MD 1972 F1 2002.07.31

OO RO OO
MD 1972 F1 2002.07.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat

pentru Protectia Proprietatii Industriale

(12)

an 1972 a3 F1
¢ Int. CL7: G 0173/12;
C 071 71/00

BREVET DE INVENTIE

Hotérérea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocati in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: a 2001 0255
(22) Data depozit: 2001.08.06

(45) Data publicirii hotirarii de

acordare a brevetului:
2002.07.31, BOPI nr. 7/2002

(71) Solicitant: INSTITUTUL NATIONAL DE FARMACIE, MD
(72) Inventatori: VALICA Vladimir, MD; [IURASOVA Valentina, MD; FILIPPOV Mihail, MD; CHINTEA

Pavel, MD; SPANU Constantin, MD

(73) Titular: INSTITUTUL NATIONAL DE FARMACIE, MD

(54) Procedeu de determinare a concentratiei de tomatozida in extractul uscat

din seminte de tomate

(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la un procedeu de determinare a
concentratiei de tomatozidd in extractul uscat din
seminte de tomate si poate fi utilizat in chimie si
medicina.

Procedeul solicitat prevede dizolvarea extractului
uscat din seminte de tomate, evaporarea solutiei si
uscarea reziduului, adaugarea reactivului Ehrlich,
termostatarea amestecului, addugarea metanolului,
masurarea densititii optice a solutiei obtinute si
calcularea concentratiei de tomatozida.

Noutatea inventiei constd in aceea cd solventul se
separd prin evaporarea solutiei si uscarea reziduului

10

15

2

la temperatura de 105°C, se utilizeaza reactivul
Ehrlich care reprezintd solutia de 2% de p-
dimetilaminobenzaldehidd in amestecul CH;OH :
HCl in proportie de 60:40 corespunzitor, iar
termostatarea amestecului se efectueazi la tempera-
tura de 40°C in decurs de 40 min.

Rezultatul inventiei constd in marirea exactitatii
si sensibilitatii procedeului.

Revendicdri: 1
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Descriere:

Inventia se referd la un procedeu de determinare a concentratiei de tomatozidd in extractul uscat din
seminte de tomate si poate fi utilizatd in chimie $i medicind.

Este cunoscut un procedeu de determinare a glicozidelor furostanolice, de exemplu, din extractul
frunzelor dioscoreii, folosind p-aminobenzaldehida (PABA) in mediu acid (reactiv Ehrlich) ce presupune
pregitirea in calitate de standard a solutiei deltazide in 70% etanol si a extractelor apoase din materie
vegetald, 1 ml solutie cercetatd se volatilizeazd “‘pand la capit”, addugind la reziduu 0,2 ml reactiv Ehrlich
(RE), prezentat 1in calitate de solutie de 1% p-dimetilaminobenzaldehidda in amestec
CH30H:HCleon=66:34% vol., termostatarea amestecului reactant la t=65°C in decurs de 3...5 min,
addugind 3,8 ml metanol si masurand densitatea opticd (Dyx) a solutiei complexului colorat, dupa care se
calculeaza concentratia oligofurostanozidelor [1].

Dezavantajul procedeului este exactitatea joasa a determindrii, explicatd prin faptul cd la temperatura
termostatarii egald cu 65°C, paralel cu formarea complexului color decurge procesul hidrolizei acide a
glicozidei furostanolice si de asemenea distructia partiald a complexului format. Totodatd intensitatea
coloratiei solutiei complexului la inceput creste, apoi scade in timp, adicd este instabild. Ca rezultat se
obtine reproducerea joasd a datelor ce influenteazd exactitatea rezultatelor finale. Mai mult ca atat,
componenta cunoscutd a reactivului Ehrlich nu permite obtinerea sensibilititii destul de inalte a reactiei de
formare a complexului tomatozidei cu p-dimetilaminobenzaldehidad, ceea ce de asemenea se rasfrange
asupra exactitatii rezultatelor.

Problema pe care o rezolva inventia datd constd in cresterea exactititii de determinare a concentratiei
tomatozidei (TMZ) in extractul uscat din seminte de tomate, care a fost numit pacovirind (PCV).

Problema se solutioneazd prin aceea c¢d procedeul de determinare a concentratiei de tomatozidd in
preparatul pacovirind presupune pregatirea solutiilor lor alcoolice sau apoase, evaporarea solutiilor utilizate
si uscarea reziduului la 105°C ceea ce aduce la madrirea exactititii de determinare a concentratiei de
tomatozida.

Conditiile termostatdrii amestecului reactant cu reactivul Ehrlich la t=40°C timp de 40 min asigura
stabilitatea colordrii solutiei fotometrate a complexului format pe o perioadd indelungatd, ce duce la
cresterea exactitdtii si sigurantei procedeului. Sensibilitatea reactiei creste cu 55%.

in afard de aceasta, sensibilitatea reactiei de formare a complexului tomatozidd cu reactivul Ehrlich
conduce la cresterea in el a concentratiei HCL. Totodatd stabilitatea coloratiei solutiei complexului
fotometrat se mentine timp indelungat doar prin mdrirea in RE pand la 40% vol. HCleone $i micsorarea
concentratiei metanolului pana la 60% vol. Aproape de limitd se prezintd si cresterea pand la 2% a
procedeului (fig. 2). Cresterea in continuare a concentratici PABA este limitatd de solubilitatea lui. Astfel,
pentru o sensibilitate satisfacatoare a reactiei date, continutul optim al reactivului Ehrlich este solutia de
2% PABA in amestec CH;OH:HCleonc=60:40% vol.

Asadar, rezultatul inventiei constd in mdrirea exactitatii i sensibilitatii procedeului.

Exemplu de realizare a inventiei

Se pregiteste solutia alcoolicd sau apoasd de pacovirind cu concentratia de 0,5 mg/ml, iar pentru
construirea graficului de calibrare se pregiteste solutia alcoolicd sau apoasd de tomatozidd in limitele
concentratiei 0,1...1,0 mg/ml. Cate 1 ml solutie de TMZ sau PCV se introduce in eprubeta si se evapord in
soba de uscare la t=105°C. Dupa ricirea pana la temperatura camerei la reziduul uscat se adaugd 0,2 ml
reactiv  Ehrlich, care prezintd o solutie de 2% p-dimetilaminobenzaldehidd 1In amestec de
CH30H:HCleonc=60:40% vol. Eprubeta cu amestecul reactant se inchide cu un dop ermetic si se
termostateaza la t=40°C timp de 40 min. Apoi amestecul se raceste, addugand 3,8 ml alcool metilic.

Densitatea opticdi maximd de absorbtie Dx a solutiei complexului colorat se inregistreaza la
spectrometru la A=518+2 nm, grosimea stratului de absorbtie a cuvelor fiind de 0,5 cm. Pentru calcularea
Crmz in preparatul pacovirind conform Dy se determind coeficientul de proportionalitate al TMZ (Krwz) si
dupi el se calculeazd Cmvz. Au fost efectuate cercetdri pentru determinarea parametrilor optimi de evaluare
a procedeului, in particular s-a determinat temperatura optimd pentru obtinerea reziduului uscat,
temperatura §i durata termostatirii, precum si cel mai eficient in raport cantitativ continut al reactivului
Ehrlich.

in calitate de cea mai apropiati solutie a servit procedeul de determinare a glicozidelor furostanolice, in
care reziduul uscat a fost obtinut prin distilarea laborioasé a solutiei, unde reactivul Ehrlich folosit prezinta
solutia de 1% p-dimetilaminobenzaldehidd in amestec CH3OH:HCleone=66:34% vol., termostatarea fiind
efectuata la t=65°C, timp de 3...5 min [1].
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Datele cercetarilor sunt prezentate in tab. 1, 2 si 3.

Analiza fig. 1 si tab. 1 demonstreazi cd conditiile optime de termostatare sunt la t=40°C la o durata de
40 min.

Aceasta asigurd o exactitate mai inaltd a analizei rezultatelor in baza obtinerii stabilitétii coloratiei
solutiei complexului nou-format pe o perioada lungd de timp, care ar fi imposibil de obtinut la folosirea
procedeului standard, deoarece la t=65°C intensitatea coloratiei solutiei scade brusc in timp, iar adaosul
cinetic al densitatii optice Dx trece prin maximum, din cauza accelerdrii simultane a hidrolizei glicozidei
furostanolice §i determindrii partiale a complexului nou-format, ceea ce in final se risfringe asupra
exactitdtii si reproducerii rezultatelor.

Tabelul 1

Dependenta densititii optice (Dx) a solutiei complexului colorat de temperatura si durata
termostatirii lor Copcv=0,5 mg/ml

Timpul (T, min) Dx (1 cm)

65°C 50°C 40°C 30°C
4 0,92 0,95 0,66 0,22
8 1,00 1,13 0,92 0,43
12 0,95 1,19 1,06 0,59
20 0,67 1,27 1,30 0,91
30 - 1,25 1,42 1,18
40 - 1,23 1,43 1,38
60 - - 1,43 1,59

Tabelul 2 demonstreazd dependenta densitatii optice Dk a solutiei alcoolice a complexului colorat de
Crmz liniara.

Coeficientul de proportionalitate se calculeaza conform relatiei:

DTMZ

Chp 1

Crmz - concentratia TMZ (mg/ml),

1 - grosimea stratului de absorbtie (cm),

Dx - densitatea optica a solutiei complexului colorat TMZ.

Valoarea medie: Kmyz=4,46+0,06 rnl~mg'1~cm'1 [3afimens A.H. DiaeMeHTapHEIE OICHKH OIMIHOOK
mMepenni, Jleanarpan, Hayka, 1968].

Ko = , unde

Tabelul 2
Dependenta densititii optice (Dx) de Cruz in solutia studiati
Indici Crvz (mg/ml) Valori medii
0,1000 0,2500 0,5000 0,7500 1,0000 | K, =446
0,2413 0,5924 1,1249 1,6890 2,1928 AKmvz= 0,04
Dx 0,2302 0,5884 1,1085 1,6449 22662 | Su=0,05
(0,5 cm) 0,2423 0,5068 1,1168 1,6975 22038 | g, =002
0,2128 0,5441 1,0925 1,6902 23155 | tpa= 2.8
0,2013 0,5113 1,1019 1,6770 22479 | (p=0,95
n=>5)
Dkmedie 0,2256 0,5486 1,1089 1,6797 2,2452 &= 0,06
Knz 4,5120 4,3888 4,4356 4,4792 4,4904 & =1,3%
AKmvz 0,0508 0,0724 0,026 0,0180 0,0292

Concentratia TMZ in % in preparatul PCV este calculatd dupa formula:
D, -100 D, -100 224.D
Chz = = =
Kng -Gl 4,46-Cl C,l
Dx - densitatea optica in maximumul de absorbtie a solutiei complexului TMZ in preparatul PCV,
Co - concentratia PCV cercetati in solutia de etanol (mg/ml),
1 - grosimea stratului absorbant (cm),
Kz - valoarea medie a coeficientului de proportionalitate = 4,46 ml-mg™-cm™.
Rezultatele determindrii concentratiei de TMZ (Cmvz) in extractul uscat din seminte de tomate

(PCV)

, unde
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5
Tabelul 3
Nr. PCV, mg Corcv, Dx(0,5 cm) Continutul TMZ(X), % | Valori medii
d/o mg/ml
1 12,50 0,50 0,7525 67,42 )7( =67.82
0,7417 66,46 AX =077
2 12,00 0,48 0,7421 69,26 Sp=0,96
0,7327 68,38 E =0.30
3 13,10 0,52 0,8014 68,52 tpa=2,3
0,7824 66,90 (p = 0,95, n=10)
4 14,00 0,56 0,8625 69,00 g=10,70
0,8537 68,30 & = +1,09
5 12,70 0,51 0,7681 67,75
0,7624 67,04

Tabelul 3 demonstreazd cd rezultatele determindrii continutului procentual al tomatozidei in pacovirind
foarte bine se realizeazi. Eroarea relativa a cercetarilor g = 4+1,09%, adica de 2,5 ori mai joasd comparativ
cu procedeul standard [1], unde ea constituie +2,6%.

Continutul TMZ in preparatul PCV - 68,0+0,7%.
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(57) Revendicare:

Procedeu de determinare a concentratiei de tomatozida in extractul uscat din seminte de tomate,
care include dizolvarea acestui extract, evaporarea solutiei si uscarea reziduului, addugarea reactivului
Ehrlich, termostatarea amestecului, addugarea metanolului, masurarea densitatii optice a solutiei obtinute si
calcularea concentratiei de tomatozida, caracterizat prin aceea cé evaporarea solutiei si uscarea reziduului
se efectueaza la temperatura de 105°C, se adaugd reactivul Ehrlich care reprezintd solutia de 2% de p-
dimetilaminobenzaldehidd in amestecul CH3;OH : HCl in proportie de 60 : 40 corespunzitor, iar
termostatarea amestecului se efectueazi la temperatura de 40°C in decurs de 40 min.

(56) Referinte bibliografice:
1. I'ypuenumze K.I'. u np. "Onpenenenne (pypocTaHONOBBIX [NIHKO3HIOB B pacTeHHsx’, [Ipukiaanas
OHOXHMES 1 MHKpOOHOIOrHs, T. 22, BB 1, cTp. 131-136, “Hayka”, Mocksa, 1986
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