(2, Metrohm Nr. 251/1d

Application Bulletin

Von Interesse fir:

Organische Chemie; Pharmazie; B 3,4,8
Biochemie, Biologie, Medizin

Polarographische Bestimmung von Cinchocain
(Dibucain) in pharmazeutischen Praparaten

Zusammenfassung

Cinchocain (Dibucain) wird in Form von Salben oder Injektionslésungen als Lokal-
anasthetikum verwendet. Seine Base ist in Diethylether I6slich, wahrend sein Hyd-
rochlorid darin nicht 16slich, daftr aber gut wasserldslich ist.

Das vorliegende Bulletin beschreibt die Bestimmung von Cinchocain in Salben,
Cremes und Injektionsldsungen unter Verwendung der Differential-Pulse-Polaro-
graphie. Als Grundelektrolyt dient dabei ein Acetatpuffer pH = 4,8. Die Bestim-
mungsgrenze und der lineare Arbeitsbereich des Verfahrens werden angegeben.
Auf die notwendigen Probenvorbereitungsschritte wird ebenfalls eingegangen.

Theorie

In 0,1 mol/L Acetatpuffer pH = 4,8 wird Cinchocain durch Aufnahme von zwei Elekit-
ronen (sowie zwei H'-lonen) reduziert. Dabei erhalt man zwei ausgeprégte polaro-
graphische Reduktionspeaks. Der erste, der bei ca. —0,93 V auftritt, wird fir die
Konzentrationsbestimmung herangezogen. Der zweite Peak bei ca. —1,25 V ist
haufig durch andere Substanzen oder durch die Wasserstoffabscheidung gestort
und wird daher nicht verwendet. Die folgende Reaktionsgleichung verdeutlicht die
am Quecksilbertropfen stattfindende elektrochemische Reduktion des Cinchocains:

CO-NH—(CH2)2-N(CzHs)z CO-NH—(CHz)2-N(C2Hs)2
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Geréte und Zubehoér

VA Trace Analyzer 746 mit VA-Stand 747
oder
VA Computrace 757

Magnetruhrer

Zentrifuge

Analysenwaage (Mindestauflésung 0,1 mg)
Trockenschrank

Exsikkator

Scheidetrichter, Messkolben, Messzylinder, Mess- und Vollpipetten, Bechergla-
ser

Reagenzien

Zur Herstellung der Losungen werden nur Reagenzien von hochster Reinheit sowie
Reinstwasser verwendet.

Diethylether, mit fir die HPLC geeignetem Reinheitsgrad
Salzsaure c(HCI) = 1 mol/L

Natronlauge ¢(NaOH) = 2 mol/L

Essigsaure ¢(CH3;COOH) = 2 mol/L

Grundelektrolyt: Acetatpuffer pH = 4,7 ... 4,8:

Der Acetatpuffer enthalt je 0,1 mol/L Natriumacetat und Essigsaure. Sein pH-
Wert wird, falls erforderlich, mit ¢(NaOH) = 2 mol/L bzw. ¢(CH;COOH) = 2 mol/L
auf 4,8 eingestellt.

Cinchocain-Standardlésungen:

— Stammlésung der Konzentration 1000 ppm:

Eine ausreichende Menge Cinchocain-Hydrochlorid wird im Trockenschrank
bei 80 °C wahrend 5 h getrocknet; anschliessend lasst man im Exsikkator
abkuhlen. Man wiegt 500,0 mg der derart vorbereiteten Referenzsubstanz in
einen 500-mL-Messkolben ein, 16st in Reinstwasser und fillt zur Marke auf.
Diese Lésung enthalt 1000 ppm Cinchocain-Hydrochlorid bzw. 904 ppm Cin-
chocain-Base. Sie wird in einer dunklen Flasche an einem kuhlen Ort aufbe-
wahrt (Cinchocain ist lichtempfindlich) und ist mindestens einen Monat be-
standig.

— Arbeitsldsung der Konzentration 250 ppm:

50,0 mL der 1000-ppm-Stammlésung werden im Messkolben mit Reinstwas-
ser auf 200 mL aufgefillt. Diese Ldsung enthalt 250 ppm Cinchocain-Hydro-
chlorid bzw. 226 ppm Cinchocain-Base. Sie wird ebenfalls in einer dunklen
Flasche an einem klhlen Ort aufbewahrt und ist ca. einen Monat bestandig.
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Probenvorbereitung

1. Injektionslosungen

Diese enthalten Cinchocain in geléster Form und konnen demnach direkt fiir die
Analyse verwendet werden.

2. Salben/Cremes, die Cinchocain-Base enthalten

Eine Extraktion mit Diethylether (fir die nachfolgende UV-Bestimmung) ist in den
meisten Pharmakopdéen beschrieben. Mit ¢(HCI) = 1 mol/L wird das Cinchocain als
Hydrochlorid in die wassrige Phase rlckextrahiert und darin bestimmt.

3. Salben/Cremes, die Cinchocain-Hydrochlorid enthalten

In ein Becherglas wiegt man 0,9 ... 1,1 g Probe ein, versetzt mit 20 mL c(HCI) =

1 mol/L und gibt ein Rihrstabchen hinzu. Das Becherglas wird mit einem Uhrglas
bedeckt und die Probe unter gutem Ruhren 15 min bei 65 °C auf dem Magnetrih-
rer «extrahiert». Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur gibt man 15 mL Reinst-
wasser zu, mischt nochmals kraftig und transferiert die Mischung dann in ein 50-
mL-Zentrifugenglas. Die Probe ist 20 min lang bei mindestens 7500 U/min (besser
10 000 U/min) zu zentrifugieren und dann auf 5 °C abzukihlen (damit die folgenden
Arbeitsschritte besser durchfiihrbar sind). Nach dem Abkuhlen wird die HCI-Phase
mit einer Pipette mit fein ausgezogener Spitze abgesaugt (ohne die aufschwim-
menden Bestandteile und den Bodensatz) und in einen 100-mL-Messkolben gege-
ben. Man spilt nun die Pipette mit wenig Reinstwasser in das bereits benutzte Be-
cherglas. Der Inhalt des Zentrifugenglases wird mit 10 mL ¢(HCI) = 1 mol/L eben-
falls in dieses Becherglas gespult und dort ein weiteres Mal 10 min bei 65 °C «ext-
rahiert». Anschliessend Uberfiihrt man den Becherinhalt mit wenig Reinstwasser in
das bereits benutzte Zentrifugenglas, zentrifugiert, saugt die HCI-Phase ab und
vereinigt diese im 100-mL-Messkolben mit dem ersten Extrakt. Man fillt den Mess-
kolben mit Reinstwasser zur Marke auf und mischt. Die Lésung ist meist noch leicht
triibe, was die polarographische Bestimmung aber nicht stort. Starke Triilbungen
lassen sich entfernen, indem ein Teil der Probenldsung durch ein Papierfilter filtriert
wird (Filter nicht spulen).

Analyse

1,00 mL Salbenextrakt bzw. eine entsprechende Menge Injektionslésung werden
ins Polarographiegefass gegeben, mit 19,0 mL Grundelektrolyt versetzt und 5 min
mit Stickstoff entliiftet. Anschliessend nimmt man die Polarogramme unter folgen-
den Bedingungen auf:

Methode / Amplitude  DP /-25 mV

Elektrode DME oder SMDE
U.start -0,70V

U.end -1,20V

Sweep rate 7,5 mV/s

Das Peakpotential des Cinchocains liegt bei ca. —0,93 V.

Die Konzentrationsermittlung erfolgt durch zweifache Standardaddition.
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Bemerkungen

Die Absolutmasse an Cinchocain im Polarographiegefass sollte, inklusive der
Standardadditionen, nicht mehr als 340 ug (Cinchocain-Base) bzw. 375 ug (Cin-
chocain-Hydrochlorid) betragen, da man sich sonst ausserhalb des linearen Ar-
beitsbereiches befindet.

Die Bestimmungsgrenze liegt bei 2,8 ug Cinchocain-Base bzw. 3,1 ug Cincho-
cain-Hydrochlorid pro 20 mL. Dies ist hier aber kaum von Bedeutung, da die un-
tersuchten pharmazeutischen Praparate relativ hohe Wirkstoffkonzentrationen
aufweisen.

Bei Verwendung von hochreinen Reagenzien erubrigt sich normalerweise die
Aufnahme eines Chemikalienblindwertes (blank), da dieser im Vergleich zu den
hohen Cinchocain-Gehalten der Proben nicht ins Gewicht fallt.

Die polarographischen Bestimmungen an der DME und der SMDE ergeben
gleichwertige Resultate. Bedingt durch die kleineren Quecksilbertropfen erhalt
man an der SMDE allerdings wesentlich geringere Signalhéhen. Daflr wird sehr
viel weniger Quecksilber verbraucht.

Literatur
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=====z== METROHM 693 YA PROCESSOR (5.693.0828) ======s=zssszs=cz===
Method Dibcream.mth OPERATION SEGUENCE

Title Detn. of Dibucaine in Antiseptic Cream
e

Instructions trs Main parameters Ruxiliary parameters

1 SMPL/M ¥.fraction 1.888 mL ¥.total a.10
c DOS~H ¥ . added 1% 0@8 mL

3 PURGE

4 STIR 388.9 Rot.speed 3838 smin

3 CaDh

G NOP 15.8

7 SEGHENT Segm.name  pol

8 ADO>M 5o0ln.name dibstd Y. add 3.188 mi
& ADD 22
18 END

Method: Dibcream SEGMENT

pol
Instructions tss Main parameters Auxiliary parameters

i (REF

2 BAPURGE

2 BSTIR

4 Dme .

5 DPMODE U.ampl -25 m¥ t.meas 22.9 ms

t.step 8.80 ¢ t.pulse 46.68 ms
B SWEEP 53.6 U.start ~788 mY U.step 5 my
U.end ~12688 nv Sweep rate 7.5 mirs

? GmMEAS

g REF 1

3 PURGE

18 3TIR Fot.speed 3888 <min

11 END

Method: Dibcream DOCURENTATION

Buto form feed no

COPY Reparts, Curves T Destination
Curve Smth Sbst:dibuc YR: XXk Printer
Report Full Frinter
Report MethSpc Printer

Abb. 1: Methode fiir die polarographische Bestimmung von Cinchocain in Creme (durchgefiihrt
am VA Trace Analyzer 693): «Operation Sequence», Segment und Dokumentation.
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Method: Dibcream SUBSTANCES
dibuc - pol
Recognition Display ’ Plot
U.verify =935 m¥ I.scale autao
U.tol {+r=3 36 my U.div 58 m¥scm
U.width min 12 mvy il.begin -780 mY
U.width max 2608 mY U.end -1266 nY
I.threshold 238 pA
Baseline Evaluation (for peaks only’
Type linear Quantity [.peak
Scope whole
dl}. front auto
S.front auto
dl . rear auto
S._rear auvto
Calibration S4-81-14 14:33 Coefficients
Technique std. add. ¥.reg -5.276e-88
Curve type linear Slope - -2.111e-85
Monlin.
Mean dewv. 8 756e-16
rdditions
Soln.name dibstd
Mass conc. 226 mgsL gsL g/L gsL
Range min gsL g-L g<L g-L
Range max g/L gsL gsh q/L
M.conc. cm g-L gL a‘L gL
Method: Dibcream CALCULRTION
~max. 15 lines
Quantity Formula (R##, C##, A#4) Res.unit Sig.dig.
dibuc Rige@=MC:dibuc % VYtot ¥ l1@8-5@ % 5

Abb. 2: Methode (Fortsetzung): Substanzen und Berechnung.
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METROHM 692 VA PROCESSOR (5.693.60PB) =====z=z=cozssss=o=o==
Jeterm. ¢ 81141915 liser: Jate: S94-@1-14
Modified foono Run : 1 Time: 14:23:43
Sample table: -

Pos. Ident.1rGl Ident.2/5E Ident.3/53 Method.call Sample size /5@

ruparcainal 1.8e0 1.8 1.84353 g
Method : Dibcroam
Title : fOetn. of Dibucaine in Antiseptic Cream
Kemarkl < Pharm. Prod. - Nupercainal Cream — @.5% wsw Dibucaine

FemarkZ : ca.l.8g-USP prepn.-aliguot 1.8 mL-/188mL. 2adds/irep.

Substance : dibuc ‘ Comments
Mass conc.: 459.99 mg-L Mass : 48,89 ug
ML . dev. : 8.883 mgrsL (1.81%% Add.mass : 22.5 ug
Cal.dev. : - Y8 .samplie: 1 mL
¥R Hsmy IsnR [.mean 3td.dev. I.deita Comments

@@ -326 -53.15 -52.88 @.50987
Bl -926 -52.45
18 -927 -75.64 -76.15 @8.7213 -23.35

i -9z =76 .66
28 -927 =33 .47 -39 .52 a.8718 -23.37
£l -9g7 -98 57
Substance Techn. Y¥.regsoffset Slope Monlin. S5td. add.mass
dibuc std.add. -5.276e-98  -2.111e-85 22.5 ug
SOLUTIONS
max. 489
Soln.name Pos. Std.subst. Mass conc. Remark
dibstd - dibuc 226 mg-L
C# UWorkg.com.var Remark
Final results +4~ Resg.dev. % Comments
dibuc = 8. 47892 % 8. 88e 1.61

Abb. 3: Vollstdndiges Protokoll fiir die Bestimmung von Cinchocain in Creme.
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———————————— === METROHM 623 Y4 PROCESSOR (5.6323.9828)» === ========
flethod : Dibcream User Date : 94-81i-14
Mode  : OPMODE fetarm. 81141515 Time : 14:23:43
Run | ‘
Curve smoothed Segment pol ¥R x 8
I/nA
e -4 -68 -89 -108
-70a | ] | | |
-798 —
-808 —
-850 — N
988 —
s —
-9350 —
-1898 —
-1056 —
-1168 —
-11568 —
U/ w
Substance : U= -9326 mVY I = -53.158 nA
Substance : U= =527 m¢y I = -70.648 nA
Substance : U = -927 mv I = -58% 487 ni

Abb. 4: Polarogramme fiir die Bestimmung von Cinchocain in Creme.



