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Rezumat. A fost modificatd si testatda metoda HPLC de determinare concomitentd a m-crezolului si a insulinei in produsul farmace-
utic Humulin R. Modificdrile efectuate in tehnica de lucru nu au influentat asupra exactitatii metodei, iar rezultatele dozdrii aratd, ca
continutul de insulind si m-crezol in preparatul Humulin R se incadreaza in limitele stabilite de catre Farmacopeea Europeand ed. 8.0
si specificatiile de calitate. Ca rezultat, s-a realizat un avantaj plauzibil pentru analizele de rutina a preparatelor insulinice — micsorarea
timpului analizei de doua ori. Tehnica de lucru modificatd si testatd poate fi utilizatd pentru evaluarea calitétii preparatelor insulinice
prezente pe piata farmaceuticd a Republicii Moldova.
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Abstract. It was modified and tested the HPLC method for simultaneous determination of m-cresol and insulin in Humulin R. The chan-
ges, that were made in working technique, did not interfere on the accuracy of the method, and the results show that insulin content
and m-cresol in Humulin R preparation is within the limits set by the European Pharmacopoeia ed. 8.0 and quality specifications. As a
result, an advantage has been achieved for routine analysis of preparations of insulin — shortening twice the time of analysis. Modified

and tested technique can be used to assess the quality of preparations of insulin in the pharmaceutical market of Moldova.
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Introducere

Diabetul zaharat este o boald sociald, care ocupd a
treia pozitie in lume dupd maladiile cardio-vasculare si
oncologice conform datelor privind mortalitata. Aceiasi
legitate se respectd si in Republica Moldova, unde aceasta
maladie se situeazd pe al treilea loc dupa maladiile apara-
tului circulator si respirator [1]. Diabetul zaharat este pe-
riculos nu doar prin manifestarile grave, dar si prin fap-
tul, ca cauzeazd o gama larga de boli concomitente, care
se soldeaza cu invaliditate, iar si cu cazuri letale, crescute
de 2-3 ori in randurile populatiei generale [2].

OMS mentioneaza cd “Diabetul este o epidemie
neinfectioasd a veacului 21”. Pronosticul este foarte
drastic nu doar pentru sistemul ocrotirii sdnatatii, dar si
pentru intreaga populatie. In ultimii 20 de ani a avut loc
cresterea cu 58% a incidentei maladiei. In conformitate cu
datele Federatiei Internationale de Diabet, in anul 2000 a
fost inregistrat un numar total al diabeticilor de 171 mln.
pacienti, in anul 2003 - 194 mln., anul 2006 - 240 mln.,
2011 - 366 mln., iar pentru anul 2030 se estimeaza ca nu-
marul total de diabetici va creste la 552 mln. [3].

Conform Rezolutiei pentru diabet ONU din 2006,
definitia caracterizeazi: “Diabetul este o boald cronica,
devastatoare si costisitoare, asociatd cu complicatii seve-
re, ce implicd riscuri pentru pacient, familia acestuia, stat
si intreagd lume”. Conform datelor Federatiei Internatio-
nale de Diabet:

- in fiecare 10 secunde 2 persoane dezvolta diabet;

- in fiecare 10 secunde o persoani decedeaza de di-

abet;

— in fiecare 30 secunde este efectuata o amputare din
cauza diabetului zaharat [4].

Ultimile cercetéri aratd, ca introducerea la timp a
tratamentului cu insulind are un impact pozitiv in ceia
ce priveste obtinerea unor valori glicemice satisfacdtoare
si mai ales asupra prevenirii aparitiei complicatiilor dia-
betului. Actualmente exista o gama variata de preparate
insulinice, dar un lucru este cert: pacientii cu diabet za-
harat trebuie sa fie asigurati pe parcursul tratamentului
cu medicamente calitative si inofensive.. Acest impera-
tiv impune respectarea tuturor cerintelor farmacopeice
privind calitatea, dar si perfectarea metodelor de analiza
si control, ce ar poseda o repetabilitate apreciabila si un
grad inalt de exactitate. Pentru evaluarea calitatii insu-
linei sunt folosite metode sensibile, specifice si exacte:
cromatografice, spectroscopice si imunologice asa ca:
cromatografie de lichide de inaltd performantd (HPLC),
electroforezd capilara, mass-spectroscopie, cromatogra-
fia ionicé (de schimb ionic), cromatografia de excluziune
stericd, radioimunoanaliza, ELISA-test, PCR (reactie de
polimerizare in lant). Metoda HPLC este utilizatd cel mai
des in analiza insulinei. In acest studiu s-a urmdrit apli-
carea cromatografiei de lichide de inalta performanta in
dozarea insulinei §i a conservantului m-crezol prin mo-
dificarea tehnicii de lucru in vederea micsorérii duratei
analizei si asigurarea accesibilitatii utilajului.

Material si metode
Analizele au fost efectuate la cromatograful Dio-
nex Ultimate 3000 (TermoScientific) cu coloand Zor-
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bax Eclipse XDB-C18 (AgilentTechnologies), 250*4,6
mm, marimea particulelor 5 um, cu numdrul de serie
478663, detector UV-VIS; temperatura coloanei — 50°C;
debit - 2 ml/min; coraportul fazelor mobile A:B ajustat
74:26%. pH-ul solutiei a fost ajustat pand la 2,333 cu aju-
torul solutiei tampon fosfat; concentratia acetonitrilului
-26,3%.

Tehnica de lucru: Prepararea fazelor A si B:

Faza A:S-au cantdrit exact 28,4032 g sulfat de sodiu
anhidru (Na,SO,) (in monografie este specificat 28,4 g),
care au fost plasate in balon cotat de 1000 ml si s-au solu-
bilizat in apa deionizata cu ajutorul ultrasunetului (baia
cu ultrasunet). A fost adaugat 2,7 ml acid fosforic pind la
un pH masurat =2,333 cu ajutorul ionometrului de la-
borator 11-160M - pH=2,333 la temperatura 24,3°C (in
monografie este specificat pH = 2,3), apoi s-a adus pind
la cotd cu apd deionizatd. Etanolamind nu s-a adaugat, nu
era cazul, pentru ca nu a fost necesar de modificat pH-ul.
Solutia datd a fost filtrata si degazata conform Farmaco-
peiei Europene ed. 8.0.

Faza B: La 750 ml faza A s-au addugat 250 ml de
acetonitril de calitate HPLC. Amestecarea s-a realizat la
temperaturd mai mare decat 20°C, pentru a exclude pre-
cipitarea si tinind cont de faptul, cd procesul este unul
endotermic. Faza B a fost filtrata si degazatd, ca si faza A,
conform Farmacopeiei Europene ed. 8.0.

Pentru obtinerea fazei mobile pentru lucru au fost
amestecate 74 volume de faza A cu 26 volume de faza B;
se obtine o solutie cu continut de acetonitrilului 26,3%
(dupa monografia faza mobila A: fm. B - 75%:25%).
Toate solutiile a fost preparate la temperaturi cuprinse
intre 20°C si 25°C.

M-crezolul este un derivat al fenolului, metilat in
pozitia meta. Se utilizeaza in calitate de conservant la pre-
pararea solutiei de insulina.Pentru determinarea acestuia
a fost pregatita solutia standardd de m-crezol.

Conform specificatiei de calitate a producitorului,
solutia standard de m-crezol trebuie sa fie cu concentratia
c=3mg/ml. Se cintireste pe balanta echilibratd 0,0733
g (dupa calcule 0,075g); se dizolva in balon cotat de 25
ml cu acid clorhidric 0,01M si se aduce pina la cota cu
aceiasi solvent.

Rezultate obtinute si discutii

Modificarea metodei consta in schimbarea lungi-
mei de unda a detectorului de la A=270 nm la A=214 nm
in decursul analizei (\=270 nm - pentru dozarea m-cre-
zolului si A=214 nm - pentru dozarea insulinei). Primele
3 injectdri a cite 20 pl se face solutia cu solutia de 3mg/ml
a m-crezolului. Dupéd cum se observa din cromatograma
(figura 1), picul m-crezolului se observd dupd a 15 mi-
nuta, deci pentru dozarea insulinei, dupd minutul 15 se
schimba lungimea de unda manual in programa croma-

tografului (Chromeleon (c) Dionex, version 7.1.2.1478)
de la 270 nm la 214 nm, obtinindu-se picurile pentru
insulind. Urmatoarele 3 injectdri a cate 20 pl se fac cu
solutie de referintd A (solutie standard) (figura 2).
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Figura 1. Cromatograma solutiei standard de m-crezol pentru
determinarea acestuia in produsul Humulin R
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Figura 2. Cromatograma solutiei standard de insulind pentru
dozarea produsului Humulin R

Imediat dupé schimbarea lungimii de undi dupd mi-
nutul 15 in cromatograf se injecteazd cite 20 pl solutie
test: 2 ml de Humulin R solutie injectabild 100 UI/ml si
5ul HCI (conc) Cromatograma respectivd este redatd in
figura 3.

Din figurd 3 se observd, cd picul maximal cores-
punzitor insulinei se evidentiaza la un timp de retentie
22,615 min, aria acestuia fiind 1337,016 mAU*min pen-
tru insulind din preparatul Humulin R.

La evaluarea continutului de insulin in solutia injec-
tabild a fost utilizata relatia:
Ul/ml= 25 x 22 X 25,64USP =

st
Spr 18.3 1340,526
309,829

X o X 25,64USP =
Spr - aria picului cromatografic a solutiei probd,
Sst — aria picului cromatografic a solutiei standard.
In tabelul 1 sunt redate rezultatele dozirii insulinei in
preparatul Humulin R.

1340.526
1305.625

X 102 = 104,41 UI/ml, in care

% 102 = 104,41 UI/ml

Sst
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Tabelul 1. Aria picurilor standardului si preparatului Humulin R

insulin A21 sumar insulin A21 sumar

1290,196 19,586 1309,782 1337,016 5,773 1342,788 104,57

1290,228 19,038 1309,266 1332,716 5,772 1338,488 104,28

1290,218 19,261 1309,839 1334,534 5,770 1340,304 104,37
1309,629 1340,526 104,41

Continutul impurititilor de A21-dezamidoinsulina
- conform metodei de normalizare - in preparatul Hu-
mulin R s-a obtinut de 0,430% (max 2%).

Toate rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic.
Analiza datelor este reprezintd in tabelul 2.

S-a obtinut CV egal cu 0,142, marime acceptabild
pentru metoda HPLC de dozare, care denota o exactitate
buna a metodei (mai putin de 3%).

Pentru calcularea continutului m-crezolului in Hu-
mulin R, cromatograma, care este reprezintata in figura
3 se liniaza altfel, in coordonate mai largi, obtinindu-se o
cromatograma noud (figura 4). Dupa care se calculeazd
continutul m-crezolului in insulina Humulin R.

Din figurd se observd, cd picul maximal corespun-
zator m-crezolului se evidentiaza la un timp de retentie
12,116 min, aria acestuia fiind 590,720 mAU*min pentru
m-crezol din preparatul Humulin R.

Tabelul 2. Prelucrarea statistica primara a datelor experimentale obtinute la dozarea insulinei
in preparatul Humulin R

Nr. Marime
1. N
S
Media X= IZ;\/
2, DomeniulR=x__-x__

3 R
x

R, % =—-100

Domeniul relativ

Valoare, unitate de masura

104,41 UI /ml

4. N
Y |x; = x| 0,11
o _ i=1
Abaterea medie N
5 B _
d. %= g -100
Abaterea medie relativa X
6.
ISi=
Abaterea standard
7. Abaterea standard relativis(coeﬁcient de variatie)
s % =CV%==-100
r
X
8. Eroarea mediei E=x - |1 0,59
9 _
X —
E.%=2"* 100 0,56

Eroarea relativa a mediei
10.

U
S
X T
Abaterea standard a mediei N

0,085

5! I
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na._|M-crezol na. na. na. na. na. na.
1 Insulin human 22,615 1337.016 815.258 99,57 99.66 na
2 |A21 28.528 5773 2791 0.43 034 na.
Total: 1342.788 818.049 100.00 100.00

Figura 3. Cromatogramasolutiei test de insulind
(Humulin R) cu picul m-crezolului
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No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
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1 M-crezol 12116 590720 2033.246 3055 71.31 na.

2 Insulin human 22.615 1336.813 815.255 69.14 28.59 na

3 [A21 28.528 5.905 2.785 0.31 0.10 na

Total: 1933.438 2851.286 100.00 100.00

Figura 4. Cromatograma prelucratd a solutiei test de insulind
(Humulin R) cu picul m-crezolului

La evaluarea continutului de m-crezol insolutia injectabila a fost utilizata relatia:

. Spr _ 0,0733
M-crezol (Humulin R)=—— ol
Lst 25 ml

Spr - aria picului cromatografic a solutiei test,

x 227239 w1000 = 22222 % 2,932 = 2,545 mg/ml, in care
680,781

Sst — aria picului cromatografic a solutiei standard de m-crezol.
In tabelul 3 sunt redate rezultatele dozirii m-crezolului din preparatul Humulin R.

Tabelul 3. Aria picurilor standardului de m-crezol si a preparatului Humulin R

R.t. S dev. R.t.
12,025 681,077 0,0652 12,044
12,025 681,077 0,0652 12,044
12,033 680,189 -0,0652 12,116

680,781
Concluzii

Putem afirma, cd modificédrile efectuate in tehnica
de lucru nu au interferat asupra exactitatii metodei, iar
rezultatele dozdrii ne aratd, cd continutul de insulind in
preparatul Humulin R se incadreaza in limitele stabilite
de DAN (95 - 105 Ul/ml). Rezultatul obtinut la doza-
rea m-crezolului se incadreaza in limitele admise de ca-
tre Farmacopeia Europeand ed. 8.0 si specificatii (2,25 -

S dev
590,985 0,0224 2,544
590,985 0,0224 2,544
590,720 -0,0224 2,546
590,896 2,545

2,75). Deci, s-a stabilit posibilitatea dozérii insulinei con-
comitent cu dozarea conservantului m-crezol. Ca rezultat
s-a realizat un avantaj plauzibil pentru analizele de rutind
a preparatelor insulinice - scurtarea timpului analizei de
doua ori. Tehnica de lucru modificata si testata poate fi
utilizatd pentru evaluarea calitatii preparatelor insulinice
prezente pe piata farmaceuticd a Republicii Moldova.
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