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Abstract. Dioxoindolinone is an isatin derivative and has important pharmacological potential for use in the 
treatment of psychiatric disorders. The research was initiated with the aim of developing and validating a dio-
xoindolinone dosing method. 3 series of dioxoindolinone were used in the study; internal reference standard of 
1’-(2-oxo-propyl)-spiro[[1,3]dioxolane-2,3’-indolin]-2’-one - substance, purified by recrystallization (concen-
tration 99.98%); spectro-photometer UV-1800 Shimadzu, Germany; 96% ethyl alcohol with the degree of purity: 
chemically pure (Sigma Aldrich). The ultraviolet and visible spectrophotometric method developed was valida-
ted according to parameters: linearity, accuracy, precision and robustness. Linearity is proven for concentra-
tions of 10-50 µg/ml, the linear regression equations are y=0.0174x-0.038, y=0,0173-0,011, y=0,0179+0,031; 
R²=0.9994-0.9998. The method was found to be accurate (average recovery values at concentration levels 
of 80%, 100% and 120% were close to 100%. The accuracy of the method was expressed by repeatability and 
intermediate precision. The variation of spectrophotometric conditions established that the method is robust 
for all validation parameters, RSD was less than 1.
Keywords: ultraviolet and visible spectrophotometry, dioxoindolinone, dosage, validation.
Rezumat. Dioxoindolinona este un derivat al izatinei și prezintă un potenţial farmacologic important pentru a 
fi utilizat în tratamentul tulburărilor psihice. Cercetarea a fost initiată cu scopul de a elabora și valida o metodă 
de dozare a dioxoindolinonei. În studiu s-au utilizat 3 serii de dioxoindolinonă; standard de referinţă intern de 
1›-(2-oxo-propil)-spiro[[1,3]dioxolane-2,3›-indolin]-2›-onă - substanţă, purificat prin recristalizare (concen-
traţia 99,98%); spectrofotometrul UV-1800 Shimadzu, Germania; alcool etilic 96% cu gradul de puritate: chimic 
pur (Sigma Aldrich). Metoda spectrofotometrică în ultraviolet și vizibil elaborată a fost validată după parame-
trii: liniaritate, exactitate, precizie și robusteţea. Linearitatea este dovedită pentru concentraţii de 10-50 µg/
ml, ecuaţiile de regresie liniară sunt y=0.0174x-0.038, y=0,0173-0,011, y=0,0179+0,031; R²=0.9994-0.9998. S-a 
stabilit că metoda este exactă (valorile medii de recuperare la niveluri de concentraţie de 80%, 100% și 120% au 
fost aproape de 100%. Acurateţea metodei a fost exprimată prin repetabilitate și precizie intermediară. Variaţia 
condiţiilor spectrofotometrice a stabilit că metoda este robustă pentru toţi parametrii de validare, RSD a fost 
mai mic de 1.
Cuvinte cheie: spectrofotometrie în ultraviolet și vizibil, dioxoindolinonă, dozare, validare.

INTRODUCERE

Tulburările mintale sunt mai frecvente 
decât cancerul, diabetul sau bolile de inimă. 
Anuarul statistic al Republicii Moldova, edi-
ţia 2022, denotă că morbiditatea populaţiei, 
pe tulburări mintale și de comportament a 

înregistrat în anul 2019  – 143,6 mii persoa-
ne, 2020  – 142,1 mii persoane, 2021  – 142,1 
persoane, din care înregistraţi cu diagnos-
ticul pentru prima data sunt în 2019  – 8,9 
mii persoane, 2020  – 6,8 mii persoane, 2021 
- 8,6 mii persoane [1]. Deși există opţiuni 
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eficiente de prevenire și tratament, majo-
ritatea persoanelor cu tulburări mintale nu 
au acces la un tratament eficient [2]. Astfel, 
căutarea și obţinerea de noi compuși de in-
teres terapeutic în sfera tulburărilor psihice 
este o tematică importantă și foarte actuală 
de cercetare.

Inhibitoarele monoamonooxidazei sunt 
utilizaţi în tratamentul tulburărilor psihice. 
În cadrul Laboratorului sinteză organică al 
Institutului de Chimie al USM a fost sinte-
tizat un nou compus din grupul izatinei, di-
oxoindolinona (1’-(2-oxo-propil)-spiro [1,3]
dioxolane-2,3’-indolin]-2’-one). Dioxoindo-
linona aparţine derivaţilor 2-indolinonei și 
2,3-indolindionei, cunoscuţi ca având acţi-
une de inhibiţie a MAO [3, 4, 5]. Substanţa 
este cercetată în vederea elaborării meto-
delor de analiză și standardizare, a Docu-
mentelor Analitice de Normare a calităţii 
(DAN) pentru utilizarea în calitate de prin-
cipiu activ la elaborarea formelor farma-
ceutice utilizate în tratamentul tulburărilor 
psihice.

Evoluţia constantă a metodelor analitice 
permite descoperirea și utilizarea metode-
lor contemporane și accesibile. Aceste me-
tode permit analizarea compușilor chimici 
din mostre complexe cu o sensibilitate și 
precizie ridicată, facilitând astfel identifi-
carea și cuantificarea acestora într-un mod 
eficient și fiabil.

Spectrofotometria în ultraviolet și vizi-
bil este una din ele, permite identificarea și 
dozarea atât substanţelor individuale, cât 
și din forme farmaceutice. Determinarea 
cantitativă a substanţelor medicamentoase 
este esenţială în analiza farmaceutică, fiind 
și principalul parametru de calitate. Cerin-
ţele către metodele de dozare sunt regle-
mentate de diverse ghiduri și standarde in-
ternaţionale. Validarea metodelor analitice, 
în conformitate cu ghidurile Conferinţei In-
ternaţionale de Armonizare (ICH), are drept 
obiectiv, confirmarea faptului că „procedu-
ra analitică folosită pentru un test specific 
este potrivită pentru utilizarea prevăzută” 
[6].

Fiind un compus nou sintetizat, pentru 
dioxoindolinonă nu există metode oficiali-
zate de analiză. 

Astfel, în acest studiu se propune dez-
voltarea în premieră a unei metode spectro-
fotometrice în ultraviolet și vizibil de dozare 
a dioxoindolinonei și validarea acesteia în 
conformitate cu prevederile ghidurilor ICH.

MATERIAL ȘI METODE

Cercetările experimentale au fost efec-
tuate în cadrul Catedrei de chimie farmace-
utică și toxicologică a Universităţii de Stat 
de Medicină și Farmacie „Nicolae Testemiţa-
nu”, precum și în cadrul Laboratorului de 
Elaborare, analiză și standardizare a medi-
camentelor din cadrul Centrului Știinţific al 
medicamentelor al Universităţii de Stat de 
Medicină și Farmacie „Nicolae Testemiţanu”.

Elaborarea metodei de dozare a dioxoin-
dolinonei s-a efectuat în baza prevederilor 
ghidurilor ICH „Q2R1: Pentru proceduri ana-
litice și validare” [6].

În studiu s-a utilizat substanţa medica-
mentoasă dioxoindolinonă, sintetizată în 
cadrul Laboratorului de sinteză organică și 
biofarmaceutice a Institutului de Chimie al 
USM, seriile experimentale de sinteză: EPS-
1; EPS-2; EPS-3; standard de referinţă in-
tern de 1›-(2-oxo-propil)-spiro[[1,3]dioxola-
ne-2,3›-indolin]-2›-onă - substanţă, purificat 
prin recristalizare (concentraţia 99,98%). 

Aparatajul utilizat: spectrofotometrul 
UV-1800 Shimadzu, Germania; cuve din cu-
arţ cu grosimea stratului de 10 mm; balanţa 
analitică OHAUS DV215 CD.

Reactivi: solventul  – alcool etilic 96% cu 
gradul de puritate: chimic pur (Sigma Aldri-
ch), cloroform, acetonă.

Dozarea dioxoindolinonei. 
Prepararea soluţiei standard stoc de di-

oxoindolinonă: 0,025 g (masa exactă) se di-
zolvă în 10 ml etanol (96%) și se completea-
ză cu același solvent la 25 ml, într-un balon 
cotat. 0,75 ml soluţie se diluează cu etanol 
(96%) la 25 ml, într-un balon cotat și se de-
termină absorbanţa la 257 nm în cuva cu 
grosimea stratului 10 mm, utilizând în cali-
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tate de soluţie de compensare etanol (96%).
Prepararea soluţiei probă: 0,025 g (masa 

exactă) se dizolvă în 10 ml etanol (96%) și 
se completează cu același solvent la 25 ml, 
într-un balon cotat. 0,75 ml soluţie se dilu-
ează cu etanol (96%) la 25 ml, într-un balon 
cotat și se determină absorbanţa la 257 nm 
în cuva cu grosimea stratului 10 mm, utili-
zând în calitate de soluţie de compensare 
etanol (96%).

Conţinutul dioxoindolinonei în substanţă 
(%) s-a calculat utilizând formula de calcul:

Aan*mst * Van,b1*Van,b2 *Vst,p *100
 X% = ---------------------------- , (1)

Ast*man * Van,p * Vst,b1*Vst,b2
în care,

Aan  – absorbanţa soluţiei de analizat;
Ast  – absorbanţa soluţiei standard;
man  – masa substanţei de analizat, g;
mst  – masa substanţei standard, g;
Vst și Van  – volumele diluţiilor pentru sub-

stanţa standard și cea de analizat.

Validarea metodei. Metoda a fost valida-
tă conform ghidului ICH, fiind determinaţi 
parametrii: liniaritatea, exactitatea, precizia 
și robustetea [6].

Liniaritate. Liniaritatea în contextul unei 
metode analitice indică abilitatea acesteia 
de a furniza rezultate care sunt direct sau 
indirect proporţionale cu concentraţia ana-
litului în probă, într-un anumit interval de 
concentraţii. S-a cercetat linearitatea me-
todei UV-VIS de dozare a dioxoindolinonei 
pe domeniile de concentraţie 10-50 µg/ml 
la lungimea de undă 257 nm. S-a determi-
nat absorbanţa soluţiilor obţinute la 257 nm 
în cuva cu grosimea stratului 10 mm, utili-
zând în calitate de soluţie de compensare 
etanol (96%). Determinările au fost efec-
tuate în triplicat, fiind construit graficul de 
etalonare (figura 2). A fost utilizată analiza 
de regresie liniară pentru a evalua liniarita-
tea curbei de etalonare folosind metoda ce-
lor mai mici patrate.

Exactitatea. Exactitatea (acurateţea) 
unei metode analitice reprezintă apropierea 

rezultatelor obţinute prin metoda respecti-
vă de valoarea reală și exprimă concordanţa 
dintre rezultatele experimentale și valoarea 
adevărată. În general evaluarea exactităţii se 
face prin calcularea regăsirii, cantităţii de 
substanţa luată în analiză. Pentru determi-
narea exactităţii se aplică metoda de anali-
ză de N ori unei soluţii de standard de proba 
și se calculează regăsirea cantităţii de sub-
stanţa de referinţă cunoscută. 

Pentru determinarea exactităţii metodei 
spectrofotometrice în ultraviolet și vizibil 
de dozare a dioxoindolinonei s-a utilizat 
metoda adaosului standard (îmbogăţirea 
probelor), utilizând formula de calcul:

Cst * Vst * Ax

Cx = ------------------------------, (2)
(Vst + Vx) * Amix  – Vx * Ax

în care,
Cx  – concentraţia soluţiei de analizat;
Cst  – concentraţia soluţiei standard;
Ax  – absorbanţa soluţiei de analizat;
Amix – absorbanţa amestecului soluţiei 

de analizat cu soluţia standard;
Vst și Vx  – volumele soluţiilor pentru sub-

stanșa standard și cea de analizat, 
luate în lucru. 

Pregatirea soluţiei standard stoc de di-
oxoindolinonă: 0,025 g (masa exactă) dio-
xoindolinonă-standard se dizolvă în 10 ml 
alcool și se completează cu același sol-
vent la 25 ml, într-un balon cotat. Din solu-
ţia standard stoc s-au obţinut, prin diluţie, 
utilizând ca solvent alcool 96%, 3 probe cu 
concentraţiile 20, 30 și 40 µg/ml.

Pregatirea soluţiei de lucru de Dioxoin-
dolinonă: este descrisă la compartimentul 
„Dozare”.

Se prepară trei soluţii-amestec (câte 5 
ml soluţie standard și 5 ml soluţie probă) 
pentru fiecare nivel de concentraţie. S-a 
determinat absorbanţa soluţiilor probe de 
exactitate la 257 nm. S-a aflat concentraţia 
probelor cu exactitate, folosind formula de 
calcul (2). Pentru fiecare nivel de concen-
traţie, determinările au fost efectuate în tri-
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plicat și s-a calculat regăsirea procentuală 
a cantităţii de susbtanţă, fiind evaluată va-
loarea RSD pentru fiecare nivel de concen-
traţie (tabelul 3).

Precizie. Determinarea preciziei metodei 
de dozare s-a efectuat prin evaluarea re-
petabilităţii și a preciziei intermediare [6]. 
Repetabilitatea a fost determinată pentru 6 
probe, la nivelul de concentraţie a substan-
ţei medicamentoase de 100%, în aceeași 
zi, respectându-se aceleași condiţii (tabe-
lul 3). Precizia intermediară s-a determinat 
cu utilizarea aceleiași proceduri, pe probe 
identice, în același laborator, de către di-
verși operatori. Precizia intermediară a fost 
cercetată în 2 zile diferite, în același condi-
ţii, efectuându-se câte 6 determinări (tabe-
lul 3).

Robusteţea este capacitatea unei meto-
de de a rămâne neafectată de mici modifi-
cări, mici variaţii deliberate ale parametrilor 
metodei. Robusteţea unei metode se eva-
luează prin variaţia parametrilor metodei, 
cum ar fi procentul de solvent organic, pH-
ul, puterea ionică sau temperatura, și prin 
determinarea efectului (dacă există) asupra 
rezultate lor metodei [7]. S-a determinat 
prin variaţia lungimii de undă maxime de 
absorbţie a dioxoindolinonei: 255 nm și 259 
nm (tabelul 4). 

REZULTATE ȘI DISCUŢII

Substanţa prezintă o pulbere cristalină, 
cu particule mici de formă sferică, de culoa-
re albă cu nuanţă bej, fără miros caracteristic. 
Dioxoindolinonă este foarte puţin solubilă în 
apă, ușor solubilă în alcool etilic, metanol, 
cloroform, acetonă, greu solubilă în heptan, 
foarte greu solubilă în hexan [8].

Pornind de la solubilitatea substanţei, au 
fost înregistrate spectrele în solvenţi or-
ganici: alcool etilic 96%, cloroform, aceto-
nă. Spectrul UV  – VIS a dioxoindolinonei în 
acetona nu este reprezentativ, este instabil 
și nu poate oferi informaţii referitor la iden-
tificarea și dozarea substanţei de cercetat. 
Spectrele de absorbţie în cloroform și în al-
cool etilic 96% prezintă câte două maxime 

de absorbţie: la 259 nm și la 304 nm în clo-
roform, la 258±2 nm și la 302 ±2 nm în alco-
ol etilic 96%. Din cauza toxicităţii sporite a 
cloroformului, pentru cercetările ulterioare 
a fost ales alcoolul etilic 96%. Spectrul de 
absorbţie a dioxoindolinonei în alcool etilic 
96% este prezentat în figura 1.

Figura 1. Spectrul de absorbţie a dioxoindolinonei 
în alcool etilic 96%

Metoda spectrofotometrică în ultraviolet 
și vizibil elaborată a fost validată conform 
ghidului ICH, după parametrii: liniaritate, 
precizie, exactitate și robusteţe.

Liniaritate. S-a cercetat linearitatea me-
todei UV-VIS de dozare a dioxoindolinonei 
pe domeniile de concentraţie 10-50 µg/ml 
la lungimea de undă 257 nm. Determinări-
le au fost repetate de 3 ori. În baza absor-
banţilor obţinute la determinările UV-VIS, 
reprezentate în raport cu concentraţiile co-
respunzătoare, au fost trasate dreptele de 
etalonare. Rezultatele studiului de liniarita-
te (tabelul 1; figura 2) au arătat o relaţie lini-
ară pe intervalul de concentraţie de 10-50 
µg/ml pentru dioxoindolinonă.

Tabelul 1. Date de calibrare pentru soluţia de dio-
xoindolinonă în alcool etilic 96%

Concentraţia  
soluţiei, µg/ml Absorbanţa

10 0.14 0.16 0.21

20 0.31 0.34 0.39

30 0,48 0.51 0.57

40 0.65 0.67 0.74

50 0.84 0.86 0.93



REVISTA FARMACEUTICĂ A MOLDOVEI

62

(vol. 53)  
supliment

Din analiza de regresie, au fost obţinute 
ecuaţii liniare: y=0.0174x-0.038, y=0,0173-
0,011, y=0,0179+0,031, iar coeficientul de 

corelaţie (r2) a fost între 0,9994 și 0,9998, 
fapt ce indică o relaţie liniară între concen-
traţia analitului și absorbanţa soluţiei.

Figura 2. Dreptele de etalonare ale soluţiei standard de dioxoindolononă

Exactitatea metodei a fost determinată 
prin metoda îmbogăţirii probelor, utilizând 
formula de calcul (2), fiind calculat procen-

tul recuperării. Pentru fiecare nivel de con-
centraţie, determinările au fost efectuate în 
triplicat (tabelul 2).

Tabelul 2. Rezultatele exactităţii metodei spectrofotometrice UV-VIS de dozare a dioxoindolinonei

Nivel  
de concen-

tra-ţie, %

Numărul  
determină-

rilor

Conc. sol. 
standard, 

µg/ml

Conc. teore-
tică a probei, 

µg/ml

Absorbanta 
probei cu 

adaos

Conc.  
în probă cu 

adaos, µg/ml

Recuperare, 
%

Media; RSD, 
%

80

1 20 30 0,424 29,86 99,53
99,95

0,44
2 20 30 0,425 29,97 99,91

3 20 30 0,425 30,12 100,40

100

1 30 30 0,508 30,12 100,39
100,26

0,59
2 30 30 0,508 30,23 100,77

3 30 30 0,508 29,88 99,62

120

1 40 30 0,588 29,89 99,62
99,81

0,65
2 40 30 0,589 30,16 100,53

3 40 30 0,589 29,78 99,28
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Prin determinarea exactităţii procedurii 
analitice de dozare s-a constatat selecti-
vitatea rezultatelor obţinute prin această 
metodă pentru a atinge valoarea adevăra-
tă. După cum se vede din tabelul 3, valori-
le RSD sunt cuprinse între 0,44  – 0,65 (mai 
mici decât 2%). La analiza în triplicat a solu-
ţiilor cu concentraţii de 80%, 100% și 120% 
(ce corespunde cu 20 µg/ml, 30 µg/ml și 40 
µg/ml) s-a determinat o recuperare pro-
centuală a cantităţii de substanţă activă de 
min 99,28% și maxim 100,77%, care se înca-
drează în limitele acceptate de la 98,0% la 
102,0%, ceea ce indică aplicabilitatea meto-
dei pentru analiza cantitativă.

Precizia. Determinarea preciziei meto-
dei de dozare UV-spectrofotometrice a Di-
oxoindolinonei s-a efectuat prin evaluarea 
repetabilităţii și a preciziei intermediare. 

A. Repetabilitatea. S-au analizat 6 probe 
de substanţă în aceeași zi și în aceleași con-
diţii (tabelul 3).

B. Precizia intermediară. S-au analizat 6 
probe de substanţă în zile diferite, dar în ace-
leași condiţii (tabelul 3).

Rezultatele determinărilor au arătat că 
metoda este precisă în limitele acceptabi-
le. RSD a fost calculat pentru absorbanţa 
și concentraţie, toate valorile fiind mai mici 
decât 2% (tabelul 4).

Tabelul 3. Rezultatele repetabilităţii și preciziei intermediare metodei spectrofotometrice  
UV-VIS de dozare a dioxoindolinonei

Nr.
Repetabilitatea Precizie intermediară

Absorbanţa Concentraţia, % Absorbanţa Concentraţia, %

1 0,45 100,41 0,544 100,05

2 0,451 100,63 0,545 100,20

3 0,452 99,39 0,546 100,40

4 0,458 100,35 0,548 100,80

5 0,444 100,03 0,56 100,63

6 0,451 100,43 0,559 100,35

Media 0,451 100,43 0,550 100,41

SD 0,0045 0,4426 0,0072 0,2749

RSD, % 0,992 0,442 1,314 0,274

Robusteţea metodei a fost testată pen-
tru a evalua lipsa influenţei unor modificări 
minore în condiţiile determinării spectrofo-
tometrice asupra rezultatelor analizei, cum 
ar fi variaţia lungimii de undă maxime de 
absorbţie a dioxoindolinonei. Determinările 

au fost repetate de 3 ori pentru fiecare lun-
gime de undă testate pe o probă a dioxoin-
dolinonei cu concentraţia 30 µg/ml. S-au 
obţinut rezultatele convergente, iar valorile 
RSD sunt în limită și nu depășesc 1,0% (ta-
belul 4).

Tabelul 4. Rezultatele determinării robusteţei metodei elaborate de dozare a dioxoindolinonei

 Valorile absorbanţei

Lungimea de undă 255 257 259

1 0,494 0,503 0,497

2 0,495 0,503 0,497

3 0,495 0,504 0,498

Media 0,495 0,503 0,497

SD 0,00058 0,00058 0,00058

RSD, % 0,117 0,115 0,116
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CONCLUZII

Pentru elaborarea metodei de dozare 
spectrofotometrice, iniţial s-a determinat 
lungimea de undă maximă de absorbţie a 
dioxoindolinonei prin prepararea unei solu-
ţii standard a dioxoindolinonei în alcool etilic 
(96%) cu concentraţia 30 µg/ml. S-a înregis-
trat spectrul de absorbţie al soluţiei standard 
obţinute în regiunea 200-400 nm. Absorbţia 
maximă s-a observat la 257 nm. 

Metoda elaborată a prezentat liniaritate în 
limitele concentraţiilor 10-50 mcg/ml, coefi-
cientul de corelaţie fiind în medie 0,9996.

Rezultatele repetabilităţii și preciziei in-
termediare denotă că metoda elaborată este 
precisă, valorile deviaţiei standard relative fi-
ind mai mici decât 2%, în ambele cazuri. Me-
toda de dozare elaborată este exactă, deoa-
rece valorile medii ale recuperării la nivelele 
de concentraţii 80%, 100% și 120% au fost 
apropiate de 100% și deviaţiile standard cal-
culate sunt mai mici decât 2%.

Variaţia maximului de absorbţie dioxoin-
dolinonei cu ±2 nu a avut influenţa asupra 
valorilor absorbanţelor, deviaţiile standard 
relative fiind mai mici decât 1. 

Astfel, a fost elaborată și validată meto-
da spectrofotometrică în ultraviolet și vizi-
bil de dozare a dioxoindolinonei. Rezultatele 
validării demonstrează că metoda elaborată 
este simplă, rapidă, precisă, exactă și repro-
ductibilă. Pe parcursul experimentelor s-au 
respectat rigorile ghidurilor ICH cu referire 
la validarea metodelor de analiză. Metoda 
spectrofotometrică în ultraviolet și vizibil 
elaborată și validată poate fi inclusă în Docu-
mentele Analitice de Normare a calităţii pen-
tru dozarea dioxoindolinonei.
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