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Inleiding

Morfine behoort tot de groep van
narcotische analgetica. Morfine
grijpt aan op de opiaatreceptoren,
waardoor pijnperceptie en de emo-
tionele respons op de pijn verandert.
Deze receptoren zijn ongelijkmatig
verdeeld over het centrale zenuw-
stelsel. De pijnstillende werking is
sterk en tevens wordt het bewustzijn
verlaagd. Gezien de ernst en de fre-
quentie van de bijwerkingen komt
morfine vooral in aanmerking voor
de bestrijding van hevige, acute pijn
en voor de bestrijding van hevige
chronische pijn bij patiénten in het
terminale stadium van een pijnlijke
ziekte. Morfine is in sterke mate
onderhevig aan ‘first pass’ elimina-
tie door enzymatische inactivering in
darmwand en lever. De biologische
beschikbaarheid na orale toediening
is door dit effect ongeveer 30%. Na
subcutane en intramusculaire toe-
diening is de absorptie goed, na rec-
tale toediening variabel en onvolle-
dig [1]. De rectale toediening kan
worden gebruikt wanneer een
patiént moeilijk kan slikken.

Voor gehaltebepalingen in de far-
maceutische kwaliteitscontrole
wordt in het laboratorium van de
ziekenhuisapotheek Midden-Brabant
(ZAMB) bij voorkeur gebruik
gemaakt van UV spectrometrie.
Hierbij wordt de E1%1cm waarde
van de bijbehorende grondstof als
standaard gehanteerd. Door de
absorptiebijdrage van de hulpstoffen
in de zetpil, in combinatie met een
lage concentratie morfine, is een
gehaltebepaling van morfine met
een directe UV absorptie meting niet
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mogelijk. Een UV meting is wel
mogelijk als de hulpstoffen van mor-
fine worden gescheiden. Denk hier-
bij aan chromatografische technie-
ken of extractie: Deze technieken
nemen echter een aanzienlijke hoe-
veelheid tijd in beslag en de extra
handelingen werken fouten in de
hand. Het LNA voorschrift geeft de
mogelijkheid van een titrimetrische
gehaltebepaling met perchloorzuur
als titrant [2].

Door gebruik te maken van het
tweede afgeleide UV spectrum is
een gehaltebepaling met UV spec-
trometrie wel mogelijk. Het maxima-
le verschil tussen top en dal, in een
gedefinieerd golflengte bereik, van
het tweede afgeleide spectrum is
een maat voor de concentratie. Het
gehalte van een zetpil morfine
HCI.3H,0 wordt bepaald met behulp
van een standaard oplossing morfi-
ne HCI.3H,0 [2,3,4].

Materiaal en apparatuur

De volgende reagentia worden
gebruikt: dichloormethaan z.A.

(J.T. Baker), ethanol 96% (apotheek),
azijnzuur 96% P.A. (Merck).

Uit deze reagentia wordt het oplos-
middel voor de zetpillen en stan-
daard samengesteld: dichloor-
methaan:ethanol 96%:azijnzuur
96%; 10:10:2 (v/v).

Morfine HCI.3H,0 wordt geleverd
door Bufa B.V. (Europese
Farmacopee kwaliteit).

De metingen zijn uitgevoerd in een 1
cm kwarts cuvet (Fisher Sci.) op een
Varian Cary 1E UV-VIS spectrofoto-
meter. Voor de gehaltebepaling met
tweede afgeleide UV spectrometrie
werd in de Cary software (versie 3.0)
een Applications Development
Language (ADL) programma
geschreven. De gebruikte centrifuge
is een Hettich Rotanta/RP.
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Monstervoorbereiding
Standaard: los 100 mg Morfine
HCI.3H,0 op in 100,0 mL oplosmid-
del [1 mg/mLlL

Verdun 1,0 mL van deze oplossing
naar 10,0 mL oplosmiddel [0,1
mg/mLl].

Zetpil: morfine HCI.3H,0 [1 mg] zet-
pil. Breng de zetpil kwantitatief over
in een maatkolf van 10 mL. Los de
zetpil op en vul aan met oplosmid-
del [0,1 mg/mL]. Centrifugeer de
oplossing 10 minuten bij 4000 rpm.
Gebruik de bovenstaande heldere
vloeistof voor de gehaltebepaling.
Zetpil: morfine HCL.3H,0 [5 mg] zet-
pil. Breng de zetpil kwantitatief over
in een maatkolf van 50 mL. Los de
zetpil op en vul aan met oplosmid-
del [0,1 mg/mL]. Centrifugeer de
oplossing 10 minuten bij 4000 rpm.
Gebruik de bovenstaande heldere
vioeistof voor de gehaltebepaling.
Zetpil: morfine HCI.3H,0 [30 mg]
zetpil. Breng de zetpil kwantitatief
over in een maatkolf van 50 mL. Los
de zetpil op en vul aan met oplos-
middel [0,6 mg/mL]. Centrifugeer de
oplossing 10 minuten bij 4000 rpm.
Verdun 2,0 mL van deze oplossing
naar 10,0 mL oplosmiddel [0,12
mg/mL]. Gebruik de verdunning
voor de gehaltebepaling.

Tweede afgeleide UV-spectro-
metrie

Van de standaard en monsters
wordt het tweede afgeleide UV-spec-
trum opgenomen tegen het oplos-
middel als blanco. Het golflengtege-
bied omvat 260 tot 320 nm. Bepaal
het absorptie verschil tussen top
(298 nm) en dal (290 nm) van het
tweede afgeleide UV-spectrum

(A abs 298-290 nm UV"). De bere-
kening van het gehalte morfine
HCI.3H,0 (in % ten opzichte van het
gedeclareerde gehalte) is gegeven in
vergelijking 1 (hiernaast).
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Figuur 1: UV spectra van de standaard 0,1 mg/mL morfine HCI.3H,0 (onder)
en van een 1 mg zetpil morfine HCI.3H,0 (boven).
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Figuur 2: Tweede afgeleide UV spectra (UV”) van de standaard morfine
HCI.3H,0 (boven) en van 1 mg zetpil morfine HCI.3H,0 {onder).
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Figuur 3: IJklijn met de standaardconcentraties morfine HCI.3H,0:
0,050 - 0,075 - 0,100 - 0,125 - 0,150 - 0,200 mg/mL (n=2).

Monster A abs 298 - 290 nm UV"

Morfine HCI.3H20 [%]=
Standaard A abs 298 - 290 nmUV" x F

x100%

Vergelijking 1.
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Vergelijking 1: Berekening van het
gehalte morfine HCI.3H,0 m.b.v.
tweede afgeleide UV-spectrometrie.

F = Correctiefactor voor verschil
in standaard en monster-
concentratie.

F =1 voor zetpil morfine HCI
[1 mglen [5 mgl.

F =1,2 voor zetpil morfine HCI
[30 mgl.

In figuur 1 zijn de UV spectra van de
standaard morfine HCL.3H,0 en van
1 mg zetpil morfine HCL.3H,0 gege-
ven. Uit dit figuur blijkt dat een
gehaltebepaling met directe UV
meting niet mogelijk is. In figuur 2
zijn de tweede afgeleide UV spectra
(UV”) van de standaard morfine
HCI.3H,0 en van 1 mg zetpil morfine
HCI.3H,0 gegeven. De storing door
de hulpstoffen in de zetpillen is ver-
dwenen.

Validatie

De validatie is van de methode is
uitgevoerd volgens richtlijnen van
de Food and Drug Administration
(FDA) [5]. De lineariteit van de ijkiijn
is met lineaire regressie analyse
getest met de standaardconcentra-
ties 0,050 - 0,075 - 0,100 - 0,125 -
0,150 - 0,200 mg/mL (n=2). in figuur 3
is de ijklijn weergegeven. De juist-
heid, herhaalbaarheid en reprodu-
ceerbaarheid van de analyse metho-
de zijn bepaald voor de zetpillen
1-5-30 mg morfine HCI.3H,0
(n=6). De juistheid dient bepaald te
worden met een analytisch referen-
tiemonster of ten opzichte van een
andere analysemethode als referen-
tie. In dit geval is de juistheid
bepaald met behulp van een proef-
charge zetpillen van 1, 5 en 30 mg
morfine HCI.3H,0 bereid door de
productieafdeling van de ZAMB.

De validatie gegevens zijn gegeven
in tabel 1 (zie volgende pagina).

Conclusie

Tweede afgeleide UV-spectrometrie
is een geschikte analysemethode
voor de farmaceutische kwaliteits-
controle van morfine HCL.3H,0 zet-
pillen. De methode is snel en een-
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Tabel I: Validatie gegevens

Zetpil morfine 1mg 5mg 30 mg

HCI.3H,0
Juistheid (%) 95,1 99,9 108,1
Herhaalbaarheid

(VC %) 0,8 0,9 0,8
Reproduceerbaarheid

(VC %) 1,7 1.4 6,2
Lineariteit

0,05 - 0,20 mg/mL | FIGOF(1,10)1:>9000 | F{LOF(4,6)]: 5,00 | R? 0,9996

voudig. Nadeel van de methode is
dat er tijdens de monstervoorberei-
ding gebruik wordt gemaakt van
organische oplosmiddelen welke
gezondheid en milieu schaden.
Belangstellenden kunnen via e-mail
GJdBijl@zamb.tsz.nl het ADL pro-
gramma opvragen [6].
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