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Rezumat

A fost realizata si validata o metoda de cromatografie lichida de inaltd performanta simpla, rapida si
precisa pentru determinarea vitaminei A, vitaminei D3, vitaminei E si alcoolului benzilic intr-o solutie
injectabila uleioasa. Metoda poate fi utilizata pentru detectarea si cuantificarea impuritatilor cunoscute si
necunoscute si degradate in substante medicamentoase in timpul analizei de rutina cat si pentru studiile
de stabilitate in ceea ce priveste capacitatea de separare a produsilor de degradare. Metoda a fost
validata pentru acuratete, precizie, specificitate, robustete si limite de cuantificare conform Ghidurilor
ICH. Evaluarea vitaminei A, vitaminei D3, vitaminei E si acoolului benzilic s-a realizat prin sistemul de
purificare a apei HPLC prin utilizarea sistemul de pompare a gradientului. Conditiile cromatografice
cuprind o coloana C18 cu faza inversa (dimensiunea particulelor de 5 pm, 250 mmx4.6 mm i.d.) cu o faza
mobila constand din tetrahidrofuran acetonitril si apa in elutie de gradient. Debitul a fost de 0,8 ml/min si
2,0 ml/min. Curbele standard au fost liniare depasind intervalul de concentratie de 16,50 pg/ml pana la 11
mg/ ml pentru vitamina A, 10,05 pg/ml la 6,70 mg/ml pentru vitamina E, 0,075 pg/ml la 0,050 mg/ml pentru
vitamina D3 si 1,25 mg/ml la 5,00 mg/ml pentru alcoolul bezilic. Analizele statistice au aratat ca metoda a
fost precisa, reproductibila. selectiva, specificad si exacta pentru analiza vitaminei A, vitaminei Dj,
vitaminei E, alcoolului benzilic si impuritatilor.

Abstract

A new simple, rapid, accurate and precise high — performance liquid chromatography (HPLC) method for
determination of vitamin A, vitamin Ds, vitamin E and benzyl alcohol in oily injectable solution was
developed and validated. The method can be used for the detection and quantification of known and
unknown impurities and degradants in the drug substance during routine analysis and also for stability
studies in view of its capability to separate degradation products. The method was validated for
accuracy, precision, specificity, robustness and quantification limits according to ICH Guidelines. The
estimation of vitamin A, vitamin D3, vitamin E and benzyl alcohol was done by Waters HPLC system
manager using gradient pump system. The chromatographic conditions comprised a reverse-phased C18
column (5 pm particle size, 250 mmx4.6 mm i.d.) with a mobile phase consisting of tetrahydrofurane,
acetonitrile and water in gradient elution. The flow rate was 0.8 ml/min and 2.0 ml/min. Standard curves
were linear over the concentration range of 16.50 pg/ml to 11.00 mg/ml for vitamin A, 10.05 pg/ml to 6.70
mg/ml for vitamin E, 0.075 pg/ml to 0.050 mg/ml for vitamin D3 and 1.25 mg/ml to 5.00 mg/ml for benzyl
alcohol. Statistical analyses proved the method was precise, reproducible, selective, specific and
accurate for analysis of vitamin A, vitamin D3, vitamin E, benzyl alcohol and impurities.
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1. Introducere

Vitaminele sunt micronutrienti esentiali
necesari organismului in cantitati mici cu roluri
specifice in mentinerea functionarii normale la
nivel celular, in crestere si dezvoltare.
Vitaminele utilizate in metoda (vitamina A,
vitamina Dz si vitamina E) sunt vitamine
liposolubile, ceea ce inseamna ca sunt retinute
in tesutul adipos dupa ce organismul Tsi
utilizeaza necesarul.

Aceasta poate duce la o acumulare a
vitaminelor liposolubile in organism daca se
realizeaza un aport medicamentos crescut.
Vitaminele liposolubile retinute in organism
duc la hipervitaminoza, o afectiune cu potential
periculos. Acest lucru nu se ntdmpla si in
cazul vitaminelor hidrosolubile, excesul fiind
eliminat rapid prin urina.

Analiza  cantitativda a  compozitiei
multivitaminelor ramane o provocare pentru
chimistii analitici. Una dintre dificultatile de
baza este legatda de natura inalt reactiva a
vitaminelor si izolarea cantitativa a fiecarei
componente [1].

Procedura analitica de evaluare a
vitaminelor este foarte laborioasa si de durata
[2-6].

S-a estimat o durata de cateva luni pentru
determinarea lipo/hidro solubilitatii vitaminelor
prin metoda cromatografica [7,8].

Nu se cunoaste o metoda de HPLC care
sa permita separarea, testarea si determinarea
puritatii vitaminelor A, Dz E si alcoolului
benzilic dintr-o solutie injectabila uleioasa pe
determinare cromatografica.

Exista probleme in realizarea metodei de
separare a alcoolului benzilic din fenol si
timpul indelungat de elutie pentru vitamin A.

Vitamina A este separata in mod uzual pe
coloana cromatografica cu faza normala,
deoarece este liposolubild, dar prin utilizarea
tetrahidrofuranului Tn compozitia fazei mobile,
separarea fiind posibila pe coloana cu faza
inversa.

Fenolul si alcoolul benzilic au fost separati
prin utilizarea unei faze mobile constand din
apa si acetonitrii (50:50) care permit o
rezolutie mai mare de 1,5 intre ei.
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Metoda a fost validata pentru: acuratete,
precizie, specificitate, robustete Si
cuantificarea limitelor conform Ghidurilor ICH
[9, 10].

Scopul cercetarii este de a realiza o
metoda precisa, specifica si reproductibila
pentru determinarea vitaminei A, vitaminei Ds,
vitaminei E si alcoolului benzilic in aceleasi
conditii cromatografice.

2. Materiale si Metode

2.1. Substante chimice si reagenti

Vitamina A a fost obtinuta din USP,
vitamina D, vitamina E si alcoolul benzilic au
fost obtinute din EDQM. Acetonitrilul, n-
hexanul si tetrahidroxifuranul, reagenti, au fost
obtinuti de la Merck. S-a utilizat de asemenea
apa purificata.

2.2. Aparatura

Aparatura utilizatd a fost Modulul de
separare Waters HPLC 2695 de tip
autoinjector si detectorul Waters PDA 2696.
Coloana utilizata a fost Thermo BDS Hypersyl
— C18, mm x 4.6 mm, dimensiune particule 5
um.

2.3. Conditii cromatografice

Separarea cromatografica s-a realizat la
25°C pe o coloand cu fazd inversd prin
utilizarea unei faze mobile formata din
solventul A (tetrahidroxifuran), solventul B
(acetonitril) si solventul C (apa).

Elutia gradientului s-a realizat treptat de la
0 la 5 minute 50% B si 50% C; 5-15 minute
100% B, 15-28 minute 25% A si 75% B; 28-35
minute 50% B si 50% C.

Debitul a fost pastrat la 0,8 ml/min de la 0-
5 minute si 28-30 minute si 2,0 ml/min de la 5-
28 minute iar detectia s-a realizat la 285 nm
pentru vitamina E si substantele nrudite si 325
nm pentru vitamina A si substantele inrudite.

Volumul de injectare a fost de 1 ul pentru
standardele si probele de vitamina A si 50 pl
pentru standardele si probele de vitamina E,
vitamin D3 si alcool benzilic.

2.4. Validarea Metodei
Parametrii  studiati pentru validarea
metodei au fost limita de detectie (LDD), limita
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de cuantificare (LDC), liniaritatea, acuratetea,
precizia, repetabilitatea, robustetea  si
specificitatea. LDC a fost definit drept
concentratia minima care poate fi determinata
cu acuratete si precizie acceptabile. LDD si
LDC au fost realizate cu un raspuns de la
semnal la zgomot.

Liniaritatea a fost apreciata prin curba de
calibrare. Pentru realizarea curbei de calibrare,
s-au preparat cinci solutii standard de calibrare
iar cinci solutii standard de calibrare au fost
utilizate Tn determinarea puritatii.

Precizia si repetabilitatea au fost estimate
prin testarea a sase probe replica in ziua 1 si
2.

Acuratetea a fost evaluaté prin aprecierea
substantei recuperate.

Specificitatea s-a apreciat prin forta de
degradare a probei. Probele au fost supuse
degradarii acide si bazice, degradarii termice
si cu peroxid de hidrogen.

2.5. Prepararea Solutiei

Prepararea standard: O solutie standard
pentru testarea vitaminei A, vitaminei E si
vitaminei D; s-a realizat cu acuratete prin
transferul a 55,0 mg vitamina A RS, 33,5 mg
vitamin E RS, 25,0 mg alcool benzilic si 1 ml
vitamina D3 solutie stoc standard hexan.

O solutie standard a fost pregatita pentru
testarea puritatii pentru a ajunge la o
concentratie finala de 55,0 ppm vitamina A,
33,5 ppm vitamina E si 0,25 ppm vitamina Ds.

Pregétirea probei: Solutia de testare s-a
realizat prin trasferul cu acuratete a 1,0 ml
solutie uleioasa cu ajutorul unei seringi intr-un
recipient gradat. A fost adusa la volum cu
hexan.

Rezultate si discutii

LDD si LDC: au fost determinate Limita

de detectie si Limita de cuantificare.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1.
Tabel 1
Rezultatele LDD si LDC
Vitamina LDD LDC
Vitamina A 0,160 pg/ml 0,533 pg/ml
Vitamina D3 0,0006 ug/ml 0,0021 pg/mi
Vitamina E 0,090 pg/ml 0,301 pg/ml
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Liniaritate: Metoda s-a dovedit a fi liniara
pentru intervalul de concentratii descris.

Céand zonele medii de varf au fost
reprezentate grafic fatd de nivelul de
concentratie, s-au obtinut coeficienti de
corelatie buna (r2).

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2
Coeficientii de corelatie pentru cei doi compusi

Coeficienti de corelatie r?

Vitamina /
componenta Test Substante
(Proba, Analiza) asemanatoare
Vitamina A 0,9994 0,9993
Vitamina D3 0,9996 0,9994
Vitamina E 0,9995 0,9999
Alcool benzilic 0,9997 0,9998

Acuratetea: Metoda actuala este valida si
exacta.

Acuratetea a fost evaluatd prin
determinarea recuperarii. Precizia metodei a
fost determinata prin amestecarea unui etalon
de vitamina A, vitamina D3, vitamina E si
alcool benzilic in placebo la diferite nivele de
concentratie: 80, 100 si 120% a concentratiei
tinta a fiecaruia dintre compusii pentru puritate
si analiza.

Recuperarea absolutd a fost determinata
in trei exemplare prin comparatia directa a
zonei de vérf a standardului fatd de cel al
probei. Datele au fost analizate statistic prin
calcularea RSD.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3

Rezultatele de acuratete

Recuperare (%)

Vitamina /

componenta Test Substante
(Proba, Analiza) asemanatoare
Vitamina A 95,0-101,7 95,2-104,3
Vitamina D3 99,1-102,6 97,4-102,8
Vitamina E 96,3-101,5 97,6-100,6
Alcool benzilic 97,9-100,5 -

Precizia: Precizia a fost evaluatd in
functie de repetabilitatea aplicarii si masurarea
datelor.

Cu scopul de a evalua capacitatea
metodei de a produce rezultate similare pentru
teste repetitive pentru concentratii nominale,
sase probe individuale de vitamina A, vitamina
Ds, vitamina E si alcool benzilic au fost testate
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separat. Acesta a aratat abateri standard
relative mici pentru cei patru compusi. Precizia
intermediard a metodei a fost efectuata in
sase esantioane diferite de un alt analist
(laborant), in doua zile diferite.

Valoarea RSD este sub 2% pentru cei doi
compusi; precizia intermediara a metodei este
stabilita. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul
4.

Tabelul 4
Rezultatele de precizie

Precizia
intermediara
% RSD

Vitamina /

Repetabilitate
% RSD

componenta

Vitamina A 1,6 0,2
Vitamina D3 1,4 0,4
Vitamina E 0,7 0,8
Alcool benzilic 1,1 0,9

Specificitate: Specificitatea metodei a
fost stabilita prin analiza probelor imbogatite /
contaminate Tn conditii de stres.
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Specificitatea a fost investigata pentru a
demonstra ca nu exista nicio interferenta intre
excipienti, ingredienti activi si compusi de
degradare care pot fi prezenti in probe.

Probele in conditii de stres sunt evaluate
in raport cu proba de control cu privire la
testare si degradare (%).

Prezenta altor ingrediente din formulari nu
a cauzat nicio interferenta cu vitamina A,
vitamina D3 si vitamina E.

Robustetea: Robustetea metodei a fost
determinata prin analiza acelorasi standarde in
conditi  normale de functionare si, de
asemenea, prin schimbarea unor conditii
analitice cum ar fi lungimea de unda de
detectie, compozitia fazei mobile si debitul.

Rezultatele obtinute au aratat cad metoda
este robusta.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.
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Fig. 1 Cromatograma probei expuse la acid

Parametrii

Solvent apos in compozitia fazei
mobile a elutiei izocratice

Debitul metodei HPLC

Schimbarea lungimii de unda

Tabelul 5
Parametrii de robustete si rezolutie
Rezolutie
Variatia ntre alcool intre vitamina D3 +
benzilic si fenol | provitamina D3 si vitamina E

+10% (55 : 45) 2,6 1,7
-10% (45: 55) 1,7 1,9
+0,2 ml/min (1.0 ml/min) 2,1 1,9
-0,2 ml/min (0.6 ml/min) 2,1 1,8
+ 2 nm (267 nm) 1,7 2,1
-2nm (263 nm) 1,7 2,1

Concluzii

Scopul acestui studiu a fost acela de a
dezvolta o metoda HPLC selectiva si sensibila
pentru detectarea rapida a vitaminei A,

vitaminei D3, vitaminei E si alcoolului benzilic
in aceleasi conditi cromatografice. Metoda
propusa s-a dovedit a fi rapida, precisa,
repetabilda, specificd si robusta. Aceasta
metoda a fost aplicata pentru analiza
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produsului

medicamentos in  formulari

comerciale si ar putea fi utilizatd pentru
analiza de rutina a produsului medicamentos.
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