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ELECTROD ION-SELECTIV PENTRU VITAMINA Bs
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Incercari de confectionare a unor electrozi sensibili la vitamine intil-
nim dupid anul 1970. Este de remarcat activitatea grupului Ishibashi
Nobuhiko s.a. (1, 2) ale céror rezultate par a fi potrivite pentru confec-
tionarea unui electrod sensibil la vitamina Bs §i apoi testarea acestuia in
amestecuri. Datele referitoare la selectivitatea acestui electrod, existente
in lucrarile citate, se rezumai la citiva cationi: NH,t; Nat; K+ si tia-
minat*.

Ne-am propus si completidm tabloul caracteristicilor acestui electrod
pentru a delimita mai clar sfera sa de aplicatii in domeniul controlului
medicamentului.

Principiul de functionare. Un electrod membrani ion-selectiv (EMIS)
contine 0 membrand fixatd in corpul electrodului., senzitivd la o anumita
specie de ioni i, in contact cu o solutie apoasa a ionilor i aflati in corpul
electrodului, numitd solutie internd cu concentratie constanti, iar cu
suprafata opusd intrind in contact cu solutia apoasd externi, a ionilor i,
de concentratie variabila.

Este cunoscut faptul ci diferenta de potential (d.d.p.) intre cele doua
suprafete ale membranei variazd cu schimbarea concentratiei ionilor i in
una din solutiile apoase. Pentru masurarea acestei variatii a d.d.p., po-
tentialele de pe cele 2 suprafete ale membranei sint preluate cu cite un
electrod saturat de calomel (ESC) cufundati in solutiile internd respectiv
externd. ESC sint pusi in legiturd cu un milivoltmetru. S-a realizat astfel
o instalatie cuprinzind un EMIS si un electrod de referintd cufundati in
solutia externi (test), formind astfel o celuld electrolitici legatd la un
potentiometru (fig. nr. 1).
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Fig. nr. 1. 1 = solutia test; 2 = membrana;
3 = solutia interna
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Relatia cantitativd dintre f.e.m. a celulei (E) si concentratia ionilor i
din solutia test este datid de legea lui Nernst:

Eep 4+ 2T 2,303RT
=% = zF

In aj=FE" + or  log ai
unde R — contanta gazelor; T — temperatura absolutd a celulei electro-
litice; Z — sarcina ionilor i; F — nr. lui Faraday; semnele (+) — semnul
ionilor i iar aj activitatea ionilor i in solutia test.

In cazul in care aceasti solutie mai contine si alti ioni de acelasi
semn: j, k ... relatia devine:

E=FE % —;g—ln (@i +Kjj-aj+ Ky a, +..-0)

unde Kjj e coeficientul de selectivitate al electrodului in raport cu ionii
j si se determina experimental.

Electrodul ion-selectiv pentru cationii de piridoxin& este un electrod
cu membrand lichidid. Aceasta este o solutie in nitrobenzen a asociatiei
ionice dintre dipicrilamind (DPA) si cationul de piridoxini. Coeficientii
de selectivitate ai electrodului in raport cu alfi cationi sint determinati
de coeficientii de repartitie ai acestor ioni intre faza apoasi §i membrani
(extractant). S-a dovedit insd cd nu natura componentei pereche a ionilor
de piridoxind este determinantd pentru selectivitatea electrodului (3),
prezenta acesteia asigurind doar o anume conductibilitate electrici a
membranei. Un electrod intrucitva aseméinitor se poate obtine folosind
in locul DPA, tetrafenilborat de sodiu. S-a demonstrat ci natura solven-
tului membranei determind selectivitatea acesteia, mai exact coeficientii
de repartitie ai ionilor i, j, k... intre apd si solventul membranei (5).

Partea experimentald. Celula electroliticd-montaj

In ce priveste forma celulei electrolitice, propunem cea din fig. nr. 2
care permite misurarea concentratiei vit. Bs in flux continuu.

Lantul electrolitic corespunzitor poate fi schematizat astfel:
+ ESC KC! sat./agar-LiCl conc./sol. test’'membrana . sol. interna/agar- LiCl
¢/KCl sat/ESC.—
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Fig. nr. 2: 1 = membrana; 2=solutia test; 3= solutia
interna a electrodului; 4 =punti de agar LiCl conc.;
§ = solutie KCl; 6 = dop de vatid; 7 = preaplin

P!



in care lan{ul-ESC/KCl-sat/agar-LiCl ¢/sol. internd//membrana, reprezinta
electrodul ion-selectiv propriu-zis.

In aceasti celulad electroliticd solufia test este introdusi prin pilnie
permitindu-i-se o continud evacuare prin preaplin.

Valorile f.e.m. ale celulei electrolitice vor fi reproductibile pentru
aceeasi concentratie in vitamina Bs a solufiei test numai dupa atingerea
echilibrului electrochimic in celuld. Acesta este conditionat de catre echi-
librul termodinamic si deci de cel termic. Pentru aceasta este necesard
termostatarea celulei electrolitice §i a solutiilor standard si probe. Intr-o
camera ale cérei variatii de temperaturd sint mici in cursul zilei (+ 1°C),
masurile de termostatare nu sint necesare.

Pentru citirea sau inregistrarea in bune conditii a f.e.m. este nece-
sard inchiderea celulei electrolitice intr-o caje Faraday impamintata.
Aceasta poate fi din tabla de fier. Borna milivoltmetrului care corespunde
rezistentei mari de intrare a acestuia se leagd de ESC printr-un conductor
ecranat.

Aparatul de mdsurd. Avind in vedere rezistenta interioard mare a
celulei electrolitice determinati de rezistenta electricAi a membranei
{~ 1M Q) potentiometrele potrivite pentru misuritori ale f.em. vor fi
doar cele cu rezistenta de intrare mare cum sint cele din seriile: MV-
Clamann Grahnert, Radiometer, Beckman etc.

Dependenta de pH.

Electrodul raspunde apreciabil la ionii de hidrogen. Prezenta acestor
ioni in concentratii variabile provoacd modificarea valorii f.e.m. a celulei
pentru aceiasi concentratie in vitamina ceea ce face imposibild determi-
narea vitaminei.

Pentru compensarea influeniei pe care o exerciti variatia pH-ului,
am cdutat un tampon potrivit pentru solutiile de vitamind Bs al caror
pH variazd cu concentratia in vitamin, datoriti bazicitdtii relativ mici
a piridoxinei. In acest sens nu s-a dovedit potrivit tartratul acid de po-
tasiu datoritd interferentei ionilor de K* la concentratia relativ ridicatd
a tamponului (0,034 m). Kvyit, Bs, K+ = 2,5-1072 (1).

Mai bun s-a dovedit a fi tamponul acetat Walpole (4). Acesta asiguri
un pH care mentine intreaga cantitate de piridoxinad din solufie in forma
protonatd, forma la care este sensibil electrodul. Kyit. Bs, Nat=10"*(1).

Modul de lucru

1. Materiale necesare: Milivoltmetru electronic (MV—11), caje Fara-
day, termostat, celula electroliticd (cuprinzind: corpul celulei, doi electrozi
saturaii de calomel, 2 punti de agar-LiCl c.), conductori electrici.

Substante: Dipicrilamina, nitrobenzen, clorhidrat de piridoxina crist.,
acetat de sodiu crist., acid acetic glacial.

2. Prepararea membranei: Se dizolvd 10 mg DPA in 50 ml nitro-
benzen care se introduc intr-un vas Erlenmeyer de 200 ml. Se adaugi
50 ml sol. apoasi de clorhidrat de piridoxina obtinutd prin dizolvarea a
20 mg substanti in 100 ml solutie. Se agitd amestecul timp de 1 orad dupa
care se separid fazele. Se adaugi fazei neapoase din nou 50 ml sol. de
vitamind Bs si se continuid agitarea incd 15 minute. Se procedeazi la o
noui separare a fazelor dupa care solutia nitrobenzenicd se depoziteaza
la intuneric. Aceasta va servi ca membrani in celula electroliticd. Se
pastreaza o luna.
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3. Prepararea solutiei tampon: 1000 ml solujie tampon se obtine prin
dizolvarea in cca. 800 ml apa distilatd a 8,0 ml acid acetic si a 8,1 g acetat
de sodiu cristalizat, iar apoi aducerea la semn intr-un balon cotat cu apa
distilatid. Se pastreazd o luna.

4. Prepararea solutiilor standard.

Dintr-o solutie stoc de clorhidrat de piridoxini 1,00 g% al cirei fac-
tor a fost stabilit prin determinarea spectrofotometrici (6) se pipeteazi
exact 5 ml intr-un balon cotat de 500 ml. Se adaugi 125 ml solutie tam-
pon si se aduce la semn cu apa distilatd. Se obtine astfel o solutie stan-
dard de clorhidrat de piridoxin&, de concentratie 10 mg% cu un pH=4,30.
Asemainitor se prepara citeva solutii standard avind concentratii cuprinse
in intervalul de 1—100 mg%. Se conservd 1 luni in recipiente de sticla
bruna.

5. Instalarea celulei electrolitice.

Se introduc in corpul celulei electrolitice citiva mililitri din lichidul
senzitiv la vitamind (membrand). Ca solutie internd se foloseste solufia
standard 10 mg%. Se fixeazi celula in stativ, alituri de ea se fixeaza cele
2 tuburi in formai de U, continind solutia de KCl sat. Se introduc in aceste
tuburi cite un electrod saturat de calomel si puntile de agar — LiCl cone.
Stativul cu celula electroliticd se introduce in caja Faraday. Electrozii de
calomel se leaga la pH-metrul MV—11.

6. Trasarea curbei de calibrare.

Dupi o spilare a membranei executatd prin turnarea in pilnia ce-
lulei electrolitice a 20—25 ml apa distilati, se introduce in celuld prima
solutie, termostatati la temperatura celulei, de preferint{i solutia cea mai
diluati. Aceasta se face prin turnarea in pilnie a 20—25 ml sol. standard
pe parcursul a 3 minute. La capitul acestei durate se méasoari f.e.m. Ope-
ratia se repetd apoi pentru celelalte solutii standard in ordinea crescinda
a concentratiilor.

Se reprezintd grafic, pe hirtie milimetrica, valorile f.em. (tabelul
nr. 1) in raport cu logaritmul concentratiei solutiilor de vit. Bs.

Tabelul nr. 1
Membrana I

Timpul | Conegntr 4 10 40 100
0.0 24,0 43,0 76,0 101.0
15 23,0 42,0 75,0 100,0
30 22,0 41,0 74,0 99,5
7.0 225 42,0 75.0 1005 ftem.
9.0 22,0 415 75.0 100,0 m¥)
11.5 22,0 42,0 15,5 100,0
18.0 210 410 75,5 99,0
Membrana II
0.0 28,0 48,0 82,0 106,0
1.0 26,0 46.0 80,0 104,0 fem.
6.0 19,0 39,0 73,0 97,0 (mV)
21,0 18,0 38,0 72,0 96,0
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Observatii: Intre momentul instalarii electrodului si operatiile nece-
sare construirii curbei de calibrare este necesar si se scurgi cca. 3 ore.
Recalibrarea se face la un interval de 24 ore.

In timpul noptii puntile de agar-LiCl ¢ se pastreazi intr-o solugie
conc. de LiCl.

Curba de calibrare obtinutd va servi la determinarea concentratiei
cunoscute a solutiei de vitamini Bs.

7. Selectivitatea.

Folosind electrodul descris, noi am studiat influenta pe care o exer-
citd asupra f.em. a celulei, prezenta in solutiile de vit. Bs a unor sub-
state de interes farmaceutic.

Vitamina By. In fig. nr. 3 am reprezentat curba de calibrare folosind
solutiile standard si curba obtinuta utilizind solutii in care concentratia
vit. Bs a fost mentinutd constantd iar concentratia vit. B, e variabila. Se
constanta o influenta apreciabila asupra electrodului acestei vitamine, ea
constituind un interferent serios. Am folosit pentru prepararea solutiilor
fiole cu solutii de vit. B; injectabile a caror concentratie am determinat-o
prin metoda spectrofotometrici (6). Coeficientul de selectivitate mentionat
in literatura citata (1) este K =0,1.

Vitamina B,. In fig. nr. 4 am reprezentat curba de calibrare cores-
punzitoare solutiilor standard, apoi curba obtinutd pentru solutii de vit.
Bs in cantitaji variabile continind si vit. B; la concentratie constanta,
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Fig. nr. 3 Fig. nr. 4

103 m si curba corespunzitoare solutiilor continind numai vitamina B;
in concentrafii variabile. Din grafic rezultd o buna selectivitate a elec-
trodului in raport cu vit. B; ceea ce inseamna ci pot fi dozate solutii de
vitaminid Bs ce contin vitamina B, in exces, fird erori. Pentru prepararea
solutiilor am utilizat riboflavind pura.

Vitamina PP (nicotinamida).

In fig. nr. 5 am reprezentat curba de calibrare corespunzitoare solu-
tiilor standard si curba corespunzind solutiilor de vit. PP In concentratii
variabile continind si vit. Bs la concentratie constanta — 10~* m. Dupéa

74



cum rezultd se pot doza solutii cu vit. Bs alaturi de care se gisesc si can-
titdfi pind la echivalente de vit. PP. Pentru prepararea solutiilor am uti-
lizat nicotinamida pura.
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Fig. nr. 5

Cisteina. Prin masurarea f.e.m. a celulei electrolitice continind solutii
standard 1 mg% si apoi solutie continind 1 mg% vitamini Bs in amestec
cu cisteind 10—2*m, A E=1mV. Aceasta dovedeste posibilitatea dozarii
vit. Bs in prezenta unui exces mare de cisteina.

Glucoza. Idem cu cisteina.

Sosit la redactie: 11 decembrie 1976.
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CONTRIBUTH LA STUDIUL COLIRELOR VISCOASE
CU ANTIBIOTICE

dr. L. Addm, M. Giurgiu, dr. L. Domokos, Lenke Lérinczi

Colirele viscoase prezintd in multe cazuri acfiune terapeuticd mai
avantajoasd decit solutiile oftalmice obisnuite (1, 3, 4, 7, 9).

Actiunea favorabild a agentilor de viscozitate adiugati la colire se
poate explica pe de o parte prin reducerea tensiunii de interfatd, care:
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