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VAZOKONSTRIKTORA TRIMAZOLIN
HIDROHLORIDA

U radu je sistemskom analizom ispitivan trimazolin hidrohlorid, koji se pri-
menjuje kao farmaceutski aktivna komponenta (adrenergicki vazokonstrik-
for) za izradu dekongestivnih preparata. U domacim i inostranim
farmakopejama, kao i u naucnoj i patentnoj literaturi, o trimazolinu i meto-
dama njegovog ispitivanja nema podataka. Sistemskom analizom obuhvace-
ne su dve faze ispitivanja. Prethodnim ispitivanjem izviSena je kompletna
fizicko—hemijska karakterizacija sintetizovane supstance. U drugoj fazi, upo-
trebom apsorpcionih spektroskopskih metoda (FTIR, UV-VIS, 'H-NMR),
sa odredenim stepenom sigurnosti, potvrdena je hemijska struktura sintetizo-
vane farmakoloski aktivne supstance. Koriséene spektroskopske metode po-
kazale su se uspesne u identifikaciji i ispitivanju cdistoce trimazolin
hidrohlorida. Za kvalitativnu analizu trimazolin hidrohlorida u nazalnim
preparatima koriscena je tecna (RP-HPLC) hromatografija. U radu je, u ci-
liu kvantitativnog odredivanja trimazolin hidrohlorida kod dekongestivnih

Za kontrolu simptoma alergijskog rinitisa najce-
$¢e se koriste antihistaminici, koji nisu od velike ko-
risti za terapiju ove bolesti. U ovom slucaju, veliku
primenu nasla su dekongestivna sredstva, tj. adener-
gi¢ki vazokonstriktori. Oni izazivaju konstrikciju ma-
lih krvnih sudova i smanjuju sekreciju u nosu,
stimuliSu¢i alfa—adrenergicke receptore, uz istovre-
menu inhibiciju parasimpatickih vlakana [1]. Deluju
delimi¢no i kao antagonisti histamina u mikrocirkula-
ciji. Dekongestivna sredstva mogu biti tecne, polu-
¢vrste 1 Cvrste konzistencije. Primenjuju se peroralno
ili lokalno u vidu aerosola ili kapi. Kao nazalni prepa-
rati, aplikuju se u nosnu Supljinu, sa ciljem postizanja
lokalnog ili sistemskog dejstva. Vodeni nazalni prepa-
rati su najces¢e izotonicni i sadrZe pomoc¢ne materije
kojima se regulise viskozitet i pH preparata, poveca-
va solubilizacija aktivnih supstanci, stabiliSe sam pre-
parat, kao i pogodne konzervanse kada preparat
nema adekvatna antimikrobna svojstva [2].

U prakti¢noj primeni, danas je komercijalno
prisutan veéi broj nazalnih preparata, koji kao adre-
nergicke vazokonstriktore najc¢esée sadrZze efedrin i
fenilefrin [3]. Kao farmaceutski aktivne supstance
zastupljene su same ili u kombinaciji sa drugim sup-
stancama slicnog dejstva, radi povecanja efikasnosti
preparata. IstraZivanja na ovom polju omoguéila su
primenu srodnih jedinjenja slicnog farmakoloskog
dejstva. Jedan od takvih primera je uvodenje trima-
zolin hidrohlorida kao adrenergickog vazokonstrikto-
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preparata, razvijana metoda titrimetrijske analize.
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Slika 1. Strukturna formula trimazolin hidrohlorida
Figure 1. Structural formula of trimazolin hydrochloride

ra. Strukturna formula trimazolin hidrohlorida prika-
zana je na slici 1 [4].

Dekongestivni preparat novijeg datuma, Adri-
anol kapi (Zdravlje—Actavis, Leskovac, Srbija), kao
adrenergicke vazokonstriktore sadrZi fenilefrin hidro-
hlorid i trimazolin hidrohlorid. Upotrebom trimazo-
lin hidrohlorida povecana je efikasnost ovom
preparatu. Od pomo¢nih materija prisutni su: dinatri-
jum-hidrogenfosfat, dihidrat, metilceluloza M.H.B.
10000, glicerol, fenil-Zziva(Il)-borat, amonijum hi-
droksid, 96% etanol i precis¢ena voda. Adrianol (1,5
mg cm™ trimazolin hidrohlorida i 1 mg cm™ fenile-
frin hidrohlorida) namenjen je za odrasle osobe, dok
Adrianol-T (0,5 mg cm™ trimazolin hidrohlorida i
0,5 mg:cm™ fenilefrin hidrohlorida) koriste deca sta-
rija od dve godine.

Poznato je da svaka farmaceutska supstanca i
njen preparat, pre nego Sto izadu na trziSte, moraju
zadovoljiti sve zahteve i uputstva koja propisuje najvi-
§i drZavni organ, kao Sto je Agencija za lekove i medi-
cinska sredstva Srbije, neka druga inostrana nadleZna
organizacija sa evropskog prostora ili Svetska zdrav-
stvena organizacija [5]. Preparat mora da odgovara
nameni, §to podrazumeva da ima odgovarajuéi tera-
pijski efekat, da je odgovarajuceg sadrzaja, stabilan u
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predvidenom roku upotrebe, u ispravnom pakovanju
i tatno oznacen. Iz tog razloga svaka farmaceutska
supstanca i njen preparat moraju biti podvrgnuti stro-
goj kontroli kvaliteta. Ukoliko preparat sadrZi aktiv-
nu supstancu koja je navedena u farmakopeji, ona
mora da odgovara zahtevima relevantne monografije
u toku celog perioda roka trajanja. Upustva i zahtevi
prikazani u monografijama moraju obavezno biti is-
punjeni, izuzev ako nije drugacije naglaSeno [5].

Medutim, Agencija za lekove i medicinska sred-
stva Srbije donela je 2005. godine Spisak regulatornih
mera iz bezbednosnih razloga za pojedine lekove na
nasem trziStu. U delu bezbedonosnih mera navodi i
preparat Adrianol. Kao razlog neZeljenih reakcija i
procene bezbednosnog profila leka naglaSava nedos-
tatak bilo kakvih podataka o trimazolinu, odnosno
efikasnosti i bezbednosti ovih kombinovanih kapi za
nos (posebno, kod dece mlade od 2 godine). Procena
bezbednosnog profila leka je u proceduri obnove, ali
i dalje nedostaju fizicko-hemijski podaci ispitivanja
trimazolina [6].

Jugoslovenska i druge inostrane farmakopeje
(Evropska, Britanska, Americka) u svojim monogra-
fijama sadrZe i opisuju samo fenilefrin. O trimazolinu
i metodama njegovog ispitivanja nema nikakvih po-
dataka, kako u farmakopejama, tako i u nauc¢noj lite-
raturi. U patentnoj literaturi postoje podaci samo o
postupku sinteze trimazolina i trimazolin hidrohlori-
da, bez fizicko—hemijske karakterizacije [7]. Imajuéi u
vidu ovu ¢injenicu, kao i da farmakobiolo8ki uc¢inak
preparata zavisi od fizicko-hemijskih svojstava aktiv-
nih komponenti, cilj ovog rada je sistemska analiza
sintetizovanog trimazolina koji se primenjuje kao far-
maceutski aktivna komponenta za izradu Adrianola.

Sistemska analiza opisana u ovom radu obuhva-
ta dve faze. Prva faza je prethodno ispitivanje, koje
ukazuje u kom pravcu treba usmeriti kvalitativnu
analizu. Prethodno ispitivanje obuhvata fizicko-he-
mijsku karakterizaciju: utvrdivanje porekla supstan-
ce, primena elementarne analize, ispitivanje
spoljasnjih osobina supstance, izgled i oblik kristala,
boja i miris, specificna teZina, higroskopnost, tempe-
ratura topljenja, rastvorljivost, pH vrednost rastvora,
indeks refrakcije, viskozitet, provodljivost, bistrina i
stepen opalescencije te¢nosti i stepen obojenosti te-
¢nosti. Druga faza sistemske analize je strukturna
identifikacija aktivne supstance. Cilj identifikacije
supstance je potvrda hemijske strukture i sastava pro-
izvoda, kako bi se odredenim stepenom sigurnosti
potvrdilo da uzorak odgovara deklarisanom opisu. U
ovom slucaju, koris¢ene su apsorpcione spektroskop-
ske metode (ultraviolentna spektrofotometrija (UV),
infracrvena spektroskopija (IR), nuklearna magnetna
rezonanca (NMR)). UV metoda se upotrebljava za
identifikovanje hromofora, primenom IR tehnika
mogu se identifikovati sve funkcionalne grupe ispiti-
vane supstance, dok NMR dopunjuje potvrdu struk-
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ture ispitivane supstance. Takode, UV i IR pored me-
tode te¢ne hromatografije (HPLC) predstavljaju i ve-
oma korisne metode za ispitivanje Cistoce supstance i
identifikovanje prisustva aktivne supstance u
preparatu.

Imajuéi u vidu da je trimazolin slaba organska
baza (B), a trimazolin hidrohlorid njena so (B-HCI),
za kvantitativhu analizu odabrana je metoda titrime-
trijske analize u nevodenoj sredini. Poznato je da se
kod titracije slabe baze najcesce koristi amfiprotonski
rastvarac koji ima nivelirajudi ili diferencijalni efekat
za slabe baze, pa je u ovom slucaju odabrana glacijal-
na (bezvodna) siretna kiselina (CH3COOH). Titra-
cija se obi¢no izvodi rastvorom neke kiseline u
siréetnoj kiselini. Kao titrant za slabe baze najcesce
se koristi perhlorna kiselina (HCIOy). Standardizacija
perhlorne kiseline vrSi se pomodéu kalijum-kiselog
ftalata, u siretnoj kiselini, uz indikator kristalviolet.
Radi pripreme titranta najpre se vr§i rastvaranje per-
hlorne kiseline u siréetnoj kiselini, pri ¢emu dolazi do
formiranja konjugovanih parova, jed. (1). Za pripre-
mu analize, trimazolin hidrohlorid se rastvara u sirée-
tnoj kiselini. S obzirom na to da je trimazolin
hidrohlorid slaba organska baza u obliku svoje soli hi-
drohlorida, kiselo baznu titraciju treba vrSiti u sirée-
tnoj kiselini uz dodatak ziva(Il)-acetata, jed. (2).
Zavrsna tacka titracije se moZe odrediti potenciome-
trijski ili vizuelno uz primenu indikatora (I,). Indika-
tori za odredivanje slabih baza u nevodenoj sredini
treba da budu jako slabe baze, kako bi se rastvorili u
siréetnoj kiselini, a dosta slabije baze od baze koja se
titriSe. Kod titracije slabih baza, boja indikatora je ki-
sela (I,H") pa se promena prati do bazne boje indi-
katora, jed. (3). Kao odgovarajudi indikator izabran
je kristal violet. Titracijom dolazi do reakcije lionijum
(CH;COOH, ") i liatnog (CH3COQO") jona, jed. (4),
dok drugi konjugovani par BH* i ClO4 ne reaguje,
jer su u smeSi najjaca kiselina i baza.

Titrant:
HCI104 + CH;COOH = CH3;COOH,* + ClO4~ (1)

Analiza: 2B-HC1 + Hg(CH3COOQ), =

= HgCl, + 2BH* + 2CH;COO"~ 2)
Indikator:

I, + CH3COOH = CH3COO™ + I, H* 3)
Titracija:

CH;COOH;* + CH3;COO™ = 2 CH;COOH 6]

EKSPERIMENTALNI DEO

Trimazolin hidrohlorid, sintetizovan i standardi-
zovan po originalnom i zaSticenom postupku [7], us-
tupila je farmaceutska i hemijska industija
Zdravlje—Actavis (Leskovac, Srbija). Ostali reagensi
kori$¢eni u radu bili su odgovarajuceg spektroskop-
skog ili p.a. kvaliteta (Merck Chem. Ind.). Farmace-
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utske preparate za analizu (Adrianol i Adrianol-T)
ustupio je proizvodac Zdravlje—Actavis, Leskovac.

Sistemska analiza — prethodna ispitivanja

Priroda supstance je ispitivana Zarenjem 1 g tri-
mazolin hidrohlorida u peéi, na temperaturi od 600
°C. Ostatak nakon Zarenja je podvrgnut daljim anali-
tickim ispitivanjima.

Rastvorljivost supstance ispitivana je rastvara-
njem 1 g trimazolin hidrohlorida u razli¢itim rastva-
ra¢ima (voda, alkohol, etar, aceton) odgovarajuce
zapremine, analogno farmakopejskom propisu [5].

Temperatura topljenja odredivana je metodom
zatopljene kapilare, nakon suSenja fino spraSenog
uzorka trimazolin hidrohlorida u vakuumu, iznad sili-
kagela, tokom 24 h.

Radi odredivanja bistrine i stepena opalescenci-
je, uporedivani su rastvori standarda trimazolin hi-
drohlorida (0,5 mg cm™) sa poredbenim rastvorom, 5
min posle pripreme po farmakopejskom postupku
[5], pri difuznoj dnevnoj svetlosti, posmatranjem duz
vertikalne ose prema crnoj pozadini.

Stepen obojenosti standardnog rastvora trima-
zolin hidrohlorida, zapremine 2 cm®, koncentracije
0,5 mg cm™, odredivan je poredenjem sa 2 cm® he-
mijski iste vode kao poredbenim rastvorom, pri difu-
7znoj dnevnoj svetlosti, horizontalno prema beloj
podlozi.

pH vrednost standardnog rastvora trimazolin
hidrohlorida (0,5 mg cm™) odredivana je potenci-
ometrijskom metodom, na temperaturi od 20 °C,
upotrebom pH-metra Jenco Electronics L'TD, model
6007.

Relativna gustina, d30, standardnog rastvora tri-
mazolin hidrohlorida (0,5 mg cm™) odredena je kori-
$¢enjem piknometra.

Indeks refrakcije standardnog rastvora trimazo-
lin hidrohlorida (0,5 mg cm‘3) na 20 £ 0,5 °C, meren
je propuStanjem D linije natrijumovog spektra (. =
589,3 nm) na Abbe-ovom refraktometaru AR3-6D
KRUSS.

Odredivanje koeficijenta dinamicke viskoznosti,
7, standardnog rastvora trimazolin hidrohlorida (0,5
mg cm™) vr$eno je upotrebom kapilarnog viskozime-
tra po Ostvaldu, na temperaturi od 20 °C.

Provodljivost, k, standardnog rastvora trimazo-
lin hidrohlorida, koncentracije 0,5 mg cm™ odredena
je upotrebom konduktometra HANNA instruments
HI 8820N. Konduktometar je kalibrisan po farmako-
pejskom postupku [5].

Elementarna analiza trimazolin hidrohlorida
vrSena je na instrumentu Coleman, koriséenjem mi-
kroanaliticke metode za odredivanje sadrzaja C, H, N
i S, nakon sagorevanja supstance, tj. potpune oksida-
cije. Za odredivanje sadrzaja C i H, ta¢no odmerena
koli¢ina (5 mg) uzorka sagorevana je u prisustvu O,
nakon ¢ega je meren sadrZaj CO; i HyO, a iz dobije-

nih vrednosti izra¢unavan sadrzaj Ci H. SadrZaj N je
odredivan Dums—ovom metodom. Uzorak je zagre-
van na 800 °C u struji CO», u prisustvu Cu kao katali-
zatora redukcije N-oksida u N,. Koli¢ina N u uzorku
je odredivana merenjem zapremine izdvojenog No.

Sistemska analiza — identifikacija aktivne supstance

Identifikacija sintetizovanog trimazolin hidro-
hlorida, kao farmaceutske sirovine za izradu nazal-
nog preparata, vrSena je spektroskopskim (FTIR,
UV-VIS, '"H-NMR) i hromatografskim (HPLC) me-
todama, u skladu sa prvom i drugom identifikacijom
prema farmakopeji [5].

UV spektri vodenog rastvora trimazolin hidro-
hlorida i preparata Adrianol snimani su na Varian
Cary-100 Conc UV-VIS spektrofotometru, u tala-
snoj oblasti od 200 do 400 nm, pri sobnoj temperatu-
ri, koriS¢enjem kvarcnih kiveta 1 x 1 cm. Za obradu
spektara koriS¢en je Cary Win-UV softver. Instru-
ment ima automatsko podesavanje talasne duZine sa
ta¢noséu od 0,1 nm.

IR spektri farmaceutski standardizovanog tri-
mazolin hidrohlorida snimani su na Bomem MB-100
(Hartmann&Braun) FTIR spektroskopu sa standar-
dnim DTGS/KBr detektorom, 40 skeniranja u oblasti
talasnih brojeva 4000400 cm™, pri rezoluciji od 2
ecm™, po metodi presovanih tableta. Za pripremu
uzorka koriS¢ena je KBr tehnika. Kolic¢ina od 1,5 mg
uzorka homogenizovana je sa 150 mg spektroskopski
C¢istog KBr (1% cvrst rastvor). Smesa je podvrgnuta
vakuumiranju i presovanju pod pritiskom od 800
MPa, pri ¢emu nastaju propusne pastile. Referentna
pastila pripremljena je od ¢istog KBr. IR spektri pre-
parata Adrianola snimani su koris¢enjem KRS-5 ¢e-
lija za te¢ne uzorke, na istom spektroskopu.

'"H_NMR spektar trimazolin hidrohlorida sni-
man je na NMR spektroskopu, sa radnom frekvenci-
jom od 400 MHz. Konstante spin-spin kuplovanja
merene su upotrebom ovog instrumenta.

Hromatografsko razdvajanje i ispitivanje stepe-
na {isto¢e trimazolin hidrohlorida vrseni su na Agi-
lent 1100-Series HPLC hromatografskom sistemu,
pri slede¢im uslovima: kolona ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm); binarna pumpa
konstantnog protoka; UV detektor na talasnoj duZini
270 nm; autosempler sa injektiranom zapreminom 50
ul, mobilna faza je smeSa acetonitril-voda (30:70 v/v)
filtrirana na milipore filtru (0,45 pm); protok mobilne

faze 1 cm® min™, pritisak 100 bara, temperatura 30
°C.

Kvantitativna titrimetrijska analiza

Odmereno je tacno 0,15 g trimazolin hidrohlori-
da i rastvoreno u smesi od 50 cm® glacijalne siréetne
kiseline i 10 cm® 10% rastvora 7iva(IT)—acetata. Do-
date su dve kapi kristal violeta i rastvor je titrisan sa
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0,1 mol dm™ perhlornom kiselinom (HCIOy) do pla-
vo-zelene boje. Istovremeno je radena i slepa proba.
Za preracunavanje je kori$éen odnos: 1 cm® 0,1 mol
dm™ HCIO, odgovara 23,876 mg trimazolin hidro-
hloridu. Rastvor kristal violeta pripremljen je tako
Sto je 0,5 g iste supstance rastvoreno u odmerni sud
od 100 cm’ u glacijalnoj siréetnoj kiselini i sud dopu-
njen do crte istim rastvara¢em. SadrZaj trimazolin hi-
drohlorida u mas.% moZze se odrediti iz jednacine

©)-
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QQCB}LQDbCI:( ) 100

w "100-a (
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gde je: VV — zapremina 0,1 mol dm~ HCIOy utrosena
za titraciju probe (cm?), Vy — zapremina 0,1 mol dm™
HCIO, utrosena za titraciju slepe probe (cm®), F —
faktor molariteta za 0,1 mol dm™ HCIO4, W — masa
ispitivane supstance (mg), @ — gubitak suSenjem kod
ispitivane supstance (%).

REZULTATI I DISKUSIJA

Prethodna ispitivanja

Sintetizovan i farmaceutski standardizovan tri-
mazolin hidrohlorid je kristalna supstanca bele boje i
gorkog ukusa. Ispitivanjem ponaSanja pri Zarenju, s
obzirom na to da se ugljeniSe i izgara bez ostatka,
moZe se zakljuditi da je trimazolin hidrohlorid sup-
stanca organskog porekla.

Elementarnom analizom ispitivanog uzorka tri-
mazolin hidrohlorida utvrden je slede¢i sadrZaj ele-
menata: 65,39% C, 8,02% H, 11,73% N i 14,84% Cl.
Na osnovu elementarne analize potvrdena je empirij-
ska formula Ci3H;9N>Cl ispitivane supstance koja se
koristi za izradu preparata Adrianola.

Ispitivanjem rastvorljivosti ispitivanog uzorka
utvrdeno je da se 1 g trimazolin hidrohlorida moze
lako rastvoriti u 1 cm” vode. Na osnovu dobijenog re-
zultata, u skladu sa farmakopejom [5], trimazolin hi-
drohlorid se moZe svrstati u supstance dobro
rastvorne u vodi. Umereno je rastvoran u etanolu, s
obzirom da se 1 g supstance moZe rastvoriti u opsegu
30-100 cm® etanola. Kako 1 g trimazolin hidrohlorida

Tabela 1. Parametri fizickih ispitivanja trimazolin hidrohlorida
Tuble 1. Parameters of trimazolin hydrochloride physical in-
vestigations

Koncentracija ~ Vrednosti
Temperatura topljenja (°C) - 279-280
0,5 mg em™ 5,56
0,5mgem™ 1,0115
0,5mgem™ 1,3323
0,5mgem™ 91,364
0,5 mg em™ 229

Parametri ispitivanja

pH vrednost
Relativna gustina, dx
Indeks refrakcije, n
Viskozitet, n (mPs)
Provodljivost, 1 (1S)
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nije moguce rastvoriti u 10 dm® etra i acetona, moZe
se zakljuciti da je nerastvoran u ovim rastvaracima.

Rezultati ispitivanja uzorka trimazolin hidrohlo-
rida fizickim metodama (temperatura topljenja, pH
vrednost, relativna gustina, indeks refrakcije, viskozi-
tet i provodljivost) prikazani su u tabeli 1.

Poredenjem ispitivanog rastvora trimazolin hi-
drohlorida (0,5 mg cm™) sa referentnom suspenzijom
pri difuznoj dnevnoj svetlosti, duZ vertikalne ose pre-
ma crnoj pozadini [5], uoceno je da je ispitivana te-
¢nost bistra, jer je njena bistrina ista kao i bistrina
vode. Poredenjem istog rastvora sa vodom, pri difu-
7noj dnevnoj svetlosti, horizontalno prema beloj po-
dlozi, pokazalo se da je rastvor bezbojan.

Kalibracija spektroskopskih uredaja

Za potrebe identifikacije trimazolin hidrohlori-
da kao farmaceutsko—aktivne supstance, a u skladu sa
farmakopejskim propisom kontrole kvaliteta lekova,
neophodna je prethodna kalibracija spektroskopskih
uredaja, radi provere i potvrde radne talasne duZine,
provere apsorbancije, odredivanja granice rasejane
svetlosti, kao i rezolucije uredaja [8,9].

a) Potvrda talasne duZine UV-VIS spektrofotometra

Skala talasne duZine potvrdena je koris€enjem
standardnog rastvora holmijum(III)—perhlorata (40 g
dm™ holmijum(IIT)-oksida u rastvoru 141 g dm"
perhlorne kiseline). Apsorpcioni maksimum ovog
rastvora je tacno definisan za karakteristicnu talasnu
duzinu odgovarajuce linije vodoni¢ne lampe (tabela
2). Dozvoljena je tolerancija talasne duZine od + 1
nm za UV, odnosno + 3 nm za VIS oblast.

Tabela 2. PoloZaji apsorpcionih maksimuma u UV spektru
standardnog rastvora holmijum(Ill)—perhlorata za odgovara-
Juée linije vodoniéne lampe

Tuble 2. Absorption peak positions in UV spectrum of holmi-
um(Ill)-perchlorate standard solution for corresponding
hydrogen lamp lines

Talasna duZina, A (nm)

Parametar

UV oblast VIS oblast
Standardne 241,15 287,15 361,50 536,30
vrednosti
Eksperimentalne 4y 46 g5 75 36081 53740
vrednosti
Odstupanje +0,31 -0,57 —0,69 +1,10

b) Provera apsorbancije UV spektra

Apsorbancija je proverena koriS¢enjem standar-
dnog rastvora kalijum(I)—dihromata (60 mg u 1 dm’
0,005 mol dm™ sumporne kiseline), na odgovaraju-
¢im talasnim duZinama (tabela 3). Tolerancija apsor-
bancije je £ 0,01. Na osnovu dobijenih eksperimen-
talnih vrednosti specifi¢ne apsorbancije, koje su u op-
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Tabela 3. Specificna apsorbancija, A%, rastvora kali-
Jum(I)—dihromata

Tuble 3. Specific absorption, A% of potassium (I)—dichro-
mate solution

Talasna Eksperi- Maksimalno
" Standardna .

duZina AL% mentalna dozvoljena

) (nm) Tem A% tolerancija [5]
235 124,5 124,9 122,9 - 126,2
257 144,0 143,2 142,4 —145,7
313 48,6 49,5 47,0 -50,3
350 106,6 107.8 104,9 - 108,2

segu maksimalno dozvoljenih tolerancija, moZe se za-
kljuciti da su merne vrednosti apsorbancije validne.

Odstupanje apsorbancije se moZe javiti iz viSe
razloga: velika brzina snimanja ili prevelika vremen-
ska konstanta, prevelika izabrana Sirina spektralnog
snopa u poredenju sa stvarnom Sirinom spektralnog
opsega ispitivanog uzorka, preveliko rasejanje sve-
tlosti. Ako je izabrana §irina spektralnog snopa pre-
velika, dolazi do smanjenja visine pika i do promene
apsorpcionog maksimuma. Efekat §irine razreza na
izgled spektra prikazan je na slici 2.

06 F
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0.1

480 520 560 600

Slika 2. Efekat Sirine razreza na izgled spektra, za razlicite
odnose razreza i Sirine trake: a) 1:20 (1 nm); b) 1:4 (5 nm); c)
1:2 (10 nm); d) 1:1 (20 nm)

Figure 2. A width slit effect on the spectrum appearance for di-
fferent slit and band width ratios

Imajuéi u vidu navedene efekte, za dalja ispiti-
vanja definisani su slededi radni uslovi aparata: Sirina
razreza 5 nm koja ne dovodi do promena u ocitava-
nju apsorbancije, brzina snimanja 200 nm min .

¢) Granica rasejanja UV zraka

Rasejani zrak se moZe detektovati na talasnoj
duzini koriS¢enjem odgovarajuéih filtra ili rastvora.
Tako apsorbancija standardnog rastvora KCl (12 g

dm‘3) u kiveti od 1 cm, na A 200 nm, treba da bude
veca od 2 u odnosu na vodu kao rastvor za kompen-
zaciju. Eksperimentalna merenja na UV-VIS spek-
trofotometru su pokazala vrednos apsorbancije od
2,7 za standardni rastvor KCl na & = 200 nm. Ovakav
rezultat ukazuje na Cinjenicu da je rasejanje zraka u
dozvoljenim granicama.

d) Provera performansi rezolucije FTIR spektroskopa

Snimljen je spektar standardnog polistirenskog
filma debljine 0,05 mm. Razlika x (slika 3) izmedu
procenta transmisije apsorpcionog minimuma A na
2870 cm™ (3,48 um) i procenta transmisije apsorpci-
onog maksimuma B na 2851 ecm™ (3,51 um) iznosi
23,8. Razlika y izmedu procenta transmisije apsorpci-
onog minimuma C na 1589 cm™ (6,29 pm) i procenta
transmisije apsorpcionog maksimuma D na 1583 cm™
(6,32 um) iznosi 19,2%. Imajuéi u vidu da je dobijena
vrednost x veca od propisane 18%, a vrednost y veca
od propisane 12% [5], moZe se zakljuciti da je rezolu-
cija FTIR spektroskopa zadovoljavajuca.
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Slika 3. Tipican IR spektar polistirena za verifikaciju perfor-
mansi rezolucije FTIR spektroskopa

Figure 3. Typical polystyren IR spectrum for verifying FTIR
spectroscopy resolution performances

e) Potvrdivanje skale talasnih brojeva IR spektra

Skala talasnih brojeva je verifikovana kori§ée-
njem polistirenskog filma, koji ima maksimume na
talasnim brojevima (cm™) datim u tabeli 4. Ispitivana
supstanca je pripremljena prema uputstvu datom za
referentni spektar [9]. Pri istim radnim uslovima, ko-
risS¢enim za potvrdivanje karakteristika rezolucije,
snimljen je spektar ispitivane supstance. Dobijeni
spektar je preklopljen sa spektrom standardnog po-
listirena i uporedivane su apsorpcione trake (tabela
4). Koristeéi polozaje maksimuma polistirena kao re-
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Tabela 4. Poredenje apsorpcionih IR maksimuma polistiren-
skog filma i ispitivane supstance

Tuble 4. The absorption IR maxima comparison of the
polystyren film and the substance investigated

Referentne Eksperi- Referentne Eksperi-
. mentalne . mentalne
vrednosti . vrednosti .
. vrednosti vrednosti
filma filma
supstance supstance
Talasni broj (cm_l)
3027,1 (£0,3) 3026,4 1583,1 (£0.,3) 1581,6
2924,0 (£2.,0) 2926,2 1181,4 (£0,3) 1180,2
2850,7 (£0,3) 2851,1 11543 (£0.,3) 1156,8
1944,0 (£ 1,0) 1946,5 1069,1 (£0,3) 1069,4
1871,0 (£ 0,3) 1871,1 1028,0 (£0,3) 1029,5
1801,6 (£ 0,3) 1801,9 906,7 (£0,3) 905,1
1601,4 (£ 0,3) 1600,4 698.9 (£0.5) 695,3

ferentne vrednosti, poloZaji karakteristicnih maksi-
muma spektra ispitivane supstance, i referentnog
spektra treba da odgovaraju u granicama * 0,5% ska-
le talasnih brojeva. Karakteristicni maksimumi spek-
tara (tabela 4) i relativni inteziteti odgovarajucih
karakteristicnih maksimuma za oba IR spektra su u
saglasnosti.

Identifikacija aktivne supstance

Uzorci standardnog i sintetizovanog trimazolin
hidrohlorida, pripremljeni su KBr tehnikom za sni-

manje na FTIR spektroskopu. Odgovarajuéi spektri
su prikazani na slika 4.

Identifikacija trimazolin hidrohlorida i potvrda
strukture vrSena je asignacijom karakteristicnih IR
traka sa spektra (slika 4) pomocu literaturnih tabli-
¢nih podataka [10]. U spektru postoje karakteristi¢ne
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Slika 4. FTIR spektri sintetizovanog (A) i standardnog (B) trimazolin hidrohlorida
Figure 4. FTIR spectra of synthesized (A) and standard (B) trimazolin hydrochloride
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Slika 5. FTIR spektar nazalnog preparata Adrianol
Figure 5. FTIR spectrum of Adrianol nasal preparation

trake na: 3200 i 3160 cm™ v(N-H) imidazolnog
prstena, 3030 cm™ v(=C-H) aromatiénog prstena,
2960 i 2885 cm™ v(C-H) alifati¢nih CH; grupa, 2920
i2775 cm™ v(C-H) alifati¢nih CH, grupa, intenzivna
traka na oko 1600 cm™ v(C=N) od imidazolnog
prstena preklopljena je sa trakom v(C=C) aromati-
¢nog prstena. Ostale trake u deformacionoj oblasti su
partneri navedenih i asigniranih vibracija. Asignirane
trake u IR spektru odgovaraju strukturi trimazolin hi-
drohlorida (slika 1). Radi provere cistoCe aktivne
supstance, vrSena je korelacija spektra ispitivanog tri-
mazolin hidrohlorida (slika 4) sa spektrom standar-
dne supstance. Poredenjem IR spektara standardnog
i sintetizovanog trimazolin hidrohlorida moZe se
vociti da su spektri skoro identi¢ni, Sto ukazuje na vi-
soku Cistocu ispitivane aktivne supstance.

Za snimanje te¢nog preparata Adrianol, koji sa-
dr7i trimazolin hidrohlorid, komercijalno dostupnog
u dozirnom obliku kapi, kori§¢ena je IR tehnika te-
¢nih uzorka. FTIR spektar nazalnog preparata Adri-
anola prikazan je na slici 5.

Imajuéi u vidu da se radi o vodenim rastvorima,
nije bilo moguce jasno identifikovati prisustvo trima-
zolin hidrohlorida u preparatu, kao ni ostalih kompo-
nenti, s obzirom na to da sama voda asorbuje u celoj
IR oblasti (3600-3000, 2500-2300, 1700-1500 i 700~
400 cm™), zbog Sega su ostale trake preklopljene. Poje-
dini maksimumi (na oko 2950, 1600, 1400, 1080, 900,
532 cm™) samo nagovestavaju prisustvo aktivnih sup-
stanci i pomo¢nih materija. Zbog toga je bilo kakva
analiza u ovom pravcu bila nemoguca bez prethodnog
izolovanja trimazolin hidrohlorida iz preparata.

Radi potpunije identifikacije, ispitivani uzorci
trimazolin hidrohlorid i preparat Adrianol podvrgnu-

2000 1000

ti sui UV spektrofotometrijskim ispitivanjima. Odgo-
varajuéi UV spektri su prikazani na slici 6.

Vodeni rastvor trimazolin hidrohlorida pokazu-
je jednu Siroku, sloZzenu apsorpcionu traku sa maksi-
mumom na 265 nm i pregibom na nesto vecoj
talasnoj duZini, verovatno od n—n* prelaza karakte-
risti¢nih hromofora, tj. konjugovanih C=C veza aro-
mati¢nog jezgra i C=N veze imidazolovog prstena.
Sli¢na traka je registrovana i kod preparata Adriano-
la sa malim batohromnim pomeranjem (272 nm),
imajuéi u vidu da je u ispitivanom sistemu prisutan i
fenilefrin sa hemijski sli¢cnom strukturom.

'"H_NMR spektar standardnog trimazolin hi-
drohlorida prikazan je na slici 7. Asignacijom 'H-

2 4
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Slika 6. UV spektri ispitivanog trimazolin hidrohlorida (A) i
preparata Adrianol (B)

Figure 6. UV spectra of the investigated trimazolin hydrochlo-
ride (A) and Adrianol preparation (B)
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Slika 7. 1IH-NMR spektar trimazolin hidrohlorida
Figure 7. 1H-NMR spectrum of trimazolin hydrochloride

NMR spektra ispitivanog trimazolin hidrohlorida
(slika 7) identifikovano je prisustvo 5 grupe protona.
Singlet na 2,2 ppm odgovara protonima CH3 grupe
supstituisanog benzenovog jezgra, singlet na 3,6 ppm
odgovara protonima CH, grupe imidazolovog prste-
na, singlet na 3,9 ppm odgovara alifaticnoj CH; gru-
pi, singlet na 4,8 odgovara protonu NH grupe, a
singlet na 6,9 ppm odgovara protonima CH grupe
benzenovog jezgra. Rezultati NMR spektroskopije u
saglasnosti su sa rezultatima IR ispitivanja, Sto po-
tvrduje datu strukturu (slika 1) ispitivanog sintetizo-
vanog uzorka trimazolin hidrohlorida.

Imajuéi u vidu da cilj identifikacije nije bio sa-
mo potvrda hemijske strukture ispitivane supstance,
vec i provera da li ispitivani uzorak odgovara deklari-
sanom opisu proizvodaca, uzorci su podvrgnuti anali-
zi metodom te¢ne hromatografije na HPLC sistemu.
Pre hromatografske analize ispitivanih uzoraka vrse-
no je verifikovanje RP-HPLC sistema, Sto podrazu-
meva kondicioniranje XDB-C18 kolone, izbor
analiticke talasne duZine, ponovljivost odgovora de-
tektora i definisanje mobilne faze. Zadati hromato-
grafski uslovi navedeni su u eksperimentalnom delu.
RP-HPLC sistem obrnutih faza ispiran je mobilnom
fazom (smesSa acetomtrﬂ/voda 30:70 V/V) pri konstan-
tnom protoku (1 cm® min™), sve dok nije bila uspos-
tavljena ravna bazna linija. Potom su u RP-HPLC
sistem injektirani standardni rastvor koncentracqe ¢
= 0,5 mg cm™ trimazolin hidrohlorida 1 preparat
Adrianol-T, koncentracije ¢ = 0,5 mg cm™. Odgova-
rajuéi hromatogrami prikazani su na slici 8.

Sa dobijenog hromatograma (slika 8A) odrede-
ni su retencioni parametri i efikasnost kolone. Na
osnovu dobijene vrednosti visine ekvivalentne teorij-
skom podu (HETP = 0,61), moZe se zakljuciti da je
efikasnost kolone zadovoljavajuca i da je karakteriSe
veli broj teorijskih podova (N = 41). Vrednost asi-
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metrije pika od 0,2 ukazuje da pik nije idealno sime-
trian, tj. nije Gausov pik. Imajuéi u vidu da je
Wan<Whae, to znaci da postoji izvesna interakcija
izmedu stacionarne faze i ispitivane komponente.
Retenciono vreme karakteristicnog pika, koje odgo-
vara trimazolin hidrohloridu je 1,924 min. Ovaj pik
omogucuje identifikaciju trimazolin hidrohlorida u
preparatu. Na hromatogramu Adrianola-T (slika 8B)
moZe se uociti pik na 2,028 min, koji ukazuje na pri-
sustvo trimazolin hidrohlorida. Pik je Siri i preklapa
se pri duZem retencionom vremenu sa pikom fenile-
frina, prisutnim u ispitivanom preparatu. PribliZan in-
tenzitet opisanih pikova ukazuje na mogucnost istog
sadrzaja trimazolin hidrohlorida u ispitivanom ras-
tvoru Ciste supstance i preparatu. Da bi se potvrdila

2.028
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4433 B
J ‘—-.I/"-\-\__
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Slika 8. HPL.C hromatograml rastvora ispitivanog trimazolin
hidrohlorida (¢ = 0,5 mg cm™ ) (A) i preparata Adrianol-T
(c=05mgem ) (B)

Figure 8. HPLC chromatograms of the mvestlgated trimazolin
hydrochloride solution (¢ = 0. 5 mg cm” ) (A) and Adrianol-
T preparation (c = 0.5 mgcm ) (B)
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ova Cinjenicu i ustanovio sadrZaj trimazolin hidrohlo-
rida u preparatu, saglasno deklarisanoj vrednosti, u da-
ljem radu je razvijana metoda titrimetrijske analize.

Kvantitativna analiza trimazolin hidrohlorida

Imajuéi u vidu opisane Cinjenice u teorijskom
delu rada, jednacine (1)-(4), razvijana je volumetrij-
ska metoda za odredivanje sadrZaja trimazolin hidro-
hlorida u ispitivanim rastvorima standarda. Za
odredivanje sadrZaja trimazolin hidrohlorida u ispiti-
vanim preparatima neophodno je izvrsiti ekstrakciju
trimazolin hidrohlorida, radi odvajanja trimazolina
od fenilefrina.

Primenom razvijenog postupka odreden je sa-
drZaj trimazolin hidrohlorida u preparatima Adriano-
Iu-T od 99,68% i Adrianolu od 100,66%. Nadene
vrednosti od 0,49 i 1,51 mg cm™, respektivno, su u
skladu sa deklaracijom proizvodaca i potvrduje rezul-
tate dobijene HPL.C hromatografijom.

ZAKLJUCAK

U toku rada uspe$no su sprovedene obe faze
sistemske analize trimazolin hidrohlorida. Pretho-
dnim ispitivanjem izvrSena je fizicko-hemijska karak-
terizacija trimazolin hidrohlorida. U drugoj fazi
sistemske analize, upotrebom apsorpcionih spektros-
kopskih metoda (FTIR, UV-VIS, 'H-NMR) po-
tvrdena je, sa odredenim stepenom sigurnosti,
hemijska struktura ispitivane farmakoloski aktivne

SUMMARY

supstance. Koris¢ene spektroskopske metode poka-
zale su se uspesSne u identifikaciji i ispitivanju cistoce
trimazolin hidrohlorida. Metodom te¢ne hromato-
grafije na RP-HPLC sistemu, kao i volumetrijskim
odredivanjem sadrZaja trimazolin hidrohlorida u pre-
paratu, potvrdeno je da sastav preparata (Adrianol i
Adrianol-T) odgovara deklarisanom opisu proizvodaca.
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SYSTEMATIC ANALYSIS OF TRIMAZOLIN HYDROCHLORIDE

AS ADRENERGIC VASOCONSTRICTOR
(Professional paper)

Goran Nikoli¢!, Ivana Savi¢', Vladimir Bankovi¢?

Faculty of Technology, Bulevar oslobodjenja 124, 16000 Leskovac, Serbia

*Pharmaceutical Industry Zdravlje—Actavis, Vlajkova 199, Leskovac 16000, Serbia

Trimazolin-hydrochloride, which is used as a pharmaceutically active
component (adrenergic vasoconstrictor) for the production of decongesti-
ve preparations, was investigated in this paper by performing systematic
analysis. In domestic and foreign pharmacopoeias, as well as in scientific
and patent literature, there are no data on trimazolin and the methods of
its investigation. Systematic analysis involves two investigation phases. A
complete physicochemical characterization of the synthesized substance
was done by previous investigation. In the second phase, a chemical stru-
cture of the synthesized pharmacologically active substance was confir-
med to a certain degree of certainty by using the absorption spectroscopic
methods (FTIR, UV-VIS, 'H-NMR). The spectroscopic methods used
proved to be successful at identifying and investigating the purity of tri-
mazolin hydrochloride. Liquid (RP-HPLC) chromatography was used for
the analysis of trimazolin hydrochloride in the nasal preparation (Adri-
anol). The method of titrimetric analysis was developed with the aim of
quantitative determination of trimazolin hydrochloride in decongestive
preparations.
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