fi studiat si in stare solida,
majoritatea lucrarilor s-au concentrat pe studii 13C-RMN. 1H-RMN
ramane o masuratoare extrem de dificila In stare solida si datele obtinute
din astfel de lucrari pot fi obtinute doar la rezolutie medie.

Un spectrometru RMN consta dintr-un magnet care poate
produce un camp intens si uniform si una sau mai multe surse de
radiatie electromagnetica de radiofrecventa (RF) (fig. 25).

[ Transmitator
1 radiatie RF
Detector " ;
_ _ nregistrare
] [ Absorbtie

Tub cu proba

b s s

Camp magnetic

Fig. 25. Schema unui spectrometru RMN

Proba se roteste in interiorul magnetului cu aproximativ 15 Hz,
pentru ca toate moleculele sa fie supuse la acelasi camp mediu.
Frecvent se folosesc magneti supraconductori care opereaza la
temperatura heliului lichid (4K). Acestia asigura campuri magnetice
intense, care asigura cateva avantaje: simplificd forma spectrelor si
permite interpretarea lor mai usoara. Viteza de preluare a energiei
este mai mare Intr-un cAmp mai intens datorita faptului ca la cAmpuri
mari este mai mare diferenta de populatie Intre starile de spin si
energia fiecarui foton absorbit este mai mare.

Proba este plasata intr-un camp magnetic si semnalul RMN este
produs prin excitarea probei de nuclee cu unde radio in rezonanta
magnetica nucleard, care este detectata cu receptoare radio sensibile.
Campul magnetic intramolecular din jurul unui atom dintr-o molecula
modifica frecventa de rezonantd, dand astfel acces la detaliile structurii
electronice a unei molecule si grupele sale functionale individuale.
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Fig. 26. Spectrele 1H-RMN si 13C-RMN ale
propiltiohinotiadiazolului

Existenta deplasarii chimice justifica aparitia semnalelor in spectru.
Atomii de hidrogen, avand diferite ecranari electronice pentru diferite
pozitii in moleculd, furnizeaza semnale diferite. Nici protonii aceleiasi
grupari nu sunt scutiti de discriminare, dupa cum se vede din spectru. In
acest caz fiecare atom da cel putin o linie in spectru, unii atomi
producand chiar doua linii. Integrarea numerica a spectrului permite
determinarea cantitativa a gruparilor in molecula. Din acest punct pana
la identificarea structurii moleculare nu mai este decat o problema de
reconstructie grupare cu grupare a ansamblului molecular (fig. 26).

Deoarece campurile sunt unice sau foarte caracteristice pentru
compusi individuali, spectroscopia RMN este metoda definitiva de
identificare a compusilor organici monomoleculari. Pe langa
identificare, spectroscopia RMN ofera informatii detaliate despre
structura, dinamica, starea de reactie si mediul chimic al moleculelor.

RMN este o tehnica de analiza utilizata in controlul calitatii. Este
utilizata in cercetare pentru determinarea continutului si puritatii
unei probe, precum si a structurii sale moleculare. De exemplu, RMN
poate analiza cantitativ amestecuri care contin compusi cunoscuti.
Spectroscopia RMN este folosita in mod obisnuit de chimisti pentru a
studia structura chimica folosind tehnici simple unidimensionale.
Tehnicile bidimensionale sunt folosite pentru a determina structura
moleculelor mai complicate. Aceste tehnici inlocuiesc cristalografia cu
raze X pentru determinarea structurii proteinei. Tehnicile de
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spectroscopie RMN in domeniul timpului sunt utilizate pentru a sonda
dinamica moleculara in solutie, iar spectroscopia RMN in stare solida
este utilizata pentru a determina structura moleculara a solidelor.

3.9. Spectrometria de masa

Spectrometria de masa este cea mai sensibilda metoda de analiza
structurala. Ea difera fundamental de celelalte tehnici spectrale uzuale
(rezonanta magneticd nucleara, spectrometria in infrarosu, in
ultraviolet etc.) prin faptul cda nu implica utilizarea radiatiilor
electromagnetice. Spectrometria de masa este inclusa in tehnicile
spectroscopice deoarece reprezentarea distributiei unor mase functie
de abundentele relative este analoga cu reprezentarea intensitatii
unor radiatii functie de lungimea de unda. Spre deosebire de celelalte
tehnici spectrale, spectrometria de masa transforma chimic proba
care devine astfel nerecuperabila. Esenta metodei consta in ionizarea
substantei analizate, urmata de separarea ionilor obtinuti in functie
de raportul dintre masa si sarcind. Spectrul de masa reprezinta
inregistrarea maselor si a abundentelor relative ale ionilor obtinuti.

Moleculele organice aflate in faza de vapori sunt bombardate cu
un fascicul de electroni, avand energia cuprinsa intre 10-70 eV, pentru
a fi transformate in ioni pozitivi cu energie inalta:

M+e——>M" +2e”

Datorita continutului energetic ridicat, ionul, denumit ion molecular
sau ion-pdrinte, va suferi, In continuare, procese complexe de
fragmentare, ce vor conduce la formarea de fragmente ionice si neutre:

M™ =m/+m, sau M" " =m; +m,

Spectrometrul de masa analizeaza numai fragmentele ionice.
Deoarece ionii au de parcurs o distanta considerabila pana la colector,
pentru a se evita ciocnirile dintre particulele pozitive sau dintre
acestea si molecule neionizate, In aparat este mentinuta o presiune
foarte joasa (=10-6 - 10-7 mm Hg). Spectrul de masa este o
caracteristica a fiecarui compus, iar identificarea ionilor rezultati in
cursul fragmentarii permite, de multe ori, stabilirea completa a
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formulei structurale (fig. 27).
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Fig. 27. Schema spectrometrului de masa

Ionii formati in sursa de ioni sunt accelerati sub actiunea unei
diferente de potential, realizata intre doi electrozi, si ajung apoi la
analizor care are rolul de a-i separa in functie de raportul
masi/sarcind, dupi deviere intr-un cAmp magnetic variabil. In acest
mod ia nastere un curent de ioni de la camera de ionizare spre
detector, curent proportional cu numarul de ioni care l-a generat.
Dupa detectare-amplificare acest curent este inregistrat de catre
inregistrator, care furnizeaza astfel spectrul de masa (fig. 28).
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Fig. 28. Spectrul de masa al metiferonului

Spectrometrul de masa analizeaza ioni aflati in faza gazoasa.
Modul de introducere a probei in aparat depinde esential de modul de
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ionizare si de proprietatile fizico-chimice ale substantei de analizat. La
introducerea probei in spectrometru de masa trebuie sa se tina seama
de puritatea probei. Deoarece spectrometria de masa este o metoda
de analiza deosebit de sensibild, puritatea probei trebuie sa fie extrem
de mare. Prezenta unor impuritati, chiar in cantitate mica, poate afecta
foarte mult interpretarea spectrului, mai ales atunci cand volatilitatea
impuritatii este mult mai mare decat a substantei analizate. Este
important sa se tina cont si de volatilitatea probei. Substantele cu
volatilitate extrem de scazuta (cum ar fi aminoacizii, zaharurile etc.)
pot fi analizate dupa derivatizare (transformare chimica in derivati
mai putin polari). Tehnicile moderne de ionizare au permis si
inregistrarea spectrelor unor compusi traditional nevolatili: polimeri,
peptide si proteine etc. Cantitatea probei la fel este un criteriu
important. Desi, In principiu, aceasta depinde de modul de
introducere a probei, de tipul de aparat, de timpul necesar
inregistrarii spectrului etc., cantitatea necesara nu depaseste 1 mg,
fiind mult mai mica decat cantitatile necesitate de celelalte tehnici
spectrale. Aparatele moderne au permis Inregistrarea de spectre de
masa prin utilizarea unor cantitati de substanta de ordinul a 10-12 g.

Sursa de ioni (denumita frecvent si camera de ionizare) are rolul
de a realiza ionizarea substantelor ce urmeaza a fi analizate si
reprezintd una dintre cele mai importante componente a
spectrometrului de masa. Principalele tipuri de surse de ioni sunt
clasificate, functie de modul de realizare a ionizarii.

3.9.1. Spectrometria de masd cu ionizare electronica

Sursele de ionizare prin bombardament electronic (impact
electronic, electronic impact, EI) sunt cele mai utilizate surse in
spectrometria de masa organica. Sursa este formata dintr-un filament
incalzit (catod) ce emite electroni. Electronii produsi sunt accelerati
spre un anod, intrand in coliziune, in drumul lor, cu moleculele probei
aflate in stare de vapori. Fiecarui electron emis de catre sursa ii este
asociata o unda a carei lungime de unda, A, este data de relatia: A =
h/mv. Pentru o energie cinetica de 20 eV, A = 0,27 nm, iar pentru
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valoarea de 70 eV, A = 0,14 nm. Cand aceasta lungime de unda este de
acelasi ordin de marime cu lungimea legaturilor chimice, unda este
perturbata si devine o unda compusa. Daca una dintre frecvente are o
energie hv ce corespunde unei tranzitii din moleculd, poate avea loc
un transfer de energie. Dacd aceasta cantitate de energie este
suficientd, poate avea loc expulzarea unui electron. La valori scazute
ale potentialului, energia fasciculului electronic este inferioara
energiei de ionizare a moleculei. La valori ridicate ale potentialului,
lungimea de unda asociatda este prea mica si moleculele devin
“transparente” fata de electroni.

3.9.2. Spectrometria de masd cu ionizare chimica

Surse de ionizare prin coliziunea probei cu ioni furnizati de sursa
(ionizare chimica, chemical ionization, CI) au avantajul in obtinerea
unui spectru, In care picul ionului molecular este usor de identificat.
Ionizarea chimica implica producerea de ioni ai substantei de analizat
in urma coliziunii, Intr-o zona limitatd a sursei, dintre moleculele
probei si un gaz, ionizat in prealabil prin impact electronic, prezent in
interiorul sursei. Deoarece orice coliziune produce devierea ionului
de pe traiectorie, urmata de descarcare pe peretii aparatului,
majoritatea spectrometrelor de masa lucreaza in conditiile unui vid
inaintat. Pe de alta parte, coliziunile dintre ioni si molecule pot
provoca reactii chimice care, daca nu sunt controlate, complica inutil
spectrul.

Deoarece raportul dintre moleculele gazului ionizant si
moleculele probei este foarte mare (circa 103), un electron intrat in
incinta va ioniza preferential, prin impact electronic, numai
moleculele gazului ionizant. lonul astfel format va intra, la randul sau,
in coliziune cu alte molecule de gaz ionizant, formand, printr-o serie
de reactii, o plasma de ionizare. lonii substantei de analizat se vor
forma prin reactii chimice cu ionii acestei plasme (transfer de proton,
extragere de ion hidrura, aditii, transfer de sarcina etc.). Aceasta
plasma va contine si electroni cu energie joasa (electroni termici),
rezultati In urma scaderii vitezei electronilor utilizati la ionizarea
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gazului sau produsi in reactiile de ionizare. Acesti electroni lenti pot
sa aditioneze la molecule formand ioni negativi.
Alte surse de ionizare:

= surse de ionizare prin bombardament cu un fascicul de ioni sau
molecule neutre (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry, LSIMS si
Fast Atom Bombardment, FAB). lonizarea are loc prin focalizarea
unui fascicul de ioni sau molecule neutre asupra probei si se
realizeaza prin doua tehnici de baza. LSIMS se aplica in special
solidelor si este in mod deosebit utild in studiul suprafetelor. In
general, metoda nu poate fi aplicata substantelor organice,
deoarece acestea acumuleaza sarcini care deviaza fasciculul
incident de ioni. FAB constd in bombardarea moleculelor probei,
dizolvate intr-un solvent greu volatil, cu un fascicul de atomi neutri
ce are rolul de a expulza ioni si molecule din solutie. Fasciculul de
atomi neutri este format din atomi de argon sau xenon, ce poseda o
energie ridicata;

= surse de ionizare cu ajutorul laserului (Laser lonization Mass
Analysis, LIMA si Matrix Assisted Laser Desorption Ionization,
MALDI). LIMA este o metoda eficace pentru producerea ionilor
gazosi. lonizarea are loc cu ajutorul unor impulsuri ce furnizeaza
intre 100-108 watt/cm? si care sunt focalizate pe o suprafata de
circa 10-3-10-* cm? pe care se afla proba, de obicei in stare solida.
Aceste impulsuri provoaca expulzarea unor cantitati infime de
substanta sub forma de ioni si molecule neutre, care pot reactiona
in continuare Intre ele in faza gazoasa de deasupra suprafetei
probei. lonizarea poate fi amplificata in continuare prin utilizarea
unui al doilea laser sau prin impact electronic. Aceasta tehnica este
utilizata pentru studiul suprafetelor si In analiza compozitiilor
locale ale probelor, cum ar fi, de exemplu, incluziunile in minerale
sau a organitelor din celule. Metoda permite o ionizare selectiva
functie de valoarea lungimii de undi. In MALDI substanta de
analizat se amesteca cu o solutie ce contine compusi organici cu
moleculd mica, numiti matrice, si care prezinta o absorbtie
puternica la lungimea de unda a laserului utilizat. Iradierea
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amestecului cu ajutorul laserului va conduce la cresterea
continutului energetic al fazei lichide prin excitarea moleculelor
din matrice. Drept consecinta, are loc un transfer de proton intre
matricea fotoexcitata si substanta analizatd, urmata de fenomene
de desorbtie a ionilor formati;

» jonizare prin dispersarea unor solutii sub forma de picaturi fine
(termospray, TSP si electrospray, ESI). Tehnica TSP presupune
pomparea unei solutii ce contine o sare si proba de analizat intr-un
capilar din otel incalzit prin trecerea unui curent electric si
proiectarea acesteia cu o viteza supersonica intr-o camera vidata.
Se formeaza un jet ce contine picaturi foarte fine, formate din ionii
si moleculele probei si solvent. Incilzirea in timpul vaporizirii este
absolut necesara pentru evitarea congelarii picaturilor. lonii
formati sunt separati si accelerati spre analizor. ESI se obtine prin
aplicarea, la presiune atmosferica, a unui camp electric puternic
asupra unui lichid ce trece, cu un debit scazut printr-un tub capilar.
Campul electric se obtine prin aplicarea unei diferente de potential
intre capilar si un electrod. Acest camp provoaca acumularea de
sarcini la suprafata lichidului situat la capatul capilarului,
acumulare ce determina formarea unui jet de picaturi fine incarcate
electric. Evaporarea solventului continut de aceste picaturi va
provoca micsorarea lor pana in momentul in care fortele de
repulsie coulombiene vor egala valoarea fortelor de coeziune. In
acest moment, picaturile vor suferi un sir de scindari ce vor
conduce la picaturi din ce In ce mai mici, pana in momentul in care
campul electric de la suprafata lor va deveni suficient de puternic
pentru a provoca desorbtia ionilor. Daca molecula contine mai
multe zone ionizabile, ionii astfel produsi sunt purtatori ai unui
numar mare de sarcini;

= Jonizarea cu surse cu plasma cuplata inductiv (Inductively Coupled
Plasma, ICP). Plasma cuplata inductiv este o sursa ce permite
analiza rapida si simultana a elementelor metalice. Metoda este
extrem de precisa si sensibila. Aceasta sursa este formata dintr-o
flacara in care se introduce proba dizolvata sub forma unui aerosol.
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Plasma formata este inconjuratd de cdtre o bobina. Curentul
alternativ al bobinei genereaza un camp magnetic longitudinal care
imprima o traiectorie circulara ionilor. Interactiunile sunt optime
daca frecventele sunt egale si daca impedanta generatorului si a
plasmei sunt adaptate.

Cand sunt ionizati, ionii sunt sortati si impartiti in functie de
raportul masi-sarcind (m/e). In prezent sunt disponibile o varietate
de analizoare de mas3, fiecare dintre ele avand compromisuri legate
de viteza de functionare, rezolutia separarii si alte criterii tehnice.
Analizorul de masa functioneaza adesea in concordanta cu sistemul de
detectare a ionilor.

Analizorul cu timp de zbor (time-of-flight, TOF) diferentiaza ionii
pozitivi prin masurarea timpilor necesari ca acestia sa traverseze un
“tub de zbor” cu lungimea de circa 1 m. Principiul metodei timpilor de
zbor este extrem de simplu. Un fascicul de ioni, generat de o sursa
pulsatorie (pentru a se evita sosirea simultana la detector a ionilor ce
au rapoarte m/e diferite), este accelerat sub un potential cunoscut, V,
si se madsoara timpul t necesar pentru ca acestia sa ajunga la un
detector aflat la o distanta d. Deoarece toti ionii sunt supusi aceluiasi
potential, V, vitezele v trebuie sa fie invers proportionale cu radacinile
patrate ale maselor, m. Astfel, timpul de zbor depinde de raportul m/e
conform ecuatiei:

2 [2ev m d?
W= _av V=.|— t2 = ——
2 sau M sau e 2v

Quadripolul este un analizor care utilizeaza stabilitatea
traiectoriilor pentru a separa ionii functie de raportul m/e.

Spectrometria de masa este utilizata atat pentru studiul calitativ
cat si cantitativ al substantelor chimice, inclusv medicamentoase.
Acestea pot fi folosite pentru a clasifica elementele si izotopii unei
probe, pentru a determina masele moleculare si ca instrument pentru
a ajuta la clasificarea structurilor chimice. Aceasta poate calcula
puritatea probelor si masa molara.

Un mare avantaj al spectrometriei de masa este sensibilitatea
mare (parti pe milion) fata de multe alte tehnici. Este un instrument
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excelent pentru identificarea sau confirmarea prezentei
componentelor necunoscute intr-o proba. Dezavantajele metodei sunt
legat de analiza hidrocarburilor: identificarea hidrocarburilor care
produc ioni similari nu este foarte buna si nu este capabila sa separe
izomerii optici si geometrici. Acestea sunt compensate prin

combinarea MS cu alte metode, de exemplu cromatografia gazoasa sau
HPLC.

3.10. Tehnici combinate

Doua sau mai multe tehnici instrumentale sunt adesea folosite in
tandem pentru a obtine avantaje pe care acestea nu le poate oferi de
sinestatator. Acestea sunt adesea denumite tehnici ,cu cratime”, sau
combinate. Adesea, aceste tehnici cupleaza o tehnica de separare cu
un spectrometru de masa. De exemplu, o tehnicd comuna cupleaza
cromatografia de gaze cu un spectrometru de masa (GC-MS). Acest
instrument permite separarea compusilor volatili dintr-un amestec
complex urmata imediat de detectarea secventiala specifica masei (si
elucidarea structurald) a fiecaruia dintre compusii separati. Analiza
amestecurilor complexe poate fi realizatd si prin cuplarea unui
cromatograf de lichide cu un spectrometru de masa. Principalul
avantaj il reprezinta posibilitatea identificarii directe a substantelor
separate.

3.10.1. Cromatografie de gaze-spectrometrie de masa

Cromatografia gazoasa-spectrometria de masa (GC-MS) este o
tehnica analitica care si-a mentinut o pozitie proeminenta in mai
multe domenii de cercetare in ultimii 40 de ani. GC-MS combina
puterea de rezolutie a cromatografiei gazoase, care faciliteaza
separarea moleculelor inrudite structural, cu specificitate ridicata
oferita de detectarea prin spectrometrie de masa.

Realizarea cuplajului este facilitatd de faptul ca substanta
organici se afld deja in faza gazoasa. In cazul utilizirii coloanelor cu
umpluturd, debitul de gaz purtdtor este de aproximativ 20-30
cm3/min, ceea ce afecteaza major valoarea presiunii din
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spectrometru. Pentru indepartarea celei mai mari parti din gazul
purtdator sunt utilizate mai multe tipuri de interfete, a caror
functionare se bazeaza pe viteza superioara de difuzie a eluentului (de
obicei heliu) comparativ cu moleculele probei (fig. 29).
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Fig. 29. Schema cromatografului de gaze cuplat cu spectrometru
de masa

Eluentul provenit de la gaz-cromatograf este injectat, printr-un
orificiu foarte fin Intr-o camera vidata; din jetul astfel format are loc
difuzia preferentiala a moleculelor gazului purtator, mai usoare decat
moleculele probei. Un al doilea orificiu, coaxial cu primul si aflat la o
distanta de circa 1 mm de acesta, face legatura cu spectrometrul de
masa: aproximativ 90 % din heliu si 40 % din proba nu trec prin al
doilea orificiu, astfel incat in aparat ajunge o proba considerabil
imbogatita. Coloanele cromatografice capilare pot fi racordate direct
la spectrometrul de masa deoarece debitele la iesire au valori de
numai 1-5 cm3/min.

GC-MS poate fi utilizata pentru analiza fitochimica a plantelor
medicinale, identificAnd compusii activi responsabili pentru efectele
terapeutice. Aceasta este utila in dezvoltarea de medicamente pe baza
de plante si suplimente alimentare. Tehnica combinata poate fi
folosita pentru a detecta si cuantifica medicamentele si metabolitii
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acestora in mostre biologice, cum ar fi singe, urina sau saliva. Aceasta
este utilda in farmacocineticdA si monitorizarea terapiei
medicamentoase. Deseori metoda este utilizata pentru detectarea si
cuantificarea substantelor de abuz, cum ar fi drogurile ilegale sau
medicamentele prescrise, In mostre biologice sau confiscate. in
studiul metabolismului medicamentelor, identificand si caracterizand
metabolitii medicamentelor in organism, GC-MS ajuta in intelegerea
modului in care medicamentele sunt metabolizate si pot influenta
eficacitatea si siguranta acestora. GC-MS este pe larg utilizata pentru a
verifica compozitia si puritatea medicamentelor, asigurandu-se ca
acestea respecta standardele de calitate, si in studiile de
bioechivalenta pentru a compara comportamentul farmacocinetic al
unui medicament generic cu cel al medicamentului de referinta. GC-
MS este folosita in testarea antidoping pentru a detecta substante
interzise In probele de sange sau urina ale sportivilor.

Metoda GC-MS este capabila sa detecteze si sa cuantifice chiar si
cantitati foarte mici de substante chimice dintr-o proba, ceea ce face
ca aceasta metoda sa fie extrem de sensibild. Aceasta tehnica este
foarte selectiva, permitand separarea si identificarea precisa a
diferitelor componente ale unei amestecuri complexe. Aceasta se
datoreaza capacitatii cromatografiei in faza gazoasa de a separa
compusii si spectrometriei de masa de a furniza informatii specifice
despre structura moleculara. Utilizand spectrometria de masa, GC-MS
poate furniza informatii precise despre structura moleculara a
compusilor prezenti intr-o proba. Acest lucru permite identificarea
fiabila a substantelor, chiar si in prezenta unor amestecuri complexe,
oferind rezultate reproductibile si precise, care este esentiala in
cercetare si In industrie, unde se pune accentul pe obtinerea de date
consistente. Procesul de cromatografie in faza gazoasa este adesea
rapid, iar tehnicile moderne de GC-MS permit analiza rapida a
numeroase mostre. Acest aspect este util in situatiile In care se
lucreaza cu un numar mare de probe sau in cazurile in care timpul de
analiza este critic. GC-MS poate fi utilizata pentru analiza unei game
variate de compusi, inclusiv compusi volatili si semi-volatili, substante
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organice si anorganice, precum si compusi polari si nepolari intr-o
varietate de domenii, inclusiv chimie organicd, analiza a apei, analiza
a alimentelor, analiza farmaceuticd, analiza a poludrii mediului si
multe altele.

Limitarile tehnicii GC-MS sunt asociate cu necesitatea pregatirii
prealabile a esantionului (extractie, purificare), ceea ce poate fi o
procedura laborioasa si care poate introduce erori suplimentare. GC-
MS este sensibila la umiditate si substante solubile in apa, ceea ce
poate duce la interferente In rezultatele analizei. De aceea, pregatirea
adecvata a esantionului este esentiala pentru a minimiza aceste
interferente. Utilizarea metodei este limitata pentru analiza
compusilor termolabili, care pot sa se degradeze in timpul acestui
proces. GC-MS nu este cea mai ieftind tehnicd de analiza,
echipamentele utilizate sunt adesea costisitoare atat in achizitie, cat si
in intretinere.

3.10.2. Cromatogradfie de lichide- spectrometrie de masa

Cuplarea cromatografelor de lichide este mai dificil de realizat
deoarece spectrometrele de masa analizeaza ioni aflati in faza
gazoasa, iar cromatografia de lichide se utilizeaza, In special, pentru
substantele nevolatile, ce nu pot fi analizate prin gaz-cromatografie.

Problema este complicata suplimentar de necesitatea indepartarii
eluentului inainte de intrarea in spectrometrul de masa. Pentru
rezolvarea acestor probleme se utilizeaza diverse dispozitive ce se
bazeaza pe evaporarea selectiva a eluentului Tnainte de intrarea in
camera de ionizare a spectrometrului (interfete de tip moving belt sau
Particle Beam); reducerea debitului de alimentare a interfetei In asa
fel incat lichidul sa poata fi introdus direct (se utilizeaza interfete de
tip Direct Liquid Introduction (DLI) sau Continuous Flow FAB (CF-
FAB); introducerea intregului debit de iesire din cromatograf prin
utilizarea interfetelor tip thermospray (TSP), ionspray (ISP) sau
Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI). Introducerea
intregii cantitati de eluat in spectrometrul de masa are drept
consecinta cresterea sensibilitatii de detectie.
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In cadrul spectrometriei de masa cu lichid (LC-MS), ionizarea este
un pas crucial care transforma moleculele neutre in ioni detectabili.
Doua dintre cele mai des utilizate tehnici de ionizare in LC-MS sunt
cea cu electrospray (ESI) si APCI. ESI implica pulverizarea unei solutii
de analit Intr-un camp electric puternic. Ca rezultat, apar picaturi
incarcate electric care contin ioni. Aceste picaturi se evapora si lasa in
urma ioni gata pentru analiza In spectrometrul de masa. ESI este
frecvent utilizata pentru analiza substantelor chimice de greutate
moleculara mare, precum proteinele si peptidele. Este adecvata
pentru substante mai polare. APCI implica generarea de ioni prin
reactii chimice Intr-un mediu de presiune atmosferica. Vaporii de
solvent sunt ionizati Intr-o camera sub presiune atmosferica, iar acesti
ioni sunt apoi transferati la spectrometrul de masa. APCI este mai
potrivita pentru analiza substantelor mai apolare si mai volatile, cum
ar fi compusii organici mai grei. Alegerea intre ESI si APCI depinde de
proprietatile moleculelor care se analizeaza, precum si de conditiile
experimentale specifice.
Indiferent de tehnica de ionizare, achizitionarea datelor se
realizeaza prin trei metode principale:
= baleiaj (scan), cu aceasta metoda se inregistreaza, repetat, spectre
complete, pe un anume interval de masa; vor fi inregistrati toti ionii
ce vor sosi la detector in acest interval de timp; cu cat timpul va fi
mai lung, cu atat sensibilitatea va fi mai bund; cresterea
sensibilitatii se poate realiza fie prin micsorarea intervalului de
masa investigat, fie prin cresterea timpului de baleiaj;
= detectarea ionilor selectionati (selected ion monitoring, SIM). Se
aplica in cazurile in care scopul investigatiei este numai detectarea
anumitor molecule ale caror caracteristici spectrale sunt cunoscute;
= detectarea reactiilor selectionate (selected reaction monitoring,
SRM); permite obtinerea unei cresteri a sensibilitatii si selectivitatii
in raport cu SIM; detectarea reactiilor selectionate, bazata pe
reactiile de descompunere ale ionilor caracteristici ai substantei de
analizat, necesita utilizarea de spectrometre de masa in tandem.
LC-MS este o tehnica analitica cu aplicatii concrete in domeniul
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cercetarii si analizei medicamentelor. Este cu succes utilizata pentru a
identifica si cuantifica compozitia exacta a medicamentelor si
metabolitilor, pentru a studia absorbtia, distributia, metabolizarea si
eliminarea medicamentelor in organism. LC-MS este eficienta in
detectarea si identificarea impuritatilor si evaluarea bioechivalentei,
in studiile de legare a medicamentelor de proteinele plasmatice.
Aceste aplicatii demonstreaza versatilitatea si utilitatea tehnicilor LC-
MS 1in cercetarea si analiza medicamentelor, contribuind la
dezvoltarea, optimizarea si controlul calitatii medicamentelor.

3.10.3. Spectrometrie de masa- spectrometrie de masa

Tehnica MS/MS se refera la o metoda in care un prim analizor este
utilizat pentru izolarea unui anumit ion, mp+, care va suferi o
fragmentare ce va produce ioni si molecule neutre:

m; —mg +m,

Aceste fragmente vor fi analizate de cel de-al doilea spectrometru.
Teoretic, nimic nu impiedica multiplicarea analizorilor folositi (in
aceste conditii notatiile folosite sunt: MS/MS/MS..... sau MSn). Ins3,
deoarece semnalul descreste dupa fiecare etapa din cauza cresterii
lungimii traseului urmat de ioni, din motive practice, In prezent se pot
utiliza maximum 3 sau 4 aparate montate in serie.

Exista trei moduri principale de realizare a tehnicilor MS/MS:

1. baleiajul fragmentelor ionice (daughter scan) - consta in alegerea
unui ion precursor (ion parinte) si determinarea tuturor ionilor
produsi;

2. baleiajul ionilor precursori (parent scan) - consta in alegerea unui
fragment ionic si determinarea tuturor ionilor precursori;

3. baleiajul fragmentelor neutre scindate (neutral loss scan) - consta
in alegerea unui fragment neutru si detectarea tuturor
fragmentarilor ce provoaca aparitia lui.

Odata ce probele sunt ionizate (prin ESI, MALDI, EI etc.) pentru a
genera un amestec de ioni, ionii precursori cu un anumit raport masa-
sarcind sunt selectati si apoi fragmentati pentru a genera un produs de
ioni pentru detectare. Secventa de selectie-fragmentare-detectie poate
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fi extinsa in continuare la ionii de produs de prima generatie. Deoarece
MS-MS implica trei etape distincte de selectie-fragmentare-detectie,
separarea acestor trei pasi poate fi realizata in spatiu sau in timp.

MS-MS in spatiu includ QqQ, QTOF si capcana de ioni
hibride/FTMS. QqQ (Cvadrupol triplu): trei cvadrupoli (Quad 1, Quad
2 si Quad 3) sunt aliniati pe rand. Ionii precursori sunt selectati in
Quad 1 si trimisi catre Quad 2 pentru disociere (fragmentare). Ionii de
produs generati sunt trimisi catre Quad 3 pentru scanare in masa.
QTOF (timpul de zbor quadripol): in QTOF, ionii precursori sunt
selectati in cvadrupol si trimisi la celula de coliziune pentru
fragmentare. Ionii de produs generati sunt detectati prin
spectrometrie de masa in timp de zbor (TOF). Capcand de ioni
hibride/FTMS: pentru instrumentele de capcana de ioni hibride/FTMS
(FT-ICR sau Orbitrap), ionii precursori sunt selectati si fragmentati
intr-o capcana externa de ioni. lonii de produs generati pot fi detectati
fie in capcana externa (rezolutie de masa mai mica, dar mai rapida)
prin sau prin FTMS (precizie si rezolutie mai mare a masei, dar mai
lenta).

Aplicatiile tehnicilor MS/MS sunt multiple si includ studiul
mecanismelor de fragmentare, observarea reactiilor ioni-molecule,
analiza la sensibilitati si selectivitati 1nalte, determinarea
compozitiilor elementale etc.
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Capitolul 4.

ASIGURAREA PERFORMANTEI METODELOR ANALITICE.
APLICATII SPECIFICE ALE METODELOR INSTRUMENTALE

Asigurarea performantei metodelor analitice este esentiala intr-

un mediu in care datele si informatiile sunt din ce in ce mai complexe
si voluminoase. Metodele analitice, cum ar fi analiza datelor,
modelarea matematica si statisticile, sunt folosite pentru a extrage
informatii semnificative din datele disponibile. Ca regula, sunt aplicate
cateva practici si principii cheie, respectarea carora este esentiala
pentru asigurarea performantei metodelor analitice:

calitatea datelor: datele trebuie sa fie fiabile, precise si complete.
Orice inexactitate sau lacuna in date poate afecta rezultatele
analizei. Implementarea proceselor de curatare si prelucrare a
datelor permite eliminarea erorilor;

intelegerea scopului si contextului analizei permite selectarea
metodelor potrivite pentru obiectivele specifice ale cercetarii;
validarea modelului selectat asigura performanta acestuia, prin
utilizarea de seturi de date separate pentru antrenare si testare
pentru a evita overfitting-ul si pentru a obtine estimari realiste ale
performantei modelului;

optimizarea performantei asigura imbunatdatirea eficientei si
vitezei analizelor;

transparenta si interpretabilitatea rezultatelor sunt foarte
importante pentru o analiza performanta. Un model complicat, dar
greu de interpretat, poate sa nu fie util in practica;

implementarea sistemelor de monitorizare pentru a urmari
performanta continud a modelelor analitice poate implica
actualizari regulate ale modelelor sau ajustari in functie de
schimbarile in datele de intrare;

securitatea datelor presupune protejarea impotriva accesului
neautorizat, cu aplicarea practicilor de securitate pentru a preveni
pierderea sau manipularea datelor sensibile;

colaborarea intre specialistii in domeniile de analiza, statistic3,
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inginerie de date si domeniul de aplicare al analizei, precum si
abordarea interdisciplinara poate aduce perspective diferite si
imbunatati calitatea analizelor.

Asigurarea performantei metodelor analitice este un proces
continuu care necesita atentie la detalii si adaptabilitate la schimbari.
Adoptarea unui abordaj riguros si echilibrat poate contribui la
obtinerea rezultatelor precise si relevante.

4.1. Notiuni de validare si calibrare a metodelor
analitice

Validarea metodelor analitice reprezinta un proces esential in
domeniul stiintific si analitic, avind o importanta semnificativa in
asigurarea calitatii rezultatelor obtinute. Validarea este un proces de
confirmare stiintifica a faptului ca o metoda analitica este adecvata si
performanta pentru utilizarea propusa. Validarea metodelor analitice
are ca scop confirmarea faptului ca o metoda furnizeaza rezultate
precise si fiabile. Aceasta contribuie la reducerea erorilor
experimentale si la cresterea iIncrederii in rezultatele obtinute,
asigurand astfel calitatea datelor analitice. In domeniul analizei
medicamentelor, exista standarde de reglementare stricte care trebuie
respectate. Validarea metodelor analitice reprezinta un pas esential
pentru a se asigura ca o metoda este in conformitate cu aceste
standarde si ca rezultatele pot fi acceptate in mod oficial de catre
organizatii de reglementare. Validarea ajuta la identificarea si
eliminarea ineficientelor din metodele analitice. O metoda validata
corect poate contribui la economii semnificative de resurse, timp si
bani, elimindnd necesitatea repetarii experimentelor sau a analizelor
inutile, contribuind la evaluarea stabilitatii unei metode analitice in
timp. In industria farmaceutici, validarea metodelor analitice este
esentiald pentru garantarea calitatii produselor. Iar in cercetare
validarea metodelor adauga un strat suplimentar de credibilitate la
rezultatele stiintifice si analitice. Aceasta demonstreaza ca metoda a
fost supusa unui proces riguros de evaluare si confirmare, consolidand
astfel valabilitatea concluziilor extrase din datele obtinute.
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Calibrarea metodelor analitice are la fel o importanta semnificativa
in asigurarea exactitatii, preciziei si fiabilitatii rezultatelor obtinute in
analizele si masuratorile efectuate. Calibrarea asigura corectitudinea
rezultatelor masuratorilor. Prin compararea rezultatelor obtinute cu o
valoare de referinta cunoscuta, se identifica si se corecteaza eventualele
erori sistemice, precum si abaterile sistemului analitic fata de
standardele de referinta. Prin calibrare, se ajusteaza si se minimizeaza
erorile aleatorii, contribuind astfel la obtinerea unor rezultate
consistente si reproductibile. Instrumentele analitice, cum ar fi
cromatografele sau spectrometrele, necesita mentenanta si ajustare
periodice pentru a-si mentine performantele optime. Calibrarea
contribuie la identificarea si corectarea derapajelor in performanta
acestor instrumente. Orice sistem analitic poate suferi modificari sau
deteriorari in timp, iar calibrarea permite detectarea acestor deviatii.
Prin recalibrare, se pot corecta astfel de deviatii, asigurandu-se in asa
mod ca sistemul functioneaza In parametrii stabiliti. Aceasta poate
contribui si la economisirea resurselor.

4.1.1. Prelucrarea statistica a rezultatelor

Prelucrarea statistica a rezultatelor analizelor farmaceutice este o
etapa esentiald In procesul de cercetare si dezvoltare a
medicamentelor, precum si In asigurarea calitatii si sigurantei
produselor farmaceutice. Aceasta practica implica colectarea,
organizarea si interpretarea datelor obtinute din analizele
substantelor active si produselor farmaceutice. Prin aplicarea
metodelor statistice, se pot identifica variatii semnificative in
compozitia sau caracteristicile produselor farmaceutice.

Pentru o Intelegere a importantei si particularitatilor de evaluare
statistica a analizelor este necesar de a face o mica introducere in
elementele statistice de baza.

Valori medii si erori. Daca se repetd de n ori o masuratoare, facuta
asupra aceleiasi probe, obtindndu-se rezultatele Xi, se observa ca
valorile individuale sunt diferite. Conform conventiilor matematicii,
rezultatele masuratorii respective constituie o variabila aliatoare.
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Pentru a exprima rezultatul unei variabile de acest tip, practica cea
mai acceptata este aceea de a se prezenta, in locul valorilor individuale
obtinute experimental, una din valorile medii (Xmed).

Valoarea adevdratd, A, a unei marimi masurate, valoare care se
presupune ci exista si este unic3, nu se poate cunoaste niciodata. In
practica este mai corect sa se lucreze cu notiunea de valoare
consideratd a fi adevdratd (de exemplu, concentratia unei solutii
standard). Exista numeroase cauze ce modifica valoarea adevarata a
unei mdrimi si care au ca rezultat obtinerea unor valori observate
distincte, Xi.

Presupunand ca masuratorile se fac asupra unei probe cunoscute,
cu valoarea adevarata 4, se poate exprima pentru fiecare determinare
individuala o eroare absoluta (individuala) notata Ei definita prin
relatia: Ei = Xi - A. Aceasta poate fi negativa (cand A>Xi), zero sau
pozitiva. Si in cazul in care variabila este o valoare medie, se exprima
eroarea absoluta a acesteia (E), analog: E= Xmed - A si poarta numele
de eroare medie. Erorile se pot clasifica in functie de provenienta lor
in erori nedeterminate, intdmplatoare (provocate de numeroase
cauze minore si imposibil de controlat), erori determinate, sistematice
care se evalueaza in raport cu o valoare adevarata (acceptata pe baza
unui etalon de referinta) si erori grosolane provocate de greseli mari
(scaparea probei pe jos, erori de calcul etc.). Pentru a se putea observa
mai bine semnificatia dimensiunii erorii in raport cu valoarea
madsurata se mai utilizeaza o alta marime - eroarea relativd.

Se poate admite ca o masuratoare este cu atat mai exacta cu cat
eroarea relativa este mai mica. Exactitatea este criteriul care masoara
abaterea valorii masurate de la valoarea adevarata, iar precizia este
criteriul care masoara repetabilitatea masuratorii. Daca diferenta
intre valorile unor masuratori repetate este mare, precizia este mica.
O precizie buna nu Inseamna insa si exactitate deoarece este posibil sa
se faca mereu aceeasi greseala.

Un aspect deosebit de important al unui experiment stiintific
consta In identificarea surselor de erori, micsorarea efectelor acestora
si determinarea validititii rezultatului final. In cazul analizelor
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instrumentale, pot interveni erorile care se refera la limitele de
masurare ale oricarui instrument de masura. Nu exista un instrument
perfect, orice aparat lucreaza cu o anumita eroare de masurare
specificata de producator. Aceasta eroare poate fi privita ca o
caracteristica intrinseca a aparatului si nu poate fi micsoratda in timpul
experimentului. Verificarea si calibrarea aparatelor urmaresc
aducerea erorii acestora in limitele specificate de producator.

Erorile sistematice se mai numesc erori determinate deoarece se
refera la acele erori care depind (sunt determinate) de modul in care a
fost proiectat si realizat experimentul. Aceste erori, odata produse,
afecteaza masuratorile intr-un mod constant, sistematic (se pastreaza
de-a lungul experimentului cu aceeasi marime), dar pot fi inldturate.
Analizand atent procesul de masurare se poate detecta prezenta acestor
tipuri de erori, experimentatorul avand obligatia de a face aceasta
analiza. Sursele acestor erori sunt datorate instrumentelor defectuos
calibrate sau manipulate de catre analist, impuritatilor din reactivii
utilizati, modului de lucru si de calcul defectuos, metodologiei de lucru
incorect Intocmite (exemplu: se lucreaza cu o substanta sensibila la
lumina si in metodologia de lucru nu se iau masuri care sa limiteze efectul
luminii, cum ar fi utilizarea de baloane cotate brune si manipularea
substantei in spatii ferite de lumina directa a soarelui). Alte tipuri de erori
sistematice, diferite de cele operationale, apar datorita incapacitatii
persoanei care opereaza de a face observatii exacte.

Erorile intdmpldtoare se datoreaza fluctuatiilor intamplatoare ale
diferitelor variabile ale experimentului. Aceste erori sunt
imprevizibile, nu se pot controla si din aceasta cauza, pentru a obtine
un rezultat cat mai aproape de valoarea adevaratd, este nevoie ca
analiza unei probe sa fie repetata de cel putin 3 ori, In calcul luandu-
se media acestor masurdtori. Datorita caracterului lor aleatoriu,
erorile intamplatoare se pot trata statistic, in sensul de a demonstra
ca influenta acestora este nesemnificativa.

Prelucrarea datelor rezultate din masuratori prin analize
instrumentale este foarte strans legata de statistica matematica prin
caracterul aliator al acestora. Existd doua ramuri ale statisticii
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aplicate: statistica descriptiva si statistica inductiva. Statistica
descriptiva este utilizatda pentru descrierea naturii datelor
experimentale. Statistica inductiva este utila in practica pentru ca
datele inregistrate conform statisticii descriptive sa poata capata un
sens practic, anume o afirmatie, o prezicere sau o decizie referitoare
la acestea. Deci, rezultatele se comunica in conformitate cu regulile
statisticii descriptive, 1iar utilizdnd statistica inductiva se
interpreteaza in final rezultatele.

Statistica studiaza semnificatia diferentelor pentru a vedea cat de
mult aceste diferente se datoreaza intamplarii si cat unor factori
determinanti. Pentru o intelegere mai buna a metodelor statistice,
sunt definite in continuare cateva marimi de baza ale acestora.

Se considera dispersia valorilor experimentale X in jurul valorii
adevarate A datorata doar erorilor intamplatoare. Frecventa de
aparitie y a unei valori experimentale X urmeaza in acest caz legea de
distributie normala a lui Gauss si depinde de deviatia standard a
valorilor experimentale:

y = 1 e—(x—A)ZIZJZ
o-l2m

Unde:
y - este frecventa de aparitie a fiecarei valori,
X - A - diferenta dintre valoarea X si valoarea adevarata A (eroarea),
o - deviatia standard,
e = 2,7183 (baza logaritmilor naturali),
m=3,14159.

In statisticd se lucreaza cu diverse mirimi de bazi: Domeniul R
reprezinta diferenta dintre rezultatul cel mai mic si cel mai mare
dintr-un set de valori; Deviatia d; a unui rezultat Xi este definita ca
diferenta absoluta dintre rezultat si medie; Deviatia medie d este
media aritmetica a deviatiilor tuturor masuratorilor fata de valoarea
medie; Deviatia (abaterea) standard s sau DS, reflecta dispersia
tuturor valorilor individuale in jurul valorii medii. Patratul deviatiei
standard, s?, se numeste variantd. De fapt, experimental se determina
numai deviatia standard s, pentru ca deviatia standard a unei populatii
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onu poate fi determinata cu un numar finit de determinari. Valoarea
s se poate folosi pentru estimarea lui o si este cu atat mai apropiata
de o cu cat numarul de determinari creste: s > o cand N — .
Media unei serii de N determinari luate dintr-o populatie infinita
va prezenta o imprastiere mai mica fata de valoarea adevaratd A decat
pentru o singura masuratoare. Cu cat N va fi mai mare, media se va
apropia de A si se poate admite ca media rezultata in urma unui numar

de N masuritori va fi de /N ori mai corecti decat o singura
masurdtoare si se foloseste atunci deviatia standard a mediei (sau
eroarea standard). In loc de a folosi valori absolute ale erorilor,
domeniului si abaterilor, care se exprima in aceleasi unitati de masura
ca masuratorile, se folosesc marimi relative ca: Eroare relativa

E, =E/A; Domeniu relativ R =R/x; Deviatia medie relativd

d_r = a/)_(; Deviatia standard relativd, sr sau RSD, s, = s/X.

Deviatia standard relativd, DSR, se mai numeste coeficient de
variatie CV si indica cat de buna este precizia masuratorilor. Eroarea
relativa a mediei exprima exactitatea setului de masuratori.

Limitele de incredere sunt valorile extreme in jurul lui X care
definesc intervalul de incredere. Intervalul de incredere este
intervalul in care ne putem astepta ca valoarea adevarata sa fie gasita
cu o anumita probabilitate sau grad de incredere. Aceasta
probabilitate se exprima in mod obisnuit in procente si defineste
nivelul de incredere. Daca se doreste o interpretare la un nivel de
incredere din ce in ce mai ridicat, aproape de 100%, intervalul de
incredere trebuie sa fie din ce in ce mai larg ca sa includa valoarea
adevarata A. Un nivel de Incredere de 99% sau 95% este considerat
satisfacator, iar in unele cazuri se considera suficient si unul de 90%.
Diferenta (100 - nivelul de incredere) reprezinta probabilitatea de
eroare, p, si da probabilitatea ca valoarea A sa fie in afara intervalului
de incredere calculat. Deseori p se exprima ca (I - nivel de
incredere/100).

Datele experimentale sunt de foarte putine ori aceleasi cu cele
asteptate pe baza modelului teoretic. in plus, dacd se compara doui
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seturi de date experimentale se observa de regula ca valorile nu sunt

aceleasi. In aceste cazuri diferenta poate fi atribuitd erorilor si

verificarea semnificatiei diferentelor observate se realizeaza cu teste
statistice speciale. In statistica se urméreste respingerea ipotezei nule

HO. Conform ipotezei HO nu exista diferenta semnificativa statistic

intre cantititile numerice care vor fi comparate, de exemplu, x si 4,

sau X1 si Xz, sau s1 si sz, diferentele observate fiind datorate erorilor

intamplatoare. Pentru a verifica ipoteza se calculeaza probabilitatea
ca diferentele observate si fie rezultatul erorilor intdmplitoare. in
mod obisnuit, daca diferenta observata este egald sau mai mica fata de

diferenta asteptata in 95% din cazuri (nivel de incredere 95%),

ipoteza nu poate fi respinsa si se poate admite ca diferenta este

statistic nesemnificativa.

Testul Student sau testul t

Testul t este unul dintre cele mai cunoscute si utilizate teste
statistice bazat pe o distributie cunoscuta in statistica matematica,

distributia t.

a) Compararea mediei unui set de date experimentale x cu valoarea
adevdratd A. Testarea validitatii unei metode analitice se poate face
prin folosirea acestei metode pentru analizarea unor probe
standard si compararea valorii medii obtinute x cu A. Daci texp >
teor, Se admite ca exista o diferentd semnificativa (erori
determinate) intre x siA; daci texp < tieor diferenta este considerati
nesemnificativa si este atribuita erorilor intamplatoare.

b) Compararea a doud medii experimentale x1 si x2 (testul t).
Compararea datelor obtinute prin douda metode sau de catre doua
persoane sau de aceeasi persoana in conditii experimentale diferite
este indispensabili pentru testarea validititii unei analize. In acest
sens se compara cele doud medii experimentale folosind testul ¢t. O
comparatie similara se poate face daca se doreste sa se stabileasca
daca doua materiale sunt identice sau nu. Testul t se aplica la
compararea mediilor a doua seturi de date (distributii) daca
deviatiile standard ale celor doua distributii nu difera semnificativ.
Pentru a compara doua deviatii standard se foloseste testul F.
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Testul F de comparare a preciziei

Testul F se foloseste pentru a compara daca exista o diferenta
semnificativa intre preciziile cu care se fac doua serii de masuratori.

Se calculeaza paramaterul F definit prin:

5,

T
Unde: s1 si s2 sunt deviatiile standard pentru cele doua seturi de date
(s1 > s2). Valorile lui F se scot din tabele statistice pentru cele doua
grade de libertate vi si v2 (numere diferite de determinari prin fiecare
metoda) si la diferite niveluri de Incredere. Daca Fexp > Fteor Inseamna
ca s1 este diferita din punct de vedere statistic de s2; daca Fexp < Fteor Nu
exista diferente semnificative intre s1 si s2.

Testul Cochran

Este un test de verificare a omogenitatii variantelor pentru mai
multe seturi de date si poate fi aplicat seturilor de date cu distributie
normala. Se defineste parametrul C:

2

ETTBX

2.8}
j=1

unde S%max este cea mai mare varianta Sj? a celor k seturi de
masuratori. Cexp calculat cu relatia de mai sus, pe baza datelor

C=

experimentale, se compara cu valoarea Cteor(a,k,v) determinata
statistic la un anumit nivel de incredere o, In functie de numarul de
grupe k de determinari si de numarul de grade de libertate din fiecare
grupa de determindri v = N-1: daca Cexp > Cteor(o,k,v) Inseamna ca
varianta maxima este aberantd, adica difera semnificativ de celelalte
(se verificd daca varianta aberanta nu este datorata unei valori
aberante - teste de eliminare a valorilor aberante); in concluzie,
seturile de valori alese nu sunt omogene; daca Cexp < Cteor(a,k,v)
seturile de valori studiate sunt omogene la nivelul de incredere ales.
Testul Q pentru eliminarea unor date

Daca intr-un set de date exista unele valori care difera
considerabil de majoritatea, indepartarea unora sau retinerea altora
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se face pe baza testului Q. Acest test poate fi folosit In cazul in care
exista un numdr mic de masuratori. Se defineste parametrul Q:
valoare suspecta — valoare apropiata
Q=
R

Parametrul Q se defineste ca raportul dintre diferenta intre
valoarea suspecta si valoarea cea mai apropiata de ea si diferenta
dintre valoarea cea mai mare si cea mai mica a masuratorilor (deci

domeniul). Daca Qexp > Qteor, rezultatul suspect poate sa nu mai fie luat
in calcul. Daca exista mai mult de o valoare suspectd, numerele se
aranjeaza in ordine crescatoare X1, X2 ... XN-1, XN Si nu se tine cont de
valoarea cea mai mica x1 si cea mai mare xn. Valoarea lui Qexp va fi mai
mica ca unitatea. Testul Q nu poate fi aplicat in cazul in care din 3
valori doua coincid, pentru ca in acest caz Qexp =1 si valoarea suspecta
trebuie neglijata.

Regresia in analiza instrumentald. Termenul de regresie a fost
introdus in statistica de englezul Fisher cu ocazia prelucrarii
matematice a datelor masuratorilor inaltimii populatiei. S-a observat
ca daca ambii parinti sunt mai fnalti, copii acestora au fnaltimi mai
mici, regresand spre o valoare medie. Evident, acelasi lucru s-a
observat si daca ambii parinti au Inaltimea sub medie, adica copiii vor
regresa spre indltimi mai mari, adica tot spre medie. Daca intre
caracteristicile Y (de ex. concentratia unui anumit component), X1, X2,
.., Xn (de exemplu semnale) studiate simultan pentru un anumit tip de
probe (din mediu, sau materiale supuse analizei chimice) se constata
ca exista o legatura foarte stransa, apropiata de una functionala, se
poate aplica analiza de regresie. Aceasta permite aflarea unei ecuatii
de regresie - o functie care inlesneste calculul uneia din caracteristicile
amintite (de exemplu concentratia uneia din specii pe baza celorlalte
marimi masurate) cu erori evaluabile. Cu cat numarul de puncte (in
spatiul multidimensional) este mai mare cu atat mai mare va fi
increderea in ecuatia stabilita. Din cauza erorilor intamplatoare, care
apar practic Intotdeauna, legatura dintre factorii ce afecteaza
semnalul analitic este una statistica (mai precis stochastica). De aceea,
se Incearca stabilirea prin procedee de interpolare a valorilor Y din
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distributia Y(X1, X2, .., Xp), realizdndu-se o apropiere de legatura
functionala (ideald) de la cea statistica (reald). Asadar printr-o astfel
de analiza se gaseste un model matematic util in practica, aparent fara
un suport fenomenologic (un anumit model fizic). Totusi, rezultatele
cele mai bune se obtin atunci cand se ajunge la o concordanta perfecta
intre modelul fizic considerat si cel matematic. De exemplu, legea
Lambert-Beer in cazul metodelor spectrofotometrice prin absorbtie,
asigura suportul fizic pentru valabilitatea ecuatiilor liniare. Dupa
forma matematica a modelului se pot distinge modele liniare si
modele neliniare. Dupa numarul de variabile independente implicate
se disting modelele monovariabile Y=Y(X) si modelele multivariabile
Y=Y(X1,X2,..,Xp). Chiar si in cazul regresiei liniare se poate dezvolta
conceptul de dependenta liniara, acesta evoluand pana la dependenta
liniarizabila. Conform acestui concept o ecuatie de regresie este
liniara daca dependenta functionala intre variabilele considerate
poate fi adusa la o forma liniara.

4.1.2. Validarea metodelor, parametrii de validare

Importanta validarii unei proceduri analitice se contureaza prin
siguranta obtinerii unor rezultate fiabile si repetabile pentru analiza
de rutina si a stabilitatii.

Din punct de vedere etic, validarea unei metode este importanta
deoarece pacientii au incredere in rezultatele obtinute in laborator
prin analiza unui medicament pe care ei nu sunt in putere sa o faca
singuri. Pe de alta parte, farmacistii-analisti, in procesul de validare a
unei metode, vor aplica toate aspectele stiintei pentru a obtine
rezultate de incredere.

La fel si din punct de vedere comercial, este foarte important sa
existe o siguranta ca o metoda va da rezultate exacte si precise Inainte
de a fi efectuate. Ins3, existd si un neajuns al validarii unei metode de
analiza In aceasta privinta: In urma efectuarii masuratorilor, pot fi
detectate erori si se va necesita repetarea experimentelor. In mediul
comercial, in care producatorul are datoria de a asigura calitatea
medicamentului Tnainte de a fi eliberat consumatorului, validarea
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preia o parte din aceasta raspundere.
In unele domenii, validarea metodelor potrivit GLP, este o cerinta
de reglementare si este obligatorie pentru anumite tipuri de cercetari.
Astfel, este obligator validarea metodelor acreditate conform
standardului ISO. Evaluarea parametrilor de performanta a unei
metode in timpul procesului de validare se furnizeaza date care arata
care parti ale metodei sunt stabile precum si unde sunt punctele slabe.
Validarea ajuta la proiectarea si implementarea unor proceduri
adecvate de control al calitatii. Datele obtinute in urma validarii unei
metode furnizeaza informatii care sa permita comparabilitatea
rezultatelor din probele analizate in diferite laboratoare.
Validarea unei metode analitice, conform Farmacopeei Statelor
Unite ale Americii 31, este ,procesul prin care se stabileste prin studii
de laborator, daca acea metoda indeplineste conditiile pentru
aplicatiile analitice pentru care a fost pusa la punct”. Astfel, procesul
de validare are rolul de a verifica si a stabili care sunt limitele de
variabilitate Intre care metoda va prezenta rezultate specifice, exacte
si precise.
In domeniul analizei farmaceutice, procesul de validare a unei
metode este reglementat in ghiduri de validare. Pentru prima data, in
a. 1987 FDA a emis ghiduri practice privind principalele principii ale
validarii si despre prezentarea probelor si a analizelor de date
referitoare la validarea metodelor. In a. 1993, in cadrul ghidului ICH,
apar primele recomandari generalizate privind validarea metodelor
de analiza, aceste documente fiind publicate In a. 1994 si tratata mai
detaliat in 1995.
In prezent, procesul de validare a unei metode de analizi este
reglementat in urmatoarele acte normative:
= ghidul ICH Q2R1: pentru proceduri analitice si validare; Ghidul ICH
Q2R2 este in proces de aprobare, disponibil pentru discutii;

= Farmacopeea Europeana, ed. a XI-a;

= Farmacopeea Statelor Unite ale Americii: 1225 Validation of
compendial methods;
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= Agentia Alimentelor si Medicamentului a Statelor Unite ale
Americii: Ghidul ,Validarea metodelor de analiza pentru
medicamente si substante biologice”;

= (Centrul pentru Evaluarea si Cercetarea Medicamentelor: Ghidul
,Validarea unei metode bioanalitice”.

Ghidurile ICH in domeniul calitatii (The International Conference
of Harmonisation of Technical Requirements) reflectd o abordare
armonizata privind asigurarea controlului calitatii medicamentelor.
Acestea completeaza si ofera explicatii privind cerintele monografiilor
Farmacopeice. Ghidurile Q2(R1) si Q2(R2) Validarea procedurilor
analitice/Validation of Analytical Procedures) identifica parametrii de
validare necesari pentru o varietate de metode analitice. De
asemenea, se descriu caracteristicile care trebuie luate in considerare
la validarea procedurilor analitice.

Parametrii de validare a unei metode de analiza

Oricare metoda de analiza nou elaborata trebuie validata, dar si
cele care deja au fost dezvoltate si incluse in farmacopee sau in alte
documente analitice recunoscute, dar au suferit mici schimbari in
tehnica de lucru, de asemenea necesita a fi revalidate. Astfel, trebuie
de verificat In conditiile reale daca o metoda de analiza va da rezultate
precise si exacte utilizandu-se acte normative bine documentate. La
realizarea procesului de validare sau revalidare a unei metode se va
lua in considerare in primul rand de parametrii inclusi In ghidurile
ICH, care abordeaza validarea metodelor de analiza.

Alegerea parametrilor de validare (tab. 4) care trebuie testati
este influentata de:

* scopul masurdtorilor analitice (dozarea unei substante
medicamentoase, determinari de impuritati, studii de stabilitate,
determinari de medii biologice etc.);

= procedura analitic3;

* natura si concentratia analitului;

= natura matricei;

* reglementarile in domeniu.
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Tabelul 4. Parametrii de validare pentru diferite tipuri de
metode de analiza

Metoda de determinare a
Metodele de . coss <
- < impuritatilor Metoda
analiza/ Metoda de :
o . <o (e Determinarea de
Parametrii de identificare | Identificarea o o
. . A cantitativia | dozare
validare impuritatilor | . s
i impuritatilor
Specificitatea + + + +
Exactitatea + +
Precizia:
Repetabilitatea N N
Precizia
- s +(1) +(1)
intermediara
Limita de
- + + (2) +(3)
detectie
Limita inferioara
e + +(3)
de cuantificare
Liniaritatea +
Robustetea + + + +
»+” Obligatoriu
(1) In cazurile in care se va realiza parametrul de reproductibilitatea, precizia
intermediard nu este necesard; (2) Limita de detectie in unele situatii poate fi
necesard; (3) Dacd metoda este dezvoltatd la concentratii mici, cdtre limita de
detectie a metodei, este obligatoriu sd se determine limita de detectie si limita
infeioard de cuantificare. Dacd metode se aplicd la concentratii mari, atunci acesti
doi parametri nu este obligatoriu a fi determinati.

In tabelul 4 sunt enumerati cei mai importanti parametri pentru
validarea diferitelor tipuri de proceduri analitice, conform Ghidului
ICH Q2(R1). Aceeasi parametri se vor utiliza si in cazul revalidarii,
care poate fi necesara in urmatoarele circumstante:

* modificari ale sintezei substantei medicamentoase;
* modificari in compozitia medicamentului;
* modificari In metoda analitica.

Specificitatea. ITn Ghidul ICH Q2(R1) specificitatea este definiti
astfel: ,capacitatea metodei de a evalua substanta de analizat in
prezenta altor compusi care pot fi prezenti, precum: impuritati,
excipienti etc.”. Acest parametru este folosit atat in metodele destinate
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pentru identificarea, cat si pentru determinarea puritatii si
continutului cantitativ al unei substantei medicamentoase:

» in cazul unei metode de identificare, specificitatea are drept scop
de a demonstra ca metoda este capabila de a detecta substanta
medicamentoasa cu certitudine, chiar si in prezenta unor imuritati
specifice si foarte asemanatoare dupa structura chimica;

* in cazul unei metode utilizata cu scopul determinarii puritatii,
specificitatea vine sa asigure puritatea unei substante active, prin
detectarea si masurarea exacta a cantitatii unor impuritati inrudite
chimic, solventi, impuritati neorganice etc., daca acestea sunt
prezente in substanta medicamentoasa;

= pentru determinarea  cantitativd a unei  substante
medicamentoase, specificitatea este un parametru care contribuie
la demonstrarea ca metoda va putea detecta cu certitudine si
cuantifica cu exactitate si precizie substanta medicamentoasa in
prezenta altor substante precum: excipienti, solventi, posibilele
impuritati, aflate in limitele accesibile etc.

Liniaritatea unei metode de analiza este un parametru care indica
posibilitatea metodei de a obtine rezultate direct proportionale cu
concentratia substantei medicamentoase. Liniaritatea este
importantd pentru determinarea cantitativa a unei substante active
sau a unei impuritati, precum si in cazul testului de dizolvare intr-un
anumit interval bine definit, intru-cat pentru fiecare lot de
medicament continutul de substanta activa si de impuritati potentiale
poate varia usor, motiv pentru care concentratiile peste si sub
valoarea respectiva asteptata trebuie sa fie determinate corect.

Liniaritatea trebuie evaluata astfel:
= se folosesc cel putin 5 concentratii de analit, fiecare concentratie

fiind realizata si analizata de cel putin 3 ori, iar rezultatele obtinute
trebuie analizate statistic, cel mai des prin efectuarea analizei de
regresie folosind metoda celor mai mici patrate;

* r (coeficientul de corelare) sa fie intre 0,99 si 1,00 (preferabil mai
mare de 0,999, dar acest criteriu nu este suficient);

» graficul de regresie liniara (dreapta de calibrare sau etalonare)
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fiind o medie, atunci coeficientul de variatie % al punctelor fata de
linia de regresie trebuie sa fie mai mic decat o valoare limita impusa
de reglementarile din domeniu; de exemplu in analiza farmaceutica
este 2,0% la limita inferioara de cuantificare;

» rezidualii (diferenta dintre concentratia calculata din dreapta de
regresie si concentratia teoretica, %) nu trebuie sa aiba o tendinta
de crestere sau scadere cu cresterea concentratiei si sa fie aleatoriu
distribuiti intr-un anumit interval fata de 0; de asemenea, valorile
lor trebuie sa se Incadreze intre limitele impuse de reglementarile
in domeniu.

Intr-o dreaptd de regresie liniard y = mx + c, coeficientul de
regresie este constanta ,m” care reprezintd rata de schimbare a unei
variabile ,y” in functie de modificarea celeilalte ,x” (deci panta), in
timp ce ,c” este interceptarea Y. Astfel, m este panta si c este
intersectia ordonatelor.

Precizia (fideitatea) este un parametru de validare care reprezinta
gradul de concordanta intre rezultatele probelor atunci cand metoda
este repetata de mai multe ori. De regula precizia se exprima ca
abatere standard sau abatere standard relativa (coeficient de variatie)
a unei serii de masuratori si trebuie sa fie cel mult 2,0%.

Precizia unei metode este de trei tipuri, iar pentru fiecare tip, se
determina abaterea standard, abaterea standard relativa si intervalul
de Incredere:
= repetabilitatea, care se efectueaza prin repetarea metodei intr-un

laborator pe o perioada scurta de timp, folosind acelasi analist cu
acelasi echipament. Repetabilitatea ar trebui sa fie evaluata
utilizand cel putin noua determinari care acopera intervalul
metodei. Astfel, de reguld, se face pe trei concentratii si trei replici
ale fiecarei concentratii sau utilizand cel putin sase determinari la
100% din concentratia probei;

» precizia intermediard, care este rezultatul variatiilor din cadrul
laboratorului datorate evenimentelor aleatoare, cum ar fi zile
diferite, analisti diferiti, echipamente diferite etc.

» reproductibilitatea, care exprima precizia dintre laboratoare, fiind
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demonstrata prin intermediul unui studiu interlaborator.

Exactitatea unei metode analitice este apropierea rezultatelor
obtinute prin metoda respectiva de valoarea reala sau adevarata. Se
recomanda ca exactitatea sa fie determinata utilizand un minim de 9
determinari la cel putin 3 nivele de concentratie, acoperind intervalul
specificat: 3 concentratii a cate 3 replici fiecare.

Limita de detectie este un parametru de validare care se
determina prin analiza probelor cu concentratie cunoscuta de analit si
prin stabilirea acelui nivel minim la care analitul poate fi detectat, dar
nu neapdrat cuantificat ca valoare precisa, in conditiile experimentale
anterioare. De obicei, limita de detectie se exprima In unitatea de
masura a concentratiei substantei medicamentoase in proba.

In dependenti de aparatul utilizat pentru analizi, natura
substantei medicamentoase si caracterul metodei exista o serie de
posibilitati pentru determinarea limitei de detectie:
= observarea vizuala;

* raportul semnal-zgomot;
= abaterea standard a raspunsului;
= abaterea standard a pantei graficului de liniaritate.

Pentru determinarea limitei de detectie prin folosirea valorii
abaterii standard a pantei dreptei de etalonare, care a fost construita
la parametrul de liniaritate, se aplica formula de calcul a raportului
abaterii standard a interceptelor curbelor de calibrare catre panta
dreptei de etalonare.

Limita inferioard de cuantificare este o caracteristica a procesului
de validare a unei metode de analizd, care semnifica cea mai mica
concentratie de medicament dintr-o proba cu care se estimeaza
precizia si acuratetea corespunzdtoare in conditiile experimentale
afirmate.

Similar precum in cazul limitei de detectie, se recomanda
urmatoarele metode pentru estimarea limitei de cuantificare:
= evaluarea vizual3a;

* raportul semnal-zgomot;
= abaterea standard a raspunsului;
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= abaterea standard a pantei graficului de liniaritate.

Pentru determinarea limitei de cuantificare prin folosirea valorii
abaterii standard a pantei dreptei de etalonare, care a fost construita
la parametrul de liniaritate, se aplica formula de calcul a raportului
abaterii standard a raspunsului catre media pantelor curbelor de
calibrare.

Robustetea este un parametru prin care se masoarad capacitatea
unei metode de analiza de a ramane neschimbata la modificari mici
ale parametrilor metodei. Parametrii variabili ai metodei sunt diferiti,
in dependenta de tipul metodei ce necesita a fi validata, iar pentru
selectarea acestora se va lua In considerare tehnica de lucru.

Particularitdti metodologice ale parametrilor de validare

Specificitatea. Desi acest parametru initial era destinat pentru
studiile de evaluare a puritatii si determindrii calitatii
medicamentelor sau substantelor active, in prezent este obligator si
pentru cercetarea cantitativa. Pentru a verifica specificitatea se
masoara solutia placebo in acelasi mod ca solutiile standard in solvent.
Solutia placebo contine substantele auxiliare din forma farmaceutica,
dar fara substanta/substantele activa/active. Solutiile standard in
solvent sunt solutiile standard obtinute cu substanta de referinta in

solventul potrivit.

Liniaritatea reprezinta cea mai importanta etapa a validarii unei
metode de dozare si exprima proportionalitatea semnalului
instrumental cu cantitatea existenta in proba, pe un domeniu de
concentratii In care exactitatea, precizia si linearitatea sunt
acceptabile. Domeniul de concentratii In care se verifica liniaritatea
este de obicei domeniul de concentratii in care se asteapta sa se
incadreze probele de analizat. Se lucreaza in paralel cu solutii
standard in solvent (solutiile standard obtinute cu substanta de
referintd in solventul potrivit) si solutii placebo marcate (solutii
standard obtinute din probe placebo marcate cu substantda de
referintd) obtinute In zile diferite sau de analisti diferiti. Se lucreaza la
minim 5 niveluri de concentratie (k=5 grupe), fiecare concentratie
fiind realizata si analizata de 3 ori (n=3) de catre analisti diferiti sau
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in 3 zile diferite pentru aceeasi concentratie. Astfel, numarul total de
realizari pentru k=5 si n=3 este egal cu 15 pentru solutiile standard in
solvent, precum si pentru solutiile placebo marcate, in total fiind 30
de rezultate.

Exactitatea exprima apropierea rezultatului obtinut cu acea
metoda de valoarea adevarata (teoretica). Se poate determina prin
marcarea pe rand a probelor standard de concentratii in intervalul
considerat pentru testarea liniaritatii cu cantitati cunoscute de analit
a unui placebo (o matrice creata artificial si care reproduce matricea
analitului in probele de analizat). Se lucreaza la 5 niveluri de
concentratie In jurul valorii de interes, fiecare nivel de concentratie
fiind realizat de cel putin 3 ori. Se exprima ca regasire a analitului din
forma farmaceutica reconstituita, folosind ca sistem de referinta
dreapta de calibrare obtinuta cu solutii etalon.

Precizia se verifica pornind de la determinari efectuate atat pe
solutiile placebo marcat (solutii standard obtinute din probe placebo
marcate cu substanta de referintd), cat si pe solutii standard in solvent
(solutiile standard obtinute cu substanta de referinta in solventul
potrivit). Se lucreaza la un nivel de concentratie care ar rezulta pentru
solutia obtinuta prin prelucrarea probei de medicament (nivel de
concentratie 100% - corespunzator 100% cu nivelul de concentratie
al probei, fiind cunoscut si ca nivelul de concentratie asteptat in proba
de analizat).

Pentru verificarea repetabilitatii se prepara si se analizeaza n=6
solutii de catre k=3 analisti diferiti sau In k=3 zile diferite, atat ca
solutii standard in solvent, cat si ca solutii placebo marcat.

Limita de detectie. Determinarea limitei de detectie este posibila
prin mai multe metode, in dependenta de tipul metodei: Evaluarea
vizuald, poate fi utilizata atat pentru metode non-instrumentale, dar si
pentru cele instrumentale prin analiza probelor cu concentratii
cunoscute de analit pentru a stabili nivelul minim la care analitul
poate fi detectat In mod fiabil. Raportul semnal-zgomot. Aceasta
metoda poate fi aplicatd doar procedurilor analitice care prezinta
zgomot de bazd. Determinarea raportului semnal-zgomot se
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realizeaza prin compararea semnalelor masurate de la probele cu
concentratii mici cunoscute de analit cu cele ale probelor martor si
stabilirea concentratiei minime la care analitul poate fi detectat in
mod fiabil. Un raport semnal-zgomot intre 3 sau 2:1 este in general
considerat acceptabil pentru estimarea limitei de detectie. Abaterea
standard a rdspunsului si abaterea standard a pantei graficului de
liniaritate. Limita inferioard de cuantificare poate fi determinata prin
aceleasi metode precum si Limita de detectie.

Robustetea. O consecinta a evaluarii robustetei ar trebui sa fie
stabilirea unei serii de parametri de adecvare a sistemului (de
exemplu, testul de rezolutie) pentru a se asigura ca valabilitatea
metodei analitice este mentinuta ori de cate ori va fi utilizata. Exemple
de variatii tipice sunt stabilitatea solutiilor analitice, timpul de
extractie. In cazul cromatografiei lichide, exemple de variatii tipice
sunt influenta variatiilor pH-ului intr-o faza mobila, influenta
variatiilor in compozitia fazei mobile, coloane diferite (loturi si/sau
furnizori diferiti), temperatura, debitul. In cazul cromatografiei de
gaze, exemple de variatii tipice sunt coloane diferite (loturi si/sau
furnizori diferiti), temperatura, debitul.

4.1.3. Prezentarea rezultatelor

Prezentarea rezultatelor obtinute in urma analizelor
instrumentale este un aspect crucial in comunicarea stiintifica si in
raportarea corecta a datelor experimentale.

Prezentarea clara si exactd a rezultatelor este o cerinta
importantd pentru o metoda analiticaa de succes. Rezultatele trebuie
luate in considerare din doua diferite perspective. Prima este legata
de modul de organizare a analistului si a cerintelor atibuite de
institutia/laboratorul unde s-a petrecut analiza. Rezultatele si
documentatia trebuie sa fie prezentate intr-un mod tehnic si
semnificativ pentru a asigura o revizuire si aprobare organizationala
adecvata. A doua este cea a colaboratorilor (care de multe ori nu sunt
analiticieni sau din domeniu) pentru care a fost efectuata analiza, sau
colegii din afara institutiei care a executat analiza. Prezentarile
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rezultatelor iau adesea forma unor lucrari orale formale, prezentari sub
forma de poster, articole de cercetare, teze sau rapoarte de progres. in
prezentare, este necesar ca rezultatele sa fie traduse intr-o forma
utilizabila, clara, inclusiv cu recomandari sau concluzii legate de
problema initiala si scopul pentru care a fost necesara executarea
lucrarilor. Rezultatele ar trebui sa demonstreze fluxul de informatii din
intreaga metoda de analiza, cu identificarea surselor majore de erori
potentiale in metoda, inclusiv orice pasi care au fost efectuati pentru
eliminarea sau evaluarea acestora. In plus, toate prezentirile ar trebui s
contind informatii detaliate despre acuratetea si precizia rezultatelor.

Documentarea tuturor procedurilor este o componenta
importanta a rapoartelor pentru ca rezultatele sa fie acceptabile din
punct de vedere legal. In rezumat, o metoda analitici eficient3 trebuie
sa includa rezultate valide, obtinute de o metoda acceptata, furnizata
intr-un mod eficient, inclusiv din punct de vedere al costurilor, in timp
util si defensabil.

Prezentarea rezultatelor necesitd o expunere clara si etapizata, cu
informatii relevante despe lucrarile efectuate, tehnicile aplicate si
caracterul rezultatelor. Se trec In revistd scopul si obiectivele
analizelor, cu argumentarea necesitatii acestora. Metodologia
selectata pentru lucru trebuie argumentata, si corelata cu scopul. Se
redau tehnicile aplicate, cu o scurta descriere a lor si a modului in care
au fost aplicate. De exemplu, spectroscopia de masa a fost utilizata
pentru a determina compozitia chimica a probelor, sau microscopia
electronica de transmisie a fost utilizata pentru a investiga structura
la nivel nano. Rezultatele obtinute se prezinta sub forma de spectre,
cromatograme, grafice, tabele sau date numerice relevante. Totodata
se atrage atentia si se evidentiaza descoperirile semnificative sau
trendurile observate. Daca analizele au fost efectuate pe mai multe
probe, se face o scurtd apreciere comparativd a rezultatelor.
Rezultatele pot fi comparate cu cele obtinute anterior (daca este
cazul). In concluzii se face o sumarizare a rezultatelor obtinute si
concluziile trase din analizele efectuate. Este important de evidentiat
orice descoperiri remarcabile, potentiale limitari ale studiului si
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directii pentru viitoarele cercetari. Se pot oferi recomandari pentru
utilizarea sau imbunatatirea tehnicilor instrumentale utilizate, daca
este cazul. Nu in ultimul rand, este apreciatd recunoasterea
contributiilor relevante ale colegilor, finantatorilor sau altor entitati
care au sustinut studiul. Acest algoritm este doar un sablon general si
poate fi adaptat In functie de natura specifica a analizelor
instrumentale si a rezultatelor obtinute.

4.2. Aplicatii ale metodelor instrumentale

O componenta esentiala a stiintei farmaceutice moderne este legata
de aplicarea metodelor instrumentale in analiza si cercetarea
medicamentelor. Aceste tehnici furnizeaza date precise si detaliate
despre compozitia, structura si proprietatile medicamentelor, facilitand
astfel dezvoltarea, fabricarea si controlul calititii acestora. In capitolele
precdente, odata cu descrierea metodelor analitice, au fost dezvaluite
mai multe aspecte legate de domeniile de aplicare ale acestora.

4.2.1. Aplicatii in cercetarea si dezvoltarea medicamentelor

Produsele farmaceutice trebuie analizate periodic pentru a le
asigura siguranta si eficacitatea. Diferite metode analitice se aplica la
anumite etape de elaborare si analiza farmaceutica. Astfel, de
exemplu, spectroscopia de masa este utilizata pentru identificarea
substantelor chimice prin masurarea rapoartelor lor masa/sarcina,
ofera informatii precise despre masa moleculara a compusilor, utila in
caracterizarea medicamentelor. Spectroscopia cu rezonanta
magnetica nucleara (RMN) furnizeaza informatii detaliate despre
structura moleculara a compusilor, inclusiv atomii de hidrogen si
carbon si se utilizeaza pentru a verifica autenticitatea si puritatea
medicamentelor. Cromatografia lichida de inalta performanta si
cromatografia gaz-lichida sunt folosite pentru separarea si
cuantificarea compusilor din amestecuri complexe, inclusiv substante
active din medicamente, precum si pentru detectarea si cuantificarea
impuritatilor in medicamente. Spectroscopia in infrarosu si UV-Vis
ajuta la identificarea grupelor functionale din structura moleculara a
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medicamentelor, sunt utilizate pentru monitorizarea stabilitatii
medicamentelor in timp. Cromatografia cu faza inversa este
importanta in cazul separarii medicamentelor chiral active sau pentru
analiza concentratiilor plasmatice ale medicamentelor in timp.
Microscopia electronica si spectroscopia cu dispersie de energie sunt
utile pentru caracterizarea formei si dimensiunii particulelor in
cercetarea si dezvoltarea formuldrilor medicamentoase solide.
Analiza termica diferentiald si calorimetria cu scanare diferentiala
ofera informatii despre comportamentul termic al medicamentelor,
inclusiv tranzitii de faza si stabilitate termica.

Acestea si alte metode instrumentale sunt esentiale in toate
etapele de dezvoltare a medicamentelor, de la identificarea
substantelor active pana la controlul calitatii produselor finite. Ele
asigura siguranta si eficacitatea medicamentelor, contribuind la
progresul continuu in domeniul farmaceutic.

4.2.2. Particularitdti de aplicare a metodelor
instrumentale in cercetarea si analiza
medicamentelor combinate

Dezvoltarea si validarea metodelor analitice joaca un rol important
in descoperirea, dezvoltarea si fabricarea de produse farmaceutice.
Produsele farmaceutice formulate cu mai mult de un principiu activ,
numite in mod obisnuit produse combinate, sunt destinate sa asigure
combinarea efectelor terapeutice a doua sau mai multe medicamente in
un singur produs. Aceste produse combinate pot prezenta provocari
descurajante pentru analistii responsabili de dezvoltarea si validarea
metodelor analitice. In acest subcapitol vor fi discutate anumite
particularitati despre dezvoltarea si validarea unor metode analitice
uzuale aplicate 1n cercetarea si controlul calitatii produselor
medicamentoase care contin mai mult de un ingredient activ.

Metode spectrofotometrice aplicate in analiza combinatiilor

Aceasta metoda este aplicata in special atunci, cand este necesar
sa se dezvolte o metoda eficientd, simpla si mai putin costisitoare
pentru estimarea simultana a substantelor medicamentoase in analiza
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de rutinad a formularii combinate. Analiza spectrofotometrica face fata
acestor cerinte, In cazul In care estimarea simultana a combinatiei de
medicamente se poate face cu eficacitate similara cu cea a metodelor
cromatografice.

Analiza spectrofotometrica a medicamentelor doar rareori
implica masurarea absorbantei unei probe care contine doar o singura
componenta absorbanta. Analistul farmaceutic frecvent Intilneste
situatii, in care se cere sa fie determinata concentratia uneia sau a mai
multor substante in probe cunoscute, care contin si alte substante
absorbante, si care pot interfera in test. Daca formula probelor este
cunoscutd, identitatea si concentratia interferentilor sunt cunoscute,
atunci poate fi determinata si amploarea interferentei in test. Pentru
analist sunt disponibile o serie de modificari simple ale procedurii
spectrofotometrice, care poate elimina anumite surse de interferenta
si permite determinarea tuturor componentelor absorbante cu
exactitate. Fiecare modificare a procedurii de baza poate fi aplicata
daca sunt indeplinite anumite criterii.

Baza tuturor tehnicilor spectrofotometrice pentru probe
multicomponente este proprietatea, ca la toate lungimile de unda:

e absorbanta unei solutii este suma absorbantei componentelor
individuale sau

e absorbanta masurata este diferenta dintre absorbanta totala a
solutiei in celula de proba si cea a solutiei din celula de referinta.

Sunt disponibile diferite metode spectrofotometrice care pot fi
utilizate pentru analiza unei combinatii. Se pot folosi urmatoarele
metode:

» Metoda ecuatiei simultane

» Metoda spectrofotometrica derivata

» Metoda raportului de absorbtie (metoda Q-absorbanta)
» Spectrofotometrie de diferenta

» Metoda de extractie cu solvent

Analiza spectrofotometrica a medicamentelor combinate poate
implica utilizarea metodei ecuatiilor simultane pentru a determina
concentratiile acestora intr-o solutie mixta. Se selecteaza lungimile de
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unda la care fiecare dintre medicamentele sau compusii din amestec
absorb lumind in mod specific. Aceasta poate fi realizatd prin
inregistrarea spectrelor de absorbtie pentru fiecare substanta in
parte. Se definesc ecuatiile absorbante pentru fiecare substanta in
functie de concentratie. Se aduna ecuatiile absorbante pentru fiecare
substanta pentru a forma un sistem de ecuatii. Se masoara absorbtia
la lungimile de unda alese pentru fiecare substanta in amestec. Ca
reguld, se foloseste o metoda adecvata pentru a rezolva sistemul de
ecuatii prin care se vor determina concentratiile corespunzatoare ale
fiecarei substante in amestec. Rezultatele obtinute se verifica. Metoda
ecuatiilor simultane poate fi aplicata intr-o varietate de situatii si
poate oferi rezultate precise daca sunt indeplinite conditiile
corespunzatoare si ecuatiile sunt corect definite. Este important sa se
tind cont de interactiunile dintre substante si sa se efectueze calibrari
adecvate pentru a asigura exactitatea rezultatelor.

In scopul analizei spectrale pentru a lega structura chimica de
tranzitiile electronice, dar si pentru situatiile analitice in care
componentele amestecului contribuie la absorbtie interferenta, o alta
metoda de manipulare a datelor spectrale este spectroscopia derivata.

Spectrofotometria derivata implica conversiile unui spectru
normal in derivatele sale de ordinul intai, doi sau superior. In
contextul spectrofotometriei derivate, spectrul de absorbtie normal
este denumit fundamental, de ordin zero sau DO spectru. Spectrul de
prima derivata D1 este un grafic al ratei de schimbare a absorbantei
la o lungime de unda fata de lungimea de unda, adica un grafic al
pantei spectrului fundamental fata de lungimea de unda sau un grafic
dA/dA vs. A. . Panta maxima pozitiva si, respectiv, maxima negativa in
spectrul DO corespunde cu un maxim si, respectiv, cu un minim in
spectrul D1. Amax in spectrul DO este o lungime de unda cu panta zero
sidA/dA = 0 in spectrul D1.

Metoda Q-absorbantei, pentru o substanta care respecta legea lui
Beer, se bazeaza pe proprietatea ca raportul absorbantelor la oricare
douad lungimi de unda este o valoare constanta independent de
concentratie sau de grosimea stratului. De exemplu, doua dilutii
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diferite ale aceleiasi substante ofera acelasi raport de absorbtie
A1/A2. In USP, acest raport este denumit Q valoare. In analiza
cantitativa a doua componente dintr-un amestec prin metoda
raportului de absorbtie, absorbantele sunt masurate la doua lungimi
de unda. Unul fiind Amax al uneia dintre componente (A2), iar celalalt
fiind o lungime de unda de absorbtivitiati egale a celor doua
componente, adica un punct izoabsorbtiv.

In metoda de extractie cu solventi cuantificarea substantelor
individuale In combinatii este realizatda prin separarea acestora pe
baza solubilitatii lor selective urmata de masurarea
spectrofotometrica. Daca interferenta celorlalte substante absorbante
este mare, poate fi posibila separarea interferentului absorbant din
analit prin procedura de extractie cu solvent. Acestea sunt adecvate in
special pentru medicamentele acide sau bazice a caror stare de
ionizare le determina comportamentul de partitionare a solventului.
Alegerea judicioasa a pH-ului mediului apos poate avea efect in
separarea completd a interferentilor din analit, a caror concentratie
poate fi determinata printr-o simplda masurare a absorbantei
extractului cu continut de analit.

Metoda HPLC aplicatd in analiza combinatiilor
Majoritatea medicamentelor multicomponente pot fi analizate
prin metoda HPLC datorita mai multor avantaje precum rapiditatea,
specificitatea, acuratetea, precizia si usurinta de automatizare in
aceastda metoda. Metoda HPLC elimina astfel de proceduri obositoare
precum extractia si izolarea. Unele dintre avantaje sunt:
» viteza (analiza poate fi realizata in 20 de minute sau mai putin),
» sensibilitate mai mare (pot fi folositi diferiti detectori),
» rezolutie imbunatatita (varietate mare de faze stationare),
» coloane reutilizabile (coloane scumpe, dar pot fi folosite pentru
multe analize),
» ideala pentru substantele cu volatilitate scazuta,
» recuperarea, manipularea si intretinerea usoara a probei,
» instrumentatia tinde in sine catre automatizare si cuantificare (mai
putin timp si mai putina munca),
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» metoda precisa si reproductibila.

Asa cum a fost mentionat in capitolele precedente, exista diferite
moduri de separare in HPLC: pe faza normal sau inversa, cu perechi
de ioni In faza inversa, de afinitate sau de excludere sterica.

In cromatografia pe fazi normals, faza stationard este polar3, iar
faza mobild este de naturd nepolari. In aceastd tehnicd, compusii
nepolari calatoresc mai repede si sunt eluati mai intai. Aceasta este din
cauza afinitatii mai mici dintre compusii nepolari si faza stationara.
Compusii polari sunt pastrati pentru o perioada mai lunga de timp din
cauza afinitatii lor mai mari cu faza stationara. Prin urmare, acesti
compusi necesita mai mult timp pentru eluare. Modul de faza normala
de separare, prin urmare, nu este utilizat In general pentru aplicatii
farmaceutice, deoarece majoritatea moleculele medicamentului sunt
de natura polara si, prin urmare, eluarea dureaza mai mult.

Modul cu faza inversa este cel mai popular mod pentru separarile
analitice si preparative a compusilor de interes In stiintele chimice,
biologice, farmaceutice, alimentare si biomedicale. In acest mod, faza
stationara este o impachetare hidrofoba nepolara cu grupa
functionala octil sau octadecil legata de silicagel si faza mobila este un
solvent polar. O faza mobila apoasa permite utilizarea echilibrului
chimic al solutului secundar (cum ar fi controlul ionizarii, suprimarea
ionilor, imperecherea ionilor si complexarea) pentru a controla
retentia si selectivitatea. Compusii polari sunt eluati in acest mod mai
intai si compusii nepolari sunt retinuti pentru o perioada mailunga de
timp. Deoarece majoritatea medicamentelor si produselor
farmaceutice sunt de natura polara, acestea nu sunt retinuti timp prea
indelungat si, prin urmare, elueaza mai repede. Sunt utilizate diferite
coloane de octadecilsilan (ODS) sau C18, C8, C4 etc., (in ordinea
polaritatii crescande a fazei stationare).

In cromatografia cu schimb de ioni, faza stationard contine
grupari ionice precum NR3* sau SO3-, care interactioneaza cu gruparile
ionice ale moleculelor probei. Acest lucru este potrivit numai pentru
separarea moleculelor fincarcate. Modificarea pH-ului si a
concentratiei de sare poate modifica retentia. Cromatografia cu
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perechi de ioni poate fi utilizata pentru separarea compusilor ionici si
aceastda metoda poate inlocui, de asemenea, cromatografia cu schimb
ionic. Compusii puternic acizi si bazici pot fi separati prin modul de
faza inversa prin formarea de perechi de ioni (asociere coulombica de
specii, formata intre doi ioni cu sarcina electrica opusa) cu contraioni
potriviti.

Cromatografia de afinitate foloseste interactiuni biochimice
foarte specifice pentru separare. Faza stationarda contine grupe
specifice de molecule care pot adsorbi proba daca sunt indeplinite
conditiile sterice si de Incarcare. Aceasta tehnica poate fi folosita
pentru a izola proteine, enzime precum si anticorpi din amestecuri
complexe.

Cromatografia de excludere sterica separa moleculele in functie
de masa lor moleculara. Cele mai mari molecule sunt eluate primele si
cele mai mici moleculele ultimele. Aceastd metoda este in general
utilizata atunci cand un amestec contine compusi cu o diferenta de
masa moleculara de cel putin 10%.

La elaborarea tehnicii HPLC de dozare a componentelor in forme
farmaceutice combinate pot apdarea mai multe dificultati legate de
proprietati fizico-chimice diferite. Solutionarea acestora cere
cercetari minutioase de selectare corecta a fazei stationare si a
solventilor pentru faza mobila. Ca regula se opteaza pentru metoda de
eluare cu gradient, cu stabilirea corecta a pH-ului. Detectia UV este cea
mai populara, dar care necesita selectarea minutioasa a lungimilor de
unda analitice caracteristice fiecarui principiu activ.

Dezvoltarea eficienta si validarea metodelor analitice sunt
elemente critice In dezvoltarea produselor farmaceutice, inclusiv a
celor combinate. Succesul in aceste domenii poate fi atribuit mai
multor factori importanti care, la randul lor, contribuie la respectarea
reglementarilor. Experienta este una dintre acesti factori, atat la
nivelul de experienta al oamenilor de stiinta individual, cat si
experienta colectiva la nivelul laboratorului de dezvoltare si validare.
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4.3. Siguranta si reglementarea analizelor
instrumentale. Modernizarea tehnicilor analitice.

Siguranta analizelor instrumentale se refera la asigurarea ca
rezultatele obtinute in cadrul analizelor, folosind instrumente sau
tehnici instrumentale, sunt precise, reproductibile si fara erori. Acest
aspect este crucial In domeniul stiintific si in industrie, unde
rezultatele analizelor instrumentale pot influenta decizii importante.

Exista cateva aspecte esentiale pentru asigurarea sigurantei
analizelor instrumentale. Acestea se refera in primul rand la calibrarea
si verificarea regulata a instrumentelor pentru a asigura acuratetea
masuratorilor si pentru a confirma functionarea corespunzatoare.
Utilizarea standardelor de referinta este esentiala pentru a valida si
verifica precizia analizelor. Aceste standarde servesc ca puncte de
referinta cunoscute pentru a evalua si corecta eventualele devieri ale
instrumentului. Implementarea procedurilor standardizate pentru
analizele instrumentale asigura consistenta si reproductibilitatea
rezultatelor. Operatorii trebuie sa urmeze cu atentie pasii procedurilor
pentru a evita erorile umane. Utilizarea controlului calitatii, inclusiv
analizele de control ale calitatii (QC), ajuta la identificarea si corectarea
oricaror devieri sau probleme in performanta instrumentelor. Este
important sa se pastreze o documentare corespunzdtoare a tuturor
aspectelor legate de analizele instrumentale, inclusiv proceduri,
rezultate, calibrari si orice modificari aduse instrumentelor. Operatorii
instrumentelor, analistii ar trebui sa fie bine instruiti si sa aiba
cunostinte adecvate pentru utilizarea si intretinerea corecta a
echipamentelor. Formarea continua este esentiala in cazul introducerii
de noi tehnologii sau actualizari ale echipamentelor. Efectuarea
regulatd a intretinerii preventive a instrumentelor poate preveni
aparitia problemelor si mentine performanta optima a acestora.
Manipularea corectd a esantioanelor si evitarea contamindrii sunt
aspecte de baza pentru a obtine rezultate precise si fiabile. Perioadele
regulate de audit si revizie a procedurilor, a rezultatelor si a
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documentatiei pot contribui la identificarea si rezolvarea potentialelor
probleme intr-un stadiu incipient.

Prin aplicarea acestor practici, se poate asigura o siguranta
adecvata a analizelor instrumentale, contribuind la obtinerea de
rezultate de incredere si la mentinerea integritatii datelor in domenii
precum cercetarea stiintifica, industrie si controlul calitatii.

Regulamentele si normele pentru analizele instrumentale in
cercetarea si analiza medicamentelor sunt specifice si includ cerinte
pentru a asigura calitatea, siguranta si eficacitatea medicamentelor.
Aceste regulamente sunt stabilite de organizatii si agentii
guvernamentale responsabile de reglementarea industriei
farmaceutice.

ICH (International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) dezvolta
standarde internationale pentru industria farmaceutica, inclusiv
pentru analizele instrumentale. De exemplu, ICH Q2(R1) furnizeaza
ghiduri pentru validarea metodelor analitice, inclusiv pentru
medicamente. ICH Q6A si Q6B se refera la specificatiile pentru
substante active si medicamente finite.

USP (United States Pharmacopeia) furnizeaza standarde pentru
calitatea, siguranta si performanta medicamentelor, inclusiv pentru
metode analitice instrumentale.

GMP (Good Manufacturing Practice) stabileste reguli pentru
fabricarea medicamentelor si include cerinte pentru validarea
metodelor analitice.

GLP (Good Laboratory Practice) furnizeaza standarde pentru
calitatea si integritatea datelor generate in laboratoarele de cercetare
si dezvoltare.

FDA (U.S. Food and Drug Administration) emite ghiduri pentru
validarea instrumentelor analitice si utilizarea lor in analizele
medicamentelor. De exemplu, FDA's Process Analytical Technology
(PAT) promoveaza utilizarea tehnologiilor analitice avansate pentru
controlul proceselor de productie.
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EP (European Pharmacopoeia) contine protocoale pentru
metodele analitice utilizate In Europa, standarde pentru echipamentul
si instrumentele utilizate In analizele farmaceutice.

ISO 17025 stabileste cerinte pentru competenta laboratoarelor de
testare si calibrare.

Este important ca laboratoarele de cercetare si de analiza
farmaceutice sa respecte aceste regulamente si norme pentru a
asigura integritatea datelor si pentru a furniza informatii precise
despre calitatea medicamentelor. In plus, laboratoarele trebuie si
efectueze validari periodice ale metodelor analitice si sa mentina
documentatie adecvata pentru a respecta standardele impuse de
autoritati.

Viitorul analizelor instrumentale

Inca in anii 80 ai secolului trecut s-au ficut mai multe preziceri,
despre faptul, ca instrumentele de analiza viitoare vor fi mai mici, mai
puternic automatizate, mai rapide si vor oferi caracteristici de
performanta mult imbunatatite in comparatie cu predecesorii lor.
Progresele viitoare vor continua aceste tendinte intr-o serie de
domenii. Acestea includ:

1. Performanta imbunatatita. Asa cum este traditional in analiza

instrumentald, o mai buna intelegere a stiintei masuratorilor duce la
imbunatatirea sensibilitatii, selectivitatii, aplicarea instrumentatiei pe
matrice de probe complexe, si configuratii inovatoare ale
instrumentelor. Multe dintre aceste evolutii au fost dictate de nevoile
de a rezolva anumite probleme unice, punand bazele dezvoltarii
continue.

2. Instrumente miniaturizate. Una dintre tendintele majore in
dezvoltarea analizelor moderne este de a crea instrumente mai mici,
robuste si cu costuri reduse. Evolutii in surse de lumina (lasere cu
diode), materiale polimerice, optice, sistemele mecanice
microelectrice (MEMS), electronica si tehnologiile de microfabricare
au afectat proiectarea instrumentelor. Instrumentele de laborator
astazi ocupa un spatiu mult mai mic decat predecesorii lor.
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Instrumente si senzori mici, portabili, cu piese In miscare putine sau
deloc, permit instrumentului sa ajunga la esantion in locuri putin
accesibile, fara necesitatea aducerii probei in laborator pentru analiza.
Sistemele de analiza totald micro (p-TAS) sau instrumentele
slaborator pe cip” sunt aplicate pentru solutionarea multor probleme
analitice interesante. in sistemele u-TAS un instrument intreg, inclusiv
electronica si sursa de alimentare, se potriveste adesea intr-un spatiu
de dimensiunea unui telefon mobil. ,Capatul de lucru” al
instrumentului este creat pe o placa polimericd de marimea unui
timbru postal, unde sunt localizate esantionul, solutiile de reactivi, un
dispozitiv de separare, care utilizeaza principiile electroforezei
capilare sau cromatografiei, si un detector. Sistemele M-TAS gasesc o
larga gama de aplicatii In analizele biochimice.

3. Analiza de la distanta si de proces. Monitorizarea proceselor
chimice in medii si conditii dure, la temperaturi ridicate, si pentru
diferite procese de fabricatie este un domeniu in expansiune in analiza
instrumentald. De exemplu, industria farmaceutica foloseste
instrumente care pot monitoriza procesele de amestecare, uscare si
tabletare in timp real, permitdnd un control mai bun al calitatii.
Dezvoltarea continua genereaza asteptari de metode mai puternice

pentru aceste aplicatii.

4. Calculatoare. Calculatoarele sunt acum componente integrante
aproape la toate instrumentele, unde controleaza parametrii de
masurare, precum si colectarea, prelucrarea, stocarea si afisarea
datelor. Datele in paralel si multiplexarea permit colectarea simultana
in timp real a informatiilor despre mai multi analiti. Sisteme care
integreaza pregatirea si introducerea probei cu masuratorile sunt
acum obisnuite si vor deveni mai inteligente in viitor, crescand
productivitatea si reducand interventia operatorului. Sisteme expert,
utilizate pentru interpretarea datelor si progresele in comunicarea
fara fir va avea, de asemenea, impact asupra viitoarelor metode
instrumentale.
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5. Metode bioanalitice. Stiintele vietii, inclusiv medicale,
farmaceutice, clinice, analizele agricole, toxicologice si de mediu se
confrunta cu cea mai mare extindere a metodelor instrumentale.
Interesul pentru urmadrirea sau identificarea moleculelor mici,
peptidelor, proteinelor sau a altor molecule de importanta biologica

este in crestere rapida si ofera noi provocari comunitatii analitice.
Aplicarea sintezelor chimice combinatorii necesita dezvoltarea de
instrumente analitice noi, unice. Domeniile proteomicii, genomicii si
metabolomica depind in mare masura de spectrometria de masa,
electroforeza capilara, si tehnici de ,laborator pe cip” pentru a ajuta la
rezolvarea problemelor.

Desi multe dintre instrumentele care vor fi proiectate si utilizate
in viitor ar putea fi mai mici si mai automatizate, este util sa ne
amintim ca ele se vor baza pe principiile fundamentale care au fost
prezentate in acest text. Astfel, o baza solida de intelegere a proceselor
instrumentale de masurare ofera un bun fundament necesar pentru o
adaptare la aceste schimbari rapide.
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