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(57) Rezumat:

Inventia se refera la 0 metoda de detectie a sarii de
calciu a atorvastatinei (ATC) n absenta si in prezenta
excipientilor. Metoda conform inventiei implica Tnregis-
trarea spectrelor de fotoluminiscenta ale solutiilor de
ATC 1n prezenta tamponului fosfat cu pH egal cu 7, in
baza carora este reprezentata o curba de calibrare care
corespunde dependentei liniare a intensitatii spectrelor
de fotoluminiscentd cu concentratia solutiilor de ATC
care permite calcularea limitei de detectie determinata
a fi egala cu 0.75 x 10°M, iar domeniul concentratiilor
solutiilor de ATC in care intensitatea spectrelor de foto-
luminiscenta prezinta o dependenta liniara este cuprins
intre 2x10°M si 1.56x10°M.
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METODA OPTICA DE DETECTIE A SARII DE CALCIU A ATORVASTATINEI

Inventia se referd la metoda de detectie a sirii de calciu a atorvastatinei (ATC) prin
fotoluminescentd atit in absenta cét si in prezenta excipientilor existenti in medicamentul Sortis
(SOR).

Principalele metode de detectie ale ATC raportate pana in prezent sunt: a) cromatografie de lichide
de 1nalta performanti (HPLC) [T.G. Altuntas, N. Erk, Liquid Chromatographic Determination of
Atorvastatin in Bulk Drug, Tablets, and Human Plasma, J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol. 27
(2004) 83], b) spectroscopia de absorbfie UV-VIS [M. Hasan, Z. Ahmed, Md R. Amin, N.S.
Sherin, Development and validation of a spectrophotometric method for determination of
atrovastatin calcium in bulk drug and pharmaceutical formulation, Int. J. Pharm. Res. Dev. 2
(2011) 116], c¢) spectroscopia Raman [D. Skorda, C.G. Kontoyannis, Identification and
quantitative determination of atorvastatin calcium polymorph in tablets using FT-Raman
spectroscopy, Talanta 74 (2008) 1066] si d) metodele electrochimice precum polarografia pulsatd
diferentiat [A.A. Ramadan, H. Mandil, B. Hafez, Differential pulse polarographic determination
of atorvastatin in pharmaceutical dosage forms using dropping mercury electrode, Asian J. Chem.
25 (2013) 3467], voltametria ciclicd [J.C. Abbar, S.T. Nandibewoor, Voltammetric oxidation and
determination of atorvastatin based on the enhancement effect of cetyltrimethyl ammonium
bromide at a carbon paste electrode, Colloids Surf. B. Biointerf 106 (2013) 158] si analizele
potentiometrice [F. Jalali, M. Ardeshiri, application of carbon nanotubes-ionic liquid hybrid in a
sensitive atorvastatin ion-selective electrode, Mater. Sci. Eng. C 69 (2016) 276]. in cazul
metodelor electrochimice au fost utilizati diferiti electrozi de tipul: a) electrodului pasti de grafit
modificatd cu nanotuburile de carbon cu mai multi pereti [A. Mohammadi, A.B. Moghaddam, K.
Elikhanizadeh, E. Alikhani, S. Mozaffari, T. Yavari, Electro-oxidation and simultaneous
determination of amlodipine and atorvastatin in commercial tablets using carbon nanotube
modified electrode, Micro Nano Lett. 8 (2013) 412], b) electrozi de oxid de grafeni si nanotuburi
de carbon aliniate vertical [T.A. Silva, H. Zanin, F.C. Vicentini, E.J. Corat, O. Fatibello-Filho,
Differential pulse adsorptive stripping voltammetric determination of nanomolar levels of
atorvastatin calcium in pharmaceutical and biological samples using a vertically aligned carbon
nanotube/graphene oxide electrode, Analyst 139 (2014) 2832], c) electrod de carbon
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sticlos/nanotuburi de carbon/polipirol [Z. Kamalzadeh, S. Shahrokhian, Electrochemical
determination of atorvastatin on nanoscaled polypyrrole film, bioelectrochem 98 (2014) 1], d)
electrod pasta de carbon/ nanoparticule de ZnO/nanoparticule de SiOz [S.D. Bukkitgar, N.P. Shetti,
R.M. Kulkami, Construction of nanoparticles composite sensor for atorvastatin and its
determination in pharmaceutical and urine samples, Sens. Actuators B: Chem. 255 (2018) 1462],
e) electrod serigrafiat modificat cu nanoparticule de PbTe [E. Pourtaheri, M.A. Taher, G.A. Ali,
S. Agarwal, V.K. Gupta, Low-cost and highly sensitive sensor for determining atorvastatin using
PbTe nanoparticles-modified graphite screen-printed electrode, Int. J. Electrochem. Sci. 14 (2019)
9622] si f) electrod de carbon sticlos/particule de Au/nanofire de Ag [A. Naseri, M.R. Hormozi-
Nezhad, S. Shahrokhian, E. Asadian, Silver nanowires immobilized on gold-modified glassy
carbon electrode for electrochemical quantification of atorvastatin, J. Electroanal. Chem. 876
(2020) 114540].

In ceea ce priveste limita de detectie (LOD), functie de metoda electrochimica si tipul de electrod
folosit in detectia electrochimica sunt raportate valori in domeniul de concentratii 1.2 uM [Wei,
L. Electrochemical Sensor for Ultrasensitive Determination of Atorvastatin Based on Polypyrrole
Functionalized Graphene Sheets, Int. J. Electrochem. Sci. (2018) 10173] — 1.2 x10* uM
[Bukkitgar, S.D.; Shetti, N.P.; Kulkarni, R.M. Construction of Nanoparticles Composite Sensor
for Atorvastatin and Its Determination in Pharmaceutical and Urine Samples. Sens. Actuators B
Chem. 255, (2018) 1462]. Valorile LOD ale ATC in cazul utilizirii ca metoda de detectie: a) HPLC
este 1.5 x 108 M (0.0084 pug/ml) [T.G. Altuntas, N. Erk, Liquid Chromatographic Determination
of Atorvastatin in Bulk Drug, Tablets, and Human Plasma, J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol. 27
(2004) 83] si b) spectroscopia UV-VIS este 1.9 x 10 M (1.07 pg/ml) [M. Hasan, Z. Ahmed, Md
R. Amin, N.S. Sherin, Development and validation of a spectrophotometric method for

determination of atrovastatin calcium in bulk drug and pharmaceutical formulation, Int. J. Pharm.
Res. Dev. 2 (2011) 116].

Principalele dezavantaje ale metodelor de detectie ale ATC de mai sus sunt numarul mare de
reactanti suplimentari, timpul mare de preparare al electrozilor necesari pentru detectia prin
metode electrochimice, personalul nalt specializat si echipamente scumpe cum este cazul

cromatografului de lichide de inalta performant3 sau al spectrofotometrelor Raman.
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Inlaturarea acestor dezavantaje este realizatd in prezenta inventie utilizand fotoluminescenta ca
metodi optici de detectie. Conform inventiei, fotoluminescenta va fi utilizatd ca metoda optica de
detectie a ATC si a SOR. Proprietitile fotoluminescente ale ATC si SOR au fost raportate recent
in 2021 [M. Oprica, M. Iota, M. Daescu, S.N. Fejer, C. Negrila, M. Baibarac, Spectroscopic studies
on photodegradation of atorvastatin calcium, Sci. Rep. 11 (2021) 15338].

In continuare se prezinta un exemplu de realizare a inventiei. In vederea detectiei ATC si a SOR,
spectrele de fotoluminescentd (PL) au fost efectuate folosind un spectrofotometru Fluorolog,
model 3.2.2.1, de la Horiba Jobin Yvon, in configuratia ,,right angle”. ATC a fost achizitionat de
la compania Sigma-Aldrich si SOR de la o farmacie locald. Compozitia medicamentului SOR este
10 sau 20 mg ATC, microcristale de celulozi, carbonat de calciu, lactozi monohidrati, poli sorbat
80, magneziu stearat, hidroxi propil celulozi si croscarmelozi de sodiu. in vederea detectiei ATC
si SOR, au fost preparate in fiecare caz cate opt solutii in prezenfa tampon fosfatului cu pH=7
avand concentratiile egale cu: 2x 10° M, 1 x 103 M, 5x 10* M, 25x 10* M, 1.25x 10* M,
6.25x10°M, 3.12x 105 M i 1.56 x 105 M. Cele opt solutii de ATC si respectiv de SOR au fost
stocate la intuneric inainte de inregistrarea spectrelor de PL. Spectrele de PL au fost inregistrate
la lungimea de undd de excitare de 275 nm in domeniul spectral 300 - 530 nm, timpul de
incrementare fiind egal cu 0.5 sec. Conform Figurii 1, care prezintd spectrele de PL ale solutiilor
de ATC (Figura 1a) si ale SOR (Figura 1b) la cele 8 concentratii mentionate mai sus se observa ca
in toate cazurile spectrele de PL sunt caracterizate printr-o bandd de emisie avand maximul la 370
nm in cazul ATC si la 388 nm in cazul SOR. O scédere a intensitétii spectrelor de PL ale ATC si
SOR se observa a avea loc In mod gradual cand concentratia solutiilor celor doud probe scade.
Figura 2 prezintd dependenta intensitatii spectrelor de PL cu concentratia solutiilor de ATC si
SOR. Aceastd dependentd este de tip liniard. Acest fapt permite a conclude ca domeniul de
liniaritate al intensitatilor spectrelor de PL corespunde domeniului de concentratii al ATC si SOR
cuprins intre 2 x 103 si 1.56 x 105 M.

Curba de calibrare in cele doud cazuri poate fi descrisd de urmatoarele ecuatii in cazul:
a) ATC, IpL = -3.44 x 10* + 8.46 x 10% x Catc, unde Catc = concentratia molaria ATC,

b) SOR, IpL=1.44x10°+9.16 x 10® x Csor, unde Csor = concentratia molari a SOR.
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In scopul detectiei ATC si SOR prin fotoluminescent, in cele ce urmeazi va fi calculati limita de
detectie (LOD) si limita cantitativd (LOQ). LOD poate fi determinat printr-o abordare statistica
bazati pe misurarea probelor martor sau printr-o abordare empiricd, constdnd in méasurarea
concentratiilor din ce in ce mai diluate de analit. In cazul nostru s-a utilizat abordarea empirica.
LOQ corespunde concentratiei la care rezultatele cantitative pot fi raportate cu un grad ridicat de

incredere. LOD si LQD pot fi calculate cu urmétoarele ecuatii:

LOD=3.3*0o/S si LQD =10 * 6/S, unde o este deviatia standard reziduala a unei regresii liniare

si S este panta curbei de calibrare.

Valorile LOD si LQD in cazul: a) ATC sunt egale cu 0.75 x 10°°M si 0.23 x 10 M si b) SOR sunt
egale cu0.58 x 106 M 5i 0.18 x 10 M.

Acuratetea metodei propuse a fost evaluati folosind trei concentratii diferite ale probei ATC care
acopera intervalul de liniaritate prezentat in Figura 1a, §i anume 7.5 x 10*M, 1 x 10*M i 5 x 10
SM , fiecare in trei exemplare, precizia de determinare a ATC fiind fost calculati ca procent de

recuperare (%R), acesta fiind egal cu 99.75%.

In vederea evaluirii preciziei metodei, spectrele de PL ale trei solutii de ATC avand concentratia
de 10 M au fost inregistrate dupa stocarea solutiilor la Intuneric timp de o zi in vedere ilustririi
repetabilitatii §i respectiv dupd stocarea solutiilor 4 zile succesive pentru ilustrarea preciziei
intermediare. Precizia metodei a fost calculata pe baza intensitafii spectrelor de PL, deviafia
standard relativa in procente (%RSD) in cazul repetabilititii fiind egald cu 1.13%, in timp ce in

cazul preciziei intermediare aceasta este de 1.83%.

Metoda de detectie a ATC si SOR prin fotoluminescen{3, conform inventiei prezinti urméitoarele
avantaje: i) metoda implica dizolvarea ATC si SOR in solutii tampon fosfat cu pH egal cu 7,
numdrul de reactivi fiind mai mic decat 1n cazul altor tehnici cum ar fi metodele electrochimice,
spectroscopia Raman si cromatografia de lichide de inaltd performanta; ii) valoarea limitei optime
de detectie (LOD) este de 0.75 x 10 M, valoare care este mai mica in comparatie cu alte metode
de detectie opticid cum ar fi spectroscopia de absorbie UV-VIS; iii) liniaritatea intensitatii
spectrelor de PL este in domeniul de concentratii al ATC cuprins intre 2 x 102 §i 1.56 x 105 M;

iv) metoda este rapida si preciss, avand posibilitatea de a fi folosita si in cazul altor medicamente.

Director General INCDFM: Dr. I. Enculescu
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METODA OPTICA DE DETECTIE A SARII DE CALCIU A ATORVASTATINEI

REVENDICARE

1. Inventia se referd la metoda de detectie a sdrii de calciu a atorvastatinei care este realizati

utilizand fotoluminescenta, aceasta fiind caracterizatd prin aceea ci permite evidentierea

dependentei intensitatilor spectrelor de fotoluminescenta ale atorvastatinei, inregistrate in
domeniul spectral 300-530 nmm, cind lungimea de undi de excitare este de 275 nm, cu
concentratia solutiilor de atorvastatin calciu preparate In prezenta tamponului fosfat cu pH
egal cu 7, cand domeniul de liniaritate al intensitatilor spectrelor de fotoluminescenta este

cuprins intre 2 x 10~ i 1.56 x 10~ M si limita de detectie este de 0.75 pM.

Director General INCDFM: Dr. I. Enculescu
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Figura 1. Spectrele de fotoluminescentd ale solutiilor de ATC (a) si de SOR (b) la diferite

concentratii molare mentionate in inserturile figurilor (a) si (b), cand lungimea de unda de excitare

este de 275 nm.
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Figura 2. Dependenta intensitatii spectrelor de fotoluminescent ale

solutiilor de ATC (a) si SOR (b).
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