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1. METODELE FIZICO-CHIMICE
1.1 Determinarea potentiometrica a pH

pH-ul este un numar care reprezinta conventional concentratia ionilor de hidrogen ntr-o solutie apoasa. In
scopuri practice, aceasta definitie este una experimentald. Raportul dintre pH-ul solutiei care urmeaza a fi
examinata si cel al solutiei de referintd (pHs) este exprimat prin urmatoarea ecuatie:

E-Es

pH=pHs- - -
k

unde E este potentialul, exprimat in volti, a solutiei care urmeazd a fi examinata, iar E; -
potentialul, exprimat in volti, a solutiei cu pH cunoscut (pH;). In tabelul 1 gasiti valorile lui k la
temperaturi diferite

Valorile lui k la temperaturi diferite

Tabelul 1
Temperatura °C k
15 0,0572
20 0,0582
25 0,0592
30 0,0601
35 0,0611

Determinarea potentiometricd a pH se efectueaza prin masurarea diferentei de potential dintre 2
electrozi imersionati in solutia care urmeaza a fi examinata: unul din acesti electrozi este sensibil la ionii
de hidrogen (de obicei un electrod de sticld), iar altul este electrodul de referinta (de exemplu, un electrod
saturat din calomel).

Dispozitivul. Dispozitivul de masurare este un voltmetru cu o rezistenta la intrare de cel putin 100 ori mai
mare decat a electrozilor folositi. De obicei este gradat in unitati pH si are o sensibilitate, care permite
atingerea unei discrimindri de cel putin 0.05 unitati pH sau cel putin 0,003 V.

Metoda. n absenta unor indicatii contrare celor prescrise in monografie, toate masurdrile sunt efectuate la
aceeasl temperaturd (20 °C - 25 °C). Tabelul 2 aratd variatia pH-ului in functie de temperaturd a unor
solutii bufer de referinta, folosite la calibrare. Dacad este necesar a corecta temperatura, urmati
instructiunile producatorului. Dispozitivul este calibrat cu solutie bufer de ftalat de potasiu hidrogenat
(standard primar) si o alta solutie bufer cu pH diferit (de preferintd una ardtatd in Tabelul 2). pH-ul unei a
treia solutii bufer cu pH intermediar nu trebuie sd difere mai mult decat cu 0,05 unitati pH de valoarea
corespunzatoare acestei soluti. Imersionati electrozii in solutia care urmeaza a fi examinata si luati datele
in aceleasi conditiil ca pentru solutiile bufer.



pH-ul solutiilor bufer de referinta la temperaturi diferite (variatia pH per grad Celsius)

Tabelul 2
Tem | Tetraox | Tartrat de | Citrat de | Ftalat de | Fosfat de | Fosfat de| Tetrabor | Carbonat de
Pera | alat de | potasiu potasiu potasiu potasiu potasiu at sodiu
tura | potasiu | hidrogena | dihidrog | hidrogen | dihidroge | dihidroge | disodic | (0,025M)
C) | (0,05 t (Sat. 25 | en (0,05 | (0,05M) | n (0,025 |n (0,0087] (0,01 +
M) °C) M) M) M) M) bicarbonat
+ + de sodiu
fosfat de | fosfat de (0,025 M)
hidrogena | hidrogena
t disodic |t disodic
(0,025 M) | (0,0303
M)
C4H3K C4H5KO C6H7KO CsHsKO KH2P04+ KH2PO4+ Na2B4O N32C03+
08+ 6 4 6 NazHPO4 NazHPO4 NaHCO3
2H,0
15 1,67 3,80 4,00 6,90 7,45 9,28 10,12
20 1,68 3,79 4,00 6,88 7,43 9,23 10,06
25 1,68 3,56 3,78 4,01 6,87 7,41 9,18 10,01
30 1,68 3,55 3,77 4,02 6,85 7,40 9,14 9,97
35 1,69 3,55 3,76 4,02 6,84 7,39 9,10 9,93
+ 0,001 |-0,0014 | 0,0022 +0,0012 | - 0,0028 - 0,0028 | -0,0082 | -0,0096

Daca dispozitivul este utilizat frecvent, regulat se vor efectua verificari. Daca nu, asemenea
verificari trebuie sa fie efectuate Tnainte de fiece masurare.Toate solutiile care urmeaza a fi examinate si
solutiile bufer de referinta trebuie sa fie preparate folosind apa R fara dioxid de carbon.

PREPARAREA SOLUTIILOR BUFER DE REFERINTA

Tetraoxalat de potasiu 0,05 M. Dizolvati 12,61 g de C4H3KOg, 2H,0 in apa R fara dioxid de carbon, si
diluati pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent.

Tartrat de potasiu hidrogenat saturat la 25 °C. Agitati energic un exces de C4HsKO¢ cu apa R fara
dioxid de carbon la 25°C. Filtrati sau decantati. Preparati imediat Tnainte de utilizare.

Citrat de potasiu dihidrogenat 0,05 M. Dizolvati 11,41 g de C¢H;KO0; in apa R fara dioxid de carbon si
diluati pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent. Preparati imediat Tnainte de utilizare.

Ftalat de potasiu hidrogenat 0.05 M. Dizolvati 10,13 g de CgHsKOsg, uscat la 110°C - 135°C, in apa R
fara dioxid de carbon si diluati pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent.

Fosfat de potasiu dihidrogenat 0.025 M + fosfat de hidrogenat disodic 0.025 M. Dizolvati 3,39 g de
KH,POy si 3,53 g de Na,HPO,, ambele uscate timp de 2 ore la 110°C - 130°C, in apa R fara dioxid de
carbon si diluati pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent.

Fosfat de potasiu dihidrogenat 0.0087 M + fosfat de hidrogenat disodic 0,0303 M. Dizolvati 1,18 g
de KH,POq si 4,30 g de Na,HP(,, ambele uscate timp de 2 ore la 110°C - 130°C, in apa R fara dioxid de
carbon si diluati pand la 1000,0 ml cu acelasi solvent.

Tetraborat disodic 0,01 M. Dizolvati 3,80 g de Na,B40-10H,0 1n apa R fara dioxid de carbon si diluati
pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent Pastarti protejat de medii cu dioxid de carbon.



Carbonat de sodiu 0.025 M + sodiu hidregen carbonate 0,025 M. Dizolvati 2,64 g de Na,CO0; si 2,09 g
de NaHCOs 1n apa R fara dioxid de carbon si diluati pana la 1000,0 ml cu acelasi solvent.

DEPENDENTA DINTRE REACTIA SOLUTIEI PH-UL APROXIMATIV SI CULOAREA UNOR
INDICATORI
In absenta unor indicatii contrare celor prescrise in Tabelul 2, se adiugd 0,1 ml de solutie de
indicator la 10 ml de solutie care urmeaza a fi examinata. Rezultatele sunt redate in tabelul 3.

REACTIA SOLUTIEL PH-UL APROXIMATIV SI CULOAREA UNOR INDICATORI

Tabelul 3
Reactia pH Indicatorul Culoarea
Hartie de turnesol rosie R Albastra
Alcalind > 8
Solutie albastra de timol R (0.05 ml) Gri sau violet-albastra
Solutie de fenolftaleina R (0.05 ml) Fara culoare sau roz
Slab alcalina 8.0-10.0 .
Solutie albastra de timol R (0.05 ml) Gri
Hartie de fenolftaleina R Rosie
Mult alcalina > 10
Solutie albastra de timol R (0.05 ml) Violet-albastra
Neutra 6.0 - 8.0 |Solutie rosie de metil R Galbeni
Neutrd la metil 4560 Oranj rosie
rosu
Solutie rosie de metil R Fard culoare: roz sau rosie dupa
Neutra la 30 addugarea 0,05 ml de baza 0,1
fenolftaleind ~ ~ %" Solutie de fenolftaleina R (0.05 ml) M
Acids <6 Solutie rosie de metil R Oranj sau rosie
Solutie albastra de bromotimol R Galbena
Solutie rosie de metil R .
Slab acida 4.0-6.0 Oranj
Solutie verde de bromocrezol R Verde sau albastra
Mult acida <4 Hartie de congo rosu R Verde sau albastra

1.2. DETERMINAREA PIERDERILOR LA USCARE (LIOFILIZARE)
Pierderea la uscare este pierderea de masa, exprimatd in % m/m.

Metoda. Puneti cantitatea prescrisa de substantd care urmeaza a fi examinata intr-un vas pentru cantdrire,
uscat anterior conform conditiilor prescrise pentru substanta care urmeaza a fi examinata. Uscati substanta
pana la o anumita masa sau pe durata de timp prescrisa de una din urmatoarele proceduri.



a) "Intr-un desicator": uscarea este efectuatd de asupra pentoxid de difosfor R la presiune atmosferica si la
temperatura camerei;

b) “in racuo": uscarea este efectuatd de asupra pentoxid de difosfor R, la o presiune de 1.3 kPa - 2.5 kPa si
la temperatura camerei;

¢) “In racuo 1n diapazonul specificat de temperaturd": uscarea este efectuatd de asupra pentoxid de
difosfor R, 1a o presiune de 1.3 kPa - 2.5 kPa si in diapazonul de temperatura prescris in monografie:

d) "intr-un cuptor in diapazonul specificat de temperatura": uscarea este efectuatd intr-un cuptor in
diapazonul de temperatura prescris Tn monografie;

e) "In vacuum Tnalt": uscarea este efectuata de asupra pentoxid de difosfor R la o presiune ce nu depaseste
0.1 kPa, la temperatura prescrisa in monografie.

Daca sunt prescrise alte conditii, procedura care urmeaza a fi folosita este descrisa detaliat in monografie.

1.3. Determinarea glucozei cu reactivul orto-toluidinic.

Intr-un balon cotat cu capacitatea de 50 ml se adaugi 1,0 ml. Preparat medicamentos (folosind
pipeta calibratd dupd Mor) si se aduce volumul solutiei cu apad purificatd pina la cota 0,5 ml. Solutia
obtinutd se transferd intr-o eprubeta, se adaugd 4,5ml reactiv orto-toluidinic. Eprubeta se acoperd cu o
folie si se introduce in baia cu apa fierbinte 100°C exact numai pe 10 minute, apoi se raceste. Simultan se
procedeaza la fel si cu 0,5 ml solutie etalon de glucoza (500mg/100ml), diluata de 10 ori cu apa purificata.

In calitate de control se iau 0,5 ml de reactiv orto-toluidinic. Se incilzeste si se riceste la fel ca si
solutia de analizat si solutia de etalon, dar nu mai tarziu de 20 minute.

Se masoara densitatea optica a solutiilor, colorate 1n albastru-verzui, la fotoelectrocolorimetru la lungimea
de unda de 630 nm 1n chiuvete cu grosimea stratului de 10mm.

Dl x 0,5 x0,50 D1 x 0,5x 50

X= = unde:
DO x 10 DO

DI - densitatea opticd solutiei de analizat;
DO - densitatea optica in solutie etalon

0,5 - concentratia glucozei in solutia etalon in %
50 - diluatia solutiei de analizat
10 - diluatia solutiei etalon

Se poate folosi un reactiv chimic pentru determinarea glucozei in singe si alte lichide biologice.
Continutul de glucoza in preparatul medicamentos trebue sa fie de la 10 pina la 20 gr/l.

1.4 DETERMINAREA PROTEINEI PRIN METODA BAZATA PE REACTIA BIURETULUI

In solutie alcalind grupdrile peptidice ale proteinelor plasmatice complexeaza ionii cuprici din
reactivul biuret, dind nastere unui compus colorat. Metoda este recomandata pentru dozarea proteinelor in
imunoglobuline si seruri antitoxice.

Modul de lucru




Intr-un balon cotat cu capacitatea de 50 ml se introduce 1 ml de imunoglobulin, se aduce la 50 ml
cu solutie 0,9% de clorurd de natriu. Se iau 5 ml din solutia obtinutd si se adauga 5 ml de reactiv biuret.
Concomitent se pregateste proba blanc din 5 ml solutie clorurd de natriu 0,9% si 5 ml reactiv biuret. Se
agita, se lasa 1n repaus 30 minute. Densitatea opticd a probei fatd de blanc se apreciaza cu un
fotocolorimetru la lungimea de unda 540 nm, folosind cuva cu drum optic de 10 mm.

Cantitatea de proteine in procente (X) se calculeaza cu ajutorul urmatoarei formule:
x = DpxGCs
Ds
Cs —concentratia de proteine in solutia standard, in procente
Ds - densitatea optica a solutiei standard
Dp - Densitatea optica a a solutiei de cercetat

Solutia standard se prepara din solutie standard de preparat de la uzina prin diluarea a 1 ml din
aceasta cu solutie sterila de clorura de natriu 0,9% intr-un balon cotat cu capacitatea de 50 ml. Solutia
standard se conserveaza prin adaugarea mertiolatului pana la concentratia de 100 mcg/ml. Solutia astfel
preparata si pastratd la temperatura de 4-8°C poate fi intrebuintatd timp de o luna. Continutul de proteine
in preparatul standard de la uzind se apreciaza folosind etalonul proteic cu continut bine determinat de
proteine in preparatul de imunoglobulina.

Determinarea continutului de proteine in preparatul standard de la uzina

Pentru a determina continutul de proteine in preparatul standard de la uzina se folosesc 5 ampule
cu solutie standard de imunoglobulina de la uzina si 2 ampule cu etalon de imunoglobulina.

Din fiecare ampulad se pipeteaza cate 1 ml solutie de proba si se dilueazad cu solutie sterild de
clorura de natriu 0,9% intr-un balon cotat cu capacitatea de 50 ml. Din ficare solutie astfel obtinuta se iau
cate 4 probe a cate 5 ml si se adauga 5 ml de reactiv biuret. Probele se agita. Drept blanc serveste solutia
preparatd din 5 ml solutie clorura de natriu 0,9% si 5 ml reactiv biuret. Peste 30 minute toate probele sunt
supuse colorimetriei dupa cum este descris mai sus. Determinarea densitatii optice se efectueaza de trei ori
pentru fiecare proba, ulterior calculandu-se media aritmetica a indicilor obtinuti.

Devierea indicilor densitatii optice a probelor paralele nu trebuie sd depaseasca + 2,5 % din media
aritmetici obtinutd. in caz cd devierea indicilor densitatii optice a probelor paralele este mai mare de * 2,5
% din media aritmetica obtinuta se efctueazd determinarea repetatd din aceleasi solutii, ludnd céte 5 probe.
Daca devierile sunt foarte mari, analiza se efectueaza din nou, folosind alte ampule cu solutie standard de
imunoglobulina de la uzina si cu etalon de imunoglobulina.

Nota: La dozarea proteinelor 1n serurile antitoxice in calitate de solutie standard se foloseste o serie de
seruri, in care cantitatea de proteine a fost apreciatd folosind etalonul seric al Institutului de Stat de
Cercetari Stiintifice in domeniul standardizarii si controlului preparatelor biologice in numele lui
L.A.Tarasevici.

1. Prepararea reactivului biuret.
Se dizolva 90 g tartrat de sodiu si potasiu Tn 400 ml solutie de NaOH 0,2N, se adauga amestecand 10 g
CuS04°5H,0, dupa dizolvare se adaugd 10 g iodura de potasiu si se aduce la 2 1 cu solutie de NaOH 0,2N



1.5 DETERMINAREA TRANSPARENTEI SI COLORATIEL

Metoda are la baza aprecierea densitatii optice in domeniul vizibil la diferite lungimi de unda: pentru
determinarea coloratiei lungimea de unda este de 400 = 5 nm (maxima de absorbtie a hemoglobinei), iar
pentru determinarea transparentei lungimea de unda este de 540 + 10 nm (maxima de absorbtie a solutiilor
tulburi). Metoda este recomandata pentru imunoglobuline.

Modul de lucru

Solutia se toarnd intr-o cuva cu drum optic de 3 mm, cu ajutorul fotoelectrocolorimetrului se
determind densitatea optica la lungimile de unda specificate. Aprecierea densitatii optice a fiecarei probe
se efectueaza de trei ori, dupa care se calculeaza media aritmetica a indicelui.

Daca la lungimea de unda de 400 + 5 nm densitatea optica a preparatului nu depaseste 0,10, acesta
se considera incolor; daca densitatea optica a preparatului este in limitele 0,1-0,15, se considera ca acesta
are culoarea paiului.

Daca la lungimea de unda de 540 + 10 nm densitatea optica a preparatului nu depaseste 0,03, acesta
se considera transparent; dacd densitatea optica a preparatului este in limitele 0,03-0,05, se considera ca
acesta este slab opalescent.

Coloratia lichidelor se determind vizual prin comparatie cu etaloanele respective. Pentru a fi
comparate, se iau cantitati egale de lichide de analizat si etaloane. Comparatia se efectueaza la lumina de
zi, pe un fundal alb mat, turnand lichidele respective n eprubete din acelasi fel de sticla si cu acelasi
diametru.

Coloratia probei de analizat trebuie sa fie identica celei a etalonului sau foarte apropiata, dar nici
intr-un caz nu mai intensa, doar ceva diferita ca nuanta. Lichidul, care trebuie sa fie incolor, urmeaza a fi
privit de sus, prin Intreaga coloana de lichid pe un fundal alb mat. Incolore seconsidera lichidele, culoarea
carora nu difera de cea a apei, iar in cazul solutiilor — de cea a solventului.

Prepararea solutiilor primare

Solutie A. Intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml se dizolva aproximativ 6,00 g clorura de
cobalt omogenizatd (CoCl,*6H,0; M.m. 237,93) 1n solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l), se amesteca si se
completeaza la semn cu solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l).

Continutul de clorurd de cobalt in solutie se apreciazd in felul urmator: intr-un balon conic cu
capacitatea de 250 ml si dop etans se introduc 5 ml solutie clorurd de cobalt, se adaugd 5 ml solutie
peroxid de hidrogen 3% si 30 ml solutie NaOH, amestecul se fierbe timp de 10 min, apoi se raceste pana
la temperatura camerei, se adauga 2 g iodurd de potasiu si 15 ml solutie de acid sulfuric 50%. Iodul
degajat se titreaza cu solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l) (indicator — amidon).

Concomitent se efectueaza experienta martor. 1(unu) ml solutie tiosulfat de natriu (0,1 mol/l)
corespunde cu 0,02379 g clorura de cobalt (II).

Volumul solutiei de clorura de cobalt (CoCl,*6H,0) se dilueaza astfel, incat continutul de clorurd de
cobalt in 1 ml sa fie de 0,060 g.



Solutie B. Intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml se dizolva 0,4900 g dicromat de potasiu
omogenizat (K;Cr,O7; M.m. 294,18) in solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l), se completeaza la semn cu
solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l). 1 ml de solutie obtinutd trebuie sa contind 0,0049 g dicromat de
potasiu (K,Cr,07).

Continutul de dicromat de potasiu in solutie se apreciazd in felul urmator: intr-un balon conic cu
capacitatea de 250 ml si dop etans se introduc 20 ml solutie dicromat de potasiu, se adauga 30 ml solutie
de acid clorhidric diluat si 1 g iodura de potasiu, se lasa timp de 5 min intr-un loc intunecat, apoi se
adaugd 80 ml apa si se titreaza iodul degajat cu solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l) (indicator —
amidon) pana la schimbarea coloratiei in verde.

Concomitent se efectueaza experienta martor. 1 (unu) ml solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l)
corespunde cu 0,004903 g dicromat de potasiu.

Solutie C. intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml se dizolva aproximativ 6,00 g sulfat de
cupru omogenizat (II) (CuSO45H,0; M.m. 249,68) in solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l), se completeaza
la semn cu solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l).

Continutul de sulfat de cupru in solutie se apreciaza in felul urmator: intr-un balon conic cu
capacitatea de 250 ml si dop etans se introduc 10 ml solutie de sulfat de cupru, se adauga 40 ml apa, 4 ml
acid acetic diluat si 3 g iodurd de potasiu, se amestecad si se titreaza iodul degajat cu solutie de tiosulfat de
natriu (0,1 mol/l) (indicator — amidon).

Concomitent se efectueazd experienta martor. 1 (unu) ml solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l)
corespunde cu 0,02497 g sulfat de cupru (II). Volumul solutiei de sulfat de cupru (CuSO45H,0) se
dilueaza astfel, incat continutul de sulfat de cupru in 1 ml sa fie de 0,060 g.

Solutie D. Intr-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml se dizolva aproximativ 4,50 g clorura de
fier (I) (FeCl3*6H,O; M.m. 270,30) 1n solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l), se completeaza la semn cu
solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l).

Continutul de clorurad de fier (IIT) In solutie se apreciaza in felul urmdtor: Intr-un balon conic cu
capacitatea de 250 ml si dop etans se introduc 10 ml solutie clorurad de fier, se adauga 15 ml solutie de
acid clorhidric diluat si 4 g iodura de potasiu, se lasa timp de 15 min intr-un loc intunecat, apoi se adauga
100 ml apa si se titreaza iodul degajat cu solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l) (indicator - amidon).

Concomitent se efectueazd experienta martor.l1 (unu) ml solutie de tiosulfat de natriu (0,1 mol/l)
corespunde cu 0,02703 g clorura de fier (III).

Volumul solutiei de clorura de fier (FeCl3*6H,0) se dilueaza astfel, incat continutul de clorura de
fier in 1 ml sa fie de 0,045 g. Durata pastrarii solutiilor primare este de 1 an.

Prepararea solutiilor de bazi

Solutiile de baza se obtin prin amestecarea solutiilor primare de clorura de cobalt (A), bicromat de
potasiu (B), sulfat de cupru (C) si clorura de fier (D) cu solutie de acid sulfuric (0,1 mol/l) in proportiile
relatate in tabelul 4.
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AMESTECAREA SOLUTIILOR PRIMARE DE CLORURA DE COBALT (A), DICROMAT
DE POTASIU (B), SULFAT DE CUPRU (C) SI CLORURA DE FIER (D) CU SOLUTIE DE ACID

SULFURIC (0,1 MOL/L)
Tabelul 4
Solutie de Solutie A, | Solutie B, | Solutie C, | Solutie D, Solutie acid sulfuric (0,1
baza ml ml ml ml mol/l), ml
I 35,00 8,00 17,00 40,00 -
I 9,50 10,70 1,90 4,00 73,90
11 40,50 6,30 6,10 12,00 35,10
v 3,50 10,40 20,10 4,00 62,00

Durata pastrarii solutiilor de baza este de 1 an.

Prepararea etaloanelor

Etaloanele pentru comparatie se prepara din solutiile de bazd prin diluare cu solutie de acid
sulfuric (0,1 mol/l). Etaloanele (cate 5 ml) necesitd de a se pastra intr-un loc ferit de lumina in eprubete
incolore etansate sau in ampule sudate cu capacitatea de 5 ml.

Durata pastrarii etaloanelor Nr. 1, 2, 3, 4 este de 4 zile. Etaloanele Nr 5, 6, 7 se vor folosi imediat dupa

preparare.
PREPARAREA ETALOANELOR
Tabelul 5
Etaloanele nuantelor | Etaloanele nuantelor | Etaloanele nuantelor | Etaloanele nuantelor
maro de galben 1oz de verde
= Scala a Scala b Scala c Scala d
T% solutie solutie solutie solutie
i:) solutie de acid. solutie de acid. solutie de acid. solutie de acid.
,g bazi sulfuric bazi sulfuric bazi sulfuric bazi sulfuric
g L, ml rrl((())f/ll), 11, ml rrl((())f/ll), L, ml rrl((())f/ll), IV, ml m(gf/ll),
ml ml ml ml
1. 100,00 - 100,00 - 100,00 - 100,00 -
2. 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
3. 25,00 75,00 25,00 75,00 25,00 75,00 25,00 75,00
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4. 12,50 87,50 12,50 87,50 12,50 87,50 12,5 87,50

3. 6,30 93,70 6,30 93,70 6,30 93,70 6,30 93,70
6. 3,10 96,90 3,10 96,90 3,10 96,90 3,10 96,90
7. 1,60 98,40 1,60 98,40 1,60 98.40 1,60 98,40

La compararea coloratiei solutiei analizate cu etaloanele pe 1anga numadrul etalonului se mai indica
si litera scalei. De exemplu, coloratia solutiei nu trebuie sa depaseasca etalonul Nr. 5 b.

Nota: Pregitirea solutiei de acid sulfuric (0,1 mol/l): la 1020 ml apa se adauga incet si cu mare grija,
amestecand.

1.6. TRANSPARENTA SI GRADUL DE OPALESCENTA A LICHIDELOR

Folosind eprubete identice fard culoare, transparente, din sticld neutra, cu o bazd plata si un
diametru intern de 15 mm - 25 mm, comparati lichidul care urmeazd a fi examinat cu o suspensie de
referintd proaspdt preparatda dupa cum este descris mai jos, inaltimea stratului de lichid fiind de 40 mm.
Comparati solutiile in lumina de zi difuza peste 5 min dupa prepararea suspensiei de referinta, privind
vertical pe un fundal negru. Difuziunea luminii trebuie sa fie astfel incat suspensia de referinta I sa poata fi
clar deosebitd de apa R, iar suspensia de referinta II sa poata fi clar deosebita de suspensia de referinta I.

Un lichid este considerat transparent daca claritatea lui este la fel ca a apei R sau a solventului la
examinarea 1n conditiile descrise mai sus, sau daca opalescenta lui nu este mai pronuntatd decat a
suspensiei de referinta I.

REAGENTI

Solutie de sulfat de hidrazina. Dizolvati 1.0 g de sulfat de hidrazina R in apa R si diluati pana la
100.0 ml cu acelasi solvent. Lasati-o sa stea 4 - 6 ore.

Solutie de hexametilentetramina. Dizolvati 2.5 g de hexametilentetramina R 1n 25.0 ml de apa R
intr-o colba astupata din sticla de 100 ml.

Suspensie opalescenta primara. La solutie de hexametilentetramina in colbd adaugati 25.0 ml de
solutie sulfat de hidrazind. Amestecati si lasati-o sd stea timp de 24 ore. Aceastd suspensie este stabild
timp de 2 luni, cu conditia ca este pastrata intr-un container de sticla fard defecte de suprafata. Suspensia
nu trebuie sa adere la sticla si trebuie sa fie amestecatd bine inainte de utilizare.

Standard de opalescenta. Diluati 15.0 ml de suspensie opalescentd primara pand la 1000.0 ml cu
apa R. Aceasta suspensie trebuie sa fie proaspat preparata si poate fi pastrata pentru cel mult 24 ore.

Suspensiii de referinti. Preparati suspensiile de referinta conform Tabelului 6. Amestecati si
agitati nainte de utilizare.

PREPARAREA SUSPENZIILOR DE REFRINTA

Tabelul 6
I i 11 v
Standard die 5 0ml 10.0 ml 30.0 ml 50.0 ml
opalescenta
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95.0 ml 90.0 ml 70.0 ml 50.0 ml

Apa R

GRADUL DE COLORATIE A LICHIDELOR

Examinarea gradului de coloratie a lichidelor in spectrul maro-galben-rosu este efectuata prin una
din cele 2 metode de mai jos, dupd cum este prescris in monografie. O solutie este fara culoare dacd are
aspect de apa R sau de solvent sau nu este mai intens coloratd decat solutia de referinta M.

Metoda 1

Folosind eprubete identice fara culoare, transparente, din sticla neutra, cu un diametru extern de 12
mm, comparati 2.0 ml de lichid care urmeaza a fi examinat cu 2.0 ml de apa R sau de solvent sau de
solutie de referinta (vedeti Tabelele cu solutiile de referintd) prescrisd Tn monografie. Comparati culorile
in lumina de zi , privind vertical pe un fundal negru.

Metoda II

Folosind eprubete identice fara culoare, transparente, din sticla neutra, cu o baza plata si un
diametru intern de 15 mm - 25 mm, comparati lichidul care urmeaza a fi examinat cu apa R sau solvent
sau solutie de referinta (vedeti Tabelele cu solutiile de referintd) prescrisa in monografie, indltimea
stratului de lichid fiind de 40 mm. Comparati culorile in lumina de zi difuza, privind vertical pe un fundal
negru.

REAGENTI

Solutii primare

Solutie galbena. Dizolvati 46 g de clorura de fier R in aproximativ 900 ml de amestec din 25 ml de
acid clorhidric R si 975 ml de apa R si diluati pana la 1000.0 ml cu acelasi amestec. Titrati si ajustati
solutia pentru ca aceasta sa contind 45.0 mg de FeCl3;,6H,0O per mililitru prin addugarea amestecului cu
acelasi acid. Feriti solutia de lumina.

Titrarea. Intr-o colba conici de 250 ml cu dop de sticld mati puneti 10.0 ml de solutie, 15 ml de
apa R, 5 ml de acid clorhidric R $i 4 g de iodura de potasiu R, inchideti colba, ldsati-o la intuneric pentru
15 min, apoi adaugati 100 ml de apa R. Titrati iodul eliberat cu 0.1 M tiosulfat de sodiu, folosind 0.5 ml
de solutie de amidon R, addugata la sfarsitul titrarii, drept indicator.

1 (unu) ml de 0.1M tiosulfat de sodiu este echivalent cu 27.03 mg of FeCl3,6H,0.

Solutie rogsie. Dizolvati 60 g de clorura de cobalt R In aproximativ 900 ml de amestec din 25 ml de
acid clorhidric R s1 975 ml de apa R si diluati pand la 1000.0 ml cu acelasi amestec. Titrati si ajustati
solutia pentru ca aceasta sd contind 59.5 mg de CoCl,,6H,O per mililitru prin addugarea amestecului cu
acelasi acid.

Titrarea. Intr-o colba conici de 250 ml cu dop de sticld mata puneti 5.0 ml de solutie, 5 ml solutie
de peroxid de hidrogen diluat R si 10 ml de solutie de hidroxid de sodiu R 300 g/1. Fierbeti atent timp de
10 min, lasati sd se raceascd si adaugati 60 ml de acid sulfuric diluat R si 2 g de iodura de potasiu R.
Inchideti colba si dizolvati precipitatul scuturand usor. Titrati iodul eliberat cu 0.1 M tiosulfat de sodiu,
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folosind 0.5 ml de solutie de amidon R, adaugata la sfarsitul titrarii, drept indicator. Punctul final este atins

cand solutia devine roz.

1 (unu) ml de 0.1 M tiosulfat de sodiu este echivalent to 23.79 mg de CoClI,, 6H,0.

Solutie primara albastra. Dizolvati 63 g de sulfat de cupru R in aproximativ 900 ml de amestec din
25 ml de acid clorhidric R si 975 ml de apa R si diluati pand la 1000.0 ml cu acelasi amestec. Titrati si
ajustati solutia pentru ca aceasta sd contind 62.4 mg de CuS045H,0O per mililitru prin addugarea
amestecului cu acelasi acid.

Titrarea. Intr-o colba conici de 250 ml cu dop de sticld mati puneti 10.0 ml de solutie, 50 ml de
apdR, 12 ml de acid acetic diluat R i 3 g de iodura de potasiu R. Titrati iodul eliberat cu 0.1 M tiosulfat
de sodiu, folosind 0.5 ml de solutie de amidon R, adaugata la sfarsitul titrarii, drept indicator. Punctul final

este atins cand solutia devine usor pal-maronie.

1 (unu) ml de 0.1 M tiosulfat de sodiu este echivalent to 24.97 mg de CuS04,5H,0.

Solutiile standard

Folosind cele 3 solutii primare, preparati solutiile standard dupa cum urmeaza in tabelul 7

PREPARAREA SOLUTIILE STANDARD PENTRU METODELE I $1 11.

Tabelul 7
Volumul in mililitri
Solutie standard Acid clorhidric (10 g/l
Solutie galbena Solutie rosie Solutie albastra HCI)

M (maro) 3.0 3.0 24 1.6
MG (maro- 24 1.0 0.4 6.2
galbenad)

G (galbena) 24 0.6 0.0 7.0
VG (verde- 9.6 0.2 0.2 0.0
galbenad)

R (rosie) 1.0 2.0 0.0 7.0
Folosind cele 5 solutii standard, preparati urmatoarele solutii de referinta.

SOLUTIILE DE REFERINTA M
Tabelul 8

Solutie de referinta

Volumul 1n mililitri

Solutie standard M

Acid clorhidric (10 g/l HCI)
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M, 75.0 25.0
M, 50.0 50.0
M; 37.5 62.5
M, 25.0 75.0
M; 12.5 87.5
Mg 5.0 95.0
My 2.5 97.5
Mg L.5 98.5
My 1.0 99.0

SOLUTIILE DE REFERINTA MG

Tabelul 9
Volumul in mililitri
Solutie de referinta Solutic standard MG Acid clorhidric (10 g/l HCI)
MG, 100.0 0.0
MG, 75.0 25.0
MG; 50.0 50.0
MGy 25.0 75.0
MGs 12.5 87.5
MGg 5.0 95.0
MG, 2.5 97.5
SOLUTIILE DE REFERINTA G
Tabelul 10
Solutie de referinta Volumul in mililitri
Solutie standard G Acid clorhidric (10 g/l HCI)
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Gy 100.0 0.0
G, 75.0 25.0
Gs3 50.0 50.0
Gy 25.0 75.0
Gs 12.5 87.5
Ge 5.0 95.0
Gy 2.5 97.5

SOLUTIILE DE REFERINTA VG

Tabelul 11
Volumul in mililitri
Solutie de referin(a Solutic standard VG Acid clorhidric (10 g/l HCI)
VG, 25.0 75.0
VG, 15.0 85.0
VG; 8.5 91.5
VGy 5.0 95.0
VGs 3.0 97.0
VGe 1.5 98.5
VG, 0.75 99.25
SOLUTIILE DE REFERIN,TAVR
Tabelul 12
Volumul in mililitri
Solutie de referinta Solutie standard R Acid clorhidric (10 g/l HCI)
G, 100.0 0.0
G, 75.0 25.0
G3 50.0 50.0
Gy 37.5 62.5
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Gs 25.0 75.0

Ge 12.5 87.5

Gy 5.0 95.0

1.7. DENSITATEA RELATIVA

Densitatea relativa d* a unei substante este raportul dintre masa unui anumit volum de substanta
si masa unui volum egal de apa, ambele cantarite la 20 °C.

. . . .o 12 .. .. N . .

Determinati densitatea relativa d 020 cu precizie de zecimi, cum e prescris in monografie, folosind

un picnometru, un vas pentru aprecierea densitatii, un cantar hidrostatic sau un hidrometru. Presiunea
aerului este neglijata in timpul cantaririi; aceasta poate duce la o eroare de 1 unitate 1n a treia decimala.

Frecvent sunt utilizate si alte doua definitii.

Densitatea relativa d*’4 a unei substante este raportul dintre masa unui anumit volum de substanta
la 20 °C si masa unui volum egal de apd la 4 °C.

Densitatea pyp a unei substante este raportul dintre masa sa si volumul sau la 20 °C. Ea este
exprimati in kilograme pe metru cub (Ikg m~ =10 g cm™).

Relatia numerica dintre densitatea relativa si densitatea exprimata in kilograme per metru cub este:
P20 = 998.202 x d*% aud?0=1.00180 x 10™ x pao

P20 = 999.972 x d%, ud?s = 1.00003 x 10™ x pao
d*°,=0.998230 x d*%;
1.8. INDICELE DE REFRACTARE

Indicele de refractare a unui mediu, tinand cont de aer, este egal cu raportul dintre sinusul
unghiului de incidentd a unui fascicul de lumina 1n aer si sinusul unghiului de refractie a fascicului
refractat Intr-un mediu dat.

In absenta unor indicatii contrare celor prescrise, indicele de refractare se misoara la 20 + 0.5 °C, tinand

cont de lungimea de unda a D-liniei sodiului (A = 589.3 nm); atunci simbolul va fi n*%p.

Refractometrele de obicei determina unghiul critic. Intr-un asemenea dispozitiv detaliul principal
este o prisma cu un indice cunoscut de refractare n contact cu lichidul care urmeaza a fi examinat.
Pentru a calibra dispozitivul, utilizati lichidele de referinta enumerate in Tabelul 13. Valoarea indicelui de
refractare a fiecdrui lichid de referinta este indicata in tabel.

VALOAREA INDICELUI DE REFRACTARE A FIECARUI LICHID DE REFERINTA

Tabelul 13

An / At
Lichidul de referinta
(coeficientul de temperatura)
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Trimetilpentan CRS - 0.00049

Toluen CRS - 0.00050

Metilnaftalen CRS - 0.00048

Pentru cazul folosirii luminii albe refractometrul este dotat cu un sistem compensator. Dispozitivul
ofera date cu precizie de cel putin a treia decimala si dispune de posibilitatea de operare la temperatura
prescrisa. Termometrul este gradat la intervale de 0.5 °C sau mai mic.

1.9. ROTATIA OPTICA
Rotatia optica este proprietatea substantelor de a roti planul de polarizare a luminii polarizate.

Rotatia opticd este consideratd a fi pozitivd (+) In cazul substantelor dextrorotatoare (adica a
acelor, care rotesc planul de polarizare in directia acelor de ceasornic si negativa (-) in cazul substantelor
laevorotatoare.

Rotatia optica specifica [om]Y. este rotatia, exprimata n radiani (rad), masurata la temperatura t si

la lungimea de unda A, datd de un lichid sau o solutie cu grosimea de 1m, care contine 1 kg/m3 de
substantd optic activd. Din motive practice rotatia optica specificd [om]%, este de obicei exprimati in
miliradiani metru patrat per kilogram (mrad-m*kg™).

Farmacopeea adopta urmatoarele definitii conventionale.
Unghiul rotatiei optice al unui lichid pur este unghiul de rotatie o, exprimat in grade (°), al

planului de polarizare la lungimea de unda a D-Iiniei sodiului (A = 589.3 nm), masurat la 20°C folosind
un strat de 1 dm; pentru soluti, metoda de preparare este prescrisd Tn monografie.

Rotatia opticd specificd [om]'p a unui lichid este unghiul de rotatie a, exprimat in grade (°), al
planului de polarizare la lungimea de unda a D-liniei sodiului (A = 589.3 nm), masurat la 20°C in
substanta lichida care urmeaza a fi examinata, calculata tindnd cont de un strat de 1 dm; si impartitd la
densitatea exprimatd in gram % /metru cub.

Rotatia opticd specifici [om]'p a unei substante in solutie este unghiul de rotatie a, exprimat in
grade (°), al planului de polarizare la lungimea de undd a D-Iiniei sodiului (A = 589.3 nm), masurat la
20°C 1in solutia substantei care urmeaza a fi examinatd si calculatd tinand cont de un strat de 1 dm, care
contine 1 kg/ml de substantd. Rotatia opticd specifici a unei substante in solutie este intotdeauna
exprimatd tinand cont de un solvent si o concentratie date.

In sistemul conventional, adoptat de Farmacopee, rotatia optica specifici este exprimati prin
valoarea sa fard unititi; unitatile, grad mililitri per decimetru gram [(°)- ml -dm™-g'] se subinteleg de la
sine.

Factorul de conversie din Sistemul International la sistemul Farmacopeic este urmatorul: [am]tk =
[a]. x 0.1745

In anumite cazuri, specificate Tn monografie, unghiul de rotatie poate fi masurat la temperaturi

diferite de 20°C si la alte lungimi de unda

1.10. DETERMINAREA UNIFORMITATII TURNARII PREPARATELOR ADSORBITE
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Metoda se bazeazd pe determinarea densitdtii optice a solutiilor opace din fiecare recipient cu
calculul ulterior al coeficientului de abateri.

Modul de lucru

Se folosesc cate 10 ampule la inceputul, la mijlocul si la sfarsitul turndrii. Cu ajutorul unui
fotoelectrocolorimetru la lungimea de undd de 540 nm (maximumul de absorbtie a solutiilor opace) se
apreciaza densitatea opticd a continutului fiecarei ampule fata de apa, folosind cuva cu drum optic de 1
mm.

Se calculeaza coeficientul de abateri pentru fiecare din cele 10 ampule. Coeficientul de abateri (V)
se calculeaza folosind urmatoarea formula:

v = Sx100
S -V T(X=X)
n-1
Unde:
e S —deviatia standard
¢ X —media aritmetica a valorii densitatii optice a preparatului (calculatd in baza a 10 ampule)
e X - densitatea optica a preparatului din fiecare ampulan - numarul de recipiente

Coeficientii de abateri la Inceputul, la mijlocul si la sfarsitul turndrii nu trebuie sa depaseasca 5%.
Media aritmetica a valorii densitatii optice a preparatului la inceputul, la mijlocul si la sfarsitul turndrii nu
trebuie sd difere mai mult decat cu 5%. Drept 100% se ia media aritmeticd maximald a valorii densitatii
optice.

1.11. CROMATOGRAFIA LICHIDA

Cromatografia lichidd este o metoda de separare cromatografica bazata pe diferenta in distributia
probelor intre doua faze care nu se amesteca, in care faza mobila este un lichid care percoleaza printr-o
faza stationara aflatd intr-o coloana. Ea este 1n principal bazatd pe mecanismele de adsorbtie, distributie a
masei, schimbului de ioni, excludere dimensionala sau interactiune stereochimica.

DISPOZITIVUL

Dispozitivul constd dintr-un sistem de pompare, un injector, o coloand cromatografica (poate fi

folositd o coloand de control a temperaturii), un detector si un sistem de achizitionare a datelor (un
integrator sau un registrator de cartele). Faza mobila este alimentatd din unul sau mai multe rezervoare si
se strecoara prin coloana, de obicei cu o ratd constanta, si apoi prin detector.

SISTEMELE DE POMPARE

Sistemele de pompare a cromatografiei lichide sunt necesare pentru a repartiza faza mobila la o
rata constanta de scurgere. Fluctuatiile de presiune trebuiesc minimalizate, ex. prin trecerea solventului
presurizat printr-un dispozitiv de amortizare a impulsurilor. Tuburile si conexiunile trebuie sa fie capable
de a rezista presiunilor dezvoltate 1n sistemul de pompare. Pompele cromatografiei lichide pot fi dotate cu
un dispozitiv de eliminare a bulelor de aer eventual intrate.

In conformitate cu programul definit, sistemele controlate de un microprocesor sunt capable de a
repartiza cu exactitate o faza mobild alcatuita fie dintr-o compozitie constantd (elutia izocraticd), fie din
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una variabild (elutia cu gradient). Pentru elutia cu gradient, sunt disponibile sisteme de pompare care
repartizeaza solventul(tii) din cateva rezervoare, iar amestecarea solventului poate fi efectuata atat in
partea de presiune joasa, cit si In cea de presiune inaltd a pompei(elor).

INJECTOARELE

Solutia de proba este introdusa in faza mobila la sau langa capul coloanei, folosind un sistem de
injectie care poate functiona la presiune Tnaltd. Se folosesc dispozitive cu bucle fixe si volum variabil,
operate manual sau printr-un prelevator de probe automat. Umplerea manuald partiala a buclelor poate
conduce la o precizie mai mica a volumului de injectie.

FAZELE STATIONARE
Exista multe tipuri de faze stationare, folosite In cromotografia lichidelor, inclusiv:

— silice, alumina sau grafit poros, folosite Tn cromatografia obisnuita, in care separarea este bazatd pe
diferentele de adsorbtie si/sau distributie a masei,

— rezine sau polimeri cu grupuri acide sau bazice, folosite in cromatografia in baza de schimb de ioni,
in care separarea este bazatd pe competitia dintre ionii care urmeazd a fi separati si cei din faza
mobila,

— silice sau polimeri porosi, folositi in excluderea dimensionald, in care separarea este bazatd pe
diferenta dintre volumele moleculelor, corespunzatoare excluderii sterice,

— o varietate de subzistente modificate chimic, preparate din polimeri, silice sau grafit poros, folosite in
cromotografia lichidelor in baza de inversare a fazelor, in care separarea este bazatd in principal pe
repartitia moleculelor Intre faza mobila si faza stationara,

— faze stationare speciale, modificate chimic, ex. derivati de celuloza sau amiloza, proteine sau peptide,
ciclodextrine etc., pentru separarea enantiomerilor.

Majoritatea separarilor sunt bazate pe mecanismele de partitie, utilizand silicea modificatd chimic

drept faza stationard si solventi polari drept fazd mobild. Suprafata subzistentei, ex. grupurile silanolice
ale silicei, intrd in reactie cu variati reagenti silanici cu producerea de derivati de silil cu legaturi
covalente, care acoperd un numar variat de locusuri active de pe suprafata subzistentei. Natura fazei liante
este un parametru important in determinarea proprietatilor de separare ale sistemului cromatografic.

Fazele liante de obicei folosite sunt aratate mai jos:

octil = Si-(CH,);- CH3 Cs
octadecil = Si-(CH,),7- CH; Cis
fenil = Si-(CHy)3-(CeHs) CeHs
cianopropil = Si-(CH,);-CN CN
aminopropil = Si-(CH;)3;-NH, NH,

diol = Si-(CH;);-OCH(OH)-CH,-OH

In lipsa unor alte indicatii ale producitorului, coloanele cu inversare de faza in baza de silice sunt
considerate a fi stabile 1n fazele mobile, avand un pH in diapazonul 2.0 - 8.0. Coloanele continand grafit
poros sau particule de materiale polimerice, cum ar fi stiren-divinilbenzen copolimer sunt stabile la un
diapazan mai larg de pH.

In unele cazuri este aplicabild analiza folosind cromatografia cu faze obisnuite cu silice nemodificata,
grafit poros sau silice polard modificata chimic, ex. cianopropil sau diol, drept faza stationara cu o faza
mobila non-polara.

Pentru separdrile analitice, dimensiunea particulelor celor mai frecvent folosite faze stationare variaza
intre 3 um si 10 um. Particulele pot fi sferice sau neregulate, de porozitate si arie specifica de suprafata
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variate. Acesti parametri contribuie la comportamentul cromatografic al unei anumite faze stationare. In
caz de inversare a fazelor, natura fazei stationare, extinderea valentelor si faptul cd faza stationara este sau
nu acoperita (adica grupurile reziduale de silanol sunt sililate), sunt factori determinanti suplimentari. In
prezenta grupurilor reziduale de silanol poate avea loc sedimentarea, in special a substantelor bazice.

Cu exceptia cazurilor altfel prescrise in monografie, pentru cromatografia analitica sunt folosite
coloane, confectionate din otel inoxidabil de lungimi si diametru intern (@) variate. Coloanele cu
diametre interne mai mici de 2 mm sunt deseori numite coloanele de microcalibru. Temperatura fazei
mobile si a coloanei trebuie sd fie mentinutd la nivel constant in timpul unei analize. Majoritatea
separarilor sunt efectuate la temperatura camerei, dar, pentru a obtine o eficientd mai inalta, coloanele pot
fi incalzite. Se recomandd a nu Incdlzi coloanele mai mult de 60 °C din cauza existentei in acest caz a

FAZELE MOBILE

In cromatografia cu faze obisnuite, sunt utilizati solventi mai putin polari. Pentru a obtine rezultate
reproductibile este necesar a supraveghea cu strictete prezenta de apa in faza mobila. In cromotografia
lichidelor in bazd de inversare a fazelor, sunt utilizate faze mobile apoase, cu sau fard modificatori
organici.

Componentele fazei mobile sunt de obicei filtrate pentru a inldtura particulele mai mari de 0.45
pm. Fazele mobile cu multe componente sunt preparate prin masurarea volumelor necesare (cu exceptia
cazurilor cand sunt specificate masele) de componente individuale, urmatd de amestecare. Ca alternativa,
solventii pot fi furnizati prin pompe individuale, controlate de valve de proportionare, prin care
amestecarea este efectuata respectand proportia dorita. Pentru a evita formarea bulelor de gaz in detector,
solventii de obicei sunt degazati inainte de pompare prin barbotarea cu heliu, sonicarea sau folosind
membrane/ moduli vacuum, incorporate in sistem.

Solventii pentru compozitia fazei mobile de obicei nu contin stabilizatori si sunt transparenti la
lungimea de unda de detectare, In cazul folosirii unui detector ultraviolet. Solventii altor componente
utilizate trebuie sa fie de calitate corespunzatoare. Ajustarea pH, daca este necesar, este efectuata folosind
doar componentul apos al fazei mobile, si nu amestecul. Daca sunt folosite solutii bufer, pentru a preveni
cristalizarea sarurilor dupa completarea cromatografiei, sistemul se va cldti minutios cu un amestec de apa
s1 modificator organic al fazei mobile (5 %).

Fazele mobile pot contine alte componente.

DETECTOARELE

Cel mai frecvent utilizate detectoare sunt spectrofotometrele ultraviolet/vizibil (UV/vis), inclusiv
seriile de detectoare diodice. De asemenea pot fi folosite spectrofotometrele cu fluorescenta,
refractometre diferentiale, detectoare electrochimice, spectrometre masice, detectoare de dispersie a
luminii, detectoare de radioactivitate sau alte detectoare speciale.

METODA

Echilibrati coloana cu faza mobila si ratd de flux prescrise, la temperatura camerei sau la
temperatura specificatd in monografie, pand la atingerea unei linii bazale stabile. Preparati solutia(ile)
substantei care urmeaza a fi examinata si solutia(ile) de referintd necesare. Solutiile nu trebuie sd contina
particule solide.

Criteriile de evaluare a corespunderii sistemului sunt descrise in capitolul despre Tehnicile de
separare cromatografica. Extinderile ajustarilor parametrilor sistemului cromatografic, care pot fi
efectuate pentru a satisface criteriile de corespundere a sistemului, sunt de asemenea date Tn acest capitol.
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- CROMATOGRAFIA iN BAZA DE EXCLUDERE DIMENSIONALA

Cromatografia in baza de excludere dimensionala este o tehnica cromatografica, care separa
moleculele din solutie in functie de dimensiunea lor. Daca fazele mobile sunt organice, tehnica este
nimitd cromatografia de permeatie in gel, iar dacd fazele mobile sunt apoase, se foloseste terminul
cromatografia de filtratie in gel. Proba este introdusa intr-o coloand, umpluta cu gel sau cu material cu
particule poroase, si este trecutd prin coloand de catre faza mobila. Separarea dimensionald se produce
prin schimbul repetat de molecule dizolvate intre solventul fazei mobile si acelasi solvent in lichidul fazei
stagnante (faza stationard) in porii materialului de umplere. Diapazonul dimensiunilor moleculare, in care
poate avea loc separarea, este determinat de diapazonul dimensiunilor porilor materialului de umplere.

Moleculele suficient de mici pentru a penetra toate spatiile poroase elueazd formand volumul total

de permeatie (V). Pe de alta parte, moleculele mai mari de dimensiunea maxima a porilor materialului de
umplere migreaza de-a lundul coloanei doar prin spatiile dintre particulele materialului de umplere, fara a
fi retinute, si elueazd formand volumul de excludere (V, volumul de eliminare). Intre volumul de
excludere si volumul total de permeatie se produce separarea in functie de dimensiunea moleculara,
separarea utila aflandu-se de obicei in primele doua treimi ale acestui diapazon.

Dispozitivul. Dispozitivul constd in principal dintr-o coloana cromatograficd de lungime si
diametru intern (@) variate, la necesitate cu control de temperatura, umplutd cu un material de separare,
capabil de a fractiona dimensiunile moleculare ale unui diapazon corespunzator §i prin care eluentul trece
la o ratd constanta. Un capat al coloanei este de obicei prins la un dispozitiv potrivit pentru aplicarea
probei cum ar fi un adaptor de flux, o seringa, conectatd printr-un sept sau o valva de injectie; de
asemenea poate fi conectat la o pompa adecvati pentru supravegherea fluxului de eluent. In mod
alternativ proba poate fi aplicata direct pe suprafata patului drenat sau, dacd proba este mai densa decat
eluentul, ea poate fi plasatd dedesubtul eluentului. fesirea din coloani este de obicei conectatd la un
detector corespunzator, dotat cu un sistem de inregistrare automatd, care permite monitorizarea
concentratiilor relative ale componentelor separate ale probei. Detectorii de obicei functioneaza in baza
proprietdtilor fotometrice, refractometrice sau luminiscente. Daca este necesar poate fi atasat un colector
automat al fractiilor.

Materialul de umplere poate fi un suport moale, cum ar fi un gel umflat, sau un suport rigid,
compus dintr-un material cum ar fi sticla, silicea sau un polimer organic compatibil cu solventul, cu
legaturi Tncrucisate. Suporturile rigide de obicei necesita sisteme presurizate, In care separarea se produce
mai rapid. Faza mobild este selectatda in conformitate cu tipul probei, mediul de separare si metoda de
detectare. Inainte de a efectua separarea, materialul de umplere este tratat, iar coloana este umpluta dupa
cum este descris in monografie sau in conformitate cu instructiunile producatorului.

Criteriile de evaluare a corespunderii sistemului sunt descrise in capitolul despre Tehnicile de
separare cromatografica. Extinderile ajustarilor parametrilor sistemului cromatografic, care pot fi
efectuate pentru a satisface criteriile de corespundere a sistemului, sunt de asemenea date Tn acest capitol.

DETERMINAREA COMPOZITIEI COMPONENTELOR RELATIVE ALE
AMESTECURILOR.

Efectuati separarea dupa cum este indicat in monografie. Daca este posibil, monitorizati continuu

elutia componentelor si masurati ariile de varf corespunzatoare. Daca proba este monitorizata luind in
consideratie o proprietate fizico-chimicd, la care toate componentele de interes manifesta raspunsuri
echivalente (de exemplu dacd ele au aceeasi absorbantd specificd), calculati cantitatea relativa a fiecarui
component prin impdrtirea ariei de varf respective la suma ariilor de varf a tuturor componentelor de
interes. Daca raspunsurile la proprietatea folositd in detectarea componentelor de interes nu sunt
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echivalente, calculati continutul prin intermediul curbelor de calibrare, obtinute prin standardele de
calibrare prescrise ITn monografie.

DETERMINAREA MASELOR MOLECULARE
Cromatografia in baza de excludere dimensionala poate fi folositd la determinarea maselor

moleculare prin compararea cu standardele corespunzatoare de calibrare, specificate Tn monografie.
Volumele de retentie ale standardelor de calibrare pot fi reprezentate grafic vizavi de logaritmii maselor
lor moleculare. Graficul de obicei reprezintd o linie aproximativ dreaptd in limitele de excludere si de
permeatie totald ale mediului de separare folosit. Folosind curbele de calibrare, se pot estima masele
moleculare. Calibrarea masei moleculare este valabild doar pentru un sistem anume de substanta
macromoleculara dizolvata/solvent, folosit in conditiile experimentale specificate.

DETERMINAREA DISTRIBUTIEI DIMENSIUNILOR MOLECULARE ALE POLIMERILOR
Cromatografia In baza de excludere dimensionald poate fi folositd la determinarea distributiei

dimensiunilor moleculare ale polimerilor. Totusi, compararea probelor poate fi valabilda doar pentru
rezultatele obtinute in aceleasi conditii experimentale. Substantele de referinta folosite pentru calibrare si
metodele de determinare a distributiei dimensiunilor moleculare ale polimerilor sunt specificate 1n
monografie.

1.12. ELECTROFOREZA
PRINCIPIUL GENERAL

Sub influenta unui cidmp electric, particulele incarcate, dizolvate sau dispersate intr-o solutie de
electrolit, migreaza in directia electrodului de polaritate opusa. La elecroforeza in gel, deplasarea
particulelor este ncetinitd de interactiunile cu matricea de gel, care actioneazd ca o sita moleculara.
Interactiunile opuse ale fortei electrice si sitei moleculare rezultd in diferentierea ratelor de migrare in
functie de dimensiunile, formele si incarcatura particulelor. Datoritd proprietatilor lor fizico-chimice
diferite, diferite macromolecule ale unui amestec vor migra cu viteza diferitd In timpul eledroforezei si
astfel se vor separa in fractii aparte. Separdrile electroforetice pot fi efectuate in sisteme fard faze de
suport (ex. separarea liberd a solutiei in electroforeza capilara) si Tn medii stabilizatoare cum ar fi placi
subtiri stratificate, filme sau geluri.

ELECTROFOREZA CU LIMITE LIBERE SAU MIGRATOARE

Aceasta metoda este 1n special folositd pentru determinarea mobilitatii, caracteristicile
experimentale putind fi masurate si reproduse direct. Este in special utilizatd cu substante cu masa
moleculara relativa mare si difuzibilitate micad. Limitele sunt initial apreciate printr-un proces fizic cum ar
fi refractometria sau conductimetria. Dupa aplicarea unui camp electric dat pentru un timp exact
determinat, sunt notate noile limite si pozitiile respective lor. Conditiile de operare trebuie sa fie astfel,
incat sa ofere posibilitatea de a determina atatea limite, cate componente exista.

ELECTROFOREZA ZONALA FOLOSIND UN MEDIU DE SUPORT
Aceasta metoda necesita utilizarea doar a probelor mici.
Natura suportului, cum ar fi hartie, gel de agar, acetat de celuloza, amidon, agaroza, metacrilamida, gel
amestecat, introduce o serie de factori suplimentari, care modificd mobilitatea:
a) datorita retelei de canale din mediul de suport, distanta aparent parcursa este mai mica de distanta reala,
b) unele medii de suport nu sunt neutre din punct de vedere electric. Deoarece mediul reprezinta faza

stationara el poate uneori da nastere unui flux eleclro-endosmotic considerabil.

¢) orice incalzire, datoratd efectului joule, poate cauza evaporarea unei parti din lichidul mediului de
suport care, prin capilaritate, provoacd deplasarea solutiei de la capete spre centru. Din acest motiv
puterea ionica tinde a creste treptat.

23



Rata de migrare depinde de patru factori majori: mobilitatea particulelelor incarcate, fluxul eleclro-
endosmotic, fluxul de evaporare, si puterea campului. Prin urmare, este necesar a opera in conditii
experimentale clar definite si, oriunde este posibil, a utiliza substante de referinta.

Un dispozitiv pentru electroforeza consta din:

— un generator direct de curent, voltajul caruia poate fi controlat si, de preferinta, stabilizat.

— o camerad pentru electroforeza. Aceasta este de obicei rectangulard, confectionata din sticld sau plastic
rigid, cu doud compartimente separate, cel anodic si cel catodic, care contin solutia de electrolit. in
fiece compartiment este imersionat un electrod, de exemplu de platind sau grafit. Acestia sunt
conectati prin intermediul unui circuit adecvat izolat la terminalul corespunzator al sursei de
alimentare cu curent, pentru a forma anodul si catodul. Pentru a preveni sifonarea, lichidul din cele
doua compartimente este mentinut la un nivel egal. Camera pentru electroforezd este dotatd cu un
capac, care nu permite patrunderea aerului si mentine o atmosfera saturata cu umezeald in timpul
operarii, reducand evaporarea solventului. Pentru deconectarea curentului la inlaturarea capacului
poate fi folosit un dispozitiv de sigurantd. Daca puterea electrica, masurata de-a lungul bandeletei,
depaseste 10 W, este de dorit a raci suportul.

— undispozitiv de portaj al suportului:

Electroforeza pe bandeleta. Bandeleta de suport, umezita anterior cu aceeasi solutie conductoare si
cufundatd la fiecare capat intr-un compartiment pentru electrozi, este intinsa potrivit si fixatd de un
purtdtor corespunzdtor, menit pentru a preveni difuziunea electrolitului conductiv, cum ar fi o rama
orizontald, un stand sub forma de V inversat sau o suprafatd uniformd cu puncte de contact la intervale

potrivite.

Electroforeza in gel. Dispozitivul constd in principal dintr-o placa de sticld (de exemplu, o sticluta
pentru microscop), pe intreaga suprafatd a careia este depus un strat bine aderent de gel cu grosime
uniforma. Conexiunea dintre gel si solutia conductiva este realizatd in moduri direfite, in functie de tipul
dispozitivului folosit. Se vor lua precautiuni pentru a evita condensarea umezelii sau uscarea stratului
solid.

— dispozitivul de masurare sau modurile de detectare.
Metoda. Introduceti solutie de electrolit in compartimentele pentru electrozi. Puneti suportul,

corespunzator impregnat cu solutie de electrolit, in camera in conditiile prescrise pentru tipul
dispozitivului folosit. Fixati linia de start si aplicati proba. Aplicati curent electric pentru durata prescrisa
de timp. Dupd deconectarea curentului, inlaturati suportul din camera, uscati si examinati-1 vizual.

ELECTROFOREZA IN BAGHETE DE GEL POLIACRILAMIDIC

In electroforeza in baghete de gel poliacrilamidic, faza stationara este un gel preparat dintr-un amestec de
acrilamid si N.N’-metilenebisacrilamid. Baghetele de gel sunt preparate in tuburi cu lungimea de 7.5 cm
si un diametru intern de 0.5 cm, fiecarei baghete aplicandu-i-se o solutie.

Dispozitivul. Acesta constd din doud rezervoare cu solutii bufer din material corespunzator, cum ar
fi polimetil metacrilat, si montate vertical unul de asupra celuilalt. Fiece rezervor este dotat cu un electrod
de platina. Electrozii sunt conectati la o sursa de alimentare cu curent, care permite operarea fie cu curent
continuu, fie la voltaj constant. La baza rezervorului superior dispozitivul dispune de o serie de
sustindtoare echidistante de la electrod.

Metoda. Solutiile de obicei trebuiesc degazate inainte de polimerizare si gelurile folosita imediat
dupa preparare. Preparati amestecul de gel dupa cum este prescris si turnati-1 in eprubete potrivite de

sticld, astupate la fund, la o inaltime egald 1n fiece eprubeta si la aproximativ 1 cm de la margine, avand
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grija ca nici o buld de aer sd nu fie prezenta in eprubete. Acoperiti amestecul de gel cu un strat de apa R
pentru a exclude aerul si a-1 permite sd se aseze. Formarea de gel de obicei dureaza aproximativ 30 min §i
ia sfarsit la aparitia unei interfete intre gel si stratul de apa. Inlaturati stratul de apa. Umpleti rezervorul
inferior cu solutia bufer prescrisa si Inldturati dopurile din eprubete. Puneti eprubetele 1n sustindtoarele
rezervorului superior si ajustati astfel, incat fundul eprubetelor sa fie imersionat in solutia bufer din
rezervorul inferior. Umpleti atent eprubetele cu solutia bufer prescrisd. Preparati solutiile test si de
referinta, continand indicatorii prescrisi si faceti-le mai dense prin dizolvarea in ele, de exemplu, a
sucrozei R. Aplicati solutiile pe suprafata unui gel, folosind o eprubeta diferita pentru fiece solutie.
Adaugati acelasi bufer in rezervorul superior. Conectati electrozii la sursa de alimentare cu curent si lasati
sd se petreacd electroforeza la temperatura prescrisd, folosind voltajul sau curentul constant prescris.
Deconectati sursa de alimentare cu curent atunci cand indicatorii aproape cd au migrat in rezervorul
inferior. Imediat inlaturati eprubetele din dispozitiv si scoateti gelul. Fixati pozitia benzilor de pe
electroforegrama dupa cum este prescris.

ELECTROFOREZA IN GEL POLIACRILAMIDIC CU DODECIL SULFAT DE SODIU (SUS-
PAGE)

Scopul. Electroforeza in gel poliacrilamidic este folositd pentru caracterizarea calitativd a
proteinelor din compozitiile biologice, pentru controlul puritatii si determindri cantitative.

Utilizarea. Electroforeza analitica in gel este 0 metoda adecvata pentru identificarea si aprecierea
omogenitatii proteinelor in preparatele farmaceutice. Metoda este folositd de rutind pentru estimarea
maselor moleculare a subunitatilor proteice si pentru determinarea compozitiilor subunitatilor proteinelor
purificate.

Gelurile si reagentii gata pentru utilizare sunt larg disponibili pe piata si pot fi folositi in loc de cei
descrisi Tn acest text, cu conditia ca cu ei se pot obtine rezultatele echivalente si ca ei corespund cerintelor
de valabilitate enumerate mai jos in Validarea testului.

CARACTERISTICILE GELURILOR POLIACRILAMIDICE
Proprietatile de sita a gelurilor poliacrilamidice sunt date de o retea tridimensionald de fibre si pori, care
este formatd de legaturile incrucisate bifunctionale ale bisacrilamidei, adiacente lantului poliacrilamidic.
Polimerizarea este catalizata de un sistem de generare a radicalilor liberi, alcdtuit din persulfat de amoniu
si tetrametiletilendiamina.
Odatd cu cresterea concentratiei de acrilamid in gel, dimensiunea efectivd a porilor sai descreste.

Dimensiunea efectiva a porilor unui gel este definitd operational de proprietatile sale de sitd, adicd de
rezistenta, pe care o opune migrarii macromoleculelor. Existd limite ale concentratiilor de acrilamid care
pot fi folosite. La concentratii mari de acrilamid, gelurile crapa mult mai usor si sunt greu de manuit.
Odatd cu micsorarea dimensiunilor porior descreste si rata de migrare a unei proteine prin gel. Prin
ajustarea dimensiunilor porior unui gel, adicd prin modificarea concentratiei de acrilamid, rezolutia
metodei poate fi optimizata pentru un produs proteic dat. Astfel, un gel este caracterizat fizic de
compozitia respectiva de acrilamid si bisacrlamid.

In afard de compozitia gelului, un component important pentru mobilitatea eleclroforetici este
starea proteinei. in cazul proteinelor, mobilitatea eleclroforetici depinde de valoarea pK a grupurilor
incarcate si de dimensiunea moleculelor. Ea este influentatd de tipul, concentratia si pH-ul buferului, de
temperaturd si intensitatea campului, precum si de natura materialului de suport.
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ELECTROFOREZA IN GEL PRIN DENATURAREA POLIACRILAMIDEI
Metoda citatd drept un exemplu este limitata la analiza polipeptidelor monomerice cu un diapazon de

masa cuprins intre 14 000 si 100 000 daltoni. Prin intermediul a variate tehnici este posibil a extinde acest
diapazon de masa (ex. geluri cu gradient, sistem de bufere particulare), Tnsa aceste tehnici nu sunt puse 1n
discutie in acest capitol.

Electroforeza in gel prin denaturarea polacrilamidei cu folosirea sulfat dodecil de sodiu (SDS-
PAGE) este cel mai obignuit mod de electroforeza, folosit in evaluarea calitdtii farmaceutice a produselor
proteice si asupra ei se va focusa metoda datd drept exemplu. De obicei, electroforeza analitica a
proteinelor este efectuatd in geluri poliacrilamidice in conditii, care asigura disociatia proteinelor in
subunitdtile lor individuale polipeptide si care minimalizeazd agregarea. Cel mai frecvent utilizat este
detergentul anionic puternic sulfat dodecil de sodiu (SDS), care in combinatie cu cdldura, scindeaza
proteinele inainte ca acestea sa se depund pe gel. Polipeptidele denaturate se leagd cu SDS, devin
incarcate negativ §i prezintd un raport consistent incarcaturd — masd, in functie de tipul proteinei.
Deoarece cantitatea de SDS legat este aproape intotdeauna proportionald cu masa moleculard a
polipeptidei si este independenta de succesiunea ei, complexele SDS-polipeptidd migreaza prin gelurile
poliacrilamidice cu mobilitati dependente de dimensiunile polipeptidei.

Mobilitatile electroforetice ale complexelor rezultante de detergent-polipeptid prezinta si ele
aceeasi dependenta functionalda de masele lor moleculare. Migrarea complexelor SDS este predictibild
spre anod, complexele cu masa moleculara mica migrand mai repede decat cele cu masa moleculara mai
mare. Deaceea masa moleculard a unei proteine poate fi estimata stiindu-i mobilitatea relativa in SDS-
PAGK calibrat, aparitia unei singure benzi intr-un asemenea gel fiind un criteriu de puritate.

Totusi, modificarile in structura polipeptidelor, cum ar fi glicozilarea legaturilor N- sau O-, au un

impact semnificativ asupra masei moleculare a proteinei, din vreme ce SDS nu se leagd de partea
carbohidratd intr-un mod similar polipeptidei. Astfel, raportul consistent incarcatura — masa nu este
mentinut. Masa moleculara a proteinelor care au suportat modificari post-translationale nu reflectd masa
reala a lantului polipeptidic.

Conditiile de Reducere. Subunitdtile polipeptidice si structura tridimensionald este deseori
mentinutd in proteine de prezenta legéturilor disulfide. Scopul analizei SDS-PAGE 1n conditii de reducere
este de a rupe aceasta structurad prin reducerea legaturilor disulfide. Denaturarea si disociatia completa a
proteinelor prin tratament cu 2-mercaptoetanol sau ditiotreitol (DTT) va rezulta in desfasurarea structurii
polipeptidei si formarea ulterioara de complexe cu SDS. In aceste conditii, masa moleculari a
subunitdtilor polipeptidice poate fi calculatd prin regresia liniard in prezenta unor standarde
corespunzatoare de masa moleculara.

Conditiile de non-reducere. Pentru unele analize, disociatia completa a proteinelor in subunitati

peptidice nu este de dorit. In absenta tratamentului cu agenti de reducere, cum ar fi 2- mercaptoetanol sau
DTT, legaturile disulfide bivalente rdimén intacte, pastrand forma oligomericd a proteinei. Complexele
oligomerice SDS-proteind migreaza mai lent decat subunititile lor SDS-polipeptida. In plus, proteinele
nereduse pot sd nu fie complet saturate cu SDS si, prin urmare, pot sa nu lege detergentul la un raportul
constant cu masa. Aceasta face determinarea masei moleculare a acestor molecule prin SDS-PACE mai
putin sigurd decat analiza polipeptidelor deplin denaturate, din vreme ce pentru a face comparatii valabile
este necesar ca atat standardele, cat si proteinele necunoscute sd se afle in configuratii similare. Totusi,
aparitia unei singure benzi intr-un asemenea gel este un criteriu de puritate.
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CARACTERISTICILE ELECTROFOREZEI IN GEL DINTR-UN SISTEM DE BUFER
INTRERUPT

Cea mai populara metoda electroforeticd de apreciere a amestecurilor din complexe de
proteine implica utilizarea unui sistem de bufer intrerupt, care constd din doua geluri contigue, dar
distincte: un gel fin sau de separare (de jos) si un gel ferm (de sus). Cele doud geluri sunt modelate cu
porozitati, pH, si putere ionica diferite. In plus, in gel si in buferele pentru electrozi sunt folositi ioni
mobili diferiti. Lipsa de continuitate a buferului are drept scop de a concentra probele cu volum mare 1n
gelul ferm, aceasta rezultind in Tmbundtatirea rezolutiei. La aplicarea curentului electric, de-a lungul
solutiei cu proba se dezvolta o cadere de voltaj, care face ca proteinele s@ penetreze in gelul ferm. Ionii de
glicinat din buferul pentru electrod urmeaza dupa proteine in gelul ferm. Se formeaza rapid un front care
se deplaseaza avand in fati ionii extrem de mobili de cloruri si in spate ionii relativ lenti de glicinat. intre
aceste doud fronturi de ioni se formeaza un gradient local de voltaj inalt, determinand complexele SDS-
proteina si formeze o zona subtire si sa migreze printre fazele de cloruri si glicinat. In limite largi, tinAnd
cont de inaltimea probei aplicate, toate SDS-proteinele se condenseazd intr-o regiune foarte Tngustd si
intrd in gelul fin ca o zona subtire, strict definitd de proteine cu densitate mare. Gelul ferm cu pori mari nu
retine migrarea majoritatii proteinelor si serveste in special drept un mediu anticonvectiv. La granita
dintre gelul ferm si cel fin, datoritd micsorarii dimensiunii porilor in gelul fin, are loc o crestere brusca in
retardarea proteinelor. Odata ajunse in gelul fin, miscarea proteinelor continua a fi incetinita de matricea
cu efect de sitd. Ionii de glicinat preiau proteinele, deplasandu-se apoi intr-un spatiu cu pH uniform,
format de tris (hidroximetil) aminometan si glicind. Trecerea prin sita moleculard determind separarea
complexelor SDS-polipeptida in baza masei lor moleculare.

PREPARAREA GELURILOR POLIACRILAMIDICE PENTRU BUFERUL SDS INTRERUPT
VERTICAL

Asamblarea formei de turnare a gelului. Curdtati doua placi de sticld (dimensiunea: ex. 10 cm x 8
cm), un pieptene din politetrafluoruetilend, doud separatoare si sistemul de tuburi din silicon (diametrul
ex. 0.6 mm x 35 cm) cu un detergent moale si clatiti abundent cu apd. Uscati toate obiectele cu un servet
de hartie sau tifon. Lubrifiati separatoarele si sistemul de tuburi cu ulei fara silicon. Aplicati separatoarele
de-a lungul fiecdreia din cele doua laturi mici ale placii de sticld, neajungand cu 2 mm la capatul placii si
2 mm la latura lunga, corespunzitoare partii de la fund a gelului. Incepeti a aranja sistemul de tuburi pe
placa de sticla folosind un separator pentru ghidare. Indoiti atent sistemul de tuburi la fund si treceti de-a
lungul laturii lungi a plécii de sticla. Mentinand sistemul de tuburi cu un deget de-a lungul laturii lungi
indoiti din nou sistemul de tuburi si aranjati-1 pe a doua latura micd a placii de sticla, folosind separatorul
pentru ghidare. Puneti a doua placa de sticld, aranjind-o cu mare exactitate si tineti forma de turnare,
apasand cu degetele. Aplicati doud amortizoare pe fiecare din cele doua laturi mici ale formei. Aplicati
atent patru cleme pe latura lungd a formei de turnare a gelului, astfel formand fundul acesteia. Verificati
daca sistemul de tuburi merge de-a lungul laturii marginilor placilor de sticld si dacd nu a iesit 1n afara la
clamparea lor. Forma de turnare este gata pentru a turna gelul.

Prepararea gelului. Deoarece continutul de acrilamid-bisacrilamid 1n buferul celor doua geluri

este diferit, la fel ca si pH-ul lor, la prepararea unui gel poliacrilamidic pentru buferul SDS intrerupt se
recomanda a turna gelul fin, a lasa gelul sa se prinda, apoi a turna gelul ferm.

Prepararea gelului fin. Folosind valorile date in Tabelul 14, preparati intr-o colba conica volumul
corespunzator de solutie, contindnd concentratia doritd de acrilamid pentru un gel fin. Amestecati
componentele in ordinea aratatd. Acolo unde se cere, Tnainte de a adauga solutia de persulfat de amoniu si
de tetrametiletilendiamin (TEMED), filtrati solutia daca este necesar Tn vacuum printr-o membrand din
acetat de celulozd (diametrul porilor 0.45 pm); tineti solutia in vacuum prin rotirea dispozitivului de
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filtrare pana cand in solutie nu se mai formeaza bule. Adaugati cantitati potrivite de solutie de persulfat de
amoniu si TEMED, dupd cum este indicat in Tabelul 14, rotiti si turnati imediat in deschizatura dintre
cele douad placi de sticla ale formei de turnare. Lasati suficient spatiu pentru gelul ferm (lungimea dintelui
de pieptene plus 1 cm). Folosind o pipeta de sticla ingustata spre varf, acoperiti atent solutia cu izobutanol
saturat cu apa. Lasati gelul intr-o pozitie verticala la temperatura camerei pentru a se polimeriza.

Prepararea gelului ferm. Dupd completarea polimerizdrii (aproximativ 30 min), varsati
izobutanolul si spalati de cateva ori partea de sus a gelului cu apa pentru a inlatura stratul de izobutanol si
orice ramdsite de acrilamid nepolimerizat. Scurgeti pe cat e posibil lichidul din partea de sus a gelului,
apoi Tnldturati orice apa restantd cu capatul unui servet de hartie.

Folosind valorile date Tn Tabelul 15, preparati intr-o colbd conica volumul corespunzator de
solutie, continand concentratia dorita de acrilamid. Amestecati componentele in ordinea aratata. Acolo
unde se cere, inainte de a adauga solutia de persulfat de amoniu si de tetrametiletilendiamin (TEMED),
filtrati solutia daca este necesar in vacuum printr-o membrana din acetat de celulozd (diametrul porilor
0.45 pm); tineti solutia Tn vacuum prin rotirea dispozitivului de filtrare pand cand in solutie nu se mai
formeaza bule. Adaugati cantitati potrivite de solutie de persulfat de amoniu si TEMED, dupa cum este
indicat in Tabelul 15, rotiti si turnati imediat in deschizatura dintre cele doud placi de sticla ale formei de
turnare direct pe suprafata gelului fin polimerizat. Imediat inserati in solutia de gel ferm un pieptene curat
din politetrafluoruetilena, avand grija sa evitati patrunderea bulelor de aer. Adaugati solutie de gel ferm
pentru a umple complet spatiile dintre dintii pieptenelui. Lasati gelul intr-o pozitie verticala la
temperatura camerei pentru a se polimeriza.

Turnarea gelului in dispozitivul pentru electroforeza si separarea electroforetica. Dupa
completarea polimerizarii (aproximativ 30 min), Tnldturati cu grija pieptenele din politetrafluoruetilena.
Spalati imediat adanciturile cu apa sau SDS-PAGE bufer R pentru a Inldtura orice ramasite de acrilamid
nepolimerizat. Dacd este necesar, Indreptati dintii gelului ferm cu un ac hipodermic bont, atasat la o
seringa. Inlaturati clemele la una din laturile mici, scoateti cu grija sistemul de tuburi si puneti clemele la
loc. Procedati la fel la cealalta latura mica. Inlaturati sistemul de tuburi din partea de la fund a gelului.
Montati gelul in dispozitivul de electroforezd. Adaugati bufere de electroforeza in rezervoarele superior si
inferior. Inlaturati orice bule blocate la fundul gelului intre plicile de sticld. Aceasta se poate face cu un
ac hipodermic bont, atasat la o seringd. Niciodata nu porniti electroforeza Tnainte de aplicarea probelor in
gel, deoarece aceasta va distruge discontinuitatea sistemelor bufer. Inainte de a introduce proba clatiti cu
grijd fanta cu SDS-PAGE bufer R. Preparati solutiile test si de referintd in buferul recomandat pentru
proba si tratati-le dupa cum este specificat in monografia individuald. Introduceti un volum potrivit de
fiece solutie in adanciturile gelului ferm. Porniti electroforeza folosind conditiile recomandate de
producatorul echipamentului. Producétorii de echipament SDS-PAGE pot livra geluri de diferitd arie de
suprafata si grosime. Pentru a atinge o separare optima durata si curentul/voltajul electroforezei s-ar putea
sa varieze la necesitate dupd cum este descris de producatorul dispozitivului. Verificati ca frontul
colorantului sa se deplaseze 1n gelul fin. Atunci cand colorantul atinge fundul gelului, opriti electroforeza.
Inlaturati montura cu gel din dispozitiv si separati plicile din sticli. Inlaturati separatoarele, tdiati si
aruncati gelul ferm si treceti imediat la colorare.

PREPARAREA GELULUI FIN

Tabelul 14
Componentele Volumele componentelor (ml) per volum al formei de turnare a gelului
solutiei | 10ml | 15ml | 20ml | 25ml | 30ml | 40ml | 50ml
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6 % acrilamid

Apa R 2.6 53 7.9 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5
Solutie de acrilamid| 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 8.0 10.0
1.5MTris(pH 8.8) @] 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 75 10.0 12.5
100 g/l SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/l ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.004 | 0.008 | 0.012 | 0.016 0.02 0.024 | 0.032 0.04

8 % acrilamid
ApiR 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 13.9 18.5 23.2
Solutie de acrilamid| 1.3 2.7 4.0 53 6.7 8.0 10.7 13.3
1.5MTris(pH 8.8) @] 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 75 10.0 12.5
100 g/l SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/l ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.003 | 0.006 | 0.009 | 0.012 | 0.015 | 0.018 | 0.024 0.03

10 % acrilamid
ApaR 1.9 4.0 5.9 7.9 9.9 119 [159 1| 19.8
Solutie de acrilamid| 1.7 3.3 5.0 6.7 8.3 10.0 13.3 16.7
1.5MTris(pH 8.8) @[ 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5
100 g/1 SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/1 ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0.01 0.012 | 0.016 0.02

12 % acrilamid
Apa R 1.6 33 4.9 6.6 8.2 9.9 13.2 16.5
Solutie de acrilamid| 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 16.0 20.0
1.5MTris(pH 8.8) @[ 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5
100 g/1 SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/l ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 0.01 0.012 | 0.016 0.02

14 % acrilamid
ApaR 1.4 2.7 3.9 53 6.6 8.0 10.6 13.8
Solutie de acrilamid| 2.3 4.6 7.0 9.3 11.6 13.9 18.6 23.2
1.5MTris(pH 8.8)?| 1.2 25 3.6 5.0 6.3 75 10.0 12.5
100 g/l SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/l ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 0.01 0.012 | 0.016 0.02

15 % acrilamid
ApiR 1.1 2.3 3.4 4.6 5.7 6.9 9.2 11.5
Solutie de acrilamid| 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0 20.0 25.0
1.5MTris(pH 8.8) @ 1.3 25 3.8 5.0 6.3 75 10.0 12.5
100 g/l SDS® 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
100 g/l ADS™ 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED® 0.002 | 0.004 | 0.006 | 0.008 0.01 0.012 | 0.016 0.02

(1) Solutie de acrilamid: Solutie de acrilamid/ bisacrilamid R 30 % (29:1)
(2) 1.5MTris(pH 8.8): Solutie bufer tris-hidroclorid R cu pH 8.8

(3) 100 g/1 SDS: solutie100 g/1 de sulfat dodecilat de sodiu R
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(4) 100 g/1 ADS: solutie100 g/l de persulfat de amoniu R. Persulfatul de amoniu este sursa de radicali
liberi, care asigurd polimerizarea acrilamid/ bisacrilamidului. Deoarece solutiile de persulfat de amoniu se
descompun lent, solutiile proaspete trebuie sa fie preparate sdptamanal.

(5) TEMED: tetrametiletilendiamin R

PREPARAREA GELULUI FERM

Tabelul 15
Componentele Volumele componentelor (ml) per volum al formei de turnare a gelului
solutiei 2 ml 3ml 4ml Sml 6ml 8ml 10ml
ApiR 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8
Solutie de acrilamid| 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7
1.5MTris(pH 6.8) @[ 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 1.25
100 g/l SDS® 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
100 g/l ADS™ 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
TEMED® 0.001 | 0.002 | 0.003 | 0.004 | 0.005 | 0.006 | 0.008 0.01

(1) Solutie de acrilamid: Solutie de acrilamid/ bisacrilamid R 30 % (29:1)
(2) 1.5MTris(pH 6.8): Solutie bufer tris-hidroclorid R cu pH 6.8
(3) 100 g/1 SDS: solutie100 g/1 de sulfat dodecilat de sodiu R

(4) 100 g/1 ADS: solutiel00 g/l de persulfat de amoniu R. Persulfatul de amoniu este sursa de radicali
liberi, care asigurd polimerizarea acrilamid/ bisacrilamidului. Deoarece solutiile de persulfat de amoniu
se descompun lent, solutiile proaspete trebuie sa fie preparate saptdmanal.

(5) TEMED: tetrametiletilendiamin R

DETECTAREA PROTEINELOR IN GELURI
Colorarea cu Coomassie este cea mai frecvent folositd metodda de colorare a proteinelor cu un

nivel de detectare de aproximativ 1 ug - 10 pg de proteind per banda. Colorarea cu argint este cea mai
sensibilda metoda de colorare a proteinelor in geluri, putind detecta o banda continand 10 ng - 100 ng.

Toate etapele de colorare a gelului sunt efectuate la temperatura camerei prin scuturare usoara (ex.
pe o platforma orbitald miscatoare) in orice container convenabil. La colorarea gelurilor se vor imbraca
manusi, deoarece in caz contrar amprentele digitale se vor colora si ele.

Colorarea cu Coomassie. Imersionati gelul intr-o cantitate mare de solutie de colorare
Coomassie R si lasatui-1 sa stea timp cel putin 1 ora. Inldturati solutia de colorare.
Decolorati gelul cu o cantitate mare de solutie de decolorare R. Schimbati solutia de decolorare

de cateva ori, pana cand benzile de proteina coloratd se deslusesc clar pe un fundal deschis la culoare. Cu
cat mai minutios este decolorat gelul, cu atdt mai mica este cantitatea de proteina care poate fi detectata
prin aceastd metodd. Decolorarea poate fi accelerata prin introducerea in solutia de decolorare R a
catorva grame de rezind cu schimb de anioni sau a unui burete mic.

NOTA: solutiile de acid-alcool folosite in aceasti proceduri nu fixeazi complet proteinele in gel.
Aceasta poate duce la pierderea unor proteine cu masa moleculard mica in timpul colorarii si decolorarii
gelurilor subtiri. Fixarea permanenta poate fi obtinutd, 1dsand gelul sa stea Intr-un amestec din 1 parte de
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acid tricloroacetic R, 4 parti de metanol R si 5 parti de apad R timp de 1 ord inainte de imersionarea 1n
solutie de colorare Coomassie R.

Colorarea cu argint. Imersionati gelul intr-o cantitate mare de solufie de fixare R si lasati-1 sa
stea timp de 1 ord. Inliturati solutia de fixare, addugati solutie proaspita de fixare si incubati fie timp de
cel putin 1 ord, fie peste noapte, dacd aceasta este convenabil. Aruncati solutia de fixare si spalati gelul
intr-o cantitate mare de apa R timp de 1 ord. Muiati gelul pentru 15 min Intr-o solutie of glutaraldehida R
de 1 % V/ V. Spélati gelul de doua ori timp de 15 min intr-o cantitate mare de apa R. Muiati gelul in
reagent proaspat de nitrat de argint R timp de 15 min, la intuneric. Spalati gelul de trei ori timp de 5 min
intr-o cantitate mare de apa R. Imersionati gelul pentru aproximativ 1 min in solutie de developant R pana
la obtinerea unei colorari satisfacatoare. Opriti developarea prin incubare 1n solutie blocantd R timp de 15
min. Clatiti gelul cu apa R.

USCAREA GELURILOR POLIACRILAMIDICE SDS COLORATE

In functie de metoda de colorare folositi, gelurile sunt tratate intr-un mod putin diferit. Pentru
colorarea cu Coomassie, dupa etapa de decolorare, lasati gelul sa stea timp de cel putin 2 ore (este
posibild incubarea peste noapte) intr-o solutie de glicerol R 100 g/1. Pentru colorarea cu argint, addugati
la clatirea finala o etapa de clatire de 5 min intr-o solutie de glicerol R 20 g/1.

Imersionati doud folii de film din celuloza poroasa in apa R si incubati timp de 5 min - 10 min.
Puneti una din folii pe o rama de uscare. Ridicati cu grija gelul si puneti-1 pe filmul din celuloza. Inlaturati
orice bule blocate de aer si turnati cativa mililitri de apa R in jurul marginilor gelului. Puneti a doua folie
pe partea de sus si inlaturati orice bule blocate de aer. Completati montura de pe rama de uscare. Puneti
intr-un cuptor sau lasati la temperatura camerei pana la usacre.

DETERMINAREA MASEI MOLECULARE
Masele moleculare ale proteinelor sunt determinate prin compararea mobilitatilor lor cu cele ale

unor proteine — markeri cu masa moleculara cunoscutd. Pentru calibrarea gelurilor sunt disponibile
amestecuri de proteine cu masa moleculard cunoscuta exact, preparate pentru colorare uniforma. Acestea
existd 1n diapazoane variate de masa moleculara. Solutiile stoc de proteine concentrate cu masa
moleculard cunoscuta sunt diluate intr-o cantitate adecvata de bufer si introduse in acelasi gel ca proba de
proteind ce urmeaza a fi studiata.

Imediat dupa ce s-a actionat asupra gelului, se fixeaza pozitia frontului de colorant albastru de
bromofenol pentru a identifica marginea anterioara a frontului electroforetic de ioni. Aceasta poate fi
efectuat prin aplicarea unor crestaturi In marginile gelului sau prin inserarea unui ac muiat in tus in gel
de-a lungul frontului de colorant. Dupa colorare, masurati distantele de migrare a fiecarei benzi de
proteind (markeri si necunoscute) de la partea superioard a gelului fin. Impartiti distanta de migrare a
fiecarei proteine la distanta parcursa prin colorant. Distantele de migrare normalizate, obtinute astfel, sunt
numite mobilitati relative ale proteinelor (relative fatd de frontul colorantului) si notate conventional cu
R Construiti un grafic al logaritmilor maselor moleculare relative (M;) a standardelor de proteind ca
functie a valorilor Ry. Observati ca graficele sunt usor sigmoide. Atéta timp cét valorile obtinute pentru
probele necunoscute se afld de-a lungul partii liniare a graficului, masele moleculare necunoscute pot fi
estimate prin analiza de regresie liniard sau prin interpolarea curbelor log M, fata de Ry.

VALIDAREA TESTULUI
Testul nu este valabil fard ca proteinele marker-ului masei moleculare sa fie distribuite de-a lungul

a 80 % din lungimea gelui si peste diapazonul necesar de separare (ex. diapazonul care cuprinde produsul
si dimerul ddu sau produsul si impuritatile datorate lui), iar separarea obtinuta pentru benzile relevante de
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proteina nu prezintd o dependenta liniard dintre logaritmul masei moleculare si Ry . Luand in consideratie
solutia testatd, In monografiile individuale pot fi specificate cerinte suplimentare de validare.

CUANTIFICAREA IMPURITATILOR
Dacd in monografia individuala este specificatd o limita de impuritate, prin diluarea solutiei test se

va prepara o solutie de referintd corespunzatoare acelui nivel of impuritate. De exemplu, daca limita este
5 %, solutia de referintd va reprezenta o dilutie 1:20 a solutiei test. Nici o impuritate (orice banda cu
exceptia celei principale) in electroforetograma, obtinuta cu solutie test, nu poate fi mai intensa decat
banda principald, obtinuta cu solutie de referinta.

In conditii validate impuritatile pot fi cuantificate prin normalizarea pani la banda principala, folosind un
densitometru integrator. In aceast caz, rezultatele trebuie sa fie validate pentru liniaritate.

2. METODELE IMUNOCHIMICE:

2.1. DETERMINAREA STRUCTURII ANTIGENICE A PREPARATELOR SERICE PRIN
METODA IMUNOELECTROFOREZEL

Metoda se bazeazd pe proprietatea particulelor incarcate de a se deplasa in gel de agar sub
actiunea unui camp electric. Ulterior se efectueaza analiza fractiilor obtinute prin metoda dublei difuzii in
agar. Antiserul specific se introduce intr-un sant longitudinal, paralel cu directia separarii electroforetice a
fractiilor proteice. In urma difuziei reactantilor, la locul de intilnire a zonelor de difuzie a antigenilor cu
cele ale anticorpilor, se formeaza linii de precipitare. Numarul de aceste linii reflecta puritatea
preparatului. Metoda este recomandata pentru preparate de imunoglobulina.

Modul de lucru

Pe o lama de sticla cu dimensiunile de 120x90 mm se intinde in strat subtire de 2-3 mm 18-20ml
gel lichid de agar cu concentratia de 1,25 %. Dupa intdrirea gelului de agar se sapa godeuri mici, folosind
pentru aceasta o stantd (vezi desenul).

Cu ajutorul unui capilar preparatele de cercetat se introduc in godeuri. Intr-unul din godeuri se
introduce ser normal.

Cuva de electroforezd se umple cu solutie tampon cu barbital (pH 8,2). Lamele cu gel de agar se
introduc in aparatul de electroforeza. La ambele capete ale lamelor se pun fasii de hartie cromatografica
de filtru cu dimensiunile de 120x60 mm, pliatd in 5-6 straturi, care se unesc cu camerele cu electrozi.
Electroforeza se efectueaza la o intensitate a curentului de 10 mA si tensiune de 100 V timp de 1,0-1,5
ore.

Dupa expirarea timpului si separarea electroforetica intre godeuri se sapa santuri longitudinale, in
care se pune antiserul, care ulterior precipiteaza proteinele serice. Lama se introduce in camera umeda, 1n
care se pune si o boxa cu apa si cateva cristale de fenol. Peste 24-48 ore lama se scoate din camera
umeda, se imersioneaza Intr-o chiuveta cu solutie de clorurd de natriu 0,9% (conservant - citeva cristale
de fenol) si se spald timp de 2-3 zile de proteinele, care nu au participat la formarea precipitatului. Solutia
se schimba de 3-4 ori pe zi.

Lamele spalate se usuca in aer liber. Pentru o uscare uniforma lamele cu gel de agar se acopera cu
hartie de filtru, iar pentru a accelera procesul de uscare de asupra godeurilor si santurilor longitudinale
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hartia se strapunge cu acul. In scop de accelerare a procesului de uscare se poate folosi un ventilator.
Dupa uscarea lamelor hartia se umezeste cu apa si se inlatura.

Dupa uscarea gelului de agar lamele se coloreaza timp de 2 ore in solutie de revelare.

Excesul de colorant se Indeparteaza cu solutie de acid acetic 2% timp de 2 zile pana la disparitia
completa a fundalului color.

Se analizeaza localizarea si numarul liniilor de precipitare ale preparatelor de imunoglobulinad in
raport cu liniile de precipitare ale serului sangvin, care trebuie sa releveze nu mai putin de 15 linii de
precipitare cu antiserul. Aprecierea calitdtii fiecarei serii noi de antiser se efectueaza cu standardul
sistemului de testare pentru determinarea structurii antigenice a preparatelor serice umane prin metoda
imunoelectroforezei.

Nota:
1. Prepararea gelului de agar de 1,25%.

Intr-un vas de sticla cu capacitatea de 1lit se introduc 12,5 g de agar, se adauga 500 ml ap si se lasa timp
de o ord la temperatura de 18-20°C pentru ca gelul sa se umfle. Se introduce vasul in baia de apa
clocotinda si se tine pana la topirea completd a agarului. Volumul solutiei de gel se aduce cu apa la 500
ml, apoi se adaugd un volum egal de solutie tampon cu barbital (pH 8,2).
(concentratiile de sare si acid, indicate in p.2 urmeaza a fi dublate). Solutia de agar se filtreaza prin 2-3
straturi de tifon, se adaugd mertiolat pana la concentratia de 100 mcg/ml si se repartizeaza in flacoane a
cate 40-50 ml (cantitate suficientd pentru doua lame). Agarul topit trebuie sa fie transparent.

2. Prepararea solutiei tampon cu barbital (pH 8,2)
In 4,3 1 apa se dizolva 47,6 g de barbital-natriu si 69 ml acid clorhidric cu concentratia de 1mol/l.

3. Prelucrarea lamelor de sticla

Pe lamele de sticld (de preferinta lame foto), prelucrate cu un amestec cromat, se intind in strat subtite
cateva picaturi de gel topit de agar de 1,25% (pentru ca gelul sa adere mai bine la sticld), lama se usuca la
temperatura de 75-80

4. Prepararea lamelor cu gel de agar Lamele de sticld se pun pe o suprafatd orizontala si peste ele se
toarnd cu mare grija, evitand formarea de bule de aer, gel de agar de 1,25%, topit la temperatura de 60-80
°C. In gel se sapa godeuri mici pentru probele analizate, iar dupd separarea electroforeticd - santuri
longitudinale pentru serul imun precipitant (vezi desenul)

f |
5 ‘
t g;::ﬁ |
t - 1|, 2mm
f Q-—%M“mr::‘\
@ .
i 1
o $ Sum — 2mm
o

e 80 DMM et

80mm
33



Figura 1. Schema lamei pentru imunoelectroforeza

Santurile longitudinale se sapa, folosind pentru aceasta un cutit special, iar godeurile pentru antigen se
sapa folosind o pipetd Pasteur, tdiatd transversal. Godeurile si santurile longitudinale se pot sapa punand
lama pe o coala de hartie cu desen gata sau folosind pentru aceasta o stantd (o cutiutd cu capac detasabil),
pe care sunt deja sapate santuri longitudinale i godeurt).

5.Prepararea colorantului

negru amid 10B -1,0 g, 450 ml solutie de acid acetic cu concentratia de 0,1 mol/l, 550 ml
solutie de acetat de natriu cu concentratia de 0,1 mol/Il.

6.Prepararea solutiei de acid acetic 2 %.
Intr-un cilindru cotat cu capacitatea de 11 se introduc 20 ml de acid acetic rece, se aduce la semn cu apa.

2.2. DETERMINAREA A ENDOTOXINELOR BACTERIENE

Testul la endotoxine bacteriene este folosit pentru a detecta sau cuantifica endotoxinele de origine
bacteriand gram-negativa, folosind lizat de amibocit din crevete (Limulus polyphemus sau Tachypleus
tridentatus). Exista trei tehnici pentru acest test: tehnica de gelatie, bazatd pe formarea unui coloid; tehnica
turbidimetrica, bazata pe aparitia opacifierii dupd separarea unui substrat endogen; si tehnica cromogena,
bazata pe aparitia culorii dupa separarea unui complex sintetic peptido-cromogen.

Capitolul descrie urmatoarele sase metode:
e Metoda A.  Metoda de Gelatie: test limita
e MetodaB.  Metoda de Gelatie: test semi-cantitativ
® Metoda C. Metoda turbidimetrica cinetica
e MetodaD.  Metoda cromogena cinetica
e Metoda E.  Metoda punctului final Cromogen

e Metoda F. Metoda punctului final Turbidimetric
Pentru a efectua testul folositi oricare din aceste sase metode. In caz ci aveti indoieli sau dezacorduri,
decizia finala se va lua In baza metodei A, cu exceptia situatiilor, cand in monografii se indica o alta metoda.
Testul este efectuat in 3 moduri, care permit a evita contaminarea cu endotoxine.

Vasele

Depirogenizati toata sticlaria si alte vase termorezistente intr-un pupinel, folosind un proces validat.
Minimumul obisnuit folosit de timp si temperaturd este de 30 minute la 250°C. Daca utilizati vase din plastic,
cum ar fi placile pentru microtitrare si varfurile de pipete pentru titratoare automate, folositi vase fara
endoloxine detectabile si materiale cu efecte de interferenta pentru test.

NOTA: In acest capitol, terminul "vas" include toate tipurile de recipiente, de exemplu adanciturile placii
pentru microtitrare.
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Prepararea solutiei standard de rezerva de endotoxina.

Solutia standard de rezerva de endotoxina este preparatd din endotoxind standard de referintd care a
fost verificata in conformitate cu Standardul International, de exemplu standardul BRP pentru endotoxine.

Endotoxina este exprimatd in Unitdti internationale (UI). Echivalenta in Unitdti Internationale a
Standardului International este stabilita de Organizatia Mondiald a Sanatatii.

NOTA: O Unitate Internationala (UI) de endotoxind este egala cu o Unitate de Endotoxina (U.E.).

Pentru prepararea si pastrarea solutiei standard de rezerva de endotoxind urmati specificatiile din
foaia de insotire a ambalajului si de pe eticheta.

Prepararea solutiilor standard de endotoxina

Dupa agitarea energica a solutiei standard de rezervd de endotoxind, preparati dilutiile
corespunzatoare in serie a acestei solutii, folosind apa pentru testul la endotoxine bacteriene (apa pentru
TEB).

Folositi solutiile cat mai degraba posibil pentru a evita pierderea activitatii lor prin adsorbtie.

Prepararea solutiilor-test

Preparati solutiile-test prin dizolvarea sau diluarea substantelor active sau a produselor medicinale,
folosind apd pentru TEB. Unele substante sau compozitii pot fi mai bine dizolvate sau diluate in alte
solutii apoase. Daca este necesar, ajustati pH-ul solutiei-test (sau dilutiei acesteia) astfel incat pH-ul
amestecului de lizat si de solutie-test sa se plaseze in diapazonul de pH specificat de producatorul
lizatului.

Acesta de obicei se afla in diapazonul de pH cuprins intre 6.0 si 8.0. pH-ul poate fi ajustat prin

folosirea unui acid, a unei baze sau a a unui bufer potrivit, dupa cum este recomandat de producatorul
lizatului. Acizii si bazele pot fi preparate din substante concentrate sau solide si apd pentru TEB 1n containere
fara endotoxine detectabile. Buferele trebuie sa fie verificate la lipsa de endotoxine detectabile si factori de
interferenta.

Determinarea Dilutiei maxime valabile
Dilutia maxima valabila (DMV) este dilutia maxima admisibild a unei probe, la care poate fi determinata
limita de endotoxina. Determinati DMV folosind urmatoarea expresie:

MDV = limita de endotoxind x concentratia solutiei-test

A

Limita de endotoxina: limita de endotoxind pentru substantele active administrate parenteral, definita n baza
dozei, este egala cu: K

M
K = doza pirogena initiald de endotoxina per kilogram masa corp intr-o perioada de o singura ora,

M = doza maxima recomandatd a produsului per kilogram masa corp intr-o perioada de o singura ora.

In monografii limita de endotoxini pentru substantele active administrate parenteral este
exprimata in unitati ca Ul/ml, Ul/mg, Ul/Unitate de activitate biologica, etc.
Concentratia solutiei-test:

- in mg/ml daca limita de endotoxina este exprimata prin masa (Ul/mg).
- In Unitati/ml daca limita de endotoxind este exprimata prin unitdti de activitate biologica (Ul/Unitate),
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- 1n ml/ml daca limita de endotoxina este exprimatd prin volum (Ul/ml).

A = sensibilitatea lizatului marcat in tehnica de gelatie (UI/ml) sau cel mai jos punct, folosit in curbele
standard ale tehnicilor turbidimetrica sau cromogena.

TEHNICA DE GELATIE (METODELE A SI B)

Tehnica de gelatie permite detectarea sau cuantificarea endotoxinelor si este bazata pe gelarea lizatului

in prezenta endotoxinelor. Concentratia de endotoxine, necesara pentru a produce gelarea lizatului in conditii
standard, se numeste sensibilitate a lizatului marcat. Pentru a asigura atat precizia, cat si valabilitatea testului,
verificati sensibilitatea lizatului marcat si efectuati testul la factori de interferenta dupa cum este descris in p.1.
Pregatirea pentru testare.

1. PREGATIREA PENTRU TESTARE
Confirmarea sensibilitatii lizatului marcat

Inainte de a folosi solutia de lizat pentru testare, verificati sensibilitatea A, exprimati in Ul/ml.
Confirmarea sensibilitatii lizatului se efectuaza la inceperea unei noi partide de lizat sau la oricare modificare a
conditiilor experimentale, care poate afecta rezultatul testului.

Preparati solutiile standard de cel putin patru concentratii echivalente cu 2 A, A, 0.5 A si 0.25 A prin
diluarea solutiei standard de rezerva de endotoxind cu apa pentru TEB.

Amestecati un anumit volum de solutie de lizat cu volum egal a uneia din solutiile standard (cum ar fi
0.1 ml alicot) in fiece vas. La folosirea sticlutelor sau ampulelor, ce contin lizat liofilizat pentru un singur test,
adaugati solutiile direct ins ticlutd sau ampuld. Incubati amestecul de reactie o perioada constantd conform
recomandarilor producatorului lizatului (de obicei la 37 + 1°C timp de 60 = 2 min), evitdnd vibratia. Testati
integritatea gelului: pentru vase, luati pe rand fiece vas direct din incubator si Intoarceti-1 cu o miscare lentd la
aproximativ 180°. Daca s-a format un gel ferm, care ramane in loc la inversie, calificati rezultatul drept unul
pozitiv. Dacd nu se formeaza un gel intact rezultatul este negativ.

Testul nu este considerat valabil pana cand cea mai joasa concentratie a solutiilor standard nu arata
un rezultat negativ in toate testele replicate.

Punctul final este ultimul rezultat pozitiv in seriile cu concentratii descrescatoare de endotoxind.
Calculati valoarea medie a logaritmilor punctului final de concentratii, apoi antilogaritmul valorii medii,
folosind urmatoarea expresie:

Media geometrica a concentratiei punctului final = antilog =

f
>e = suma logaritmilor concentratiilor punctului final a seriilor de dilutie folosite,
f = numarul de replicatii.

Media geometricd a concentratiei punctului final este sensibilitatea masurata a solutiei de lizat (Ul/
ml). Daca aceasta nu este mai mica de 0.5A si nu mai mare de 2A, sensibilitatea se considerd confirmata si
solutia este folosita in testele, efectuate cu acest lizat.
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Testul la factori de interferenta

Preparati solutiile A, B, C si D dupa cum este aratat in Tabelul 16 si folositi solutii-test la o dilutie mai
micd de DMV, care nu contin endotoxine detectabile, procedand dupa cum este descris in p.1. Pregatirea
pentru testare.

CONFIRMAREA SENSIBILITATII LIZATULUI MARCAT.

Tabelul 16
Solutie Concentratia de Diluent Factorul de | Concentratia initiala Numarul de
endotoxind/ dilutie de endotoxina replicate
Solutia la care se
adauga endotoxina
A Nici una / Solutie- - - - 4
test diluatd
B 2 A/ Solutie-test . 1 2\ 4
diluati Solutie-test
2 1A 4
4 0.5A 4
8 025 4
C 2\ / Apa pentru Apa pentru 1 20 2
TEB TEB
2 A 2
4 05x 2
8 0251 2
D Nici una/ Apa - - - 2
pentru TEB
Solutia A solutie a compozitiei examinate, fard endotoxine detectabile.
Solutia B testul la interferente.
Solutia C controlul sensibilitatii lizatului marcat.
Solutia D solutie de control cu rezultat negativ (Apa pentru TEB).

Media geometricd a concentratiilor punctului final al solutiilor B si C este determinatd folosind
expresia descrisa in p.1. Pregdtirea pentru testare, (i) Confirmarea sensibilitdtii lizatului marcat.

Testul la factori de interferentd este repetat la oricare modificare a conditiilor experimentale, care poate
influenta rezultatul testului.

Testul nu este valabil fafa ca toate replicatele solutiilor A si D sa arate lipsa reactiei, iar rezultatul cu
solutia C sa confirme sensibilitatea lizatului marcat. Dacd sensibilitatea lizatului marcat, determinata cu solutia
B, nu este mai mica de 0.5A si nu mai mare de 2, solutia-test nu contine factori de interferenta in conditiile

37




experimentale folosite. In caz contrar, solutia interfereaz cu testul. Daci compozitia examinati interfereazi
cu testul la o dilutie mai micd de DMV, repetati testul la factori de interferenta, folosind o dilutie mai mare,
care nu depaseste DMV. Folosirea unui lizat mai sensibil permite o dilutie mai mare a compozitiei examinate
si aceasta poate contribui la eliminarea interferentei. Interferentd poate fi eliminatd prin tratarea adecvata a
solutiei, cum ar fi filtrarea, neutralizarea, dializa sau tratarea cu caldura. Pentru a stabili dacad tratamentul
selectat elimind efectiv interferenta fard pierdere de endotoxine, repetati testul la factori de interferenta
folosind compozitia examinata, la care s-a addugat endotoxina standard si care apoi a fost supusa tratamentului
selectat.

TESTUL LIMITA (METODA A)
Procedura

Preparati solutiile A, B, C si D dupa cum este aratat in Tabelul 17, si efectuati testul cu aceste solutiile
urmand procedura descrisa in p.1.

CONFIRMAREA SENSIBILITATII LIZATULUI MARCAT.

Tabelul 17
Solutie Concentratia de endotoxina/ Solutia la care se adauga _
. Numarul de replicate
endotoxina
A Nici una/ solutie-test diluata 2
B 2/ solutie-test diluata 2
C 2M\/Apa pentru TEB 2
D Nici una/Apa pentru TEB 2

Preparati solutia A si solutia B (solutii de control a produsului cu rezultat pozitiv) folosind o
dilutie nu mai mare de DMV si tratamentele descrise in p.1. Pregdtirea pentru testare, (ii) Testul la factori
de interferenta. Solutiile B si C (solutii de control cu rezultat pozitiv) contin endotoxina standard la o

.....

rezultat negativ) consta din apa pentru TEB.

Interpretarea

Testul nu este valabil fard ca ambele replicate ale celor doud solutii de control cu rezultat pozitiv B si
C sa fie pozitiv, iar ale solutiei de control cu rezultat negativ D - negativ.

Compozitia examinata Indeplineste conditiile testului atunci cind pentru ambele replicate ale solutiei
A rezultatul este negativ.

Rezultatul pentru ambele replicate ale solutiei A este pozitiv:
- daca compozitia examinatd este diluata la DMV, aceasta nu satisface conditiile testului,

- daca compozitia examinata este diluata la o dilutie de mai micd de DMV, testul se va repeta la o dilutie nu
mai mare de DMV.
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Daca pentru un replicat al solutiei A rezultatul este pozitiv, iar pentru altele rezultatul este negativ,
repetati testul.

Compozitia examinatd indeplineste conditiile testului atunci cand la repetarea testului pentru ambele
replicate ale solutiei A rezultatul este negativ

TESTUL SEMI-CANTITATIV (METODA B)
Procedura

Testul cuantificad endotoxinele bacteriene 1n solutia-test prin titrare pand la un punct final. Preparati
solutiile A. B, C si D dupa cum este aratat in Tabelul 18, si testati aceste solutii conform procedurii descrise n
p.1. Pregétirea pentru testare, Confirmarea sensibilitatii lizatului marcat.

Calculul si interpretarea

Testul nu este valabil fara ca sa fie indeplinite urmatoarele trei conditii:

(a) ambele replicate ale solutiei D (solutie de control cu rezultat negativ) sunt negative,
(b) ambele replicate ale solutiei B (solutii de control cu rezultat pozitiv) sunt pozitive,
(c) media geometrica a concentratiei punctului final al solutiei C este in diapazonul de 0.5\ - 2A.

CONFIRMAREA SENSIBILITATII LIZATULUI MARCAT.

Tabelul 18
Solutie Concentratia de Diluent Factorul de | Concentratia initiald Numarul de
endotoxind / dilutie de endotoxind replicate
Solutia la care se
adauga endotoxina
A Nici una/ Solutie- | Apa pentru 1 - 2
test TEB
2 - 2
4 - 2
8 - 2
B 2 A/ Solutie-test 1 20 2
C 2 A/ Apa pentru Apa pentru 1 2 2
TEB TEB
2 1A 2
4 0.5A 2
8 0.25 A 2
D Nici una/ Apa - - A 2
pentru TEB
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Solutia A = solutie-test la o dilutie, care nu depaseste DMV, cu care a fost efectuat testul la factori de
interferentd. Dilutia consecutiva a solutiei-test nu trebuie sd depaseasca DMV. Folositi apa pentru TEB pentru a
obtine seriile de dilutie de 1,1/2,1/4 si 1/8, corespunzatoare dilutiei cu care a fost efectuat testul la factori de
interferentd. La necesitate pot fi folosite alte dilutii.

Solutia B = solutie A, continand endotoxind standard la o concentratie de 2\ (solutie de control cu rezultat
pozitiv),

Solutia C = doua serii de apa pentru TEB, contindnd endotoxina standard la concentratii de 2A, A, 0.5\ si
0.25\.

Solutia D = apa pentru TEB (solutie de control cu rezultat negativ).

Pentru a determina concentratia de endotoxina in solutia A, calculati concentratia punctului final
pentru seriile de dilutii a fiecarui replicat prin inmultirea fiecarui factor de dilutie a punctului final cu A.

Concentratia de endotoxind n solutia-test este media geometricd a concentratiei punctului final a

.....

marcat). Daca testul este efectuat cu o solutie-test diluatd, calculati concentratia de endotoxina in solutia
originala prin inmultirea rezultatului cu factorul de dilutie.

Daca nici una din dilutiile solutiei-test nu este pozitiva intr-un test valabil, considerati ca concentratia
de endotoxina este mai mica de A (sau, daci a fost testata o proba diluata, drept fiind mai mica de A x cel mai
mic factor de dilutie al probei). Daca toate dilutiile sunt pozitive, concentratia de endotoxina este consideratd a
fi egala sau mai mare decét cel mai mare factor de dilutie inmultit cu A (ex. in Tabelul 18, factorul de dilutie
initiald x 8 x A).

Prepararea corespunde cerintelor testului dacd concentratia de endotoxina este mai mica de cea
specificata in monografia individuala.

TEHNICILE FOTOMETRICE (METODELE C, D, E SI F)
TEHNICA TURBIDIMETRICA (METODELE C si F)

Aceasti tehnicd reprezintd un test fotometric de masurare a cresterii opalescentei. In functie de
principiile, aplicate 1n test, aceasta tehnica este clasificata ca fiind un test al punctului final turbidimetnc
sau un test turbidimetric cinetic.

Testul punctului final turbidimetric (Metoda F) este bazat pe dependenta cantitativa dintre concentratia

de endotoxind si opalescenta (absorbanta sau transmiterea) amestecului de reactie la sfarsitul perioadei de
incubare.

Testul turbidimetric cinetic (Metoda C) este o metodd de masurare fie a timpului (timpului de
amorsare), necesar pentru ca amestecul de reactie sa atinga o absorbantd predeterminata, fie a ratei de aparitie
a opalescentei.

Testul este efectuat la temperatura de incubare recomandata de producatorul lizatului (de obicei 37 +
1°C).

TEHNICA CROMOGENA (METODELE D SIE)
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Aceasta tehnicd este folositd pentru a masura cromoforul eliberat dintr-un peptid cromogenic in
timpul reactiei endotoxinelor cu lizatul. In functie de principiile, aplicate in test, aceastd tehnica este
clasificata ca fiind un test al punctului final cromogen sau test cromogen cinetic. Testul punctului final
cromogen (Metoda E) este bazat pe dependenta cantitativa dintre concentratia de endotoxinad si cantitatea
de cromofor, eliberat la sfarsitul perioadei de incubare.

Testul cromogen cinetic (Metoda D) masoarad fie timpul (timpul de amorsare), necesar pentru ca

amestecul de reactie sa atinga o absorbanta predeterminata, fie rata de aparitie a culorii.

Testul este efectuat la temperatura de incubare recomandata de producatorul lizatului (de obicei 37 +
1°C).

PREGATIREA PENTRU TESTARE

Pentru a asigura precizia sau valabilitatea testelor turbidimelric si cromogen, se efectueaza pregatirea
pentru testare in scop de asigurare a faptului ca sunt satisfacute criteriile pentru curba standard si ca solutia-test
nu interfereaza cu testul.

Validarea metodei de testare este necesara la oricare modificare a conditiilor experimentale, care poate
influenta rezultatul testului.

Asigurarea criteriilor curbei standard

Folosind solutia standard de endotoxina, preparati cel putin trei concentratii de endotoxine pentru a
crea curba standard. Efectuati testul, folosind cel putin trei replicate de fiece solutie de endotoxina standard
dupa cum este recomandat de producatorul lizatului (raporturile de volum, timpul de incubare, temperatura,
pH. etc.).

Daca in metodele cinetice diapazonul dorit este mai mare de 2 log, este necesar a include standarde
suplimentare pentru a lua in consideratie fiece log de crestere in diapazonul curbei standard.

Valoarea absolutd a coeficientului de corelatie | r | trebuie sd fie mai mare sau egald cu 0.980,
pentru diapazonul de concentratie de endotoxine, indicat de producatorul lizatului.
Testul la factori de interferenta

Selectati o concentratie de endotoxina din mijlocul curbei standard de endotoxina.

Preparati solutiile A, B, C s1 D dupa cum este aratat in Tabelul 19. Efectuati testul cu cel putin doua
replicate a acestor solutii dupa cum este recomandat de producdtorul lizatului (volumul solutiei-test si solutiei
de lizat, raportul volumelor de solutie-test si solutie de lizat, timpul de incubare, etc.).

PREPARATI SOLUTIILE A, B, CSID

Tabelul 19

Solutia  |Concentratia de endotoxina Solutia la care este|Numarul de replicate
adaugata endotoxina

A Nici una Nu mai mic de 2

Solutie-test

B Concentratia medie a curbei standard Nu mai mic de 2

Solutie-test
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C Cel putin 3 concentratii (concentratia Fiece concentratie nu mai micd de
cea mai mici este A) Apa pentru TEB 2
D Nici una Api pentru TEB Nu mai mic de 2

Solutia A = solutie-test care poate fi diluatd fard a depasi DMV.

Solutia B = compozitia, care urmeazd a fi examinata la aceeasi dilutie ca solutia A, contindnd endotoxina
adaugata de o concentratie din mijlocul curbei standard de endotoxina,

Solutia C = solutie standard de endotoxind in concentratii folosite la validarea metodei dupa cum este descris
in p.3. Pregatirea pentru testare (i) Asigurarea criteriilor curbei standard (solutie de control cu rezultat pozitiv)

Solutia D = apa pentru TEB (solutie de control cu rezultat negativ).

Calculati recuperarea medie a endotoxinei adaugate, prin minusarea concentratiei medii de endotoxina
in solutie (daca existd) din cea a solutiei ce contine endotoxina adaugata.

Solutia-test este consideratd a nu avea factori de interferenta dacd in conditiile testului concentratia
masuratd a endotoxinei adaugate la solutia-test este de 50-200 % din concentratia cunoscutd de endotoxina
adaugata, dupa extragerea oricdrei endotoxine detectate in solutie fara addugare de endotoxind. Daca
recuperarea endotoxinei este In afara diapazoanelor specificate, factorii de interferenta trebuie inlaturati dupa
cum este descris 1n sectiunea Tehnica de gelatie, p.1. Pregatirea pentru testare (ii) Testul la factori de
interferenta. Eficienta tratamentului este verificata prin repetarea testului la factori de interferenta.

TESTAREA

Procedura

Urmati procedura descrisa in p.3. Pregatirea pentru testare, (ii) Testul la factori de interferenta.
Calculul

Calculati concentratia de endotoxind a fiecarui replicat a solutiei A, folosind curba standard creata
de seriile de solutii de control cu rezultat pozitiv, solutia C. Testul nu este valabil fard ca sa fie Indeplinite
urmatoarele trei conditii:

(a) rezultatul obtinut cu solutia D (solutie de control cu rezultat negativ) nu depaseste limita valorii de
referintd, specificata in descrierea lizatului folosit,

(b) rezultatele obtinute cu seriile de solutii de control cu rezultat pozitiv, solutia C corespund cerintelor de
validare, definite in p.3. Pregatirea pentru testare, Asigurarea criteriilor curbei standard,

(c) recuperarea endotoxinei, calculatd ca diferenta dintre concentratia de endotoxind in solutia B si
concentratia de endotoxinad in solutia A, este in diapazonul de 50-200 %.

Interpretarea

Compozitia examinata satisface conditiile testului dacd concentratia medie de endotoxina a replicatelor
solutiei A, dupd corectarea dilutiei si concentratiei, este mai micd de limita de endotoxind pentru acest produs.

5. REAGENTI
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Solutie de lizat

Dizolvati prin amestecare usoard lizatul de amibocit in apa pentru TEB sau Intr-un bufer, dupa cum
este recomandat de producatorul lizatului. Pastrati lizatul reconstituit, la rece sau la gheatd, dupa cum este
indicat de producitor.

Lizat de amibocit

Lizatul de amibocit este un produs liofilizat, obtinut din lizat de amibocit din crevete (Limulus
polyphemus sau Tachypleus trideniatus). Aceastd denumire de reagent se refera doar la produsul, fabricat in
conformitate cu regulamentele autoritatilor competente. In afari de endotoxine, lizatul de amibocit intra in
reactie cu unele B-glucane. Sunt disponibile si compozitii de Lizat de amibocit, care nu intrd in reactie cu
glucanele; ele se prepard prin inlaturarea din lizatul de amibocit a factorului G, care intrd in reactie cu
glucanele, sau prin inhibarea sistemului de reactie a factorului G al lizatului de amibocit. Aceste compozitii
pot fi folosite la testarea endotoxinelor n prezenta glucanelor.

Apa pentru TEB (apa pentru testarea la endotoxinele bacteriene).

Apa pentru TEB este apa pentru injectii R sau apd, obtinuta prin alte metode, care nu intrd In reactie cu
lizatul folosit la limita de detectareei de reagent. Urmatoarele despartituri sunt publicate pentru informatie.

2.2. TESTAREA ENDOTOXINELOR BACTERIENE

Endotoxinele bacteriilor gram-negative sunt cele mai frecventaecauze a reactiilor toxice, care rezulta
din contaminarea produselor farmaceutice cu pirogeni; activitatea lor pirogenica este mult mai inalta decat cea
a majoritatii altor substante pirogene. Aceste endotoxine reprezintd niste lipopolizaharide. Desi existd un
numar mic de pirogeni de alta structurd, In general este justificatd concluzia cd absenta endotoxinelor
bacteriene intr-un produs presupune absenta componentelor pirogene, si cd prezenta substantelor pirogene
provenite din non-endotoxine poate fi exclusa. Prezenta endotoxinelor intr-un produs poate fi mascatd de
factorii care interfereaza cu reactia dintre endotoxine si lizatul de amibocit. Deaceea, daca cel ce face analiza
doreste sa inlocuiascd testul la pirogeni pe iepuri, cerut de farmacopee, printr-un test la endotoxinele
bacteriene, el trebuie sa demonstreze ca este posibil de efectuat o testare valabila a produsului respectiv;
aceasta poate presupune o procedurd de inlaturare a factorilor de interferenta.
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Dupa cum este indicat in testul la endotoxinele bacteriene, inainte ca testul unei probe sd poata fi
calificat drept valabil, trebuie s dispuneti de informatie despre urmatoarele doua aspec

1.1 Trebuie sa se stabileasca corespunderea materialului care urmeaza a fi folosit pentru test cerintelor
respective. Incredintati-va de absenta endotoxinelor in apa pentru TEB si 1n alti reagenti si verificati ca

......

1.2 Deoarece produsul care urmeaza a fi examinat poate interfera cu testul, sensibilitatea lizatului de amibocit
este determinatd 1n prezenta si in absenta produsului supus examindrii. Nu trebuie sa fie o diferenta
semnificativa Intre cele doud valori de sensibilitate.

Testul la endotoxinele bacteriene (2.6.14) indicd metodele de inldturare a factorilor de interferenta;
in caz de interferentd, dupa aplicarea unei asemenea metode se va efectua un alt test pentru a verifica daca
interferenta a fost cu adevarat neutralizata sau Tnlaturata.

Aceasta anexa explicd motivele de existentd a unor anumite cerinte pentru testul la endotoxinele
bacteriene, apoi abordeaza aspectele de apreciere si interpretare a rezultatelor.

Substitutia testului la pirogeni pe iepuri, indicat de farmacopee, printr-un test cu lizat de amibocit

presupune folosirea unei metode alternative de analiza si prin urmare necesita validare.
Metoda de referinta pentru endotoxinele bacteriene este indicata in monografia fiecarui produs in parte;
dacd nu este indicata nici o metoda, drept metodad de referinta se va folosi metoda A. Daca urmeaza a fi
folosite alte metode decat cea de referintd, cel ce face analiza trebuie sa demonstreze cd metoda este
adecvata acestui produs si ca rezultatul este comparabil cu cel obtinut prin metoda de referinta.

Metoda

Adaugarea endotoxinelor la lizatul de amibocit poate rezulta in opalescentd, precipitare sau gelatie
(inchegare); doar metoda de gelatie a fost folositda in Farmacopee drept criteriu de evaluare in primul tip de
testare la endotoxinele bacteriene. Avantajul a fost simplitatea de argumentare a deciziei de apreciere a
produsului prin examinarea absentei sau prezentei gelatiei, visibile cu ochiul liber. Metodele cantitative,
descrise ca metodele C, D, E si F au fost elaborate mai tarziu: ele necesitd mai mult instrumentar, dar sunt mai
usor de implementat pentru testarea Tn permenentd a unui numdr mare de probe ale aceluiasi produs.
Endotoxinele pot fi adsorbite pe suprafata vaselor sau pipetelor, confectionate din anumite tipuri de plastic sau
sticla. Interferenta poate aparea datorita eliberarii substantelor din materialele plastice. Prin urmare, materialele
folosite trebuiesc verificate; partidele diferite de vase sau pipete pot avea compozitie usor diferitd, si deaceea
laborantul trebuie sa repete asemenea teste Tnainte de a incepe o noua partida de materiale.

Decizia de a folosi testul la endotoxinele bacteriene drept test limitd presupune, in primul rand,
aprecierea concentratiei initiale de endotoxind In produsul care urmeaza a fi testat si in al doilea rand, cd scopul
testului este de a afla dacd concentratia de endotoxind n produsul examinat este mai mica sau mai mare decat
cea initiald. Metodele cantitative C, D, E si F ofera posibilitatea de a determina concentratia de endotoxina 1n
proba examinata, dar pentru a fi compliante cu Farmacopeea si in controlul de rutind a calitatii inrebarea finala
este daca aceastd concentratie depaseste sau nu o animita limita.

La stabilirea concentratiei initiale de endotoxind pentru produsul care urmeaza a fi testat, o atentie
deosebita trebuie sd se acorde cantitdtii produsului: concentratia initiala trebuie sa fie stabilitd astfel, Incat
sa se asigure faptul cd atita timp cat concentratia de endotoxind in produs va rdimane mai joasd de cea
initiala, chiar administratd in doza maxima per ord pe o anumita cale, produsul nu va contine suficienta
endotoxind pentru a cauza o reactie toxica. Atunci cand concentratia de endotoxind in produs este egala
exact cu valoarea initiald, gelatia se va produce, la fel ca si in cazul cand concentratia de endotoxind este
mult mai mare, iar produsul nu va trece testarea, deoarece caracterul de apreciere a testului “toate-sau-nici



una” il face incapabil de a diferentia dintre o concentratie egald exact cu concentratia initiala i una care
este mai mare. Doar in cazul cand gelatia nu se produce, laborantul poate conchide, ca concentratia de
endotoxind este mai micd de concentratia initiala.

Deoarece testul poate fi efectuat doar pe solutii, pentru produsele in stare solida, concentratia initiala de
endotoxina per unitate de masd sau per Unitate Internationald (UI) a produsului, urmeaza a fi transformata in
concentratie de endotoxina per mililitru de solutie care urmeaza a fi testatd. Substantele, care deja existd 1n
stare lichida (cum ar fi lichidele pentru infuzii) sunt discutate mai jos.

Limita de endotoxina: limita de endotoxind pentru substante active administrate parenteral, apreciatd in
baza dozei, este egald , unde:

K
M
e K = doza pirogena initiald de endotoxind per kilogram masa corp intr-o perioadd de o
singura ora,
e M = doza maxima recomandatd a produsului per kilogram masa corp intr-o perioada de o

singura ora.

Limita de endotoxina depinde de produs si calea lui de administrare si este indicatd Tn monografii.
Valorile pentru K sunt sugerate in tabelul 20.

LIMITA DE ENDOTOXINA IN DEPENDENTA DE PRODUS SI CALEA LUI DE ADMINISTRARE

Tabelul 20
Calea de administrare K(UI) de endotoxind/kg masa corp /ora
5.0
Intravenos
Intravanos, pentru substante radiofarmaceutice 2.5
Intratecal 0.2

Care dilutie a produsului trebuie folositd in test pentru a obtine o sigurantd maxima, cad rezultatul
negativ semnificd o concentratie de endotoxind n produs mai micd de limita de endotoxina si ca rezultatul
pozitiv semnificd detectarea unei concentratii de endotoxind egale sau mai mari de limita de endotoxina?
Aceasta dilutie depinde de limita de endotoxina si de sensibilitatea lizatului: ea se numeste Dilutia maxima
valabila (DMV), iar valoarea ei poate fi calculata in felul urmator:

MDV = limita de endotoxind x concentratia solutiei-test

A

Concentratia solutiei-test:

- in mg/ml daca limita de endotoxina este exprimata prin masa (Ul/mg).
- In Unitati/ml daca limita de endotoxind este exprimata prin unitdti de activitate biologica (Ul/Unitate),

- Tn ml/ml daca limita de endotoxina este exprimatd prin volum (Ul/ml).

45



A = sensibilitatea lizatului marcat in tehnica de gelatie (UI/ml) sau cel mai jos punct, folosit in curbele
standard ale tehnicilor turbidimetrica sau cromogena.
Daca valoarea dilutiei maxime valabile nu este un numar intreg, Tn scopuri practice poate fi folosit un

numar potrivit Intreg, mai mic de DMV (ceea ce inseamna ca se va prepara o solutie de produs mai putin
diluata decat DMV). In acest caz, un rezultat negativ indica ci concentratia de endotoxini din produs este mai
mica de valoarea limitd. Totusi, atunci cand concentratia de endotoxind din produs Intr-un asemenea test este
mai mica de limita de endotoxind, dar suficient de Tnalta pentru a intra in reactie cu lizatul, forméand un cheag,
testul poate fi considerat pozitiv in aceste conditii. Prin urmare, atunci cand un test cu acest factor de dilutie
"potrivit" este pozitiv, produsul trebuie si fie diluat la DMV si testul trebuie si fie repetat. In caz de oricare
indoieli, se va folosi DMV.

Aceasta scoate Tn evidentd importanta confirmarii sensibilitatii lizatului.

Exemplu
Este necesar a testa o solutie de 50 mg/ml de fenitoind de sodiu (destinatd pentru injectii intravenoase).
Determinati DMV, avand urmatoarele variabile:

M = dozaumand maximd = 15 mg per kilogram masa corp per ora,
C = 50 mg/ml,
K = 5 Ul de endotoxina per kilogram masa corp per ora,
A = 0.4 Ul de endotoxina per mililitru.
5x50 1
MDYV = -----ee- X ----- =416
15 04

Pentru testarea de rutina a acestui produs, s-ar putea sd fie mai practic a dilua 1 ml de solutie care
urmeaza a fi testatd pana la 20 ml (DMV/ 2 rotun;jitd pand la numadrul intreg mai mic). Totusi, daca rezultatul
acestui test este pozitiv, laborantul va trebui sa dilueze 1 ml pana la 41.67 ml si s repete testul. Daca testul este
efectuat in scop de a destrama careva indoieli, este de asemenea necesara o dilutie pana la 41.67 ml.

Materialul de referinta

Standardul de Endotoxina BRP este destinat pentru a fi folosit drept compozitie de referintd. El a fost
comparat cu Standardul International de Endotoxind al OMS si potenta lui este exprimatd in Unitati
Internationale de endotoxind per ampuld. Unitatea Internationald de endotoxina este definita ca activitatea
specifica a unei anumite mase a Standardului International. Pentru testari de rutind, poate fi folosita si o
alta compozitie de endotoxind, cu conditia ca aceasta a fost comparatd cu Standardul International de
Endotoxind sau BRP, iar potenta ei este exprimatd in Unitdti Internationale de endotoxina.

NOTA: o Unitate Internationald (UI) de endotoxina este egald cu o Unitate de Endotoxind (U.E.).
Apa pentru TEB

Testarea absentei de endotoxine 1n acest reagent printr-o tehnicd derivatd din testul cu pirogeni pe
iepuri a fost respins din motive practice si teoretice:
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4.1. Testul pe iepuri nu este suficient de sensibil pentru detectarea endotoxinei in apa pentru TEB, destinata
pentru testarea produselor cu o limita foarte joasa de endotoxina;

4.2. Precizia relativ joasa a raspunsului febril la iepuri va necesita multe replicatii la iepuri;

4.3. Terminii "pirogeni" si "endotoxine" denotd grupuri de entitdti care nu coincid completamente.

Materialele informative despre testul la endotoxinele bacteriene indica, ca pentru a prepara apa pentru
TEB pot fi folosite si alte metode decat distilarea tripla. Osmoza inversa a fost folosita cu rezultate bune; unii
laboranti pot prefera sa distileze apa mai mult de trei ori. Oricare ar fi metoda folositd, produsul rezultant
trebuie sa nu contind endotoxine detectabile.

pH-ul amestecului

In testul la endotoxine bacteriene, gelatia optima se produce intr-un amestec cu un pH de 6.0 - 8.0.
Totusi, adaugarea lizatului la proba poate rezulta in micsorarea pH-ului.

Validarea lizatului
La prepararea solutiilor de lizat este important a urma instructiunile producatorului.

Factorii pozitivi ai punctului final de dilutie in metodele de gelatie A si B sunt transformati in logaritmi.
Motivul este ca in caz de reprezentare grafica a frecventei de distributie a acestor valori logaritmice, aceasta de
obicei se aseamdna mult mai milt cu curba normala de distributie decat frecventa de distributie a factorilor de
dilutie in sine; de fapt, ea este atit de similard, incat este acceptabil a folosi distributia normald a frecventei
drept model matematic si a calcula limitele de referinta prin #-testul Student.

Testul preliminar la factori de interferenta

Unele produse nu pot fi testate la prezenta de endotoxine in mod direct deoarece nu se amesteca cu
reagentii, nu pot fi ajustate la un pH 6.0 - 8.0 sau inhiba ori activeaza formarea de gel. Deaceea, pentru a
verifica prezenta factorilor de interferentd, este necesar a efectua un test preliminar: la depistarea acestora
laborantul trebuie sd demonstreze cd procedura de nlaturare a lor a fost efectiva.

Scopul testului preliminar este de a testa ipoteza nuld, care spune cd sensibilitatea lizatului 1n
prezenta produselor examinate nu diferd semnificativ de sensibilitatea lizatului in absenta acestuia. in
metodele A si B se foloseste un criteriu simplu: ipoteza nuld este acceptata daca sensibilitatea lizatului in
prezenta produsului este de cel putin 0.5 si nu mai mare de dublul sensibilitatii lizatului 1n sine.

Abordarea clasica este de a calcula mediile factorului de dilutie logaritmat pentru sensibilitatea lizatului

cu si fara produs si de a testa diferenta dintre cele doud medii prin #-testul Student.

Testul la factori de interferentd Tn metodele de gelatie A si B necesitd folosirea unei probe de
produs in care endotoxinele nu sunt detectabile. Aceasta reprezintd o problema teoretica in caz ca urmeaza
a fi testat un produs totalmente nou. Prin urmare, pentru metodele cantitative C, D. E si F a fost elaborata
o abordare diferita.

inliturarea factorilor de interferenti

Procedurile de inlaturare a factorilor de interferentd nu trebuie sd mareascd sau sa micsoreze (de
exemplu, prin adsorbtie) cantitatea de endotoxind in produsul examinat. Modul corect de a verifica acest
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lucru este de a aplica procedurile date unei probe contaminate de produs, adicd unei probe, la care s-a
adaugat o cantitate cunoscuta de endotoxind, cu masurarea ulterioara a recuperarii endotoxinei.
Metodele C si D. Daca natura produsului, care urmeaza a fi analizat, poseda interferentd, care nu poate fi

inlaturatd prin metode clasice, s-ar putea sa fie posibil a crea o curba standard pentru un produs similar, eliberat
de endotoxine prin tratament corespunzator sau prin dilutia produsului. Apoi se efectueaza testul la endotoxine
prin comparatie cu aceasta curba standard.

S-a dovedit, cd pentru majoritatea cazurilor se potriveste ultrafiltrarea prin filtre cu membrana
asimetricd din triacetat de celuloza. Filtrele trebuie sa fie validate in mod corespunzator, deoarece in unele
circumstante derivatii celulozei (B-D-glucanele) pot cauza rezultate fals pozitive. Filtrele din polisulfon nu
sunt adecvate deoarece unii utilizatori au obtinut rezultate fals pozitive.

Scopul verificarilor

Scopul verificarilor, efectuate cu apa pentru TEB si cu compozitia de referinta de endotoxind la o
concentratie dubla a sensibilitatii lizatului marcat, este de a verifica activitatea lizatului n timpul si 1n
conditiile testului respectiv. Scopul reactiei cu solutie de control cu rezultat negativ este de a verifica absenta

unei concentratii detectabile de endotoxina in apa pentru TEB.

Solutia de control cu rezultat pozitiv, care contine produsul ce urmeaza a fi examinat la concentratia
folosita 1n test, este destinatd pentru a demonstra absenta factorilor inhibitori Tn timpul si in conditiile testului
respectiv.

Aprecierea si interpretarea rezultatelor

Cantitatile mici de endotoxind in apa pentru TEB, sau 1n oricare alt reagent sau material, la care in
timpul testului este expus lizatul, pot sd nu se detecteze atdta timp, cat ele nu ating limita de sensibilitate a
lizatului. Totusi, ele pot spori cantitatea de endotoxind din solutia ce contine produsul examinat la valori
care depasesc limita de sensibilitate, determinand o reactie pozitiva.

Riscul cd aceasta se poate Tntampla poate fi redus prin testarea apei pentru TEB si a altor reagenti si

materiale cu cel mai sensibil lizat disponibil, sau cel putin cu unul care este mai sensibil decat cel folosit la
testarea produsului. Chiar i asa, riscul de a obtine un asemenea "rezultat fals pozitiv"' nu poate fi complet
eliminat. Trebuie, totusi, de constatat ca din acest punct de vedere design-ul testului este "asigurat de nereusita"
in comparatie cu un test , ce permite un rezultat fals negativ, fapt care ar putea duce la admiterea unui produs
nesatisfacator, punand prin acesta in primejdie sanatatea pacientului.

Inlocuirea testului cu pirogen pe iepuri printr-un test la endotoxine bacteriene

Monografiile privitoare la produsele farmaceutice pentru uz parenteral, care pot contine cantitati
toxice de endotoxine bacteriene, prevad ca acestea necesita a fi testate la endotoxine bacteriene sau printr-
un test pirogen pe iepuri.

Politica generala:

¢ [n oricare monografie individuala, atunci cand este nevoie de un test, doar un test este inclus, fie
cel la pirogeni, fie cel la endotoxinele bacteriene.

¢ In absenta unor indicatii contrare, testul la endotoxinele bacteriene se va prefera testului la
pirogeni, deoarece de obicei se considerd ca el asigura pacientului o protectie egald sau mai mare.
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e TInainte de a include un test la endotoxinele bacteriene in monografie, este necesar a aduce evidente
ca unul din testele descrise 1n capitolul 2.6.14 poate fi aplicat cu rezultate satisfacatoare asupra
produsului 1n cauza.

¢ Informatia necesard este obtinuta de la producatori. Companiile sunt rugate sa ofere oricare date de
validare, de care dispun, privitor la aplicabilitatea testului la endotoxine bacteriene asupra substantelor
si compozitiilor care prezinta interes. Aceste date includ detalii despre prepararea probei si a oricaror
proceduri necesare pentru a elimina factorii de interferenta. In plus, se vor oferi oricare date paralele
disponibile despre testul cu pirogeni pe iepuri, fapt care va contribui la asigurarea faptului, ca
inlocuirea testulului cu pirogeni pe iepuri prin testul la endotoxine bacteriene este adecvata.

Cerintele suplimentare sunt definite in urmatoarele despartituri.
Folosirea unui test la endotoxine bacteriene diferit de cel previazut in monografie

In caz ci monografia prescrie efectuarea unui test la endotoxine bacteriene, dar nu specifica nici
una din cele sase metode (A - F) descrise in capitolul 2.6.14, asta inseamna ca pentru acest produs a fost
validata metoda A, metoda de gelatie: test limitd. Daca este specificatd una din celelalte metode (B - F),
aceasta este metoda care a fost validata pentru acest produs.

Validarea metodelor alternative

Inlocuirea unui test cu pirogeni pe iepuri prin testul la endotoxine bacteriene, ori inlocuirea unei
metode stabilite sau implementate la endotoxinele bacteriene prin altd metoda, trebuie calificata drept folosire a
unei metode alternative 1n Tnlocuirea unui test farmacopeic, dupa cum este descris in Notitele Generale:

"Testul si analizele descrise sunt metode oficiale, pe care se bazeaza standardele
Farmacopeii. In scopuri de verificare, cu acordul autoritiatilor competente, pot fi folosite metode
alternative de analiza, asigurand faptul, cd metodele folosite permit luarea unei decizii univoce,
asemanatoare celei, care ar fi fost luata in complianti cu standardele monografiilor la folosirea
metodelor oficiale. In caz de indoieli sau dispute, unicile metode de referinti de analizi sunt cele din
Farmacopee."

Pentru validarea unei alte metode la endotoxine bacteriene decat cea prescrisa sau indicatd Tn monografie
sunt sugerate urmatoarele proceduri.

Procedura, materialele si reagentii, folosite in metoda trebuie sa fie validate dupa cum este
descris 1n testul respectiv.

Prezenta factorilor de interferenta (si, daca este necesar, procedura de Inlaturare a lor) trebuie sa
fie testatd pe probe din cel putin trei partide de productie. Se va tine minte, cd metodele D si E, care
folosesc o peptidda cromogenica, necesitd reagenti, ce nu sunt folositi in metodele A, B, C si F, si prin
urmare complianta metodelor A, B, C sau F cu cerintele pentru factorii de interferentd nu pot fi extrapolate
asupra metodei D sau metodei E fara testare suplimentara.

Validarea testului la produse noi

Procedurile descrise in p. 13.1 si 13.2 trebuie sa fie aplicate tuturor produselor noi, destinate pentru uz

parenteral, care urmeaza a fi testat la prezenta de endotoxine bacteriene conform cerintelor Farmacopeii.

2.3. DETERMINAREA AGREGATELOR SI FRAGMENTELOR PRIN METODA GEL-
FILTRARII

Filtrarea 1n gel reprezinta o metoda de separare a preparatelor in fractii pe baza diferentelor de
masa moleculara,
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Preparatele de imunoglobuline sunt separate in coloana cromatografica cu Sephadex G-200, dupa
care se apreciaza continutul procentual al urmatoarelor fractii: 1) polimeri, 2) dimeri, 3) monomeri, 4)
fragmente F (ab),, 5) fragmente F (ab).

Modul de lucru

Intr-o coloani 100 x 2,5c¢m cu Sephadex G-200 se introduc 1 - 3 ml solutie de imunoglobulini de 5
%. Diluarea preparatului pana la concentratia de 5% se efectueaza cu solutie tris-tampon (pH 8,0 - 8,2).
Fractionarea preparatului dureaza 12 - 14 ore la viteza de elutie de 15 - 20 ml/ora. Volumul de lichid in
fiecare eprubeta trebuie sa fiede 5 - 9 ml.

Densitatea optica a continutului fiecarei eprubete se apreciaza cu un fotocolorimetru la lungimea
de unda de 280 nm, folosind cuva cu drum optic de 10 mm.

Repartizarea fractiilor proteice se reprezintda in mod grafic.

Continutul eprubetelor se introduce in vase diferite, corespunzatoare fiecarei fractii a preparatului,
se masoard volumul acestuia si se apreciaza densitatea optica.

In caz ca valoarea densitatii optice depaseste zona optima de functionare a dispozitivului, fractiile
preparatului se dilueaza. Densitatea optica sumard a fiecarei fractii a preparatului (E) se calculeaza cu
ajutorul urmatoarei formule:

E = ngo X Vx X Px

Unde
® V,—volumul fractiei
e Dygo — densitatea optica a fractiei
e P, —dilutia fractiei

Suma densitatii optice a tuturor fractiilor preparatului constituie 100%. Se calculeaza continutul
procentual al fiecdrei fractii in preparat fatd de suma obtinuta.

Pentru a determina consecutivitatea elutiei fiecdrei fractii a preparatului §i a aprecia masa
moleculard se efectueazd calibrarea coloanei cu gel, folosind proteinele de calibrare: feritina (masa
moleculara 440000), catalaza (masa moleculara 232000), aldolaza (masa molecularda 158000), ovalbumina
(masa moleculard 43000). Volumul solutiei de proteind standard, aplicatd pe coloana de gel, trebuie sa
constituie 1-2% din volumul total al coloanei. Concentratia solutiei preparate de feritind trebuie sa fie de 1
mg/ml, iar concentratia solutiiior preparate de catalaza, aldolaza si ovalbumina trebuie sd fie de 5 - 10
mg/ml.

Se determind volumul eluat (V.) al fiecdrei solutii de calibrare. Volumul total al coloanei cu gel
(Vy) se calculeaza cu ajutorul urmatoarei formule: Vi = =« r h, unde m =3,14; r = 1,25 cm; h = inaltimea
coloanei de gel.
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Se calculeaza valoarea coeficientului de repartizare (Cq4) pentru fiecare proteina in parte, folosind
urmdtoarea formula:

Ca = VM-V,
V-V,
Unde
V. —volumul eluat al fractiei solutiei de calibrare in mililitri
V, — volumul in mililitri egal cu volumul eluat al fractiei dextranului albastru
V., — volumul total al coloanei cu gel in mililitri

Se traseazad graficul dependentei coeficientului de repartizare (C4) de logaritmul zecimal (lg) al
masei moleculare a fiecarei solutii de calibrare.

Nota:

1. Prepararea gelului de Sephadex G-200.
Intr-un vas de sticla se introduc 18 - 20 g de Sephadex G-200, se adauga 800 ml -11 apa si se lasa timp de

3 zile la temperatura de 18-22°C pentru ca gelul sa se umfle. Dupa aceasta se efectueazd decantarea
lichidului de deasupra sedimentului. Se toarna o noud portie de apd, continutul vasului se amesteca cu
grijd, folosind o baghetd de sticla, si se lasa sd se sedimenteze gelul. Decantarea se efectueaza pana la
momentul, cand lichidul de deasupra sedimentului nu mai contine particule marunte de gel, care ar putea
obtura coloana. Se mdsoard Tndltimea coloanei de gel deplin sedimentat si se traseaza un marcaj la un
nivel, ce depaseste nivelul gelului sedimentat cu jumatate din indltimea coloanei de gel Sephadex G-200.
Se Indeparteza lichidul de pana la marcaj. Continutul rdmas se amesteca cu grija, folosind o baghetd de
sticld, pentru a obtine o suspensie omogend, dupa care se toarnd in coloana cromatografica cu palnie.

2. Prepararea gelului Sephadex G-25
Intr-o eprubeta cu 8§ — 10ml de apa se introduc 1,0 — 1,5g de Sephadex G-25 si se lasa timp de 3 - 3,5 ore

la temperatura de 18-22°C pentru ca gelul sa se umfle.
Dupa aceasta procedura este aceeasi ca la prepararea Sephadex G-200.

3. Prepararea solutiei tris-tampon (pH 8,0 — 8,2)

Intr-un balon cotat cu capacitatea de 11 se introduc 200 - 300ml de apa, 6,06g tris-(oximetil)-aminometan
si 58,5¢g de clorura de natriu. Se amestecd si se adauga 275 ml solutie de acid clorhidric cu concentratia de
0,1 mmol/l. Dupa dizolvarea reactivelor se completeaza la semn cu apa. Solutia tampon se filtreaza si se
pastreaza la temperatura de 4 — 10°C.

4. Umplerea coloanei

Coloana se fixeaza in pozitie verticald si se Inchide robinetul de scurgere a coloanei, aflat Tn partea ei
inferioara. In partea superioarid a coloanei se introduce o pélnie sau un rezervor cu adaptor. Toatd
suspensia omogend preparatd de gel Sephadex se toarna in coloand, folosind o bagheta de sticla. Se lasa in
repaus pentru ca gelul sa se sedimenteze pana la formarea unui strat de gel cu grosimea de 5 - 10 cm, dupa
care se deschide robinetul de scurgere a coloanei. Se umple continuu coloana pana la atingerea de catre
stratul obtinut a inaltimii de 75 — 95 cm. Se inchide robinetul din partea inferioarda a coloanei. Se
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suprapune un strat de Sephadex G-25 cu 1ndltimea de 5 - 7 mm. La partea superioara a coloanei se
conecteaza rezervorul cu solutie tampon, se deschide robinetul de scurgere a coloanei si se spald coloana
cu volum dublu sau triplu de solutie tampon. Iniltimea rezervorului cu solutie tampon nu trebuie sa se afle
mai sus de 250-300 mm fati de nivelul de iesire a lichidului de elutie din coloani. In caz ci aveti la
dispozitie o pompa peristaltica, aceasta conditie poate fi neglijata.

5. Introducerea preparatului in coloana

Se indeparteaza lichidul de deasupra stratului de gel prin aspirare sau prin deschiderea robinetului de
scurgere a coloanei. Cu ajutorul unei pipete se introduce proba de analizat astfel, Tncat ca ea sa se dispuna
de asupra gelului, Tn acest timp robinetul de scurgere a coloanei trebuie sda fie inchis. Robinetul de
scurgere a coloanei se uneste la colectorul fractiei respective sau la sistemul automat pentru gel-filtrare.
Se deschide robinetul de scurgere a coloanei, se cupleaza sistemul automat pentru gel-filtrare sau
colectorul fractiilor. Se lasa proba de analizat sd patrunda in gel. Se inchide robinetul din partea inferioara
a coloanei §i se spala partea superioard a coloanei cu solutie tampon, dispunand-o cu grija pe suprafata
gelului Tn 2-3 rate a cate 4-5 ml. Operatia de introducere a preparatului In coloana poate fi simplificata
prin utilizarea adaptoarelor. In acest caz, cu ajutorul unei pompe peristaltice, substanta nimereste printr-un
tub conector nemijlocit In coloana.

6. Verificarea corectitudinii umplerii coloanei
Determinarea corectitudinii umplerii coloanei se efectueaza folosind solutie proaspat preparata de 0,2% de

dextran albastru. 8-10 mg de dextran albastru (masa moleculard 2 x 106) se dizolvd 1n 4-5 ml solutie
tampon, se introduce in coloana si se efectueaza gel-filtrarea dupa cum este descris mai sus. Calitatea
umplerii coloanei se apreciazd in baza reprezentarii grafice a fractiei dextranului albastru. Varful fractiei
trebuie sd inceapd sub un unghi de 93 - 98° si sa se termine cu o linie dreapta, In caz contrar coloana
trebuie reumplutd. Verificarea corectitudinii umplerii coloanei se efectueaza la fiecare umplere noud a
coloanei.

7. Determinarea volumului liber (V,) al coloanei
Volumul liber este egal cu volumul de lichid colectat din momentul introducerii substantei In coloana

pana la aparitia varfului fractiei, corespunzator maximumului de elutie a dextranului albastru.
2.4. DETERMINAREA PARAMETRILOR MOLECULARI AI POLIZAHARIDELOR.

Parametrii moleculari ai polizaharidelor se apreciazd prin metoda filtrarii in gel in coloana
cromatografica cu Sepharoza 4B. Continutul de polizaharide in volumul de eluat de pand la C4 = 0,5 se
apreciaza procentual fatd de cantitatea totald de polizaharid, eluat din coloand. Metoda este recomandata
pentru vaccinurile polizaharidice meningicocice.

Modul de lucru

Intr-o coloani cu dimensiunile de 90 x 1,5cm cu Sepharoza 4B se introduce 1 ml solutie de
analizat (solutia de analizat se prepara folosind solutie tampon salina cu pH 7,4). Fractionarea preparatului
se efectueaza la viteza de 15 - 20 ml/ora, folosind pentru elutie solutie tampon salina. Se colecteaza fractii
a cate 2 ml in fiecare eprubetd. Se calculeazd volumul eluat (V.) in mililitri al fiecdrei fractii,
corespunzator C4 = 0,5, folosind urmatoarea formula:

Ve - Vot 0.5(Vi- Vo)
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Unde

® (0,5 —coeficientului de repartizare (Cy) a substantei in coloana
V, — volumul liber al coloanei in mililitri
V., — volumul total al coloanei cu gel in mililitri

Fractiile eluatului se Tmpart in doud grupuri. Primul grup intruneste fractiile, care corespund diapazonului
de la V, pand la C4. Al doilea grup intruneste fractiile urmatoare, pand la cea, care corespunde Vi In
fiecare din cele doua grupuri se apreciazd continutul de fosfor, prelevind pentru analizd Iml.
Determinarea se efectueaza folosind metoda descrisd in capitolul «Determinarea fosforului». Continutul
de fosfor in cele doua grupuri constituie 100%. Continutul procentual de polizaharide in volumul de eluat
de pana la Cq4este egal cu continutul fosforului in primul grup de fractii.

Unde
¢ V,—volumul fractiei
e Dygo — densitatea optica a fractiei
e P, —dilutia fractiei

Suma densitatii optice a tuturor fractiilor preparatului constituie 100%. Se calculeaza continutul
procentual al fiecdrei fractii in preparat fatd de suma obtinuta.

Pentru a determina consecutivitatea elutiei fiecarei fractii a preparatului si a aprecia masa moleculara
se efectueaza calibrarea coloanei cu gel, folosind proteinele de calibrare: feritina (masa moleculard
440000), catalaza (masa moleculara 232000), aldolaza (masa moleculara 158000), ovalbumina (masa
moleculard 43000). Volumul solutiei de proteina standard, aplicatd pe coloana de gel, trebuie sa constituie
1-2% din volumul total al coloanei. Concentratia solutiei preparate de feritind trebuie sd fie de 1 mg/ml,
iar concentratia solutiiior preparate de catalaza, aldolaza si ovalbumina trebuie sa fie de 5 - 10 mg/ml.

Se determind volumul eluat (V) al fiecarei solutii de calibrare. Volumul total al coloanei cu gel (V) se
calculeaza cu ajutorul urmatoarei formule: Vi= =« r h, unde © =3,14;r = 1,25 cm; h = inaltimea coloanei
de gel.

Se calculeaza valoarea coeficientului de repartizare (C4) pentru fiecare proteina in parte, folosind
urmdtoarea formula:

Unde
® V. -volumul eluat al fractiei solutiei de calibrare In mililitri
¢ V,— volumul in mililitri egal cu volumul eluat al fractiei dextranului albastru

® V.- volumul total al coloanei cu gel in mililitri
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Se traseaza graficul dependentei coeficientului de repartizare (Cq4) de logaritmul zecimal (lg) al masei
moleculare a fiecarei solutii de calibrare.

Nota:

3.Prepararea gelului de Sephadex G-200.
Intr-un vas de sticld se introduc 18 - 20 g de Sephadex G-200, se adaugd 800 ml -11 apa si se lasa

timp de 3 zile la temperatura de 18-22°C pentru ca gelul sd se umfle. Dupd aceasta se efectueaza
decantarea lichidului de deasupra sedimentului. Se toarnd o noua portie de apd, continutul vasului se
amesteca cu grija, folosind o bagheta de sticla, si se lasa sa se sedimenteze gelul. Decantarea se efectueaza
pana la momentul, cand lichidul de deasupra sedimentului nu mai contine particule marunte de gel, care ar
putea obtura coloana. Se masoara Tndltimea coloanei de gel deplin sedimentat si se traseaza un marcaj la
un nivel, ce depaseste nivelul gelului sedimentat cu jumatate din inaltimea coloanei de gel Sephadex G-
200. Se indeparteza lichidul de pana la marcaj. Continutul rdmas se amesteca cu grija, folosind o bagheta
de sticld, pentru a obtine o suspensie omogena, dupa care se toarna in coloana cromatografica cu palnie.

4.Prepararea gelului Sephadex G-25
Intr-o eprubetd cu 8 — 10ml de apa se introduc 1,0 — 1,5g de Sephadex G-25 si se lasa timp de 3 -

3,5 ore la temperatura de 18-22°C pentru ca gelul sa se umfle.
Dupa aceasta procedura este aceeasi ca la prepararea Sephadex G-200.

§. Prepararea solutiei tris-tampon (pH 8,0 — 8,2)

Intr-un balon cotat cu capacitatea de 11 se introduc 200 - 300ml de apa, 6,06g tris-(oximetil)-
aminometan si 58,5g de clorura de natriu. Se amestecd si se adaugd 275 ml solutie de acid clorhidric cu
concentratia de 0,1 mmol/l. Dupa dizolvarea reactivelor se completeaza la semn cu apa. Solutia tampon se
filtreaza si se pastreaza la temperatura de 4 — 10°C.

6. Umplerea coloanei

Coloana se fixeaza in pozitie verticala si se inchide robinetul de scurgere a coloanei, aflat in partea
ei inferioard. In partea superioard a coloanei se introduce o pilnie sau un rezervor cu adaptor. Toatd
suspensia omogena preparatd de gel Sephadex se toarna in coloand, folosind o bagheta de sticla. Se lasa 1n
repaus pentru ca gelul sa se sedimenteze pana la formarea unui strat de gel cu grosimea de 5 - 10 cm, dupa
care se deschide robinetul de scurgere a coloanei. Se umple continuu coloana pana la atingerea de catre
stratul obtinut a inaltimii de 75 — 95 cm. Se inchide robinetul din partea inferioara a coloanei. Se
suprapune un strat de Sephadex G-25 cu indltimea de 5 - 7 mm. La partea superioara a coloanei se
conecteaza rezervorul cu solutie tampon, se deschide robinetul de scurgere a coloanei si se spald coloana
cu volum dublu sau triplu de solutie tampon. Inaltimea rezervorului cu solutie tampon nu trebuie si se afle
mai sus de 250-300 mm fatd de nivelul de iesire a lichidului de elutie din coloana. In caz ci aveti la
dispozitie o pompa peristaltica, aceasta conditie poate fi neglijata.

7. Introducerea preparatului in coloana

Se indeparteaza lichidul de deasupra stratului de gel prin aspirare sau prin deschiderea robinetului
de scurgere a coloanei. Cu ajutorul unei pipete se introduce proba de analizat astfel, incat ca ea sa se
dispuna de asupra gelului, 1n acest timp robinetul de scurgere a coloanei trebuie sa fie inchis. Robinetul de
scurgere a coloanei se uneste la colectorul fractiei respective sau la sistemul automat pentru gel-filtrare.
Se deschide robinetul de scurgere a coloanei, se cupleaza sistemul automat pentru gel-filtrare sau
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colectorul fractiilor. Se lasa proba de analizat sd patrunda in gel. Se inchide robinetul din partea inferioara
a coloanei §i se spala partea superioard a coloanei cu solutie tampon, dispuniand-o cu grija pe suprafata
gelului 1n 2-3 rate a cate 4-5 ml. Operatia de introducere a preparatului in coloand poate fi simplificata
prin utilizarea adaptoarelor. In acest caz, cu ajutorul unei pompe peristaltice, substanta nimereste printr-un
tub conector nemijlocit In coloana.

8. Verificarea corectitudinii umplerii coloanei
Determinarea corectitudinii umplerii coloanei se efectueaza folosind solutie proaspat preparatd de

0,2% de dextran albastru. 8-10 mg de dextran albastru (masa moleculara 2 x 106) se dizolva in 4-5 ml
solutie tampon, se introduce in coloand si se efectueaza gel-filtrarea dupd cum este descris mai sus.
Calitatea umplerii coloanei se apreciazad in baza reprezentdrii grafice a fractiei dextranului albastru. Varful
fractiei trebuie sa inceapa sub un unghi de 93 - 98° si sd se termine cu o linie dreaptd, in caz contrar
coloana trebuie reumpluta. Verificarea corectitudinii umplerii coloanei se efectueaza la fiecare umplere
noua a coloanei.

9. Determinarea volumului liber (V,) al coloanei
Volumul liber este egal cu volumul de lichid colectat din momentul introducerii substantei in

coloana pana la aparitia varfului fractiei, corespunzator maximumului de elutie a dextranului albastru.
3. METODELE DE CERCETARE A HEMOSTAZEI
3.1. Determinarea activitatii factoriui VIII

Setul Factor VIII-test este destinat pentru determinarea cantitativa a activitdtii f. VIII in plasma
sangvina umana conform metodei standard monostadiale n scop de diagnosticare a hemofiliei A si pentru
monitorizarea tratamentului de substitutie cu preparate din plasma n hemofilie A.

Principiul metodei

Metoda monostadiald se bazeazd pe dependenta lineara dintre activitatea f. VIII si timpul de
coagulare 1n testul timpului de tromboplastind partiala activata (PTTa).

Considerand faptul, ca activitatea f. VIII in plasma normala este foarte inalta, s-a hotarat a lua
drept activitate de 100% activitatea plasmei normale, diluate de 5 ori. Pentru micsorarea ulterioara
artificiald a activitatii plasma normald se dilueaza inca de 10, 50 si 250 ori si in solutiile diluate se
determind PTTa. Pentru suplinirea factorilor de coagulare, concentratiile carora scad la diluare, se adauga
plasma bolnavilor cu hemofilie, In care practic lipseste (sub 2%) doar f. VIII, iar ceilalti factori sunt
prezenti in concentratii normale.

Curba de calibrare se traseaza, apreciind PTTa in aceste solutii diluate de plasmad normald martor
cu activitate cunoscuta a f. VIII (conform plasmelor standard de import). Plasma de cercetat se dilueaza
(de 5, 10 si 50 ori) in mod similar. In solutiile diluate ale plasmei de cercetat de asemenea se determini
PTTa si prin 3 puncte se traseaza a doua curba, care trebuie sa reprezinte o linie dreapta, paralela cu curba
de calibrare. In caz ci cele doui curbe sunt paralele determinarea ulterioara poate fi efectuati in baza unui
singur punct. Metoda se bazeazd pe principiile internationale de standardizare a investigatiilor
coagulologice, descrise anterior.

Drept unitate de activitate biologica a f. VIII este considerata activitatea, prezentda in 1,0 ml de
plasma normald proaspata.

Activitatea f. VIII poate fi exprimata atat in unitdti internationale (Ul/ml) de activitate, cét si in %
din norma. (activitatea de 100% f. VIII = 1 UI). Descrierea detaliatd a metodei este prezentata mai jos.
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Componenta setului

- erilida uscata prin liofilizare (analog al cefalinei) - 1 fl.;
- suspensie de caolind 1n solutie de clorura de sodiu 0,9% - 1 fl. (5 ml);
- solutie de clorura de calciu 0,025 M - 1 fl. (5 ml);
- plasma din substrat uscata prin liofilizare (activitatea f. VIII sub 2 %) - 5 fl.;
- plasma martor cu activitate cunoscuta a f. VIII uscata prin liofilizare - 1 fl.;
- concentrat de tampon imidazolic - 1 fl. (5 ml).

PREPARAREA REAGENTILOR

Prepararea plasmei din substrat

Intr-un flacon cu plasma din substrat introduceti 1,0 ml de apa distilata si dizolvati continutul prin
rotire. A se folosi pentru investigatii doar timp de 2 ore dupa preparare. In timpul testdrii eprubeta cu
solutie de plasma din substrat se va tine intr-un pahar cu gheata topinda.

Prepararea solutiei de lucru de erilida

Agitati energic suspensia de caolini si turnati-o intr-un flacon cu erilidi. Inainte de efectuarea
examinarii lasati solutia obtinuta de lucru de erilida timp de 30 min la temperatura camerei (+ 18-25°C).
Solutia de lucru de erilidd poate fi reutilizata (timp de 2 saptdmani) cu conditia de pastrare la temperatura
de + 2 - 8°C, insa de fiecare data la reutilizarea solutiei de lucru de erilida trebie sa trasati o curbd noua de
calibrare.

Prepararea tamponului imidazolic

Turnati intreg continutul flaconului cu concentrat de tampon imidazolic intr-un balon cotat cu
capacitatea de 100 ml, aduceti la semn cu apa distilata i amestecati prin rasturnare. pH-ul solutiei
tampon obtinute este egal cu 7,35 + 0,1. Solutia tampon poate fi pastratd la temperatura de + 2-8°C nu
mai mult de 20 zile dupa preparare.

Prepararea plasmei martor

Introduceti intr-un flacon cu plasmad martor uscata prin liofilizare 1,0 ml de apa distilata si
dizolvati continutul prin rotire. Peste 15 min dupa dizolvare plasma este gata pentru utilizare. Solutia de
plasmd martor poate fi folositd doar timp de 2 ore dupa preparare, si pastratd la temperatura camerei +
18-25°C. La trasarea curbei de calibrare plasma martor se dilueaza cu solutie tampon, si solutiile obtinute
se admite a fi pastrate nu mai mult de 30 min din momentul de preparare.

Obtinerea plasmei pentru analize

Intr-o eprubeti cotatd se amesteca 9 parti de sdnge venos proaspit recoltat cu 1 parte de solutie de
citrat de sodiu 0,11 M, sangele citratat obtinut se centrifugeatd imediat la temperatura camerei (+ 18 -
25°C) timp de 10 minute la 3000 turatii/min, dupd care plasma se transfera imediat Intr-o eprubetd de
plastic sau de sticla siliconata. Plasma se va folosi pentru analize doar timp de 2 ore dupa recoltarea
sangelui.

Trasarea curbei de calibrare

Determinarea cantitativa a activitdtii f. VIII in plasma de cercetat se va efectua conform curbei de
calibrare a dependentei activitdtii f. VIII in % de durata PTTa in secunde. Pentru trasarea curbei de
calibrare diluati plasma martor cu valoare cunoscutd a activitatii f. VIII de 5, 10, 50, 250 ori cu solutie
tampon imidazolic. Modalitatea de dilutie este indicata In tabelul urmator:

Dilutia de 5 ori de 10 ori de 50 ori de 250 ori
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Activitatea f. VIII in % (axa X) 100 50 10 2
Activitatea f. VIII in Ul/ml (axa X) 1,0 0,5 0,1 0,02
Tampon, ml 1,6 0,5 0,9 0,8
Plasma martor, ml 0.4 - - -
Amesteizat,:i si transferati 1n altd|0,1 0,5 T 0,2 T
eprubeta. ml T l_

In toate solutiile diluate de plasma martor determinati PTTa, folosind urmétoarea metoda:

1. Incalziti solutia de clorura de calciu la temperatura de + 37°C (3 min).
2. Introduceti in 4 eprubete:

- cate 0,1 ml plasma martor, diluata de 5, 10, 50 sau 250 ori cu tampon imidazolic;

- cate 0,1 ml plasma din substrat;

- cate 0,1 ml solutie de lucru de erilida.
3. Amestecati continutul eprubetelor prin rotire si incdlziti timp de 5 min la temperatura de +37°C.
4. Introduceti in aceleasi eprubete cite 0,1 ml de solutie ncalzitd (+37°C) de clorurd de calciu, amestecati
prin rotire §i determinati timpul de coagulare in fiecare din solutia diluatd a plasmei de cercetat din
momentul addugarii solutiei de clorura de calciu.

Depuneti pe hértia semilogaritmica (intrd in compomponenta setului):

- pe axa lineara verticald a ordonatelor (Y) - durata PTTa pentru fiecare solutie diluatd de plasma
martor, in secunde;

- pe axa logaritmicd orizontald a absciselor (X) - activitatea f. VIIL In % (si in Ul/ml),
corespunzatoare dilutiei solutiei respective de plasma martor(scala logaritmica se foloseste Tn
scop de linealizare a curbelor).

La unirea punctelor depuse se formeaza o linie dreapta a curbei de calibrare, conform careia se
determina activitatea plasmei de cercetat in %.

Modul de lucru cu plasma de cercetat

Determinarea activitdtii f. VIII cu ajutorul setului se efectueaza prin metoda manuald sau folosind
coagulometrele mecanice si optico-mecanice. Ambele metode se bazeazd pe inregistrarea timpului de
coagulare a plasmei sangvine, 1nsa la efectuarea metodei manuale cronometrarea timpului este vizuala,
conform unui cronometru, iar amestecarea ingredientelor reactiei cu plasma sangvinad colectatd pentru
analiza se efectueaza in eprubete, aflate Tn baie marina. La efectuarea metodei coagulometrice amestecarea
reagentilor si plasmei de analizat are loc in cuve speciale, incluse In set, iar termostatarea §i cronometrarea
timpului se efectueaza automat. In ambele cazuri consecutivitatea efectudrii reactiei este aceeasi:

1. Diluati plasma de cercetat de 5, 10 si 50 ori conform descrierii din tabel.
2. Incalziti solutia de clorura de calciu la temperatura de + 37°C (5 min).
3. Introduceti 1n 3 eprubete:
- cate 0,1 ml plasma de cercetat, diluata de 5, 10 sau in 50 ori cu tampon imidazolic;
- cate 0,1 ml plasma din substrat;
- cate 0,1 ml solutie de lucru de erilida.
4. Amestecati continutul eprubetelor prin rotire si incalziti timp de 5 min la temperatura de +37°C.
5. Introduceti in aceleasi eprubete cate 0,1 ml de solutie incalzita (+37°C) de clorurd de calciu,
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amestecati prin rotire si determinati timpul de coagulare in fiecare din solutia diluatd a plasmei de cercetat
din momentul addugarii solutiei de clorura de calciu.

6. Trasati a doua curba, depunind pe axa lineard verticald (V) valoarea PTTa pentru fiecare solutie
diluata de plasma de cercetat, in secunde , iar pe axa logaritmica orizontala a absciselor (X) - activitatea f.
VIII, corespunzatoare dilutiei solutiei respective (vedeti tabelul). A doua curba trebuie sa fie dispusa
anterior de curba de calibrare. Dacad ea este dispusd mai jos, vedeti p. 10.

7. Convingeti-va de faptul, ca cele doua curbe sunt paralele. Lipsa paralelismului indicd inexactitatea
efectuarii analizarii, §i analiza urmeaza a fi repetata.

8. Determinati activitatea f. VIII in plasma de cercetat, trasand din punctul, corespunzator dilutiei de 5
ori a plasmei de cercetat, o linie dreaptd, paraleld cu axa X, pana la intersectia ei cu curba de calibrare. Din
punctul de intersectie coborati in jos o perpendiculara pana la intersectia ei cu axa X, pe care sunt depuse
valorile activitdtii f. VIII, si astfel determinati activitatea plasmei de cercetat.

9. Efectuati recalcularea datelor in valorile activitatii reale a f. VII1 in % si Ul conform urmatoarei
formule:

A - Acx A00
unde:
A — valoarea exacta a activitatii f. VIII in plasma de cercetat, %;
Ay — valoarea activitatii f. VIII in plasma de cercetat, % (dilutia de 5 ori), obtinuta
folosind curba de calibrare;
Ay — activitatea cunoscutd a f. VIII in plasma normala, %.

10. In caz ca activitatea f. VIII in plasma de cercetat este inaltd, curba plasmei de cercetat se poate
situa mai jos de curba de calibrare. In asemenea situatii plasma de cercetat urmeaza a fi initial diluata de 2
ori (1:1), dupa care se va efectua dilutia ulterioara de 5, 10 si 50 ori in modul indicat in tabel, si analizarea,
conform descrierii anterioare. La calculul datelor finale valoarea obtinuta a activitatii f. VIII urmeaza a fi
inmultita cu 2.

11. Pentru recalculul in unitati de Ul/ml valoarea obtinuta a activitatii f. VIII in % trebuie
impartita la 100.

Interpretarea datelor obtinute

- Hemofilie grava. Nivelul f. VIII sau IX este sub 1%. Hemartrozele, hemoragiile in muschi si alte
organe se produc la leziuni minime sau chiar neobservate.

- Hemofilie de gravitate medie. Nivelul f. VIII sau IX este cuprins intre 1-5%. Hemoragiile apar la
leziuni evidente neinsemnate, de asemenea dupa diferite tipuri de interventii chirurgicale si extractii
dentare.

- Hemofilie ugoara. Nivelul f. VIII sau IX este cuprins intre 6-30%. Hemoragiile apar de obicei doar
la leziuni masive, diferite tipuri de interventii chirurgicale si extractii dentare. Diagnosticarea unei
asemenea forme poate fi efectuatd abia la varsta adulta sau la aparitia hemoragiilor in situatiile indicate
mai sus.

Exemplu de determinare grafica a activitatii f. VIII

Pentru a ilustra cele descrise mai sus aducem un exemplu de calcul grafic al activitatii f. VIII in
plasma de cercetat. Pe desenul 3 sunt reprezentate curbele dilutiei plasmei martor (curba de calibrare) si
plasmei de testat.

Pe axa orizontala logaritmica a absciselor (X) este depusa activitatea f. VIII in %, corespunzatoare
dilutiei plasmei, iar pe axa lineara a ordonatelor (Y) - timpul de coagulare, in secunde. Linia inferioara
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reprezinta curba de calibrare, trasatd conform solutiilor diluate de plasmad martor, iar linia superioara
reprezintd curba, trasatd conform solutiilor diluate ale plasmei de cercetat. De asupra punctelor este
indicata dilutia plasmei, corespunzatoare activitatii f. VIIL

Dupa cum urmeaza din desenul 3, cele doua linii, adica curba de calibrare, trasata conform datelor
duratei PTTa in solutiile diluate de plasma martor (normale) cu activitate cunoscutd, si curba, trasatd in
rezultatul aprecierii PTTa in solutiile diluate ale plasmei de cercetat, sunt paralele.

Valoarea cunoscutd a activitatii f. VIII in plasma normald in cazul dat este egala cu 91%.
Paralelismul celor doud curbe a permis a efectua calculul activitatii f. VIII in plasma de cercetat conform
curbei de calibrare. In exemplul dat pentru dilutia de 5 ori - activitatea f. VIII In plasma de cercetat a fost
de 15%.

Desenul 3. Curbele dilutiei plasmei martor (curba de calibrare) si plasmei de testat
Folositi formula ardtatd mai sus pentru calculul valorii reale a activitatii f. VIII:
A A - AcxAc - 15x91 - 013 vim
100 100

Cu conditia paralelismului liniilor curbei de calibrare si curbei plasmei de cercetat, calculul
activitatii f. VIII poate fi efectuat in baza unui singur punct.

Caracteristicile analitice ale setului
Activitatea f. VIII in plasma normala - 90-100 % sau 0,9-1,0 Ul/ml.

Deviatia admisibild a activitatii f. VIII In plasma normald de la valorile cunoscute nu este mai
mare de 10%. Coeficientul de variabilitate a rezultatelor determinate nu este mai mare de 10%. Variatia
admisibild a rezultatelor la determinarea activitatii f. VIII in probele unice ale plasmei sangvine la
utilizarea diferitor seturi din aceeasi serie nu este mai mare de 10%.

Sensibilitatea determinata - 1,5%.

Linearitatea valorilor determinate ale activitatii f. VIII in plasma sangvind umana in diapazonul de
dilutii a plasmei martor de la 2 pana la 100%.

Diapazonul valorilor determinate ale activitatii f. VIII variaza de la 2 pana la 200 %.
Conditiile de pastrare si de utilizare.

Setul de reagenti se va pastra la temperatura de + 2-8°C pe durata Intregii perioade de valabilitate
a setului (1 an). Se admite pastrarea la temperatura de pana la + 25°C timp de 10 zile. Congelarea nu se
admite.

Solutia de erilidd in caolind poate fi pastratd la temperatura de +2-8°C nu mai mult de 2
saptamani.

Dupa deschiderea flacoanelor cu solutie de clorurd de calciu aceasta poate fi folositd repetat cu
conditia ermetizarii suficiente a flacoanelor. Solutia de clorura de calciu care a fost incalzita la efectuarea
testelor, nu se va utiliza repetat.

Plasma martor si plasma de cercetat se admite a fi folosite pentru analize doar timp de 2 ore dupa
preparare, fiind pastrate pe durata intregii perioade la temperatura camerei. In timpul investigatiilor
eprubetele cu plasma din substrat trebuie tinute intr-un pahar cu gheata topinda.
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Solutia de tampon imidazolic poate fi pastrata la temperatura + 2-8°C nu mai mult de 20 zile.

Curba de calibrare este necesar a fi trasatd concomitent cu efectuarea examinarii plasmei
pacientului. Un set este destinat pentru efectuarea a 45 determinari la consumul fiecdrui reagent de 0,1
ml pentru o analiza.

Pentru a obtine rezultate credibile este necesar a respecta cu strictete instructiunile de utilizare.
Recomandari pentru efectuarea testelor, care permit evitarea celor mai tipice greseli

* Pentru a obtine rezultate credibile recomanddam a folosi pentru analize doar plasme comercializate
atestate cu substrat definit, deoarece in plasmele neatestate poate fi o modificare semnificativa a
activitatii factorilor V si VIII de coagulare a sangelui, determinatd de prezenta inhibitorilor.

* Curba de calibrare este necesar a fi trasata doar in ziua efectudrii analizelor.

* Pentru a obtine rezultate credibile se recomandd a investiga nu mai putin de doua dilutii ale plasmei de
cercetat.

Determinarea activitaitii factorului VIII de coagulare a sangelui in crioprecipitat

Prima informatie despre faptul, cd sedimentul proteinelor plasmei sangvine, care au cazut in
precipitat la rece (- 60°C), contine 56% din activitatea initiala a f. VIII a aparut in anul 1959, si, deja in
anul 1964, s-a instituit utilizarea practica a crioprecipitatului pentru tratamentului hemofiliei.

Pe langa f. VIII, crioprecipitatul mai contine si alte componente: fibrinogen, fibronectind, factorul
Willebrand, f. XIII si alte proteine (imunoglobuline, o 2-macroglobulind, factorii de coagulare II, VII, X).

Activitatea f. VIII in crioprecipitat variaza de la 80 pana la 150 UI, continutul celorlalte
componente este de asemenea diferit, fapt care ingreuneaza efectuarea analizei.

Studierea activitatii f. VIII in crioprecipitat se efectueazd prin metoda monostadiald, descrisa
anterior, Tnsa la aplicarea metodei pentru crioprecipitat existd un sir de particularitati.

Particularitatile studierii activitatii f. VIII in crioprecipitat

Pentru analiza crioprecipitatului nu exista nici un standard corespunzator, si deaceea studierea
crioprecipitatului se efectueaza de obicei, folosind in calitate de standard Standardul International pentru f.
VIII sau plasma, atestata la f. VIIIL.

Pentru a obtine rezultate credibile este necesar a respecta cu strictete urmatoarele reguli:

* Diluarea plasmei martor si crioprecipitatului folosind tamponul imidazolic este necesar a efectua
concomitent;
* Se va respecta cu strictete consecutivitatea investigatiilor: fiece dilutie a plasmei martor este necesar
a analiza concomitent cu dilutia corespunzatoare a crioprecipitatului;
* Diluarea plasmei martor si a crioprecipitatului se admite a efectua doar in ziua examinarii.
Determinarea activitatii f. VIII se efectueaza prin metoda monostadiald folosind setul de reagenti

pentru determinarea activitatii factorului VIII de coagulare a sangelui in plasma sangvind. Se traseazd
doud grafice: curba de calibrare a plasmei martor cu activitate cunoscutd a f. VIII si curba
crioprecipitatului investigat. In scop de trasare a acestor curbe din solutiile initiale de plasma martor si
crioprecipitat se prepara solutii diluate de 5, 10 si 50 ori cu activitate scazutd a f. VIII. Drept activitate de
100% a f. VIII se considera activitatea plasmei martor, diluate de 5 ori. (ulterior se efectueaza recalcularea
in activitate reala a f. VIII in doza de crioprecipitat). In solutiile preparate se determini PTTa si se traseaza
curba dependentei timpului de coagulare de activitatea f. VIIL.
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In scop de linealizare a curbelor se foloseste hirtia cu scald logaritmica (este inclusi in set).

Pentru suplinirea factorilor de coagulare, concentratiile carora scad la diluarea crioprecipitatului si
a plasmei martor, n test-sistem se adauga plasma bolnavilor cu hemofilie, in care practic lipseste (sub 2%)
doar f. VIII, iar ceilalti factori sunt prezenti in concentratii normale.

Descrierea detaliatd a metodei este data mai jos.

Metoda se bazeazd pe principiile internationale de standardizare a investigatiilor coagulologice,
descrise anterior.

Prepararea reagentilor

Prepararea reagentilor se efectueaza la fel ca prepararea reagentilor pentru determinarea activitatii f.
VIII in plasma sangvind, descrisd anterior.

Prepararea crioprecipitatului pentru analiza

Crioprecipitatul congelat este necesar a fi lichefiat, pentru aceasta punga cu crioprecipitat se
introduce 1n baia marina la temperatura de +37°C. Peste 5-7 minute crioprecipitatul trebuie sd se topeasca
complet si sd se transforme intr-o solutie transparentd de culoare galbuie. Pentru efectuarea examinarii
este nevoie de 0,5 ml de crioprecipitat.

Trasarea curbei de calibrare

Pentru trasarea curbei de calibrare diluati de 5, 10 si 50 ori plasma martor cu valoare cunoscutd a
activitatii f. VIII cu solutie tampon imidazolic. Modalitatea de dilutie este indicatd in tabelul (21):

In toate solutiile diluate de plasma martor determinati PTTa, folosind urmétoarea metoda:

1. Incalziti solutia de clorura de calciu la temperatura de + 37°C (5 min).
2. Introduceti in 3 eprubete:
- cate 0,1 ml plasma martor, diluata de 5, 10, sau de 50 ori cu tampon imidazolic;
- cate 0,1 ml plasma din substrat;
- ciate 0,1 ml solutie de lucru de erilida.
Particularitatile trasarii curbei de calibrare a plasmei martor

Tabelul 21
Numarul eprubetelor 1 2 3
Dilutia de 5 ori de 10 ori de 50 ori
Activitatea f. VIII in % (axa X) 100 50 10
Activitatea f. VIII in UI/ml (axa X) 1,0 0,5 0,1
Tampon, ml 0,8 0,5 0,9
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Plasma martor, ml 0.2 - -

Amestecati i transferati 1n alta 0,1 04 T 0,2

eprubeta. ml ‘ - T

4. Amestecati continutul eprubetelor prin rotire si incalziti timp de 5 min la temperatura de +37°C.

5. Introduceti 1n aceleasi eprubete cite 0,1 ml de solutie incalzitd (+37°C) de clorurd de calciu,
amestecati prin rotire si determinati timpul de coagulare in fiecare din solutia diluatd a plasmei de cercetat
din momentul adaugarii solutiei de clorura de calciu.

Depuneti pe hartia semilogaritmica (intrd In compomponenta setului):

- pe axa lineara verticala a ordonatelor (V) - durata PTTa pentru fiecare solutie diluata de plasma
martor, in secunde;

- pe axa logaritmica orizontald a absciselor (X) - activitatea f. VIII. in %, corespunzdtoare dilutiei
solutiei respective de plasma martor (vedeti tabelul 21).

La unirea punctelor depuse se formeaza o linie dreapta a curbei de calibrare, conform careia se
determina activitatea crioprecipitatului in % sau in Ul/ml.

Trasarea curbei crioprecipitatului

Concentratia crioprecipitatului diferitor producatori variazd intr-un diapazon relativ mare,
aproximativ de la 200 pana la 600% (de la 2 Ul/ml pana la 6 Ul/ml). Considerand faptul, ca metoda de
apreciere a activitatii f. VIII in crioprecipitat se bazeaza pe corespunderea activitatii solutiilor diluate de
plasmd martor si crioprecipitatului, o importantd mare se acorda dilutiei premergdtoare a
crioprecipitatului, care urmeaza a fi selectatd in mod experimental. Pentru aceasta crioprecipitatul se
dilueaza in prealabil de 10 si 20 ori. Dupd aceasta fiecare din solutiile obtinute urmeaza a fi diluata inca
de 3 ori: de 5,10 si 50 ori (la fel ca si plasma martor), considerdnd a doua dilutie de 5 ori drept 100% de
activitate a f. VIIL. Pentru ilustrare pe desenul 4 este reprezentatd schema dilutiei crioprecipitatului.

Fiecare producator trebuie sa selecteze de sinestdtdtor Tn mod experimental, care este dilutia
premergatoare a crioprecipitatului, ce urmeaza a fi acceptata: de 10 sau de 20 ori.

Drept criteriu de corectitudine a diluarii premergatoare a crioprecipitatului serveste timpul de
coagulare in testul timpului de tromboplastind partiald activata (PTTa), care la dilutia
crioprecipitatului de 5, 10 si 50 ori trebuie sa fie mai Indelungat decat timpul de coagulare al plasmei
martor. In acest caz curba crioprecipitatului trebuie si fie dispusi anterior de curba de calibrare a
plasmei martor.

In tabelul 2 sunt prezentate particularitatile de diluare a crioprecipitatului s§i sunt dati
coeficientii de recalculare (cu bold) pentru calculul activitdtii reale, de pand la diluare, a
crioprecipitatului.

Particularitétile de diluare a crioprecipitatului
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Tabelul 22

Numarul eprubetelor 0 1 2 3
Dilutia Premergatoare
de 5 ori de 10 ori de 50 ori
(10, 20)
Activitatea f. VIII in % (axa X) 100 50 10
Activitatea f. VIII in Ul/ml (axa X) 1,0 0,5 0,1
Coeficientul de recalculare pentru(1( (0,1+0,9) 10 20 100
determinarea  activitatii  initiale a
crioprecipitatului (1, 2, 3) 20 (0,1+1,9) 20 40 200
Tampon, ml - 0,8 0,4 0,8
Amestecati fara a forma spuma
crioprecipitatul in prealabil diluat si
N < 0,2 0.4 0,2

transferati 1n altd eprubetd. ml T

¢ L]

Modul de lucru
In toate solutiile diluate de crioprecipitat determinati PTTa, folosind urmitoarea metoda:

1. Incalziti solutia de cloruri de calciu la temperatura de +37°C timp de 10 min;
2. Introduceti in 3 eprubete:

e cite 0,1 ml solutii din eprubetele 1- 3 cu crioprecipitat;

¢ (0,1 ml plasma din substrat;

¢ (0,1 ml solutie de lucru de erilida.

3. Amestecati continutul eprubetelor prin rotire, porniti cronometrul si Incalziti eprubeta

timp de 5 min la temperatura de +37°C.

4. Exact la a 300-ea secunda de la inceputul incalzirii introduceti in aceeasi eprubetd 0,1 ml solutie de
clorurd de calciu Incélzita (+37°C), amestecati prin rotire i cronometrati
timpul de coagulare din momentul adaugarii solutiei de clorurd de calciu in fiecare din cele 3 eprubete.

5. Pe aceeasi hartie semilogaritmica, cu curba de calibrare, depuneti:

® pe axa lineard verticald a ordonatelor (Y) - valoarea PTTa pentru fiecare solutie diluatd de
crioprecipitat in secunde;

® pe axa logaritmica orizontald a absciselor (X) - activitatea f. VIII, corespunzatoare dilutiei
solutiei respective (vedeti tabelul 22).

6. Convingeti-va de faptul, ci cele doud curbe sunt paralele. In lipsa paralelismului (fapt care indica
variabilitatea componentei crioprecipitatului de la donori diferiti i metodele diferite de recoltare)
activitatea f. VIII urmeaza a fi determinatd pentru toate cele trei puncte, considerand media aritmeticd a
valorilor drept valoare reala a activitatii.

7. in cazul paralelismului celor doud curbe determinati activitatea f. VIII in crioprecipitatul diluat
dupa un singur punct, trasdnd din punctul, corespunzator celei de-a doua dilutii a crioprecipitatul de 5 ori
(sau din oricare alt punct), o linie dreapta, paraleld cu axa X, pana la intersectia ei cu curba de calibrare.
Din punctul de intersectie coborati In jos o perpendiculard pana la intersectia ei cu axa X, pe care sunt
depuse valorile activitatii f. VIII, si astfel determinati activitatea crioprecipitatului diluat.

8. Efectuati recalcularea datelor in valorile reale ale activitatii f. VII1 1n crioprecipitat conform
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urmatoarei formule (1):
AK = Ap_ﬁ_gp_ﬁ

AarT100
unde:
Ax — valoarea reald cautata a activitatii f. VIII in crioprecipitat in % sau in Ul/ml;

A, — valoarea activitatii f. VIII in solutiile de crioprecipitat din eprubetele 1-3, obtinuta folosind curba
de calibrare, In % sau in Ul/ml;

K, — coeficientul de diluare a crioprecipitatului in eprubeta corespunzatoare (se obtine conform
formulei (2):

Kk = dilutia premergatoare x dilutia in eprubeta 1, 2 sau 3

dilutia in eprubeta 1
A ATT — activitatea cunoscutd a f. VIII in plasma martor, in % sau Tn Ul/ml.

9. Calculati activitatea f. VIII in Intreaga doza a crioprecipitatului conform formulei (3):
Acrioinpoza = Acrio X Vpoza
unde:

Acrioinpoza - activitatea f. VIII in intreaga doza a crioprecipitatului, UT;

Acrio - activitatea f. VIII in crioprecipitatul initial In Ul/ml;

Vboziz — volumul dozei crioprecipitatului, ml.

Caracteristicile analitice
Activitatea f. VIII in plasma normala - 90- 100 % sau 0 9-1,0 Ul/ml.

Coeficientul de variabilitate a rezultatelor la determinarea activitatii f. VIII in crioprecipitat nu este
mai mare de 10%.

Variatia admisibild a rezultatelor determinate ale activitatii f. VIII in crioprecipitat la utilizarea
diferitor seturi din aceeasi serie nu este mai mare de 10%. Linearitatea valorilor determinate ale
activitatii f. VIII in crioprecipitat este de la 5 pana la 100%.

Sensibilitatea determinata a metodei - 2,0 %.
Conditiile de pastrare si de utilizare

Setul se va pastra la temperatura de + 2-8°C pe durata intregii perioade de valabilitate a setului (1
an). Se admite pastrarea la temperatura de pana la + 25°C timp de 10 zile. Congelarea nu se admite.

Solutia de erilida in caolind poate fi folosita pentru investigatii timp de 2 s@ptdméani cu conditia de
pastrare la temperatura de + 2 - 8°C.
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Dupa deschiderea flacoanelor cu solutie de clorura de calciu aceasta poate fi folositd repetat cu
conditia ermetizarii suficiente a flacoanelor. Solutia de clorurd de calciu care a fost incalzita la efectuarea
testelor, nu se va utiliza repetat.

Plasma martor si plasma din substrat se admite a fi folosite pentru analize doar timp de 2 ore dupa
preparare. Solutia de tampon imidazolic poate fi pastratd la temperatura de + 2-8°C nu mai mult de 20
zile.

Un set este destinat pentru efectuarea a 45 determinadri la consumul fiecarui reagent de 0,1 ml
pentru o analiza.

Cel mai frecvent intalnite erori tehnice

Cele mai raspandite erori tehnice, comise in timpul examinarii hemostazei, sunt asociate urmatoarelor
situatii:

* recoltarea incorecta a probelor de sdnge, in timpul céreia are loc activarea procesului de coagulare;
* raportul incorect a volumelor de sange si anticoagulant<

patrunderea heparinei in proba (prelungirea pronuntata a PTTa);

temperatura neadecvata din termostat in timpul efectuarii testelor;

utilizarea sticlariei nesiliconate (activarea coagularii);

utilizarea in repetate randuri a recipientelor getabile din plastic (activarea coagularii);

utilizarea pentru spalarea recipientelor a detergentilor, care influenteaza coagularea.

Obtinerea plasmei pentru analize

In timpul pregatirii pentru investigarea sistemului de hemostazi este necesar a tine cont de faptul, ci
procesele de coagulare a sangelui decurg cu implcarea unor sisteme enzimatice foarte sensibile, fiecare
component al cdrora este usor supus activdrii sau inhibarii. Fiece manipulare, Tncepand cu procedura de
recoltare a sangelui si pregatirea sticlariei de laborator, trebuie sa fie strict coordonata.

Sangele se recolteaza dimineata pe nemancate, din vena cubitala, cu ajutorul unui ac siliconat cu
diametru mare, fard seringd si fara a aplica garoul. Primele picaturi de singe se indeparteaza, deoarece ele
contin tromboplastina. Sangele se amesteca imediat (intr-o eprubetd siliconata de sticld sau din plastic) cu
solutie de citrat de sodiu in proportie de 9:1.

De mentionat, ca citratul de sodiu poate fi in 2 forme: trisodic (Na;CsHsO7 x 5,5 H,0) si bisodic
(Na3;CgH507 x 2H,0). in primul caz pentru prepararea solutiei este necesar a dizolva in 1,0 1 de apa
distilata 38,0 g de sare, in al doilea caz — 31,3 g. Pentru comoditatea utilizatorilor FSP "PEHAM" produce
solutie de citrat de sodiu (trisodic, de 38%) de 10 ori mai concentratd. Pentru a obtine solutia necesara
pentru lucru concentratul se va dilua de 10 ori (1:9) cu apa distilata.

Pentru studierea hemostazei se folosesc 2 tipuri de plasma sangvina: plasma saraca in trombocite, §i
plasma bogata in trombocite.

Plasma, bogata in trombocite, se obtine prin centrifugarea sangelui citrat timp de 5-10 min la o turatie
de 1000-1500 turatii/min (450- 500 g).

Plasma, saracd in trombocite, se obtine prin centrifugare dubld: intdi se obtine plasma bogatd in
trombocite, apoi plasma bogatd in trombocite se transferd intr-o eprubetd curatd din plastic si se
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centrifugeaza inca o datd timp de 15-20 min la temperatura de 4°C la o turatie de 3000-4500 turatii/min
(1200-2000 g).

Daca se intentioneaza a folosi plasma pentru determinarea timpului de protrombina, examinarea
activitatii factorului VII sau pentru studierea functiilor trombocitelor, se recomanda a pastra plasma la
temperatura camerei (+18-25°C), deoarece la +2-8°C are loc activarea factorului VII. Pentru efectuarea
tuturor celorlalte teste plasma se pastreaza la temperatura de +2-8°C.

O conditie obligatorie este efectuarea tuturor analizelor nu mai tarziu de timp de 2 ore dupa recoltarea
sangelui. Se admite congelarea singulard a probelor de plasma sdraca in trombocite la temperatura de - 20
- 40°C pentru un termen de citeva saptamani fara pierderea importanta a activitatii factorilor de coagulare
a sangelui.

Prelucrarea recipientelor de laborator

.....

necesar a acorda o atentie deosebita pregatirii recipientelor de laborator: eprubetelor, cuvelor, pipetelor.
Cel mai indicat este a folosi in aceste scopuri recipiente getabile din plastic, ceea ce se §i practica peste
hotare. In caz ca exista necesitatea utilizarii repetate a recipientelor de laborator, inclusiv a celor de sticla,
acestea trebuiesc curdtate corespunzdtor. Nu se admite utilizarea amestecurilor cu crom, a diferitor prafuri
de spalat, deoarece amestecurile cu crom, fie §i in cantitati minime, inhiba factorii de coagulare a sangelui,
iar detergentii scad reproductibilitatea rezultatelor.

Noi recomanddm ca recipientele din plastic si din sticld (cuvele, eprubetele, canulele pipetelor) sa se
prelucreze dupa utilizare timp de 2-3 ore 1n solutie de peroxid de hidrogen 6% in spalatorul cu ultrasunet.
Dupa aceasta este necesar a spala minutios recipientele in apa curgatoare, a le clati cu apa distilata si a le
usca. Recipientele din plastic se usuca in aer liber, iar cele din sticla - in dulapul pentru uscare la
temperatura de 180 - 200°C timp de 1-2 ore.

Dupa clatire si uscare este necesar a silicona recipientele din sticla.
Siliconarea recipientelor de sticla

Recipientele de laborator din sticla nu pot fi folosite pentru studierea sistemului de hemostaza,
deoarece suprafata sticlei este incdrcatd negativ si activeazd procesele de coagulare a sangelui.
Considerand acest lucru, inainte de a utiliza recipiente din sticla, ele trebuiesc siliconate, adica acoperite
cu un start subtire de silan. Intreaga proceduri de siliconare se efectueaza doar in nisa.

Cel mai frecvent se intrebuinteazd dimetildiclorsilanul. Se umplu patru eprubete curate si uscate cu
solutie 5% de acest silan in toluol, dupa care solutia se Indepdrteaza pentru utilizari repetate. Pipetele din
sticla se umplu din baloane de cauciuc. Dupa aceasta recipientele se usuca in aer liber in nisa timp de 10-
12 ore si ulterior in dulapul de uscare la temperatura de 100-150°C. Dupa 4-5 utilizari procedura de
siliconare se repeta.

Cerintele fata de dispozitive

Aprecierea rezultatelor testarii se efectueaza atat manual, cu utilizarea bailor de apa termostatabile, si
cronometrelor, cat si cu utilizarea coagulometrelor complet automatizate sau semiautomate. Temperatura
bailor de apa nu trebuie sa varieze 1n limite, ce depasesc + 0,5°C.
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In functie de principiul de functionare coagulometrele se impart in 3 tipuri: mecanice, optico-mecanice
si optice. In functie de gradul de automatizare coagulometrele se impart in complet automatizate si
semiautomate.

Drept exemplu de coagulometre mecanice pot servi coagulometrele semiautomate KC-1A, KC-4A,
KC-10A (adica, cu unul, patru si zece canale respectiv) ale firmei Amelun, Germania; AO MEJIT, Rusia.
Principiul de functionare a coagulometrelor mecanice: intr-o cuvd, care se roteste in jurul axei
longitudinale se introduce o bild de otel, rotirea careia se incetineste la formarea de fibrind; impulsurile
transductorului magnetic sunt transmise unui dispozitiv de inregistrare. Coagulometrele de acest tip
dispun de un termostat si un bloc de inregistrare.

Drept exemplu de coagulometre optice pot servi dispozitivele din seria C ale firmei Behnk
Elektronik, Germania; ale firmei Organon, Olanda; Bio-Meriex, Franta. Principiul de functionare:
modificarea permeabilitatii mediului pentru razele de lumina In procesul micsorarii transparentei lui ca
rezultat al formarii filamentelor de fibrina. Pentru a respecta durata egald a timpului de incubare a catorva
probe, aparatul dispune de un mecanism de rotire a cuvelor cu probe, iar timer-ul incorporat incepe
numaratoarea inversa doar in momentul atingerii de cdtre toate probele a aceleiasi temperaturi.

Coagulometrele optico-mecanice permit a lucra cu mediile netransparente. Drept exemplu de
asemenea dispozitive pot servi coagulometrele din seria CE si Trombostat ale firmei Behnk Elektronik,
Germania. Principiul de functionare: modificarea densitatii optice si viscozitdtii mediului. Filamentele
formate de fibrind impiedica transmiterea impulsului electric, moment care se va nota cu ajutorul timer-
ului. Dispozitivele de acest tip sunt inutilizabile doar la investigarea plasmelor cu continut sporit de
fibrinogen (1000 mg/dl), deoarece se poate crea o situatie, cand cheagul incd nu este format pe deplin, iar
dispozitivul aratd deja timpul de coagulare.

Inainte de utilizare toate coagulometrele trebuiesc verificare, iar datele examinarilor trebuiesc
confruntate cu datele, obtinute prin metoda manuala. Este, de asemenea, necesar a vd convinge de
corectitudinea indicilor de temperaturd si de corectitudinea inregistrarii punctului final al reactiei. Se
impune verificarea permanentd a functiondrii tuturor coagulometrelor. La compararea rezultatelor
testdrii, obtinute cu ajutorul diferitor coagulometre, se va tine cont de faptul, cd dispozitivele
inregistreaza Tn mod diferit punctul final al reactiei, ceea ce influenteazd datele obtinut.

4.METODILE BIOLOGICE
4.1. METODICA DETERMINARII PIROGENITATII

Experimentul se efectueaza pe iepuri sanatosi de ambele sexe cu greutatea de 1,5 - 3,5 kg si regim
obisnuit de alimentare. Iepurii se selecteaza cu 5 zile Tnainte de experiment, se plaseaza in custi separate,
aflate intr-o incipere cu temperaturd constantd (devierile admisibile de temperaturd sunt de + 3°C). In
timpul curatirii custilor si cantaririi animalelor se evita excitarea acestora (se evitd zgomotul, ciocanirea,
miscdrile bruste). Cantarirea animalelor se efectueaza peste o zi, inainte de hranire, Tn suma nu mai putin
de 3 ori. Pe parcursul perioadei precedente experimentului iepurii nu trebuie sa scada ponderal. A

Animalele cu scaderi ponderale nu se vor incadra in experiment. Cu 3 zile Tnainte de experiment
zilnic, inainte de hranire, se masoara temperatura matinald, folosind un termometru electric, exactitatea
caruia este comparabilad cu exactitatea termometrului medical. Elementul sensibil al termometrului electric
sau termometrul cu mercur se introduce in rectul animalului astfel, incat sa treaca de sfincterul intern, la o
adancime de aproximativ 5 cm si se lasd pentru perioada de timp necesara pentru atingerea temperaturii
maximale, dar nu mai putin de 5 minute. Masurarea temperaturii se va efectua nu mai degraba decat la o
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ord dupa fixarea iepurelui. Temperatura initiala a iepurilor supusi experimentului trebuie sa fie in limitele
38,5 — 39,5°C. Animalele cu temperatura mai mare sau mai mica nu se vor incadra in experiment.

Cu 24 ore inainte de experiment iepurii se transfera in incaperea, in care se va efectua determinarea
apirogenitatii. Aceasta trebuie sd fie o incdpere separatd cu temperaturd constanta de 18- 22°C, izolata
acustic si cu o atmosfera linistita. In seara precedentd experimentului din custile iepurilor se vor scoate
resturile de hrand; pana la experiment si pe parcursul experimentului animalele nu se hranesc (cantitatea
de apa pana la experiment nu se limiteaza). Preparatul de analizat se testeazd pe 3 iepuri. Inainte de
injectarea preparatului de analizat temperatura iepurilor se mdsoara de cel putin 2 ori la un interval de 30
minute. Diferenta dintre valorile celor doud masurari nu trebuie sa depaseasca 0,2°C. Valoarea medie a
celor doud masurari se considerd temperatura normald si serveste drept punct de referintd pentru
determinarea cresterii de temperatura.

Cu ajutorul unei seringi sterile preparatul de analizat steril se injecteaza lent iIn vena marginala a
urechii. Pentru fiecare iepure urmator se ia un ac nou. Preparatul de analizat se incélzeste in prealabil pana
la temperatura de 37°C si se injecteazd nu mai tarziu de 30 minute dupd masurarea temperaturii initiale.
Dupa injectarea preparatului temperatura se masoarad de 3 ori la intervale de o ora.

Volumul injectat de preparat de analizat si criteriile de interpretare a rezultatelor trebuie sa fie
indicate Tn farmacopee pentru fiecare preparat in parte.

Iepurii, care au fost incardati in experiment, pot fi utilizati repetat pentru determinarea pirogenitatii
(dar nu mai mult decat de 3 ori) la intervale de 2-3 zile cu conditia, cd preparatul introdus anterior, s-a
dovedit a fi apirogen. In caz cd preparatul introdus anterior a fost pirogen, animalele nu mai pot fi
incadrate in experiment.
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