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DESCRIEREA INVENTIEI

Prezenta inventie are aplicabilitate in industria farmaceutica si alimentara,
referindu-se la un supliment alimentar cu beneficii pentru sanatate (urmarind in
special beneficiile asupra sistemului imunitar uman). Produsul propus spre brevetare
este realizat pe baza de:

e vitamina C non-acida (sub forma de ascorbat de calciu) si

e complex de bioflavonoide din portocald amarad (standardizat la 80%

hesperidina)

¢ sub forma de comprimate cu eliberare prelungita

Sunt cunoscute numeroase produse pe baza de Vitamina C pe piata din
Romania. Dintre cele cu un continut in vitamina C intre 500 si 1000 mg si cu forma
farmaceutica de comprimate, mentionam:

- Vitamina C 500 mg (Horizon Vita) — contine ca ingrediente active: acid
ascorbic - 500mg/ cpr.;

- Vitamina C 500 mg cu macese (VitaKing) — contine/ cpr: acid ascorbic -
500mg, 30mg extract de macese;

- Vitamina C 1000 mg cu macese (VitaKing) contine acid ascorbic - 1000mg,
25mg extract de macese;

- Vitamina C1000 mg bioflavonoide, acerola si macesecontine: acid ascorbic
— 1000 mg, bioflavonoide din citrice 50 mg, fructe de acerola (Malpighia punicifolia)
50 mg, fructe de maces (Rosa canina) 10 mg;

- Vitamina C 600 mg (Naturline) — contine acid ascorbic — 600mg/ cpr;

- Super vitamina C (Walmark) — contine acid ascorbic — 600mg/ cpr.;

- Vitamina C 1000 mg (Beres Pharmaceuticals) — contine acid ascorbic -
1000mg/ cpr;

- High Potency Vitamin C 1000mg with Rose Hips (HAYA LABS) - contine
acid ascorbic - 1000mg/ cpr.

Vitamina C este o vitamina hidrosolubilda, care dupa absorbtia din tractul
intestinal are tendinta de a se elimina rapid din orgarnism. Evitarea acestui fenomen a
condus la dezvoltarea produsului AC HELCOR sub formd de comprimate cu
eliberare prelungita, care pun in libertate vitamina C in mod controlat, treptat,

atingand astfel valori constante in sange (spre deosebire de produsele mentionate
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mai sus, cu eliberare imediata). Asadar, suplimentul alimentar, conform inventiei, se
prezinta sub forma de comprimate cu eliberare prelungita (retard).

Se regasesc pe piata din Romania si alte produse continand vitamina C, intr-o
forma farmaceutica de comprimate/ capsule retard (cu eliberare prelungita), dintre

care mentionam:

- Vitamina C 600mg - Zinc (Beres) — contine ca ingrediente active: acid ascorbic - 600

mg, Zinc - 15mg;

- SuperVit C EFECT+ (Walmark) — contine acid L-ascorbic - 600 mg, Macese- 30 mg;
- Vitamina C 500 (Calivita) — contine Vitamina C din extracte naturale - 500 mg;

- Vitamina C 1000 Plus (Calivita) — Vitamina C din extracte naturale - 1000 mg;

- Vitamina C 1000 mg cu absorbtie lenta (VitaKing) acid ascorbic — 1000 mg, fructe
de maces (Rosa canina) — 30 mg;

- Vitamina C 500 (Eurovita) — contine/ cpr.: acid ascorbic — 500 mg, Zinc — 10 mg,
extract din fructe de merisor — 8mg, Seleniu - 55 ym, Vitamina D3 - 5 ym;

- Cetebe - contine/ cps.: acid ascorbic - 500 mg.

Produsul propus spre brevetare de catre AC HELCOR se deosebeste insa de
produsele mentionate anterior, remarcandu-se prin imbinarea, intr-un singur produs,
a urmatoarelor caracteristici:

- caracter alcalin - conform inventiei, formula are in compozitie ascorbat de
calciu. Spre deosebire de acesta, produsele mentionate anterior contin acid ascorbic.
Acest fapt sprijina pastrarea pH-ului mediului intern la un nivel apropiat de cel
fiziologic, cu beneficii asupra starii de sanatate. De asemenea, hiperaciditatea
gastrica si problemele care derivd din aceasta sunt evitate prin administrarea
vitaminei C sub forma de ascorbat de calciu;

- continutul in bioflavonoide (sub forma de complex standardizat la 80%
hesperidind).

- formulare farmaceuticdé — comprimate cu eliberare prelungitd (retard)
comparativ cu produsul princeps.

Problema tehnica propusa spre rezolvare de prezenta inventie consta in
stimularea si sustinerea functionarii adecvate a sistemului imunitar (prin continutul
crescut in vitamina C, potentat de adaosul de hesperidind), intr-o maniera care
asigura actiunea pe termen lung a acestor ingrediente (datorita formularii retard),

evitandu-se, in acelasi timp, crearea unui mediu acid la nivelul stomacului si in
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organism prin utilizarea ascorbatului de calciu (in locul variantei clasice de acid
ascorbic).

Astfel, formula inovativa in discutie este constituita din: 70.35% ascorbat de
calciu, 1.16% complex de bioflavonoide (standardizat la 80% hesperiding) si
excipienti. Procentele sunt exprimate in greutate, iar formularea farmaceutica (de
comprimate cu eliberare prelungitd) favorizeaza absorbtia lenta a ingredientelor

active (si implicit) actiunea indelungata a acestora in organism.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

edatoritd formei farmaceutice retard, care favorizeaza o eliberare treptata a
ingredientelor active in organism, a caror administrare in forma de eliberare imediata
ar determina eliminarea rapida si absorbtia unei cantitati de circa trei ori reduse,
astfel efectele caracteristice, benefice, sunt de duratd crescutd. Formularea retard
este demonstrata prin studiul de biodisponibilitate — dizolvare - in vitro;

enu prezintd aciditate la nivelul stomacului (datorita utilizarii formei de
ascorbat de calciu), putand fi astfel utilizat pe termen lung, chiar si de catre
persoanele care prezintd afectiuni la acest nivel. Caracterul neutru s-a demonstrat
prin cercetarea pH-ului in conditii de laborator, in vitro;

e efectul antioxidant al produsului este datorat continutului in vitamina C si
hesperidingd, aceasta din urma potentand efectul antioxidant al vitaminei C. Prezenta
acestor ingrediente, in concentratile mentionate, este demonstratd prin dozarea
acestora in cadrul Laboratorului de Control Fizico-Chimic din cadrul Centrului de

Cercetare Dezvoltare Farmaceutica.

Inventia este prezentata pe larg in continuare:

Vitamina_C (vezi fig. 1) este o substantd indispensabild in desfasurarea
normala a celor mai importante procese biologice, printre care: sinteza hormonilor
corticosuprarenalieni, transformarea acidului folic in acid folinic si a transferinei in
feritind, sinteza noradrenalinei si a substantelor intracelulare (ex.: colagenul, matricea
osoasa si dentara). De asemenea, are un rol important in raspunsul imunitar la stres
si la infectiile virale si bacteriene (réceala simpld si gripa, deoarece participa la
formarea anticorpilor si interferonilor), activeaza numeroase enzime, joaca un rol
important in respiratia celulara, accelereazd procesul de vindecare a ranilor,
protejeaza impotriva aparitiei cancerului (stopand formarea nitrozaminelor — agenti

cancerigeni care se formeaza in timpul asimilarii aminoacizilor in stomac).

0
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Starile de deficit de vitamina C se pot datora unei diete inadecvate, din care
lipsesc fructele si legumele, dar sunt rare la adult (apar mai ales la: copii, alcoolici si
varstnici). Stresul, expunerea la frig, exercitiile fizice de performanta duc la o crestere
a proceselor oxidative ale plasmei, iar in toate aceste situatii este absolut necesar un
supliment de vitamina C. in timpul activitatilor fizice intense, cat si la copiii expusi
regulat la fumul de tigara, necesarul de vitamina C creste.

Vitamina C este indicatd de asemenea in sarcina si alaptare, in perioada de
crestere a copiilor, in afectiuni precum: paradontoze, gingivite, stomatite, fracturi,
osteoporoza, hemoragii datorate fragilitatii capilare, anemii feriprive (in asociere cu
fier sau acid folic), surmenaj, neurastenii, efort fizic prelungit, boli grave, interventii
chirurgicale. De asemenea, ajutd la absorbtia fierului i impreuna cu acidul folic si
vitamina B, stimuleaza formarea globulelor rosii.

La nivel intestinal, absorbtia vitaminei C se realizeaza impotriva gradientului
de concentratie, prin intermediul unui sistem de transport specific (transport activ). in
cazul administrarii unor doze mari de vitamina C, absorbtia intestinald se realizeaza
prin transport pasiv (difuzie). Capacitatea maxima@ de absorbtie intestinald este
limitatd la 1200 mg in 24 de ore, la o doza de 3 g/zi. Concentratia plasmatica
fiziologica este de 0,7 — 1 ug/100 ml. Vitamina C are avantajul de a nu se acumula in
organism. Prin urmare, nu prezinta vreun pericol de supradozare sau toxicitate (LDsg
pentru sobolani este de 11900 mg/kg), permitdnd astfel utilizarea fara restricii.
Datorita faptului ca organismul nu depoziteaza vitamina C, se impune un aport
constant prin alimentatie sau prin suplimente alimentare.

Acidul ascorbic determina un pH acid in organism, ceea ce poate intretine sau
declansa sensibilitate gastrointestinala atunci cand este administratd in cantitati mari,
la persoanele cu sensibilitate gastrica. Sarurile minerale ale acidului ascorbic
(ascorbatii) sunt tamponate si, astfel, mai putin acide decéat acidul ascorbic. Astfel,
ascorbatii (minerali) sunt recomandati mai ales persoanelor care au probleme
gastrointestinale (dureri abdominale sau diaree) provocate de acidul ascorbic.
Absorbtia vitaminei C in organism este foarte buna si in cazul utilizarii ascorbatilor.

in industria alimentar se folosesc sarurile acidului ascorbic cu sodiu, potasiu,
magneziu si calciu. Ingerate, prin hidroliza la nivel gastric, elibereaza ionul ascorbat
(cu biodisponibilitate superioara acidului ascorbic) si mineralul corespunzator, ce se
absoarbe de asemenea. in timp ce necesarul zilnic de magneziu (400 mg RDA) este

la nivelul miligramelor, un aport crescut de potasiu (4700 mg RDA) poate determina
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hiperkaliemia cu aritmie cardiaca la pacientii cu afectare renala (sau cu tratamente cu
diuretice economizatoare de potasiu, inhibitori de angiotensina- conform autorilor
John SK, Rangan Y, Block CA si Koff MD), iar un aport suplimentar neajustat de
sodiu (1500 mg RDA) poate determina modificari la nivelul tensiunii peretilor arteriali.

Astfel, in formula inovativa propusa am ales pentru inlocuirea acidului ascorbic
cu o sare minerala - forma sarii de calciu (cu 10% calciu) — ascorbat de calciu (vezi
fig. nr. 2), care, pe langa un aport de ascorbat, asigura un aport de 1/2 molecule de
calciu pentru fiecare moleculd de Vitamina C, necesar completarii cantitatiior de
calciu antrenat prin eliminare renald de catre vitamina C.

Bioflavonoidele (flavonoizi din lat. ,flavus’- galben) sunt o clasa de metaboliti

secundari vegetali colorati in galben, constand dintr-o structura de baza triciclica, cu
doi radicali fenil si un heterociclu de oxigen cu legatura «ceto» (vezi fig. 3 si fig. 4).

Ca subgrupe, au fost subclasificate in functie de structura chimica in
antoxatine, flavanone, flavanoli, flavani si antocianidine). Flavonoidele din citrice
contin hesperidina, quercitrina, rutin si tangeritina.

Antioxidanti hidrosolubili, protejeaza celulele de distrugerile provocate de
radicalii liberi, la diferite nivele ale organismului. Se regasesc sub forma de
microcristale in unele plante, pe care le pigmenteaza in divere culori si se pare ca
intervin in apararea acestora. Surse naturale bogate in bioflavonoizi sunt: citricele
(indeosebi grapefruit), strugurii, merele, prunele, ciresele, visinele, murele, zmeura,
afinele, coacazele negre, ceapa, spanacul etc. Cantitatea de flavonoizi este mai
ridicata in coaja fructelor sau legumelor, cu exceptia citricelor la care flavonoizii sunt
mai prezenti in cuticulele albe care inconjoara feliile acestor fructe.

Bioflavonoidele din citrice asigura o mai buna absorbtie si o biodisponibilitate
superioara vitaminei C in organism si potenteaza efectul acesteia. Aceasta actiune
sinergica a fost descoperitd de doctorul Albert Szent, descoperitorul vitaminei C,
atunci cand, administrand pacientilor sai vitamina Cin stare purd si impurd, a
constatat ca cea in stare impurd a avut o eficientd sporitd (datoritd prezentei
bioflavonoidelor).

La nivelul aparatului cardiovascular, flavonoizii protejeaza structura si mentin
elasticitatea vaselor sanguine, le regleazd permeabilitatea, imbunatatesc circulatia,
au efect vasodilatator, antiaterosclerotic si antitrombotic, impiedicd oxidarea acizilor
grasi, reduc riscul de: ateroscleroza, hipertensiune arteriald, hipercolesterolemie,

infarct miocardic, accident vascular cerebral, varice si hemoroizi.

(f
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La nivelul aparatului respirator, bioflavonoidele protejeaza membranele cailor

respiratorii impotriva efectului nociv al poluarii aerului atmosferic si a fumatului, cresc
rezistenta la infectiile respiratorii, prezinta eficienta in astmul bronsic.
La nivelul sistemului nervos, bioflavonoidele au o puternica actiune neuroprotectoare,
au efect direct asupra regenerarii celulelor nervoase, previn declinul mental si bolile
degenerative precum: Alzheimer, Parkinson, dementa. Bioflavonoidele au un efect
benefic si asupra tesuturilor (favorizeaza regenerarea), reduc inflamatiile, cresc
metabolismul energetic al organismuiui.

Flavonoidele sunt usor distruse de caldura, aciditate $i prin procesare, motiv
pentru care este necesara suplimentarea cu produse naturiste bogate in aceste

elemente.

Descrierea procesului tehnologic

Pentru obtinerea produsului, toate materiile prime si materialele utilizate sunt
achizifionate de la producatori si/ sau importatori autorizati si insotite de declaratiile
de conformitate si/ sau certificatele de calitate corespunzatoare.

Etapele procesului tehnologic sunt urméatoareie:

Etapa 1 Materiile prime se receptioneaza conform prevederilor Specificatiilor
tehnice ale producatorului, ale Farmacopeei Europene editia curenta si ale
Farmacopeei Romane (editia X). Ambalajele se receptioneaza calitativ si cantitativ,
conform documentatiei insotitoare de la producator.

Etapa 2 Cantarirea primara si secundara (de control a cantaririi primare)
pentru o serie de produs se realizeaza pe balante electronice, in incapere cu
climatizare controlata (temperatura si umiditate constante: 21 + 2 °C, respectiv 50 %
UR £ 10 %).

Etapa 3 Omogenizarea materiilor prime se realizeaza in utilajul Roto P, timp
de 10 minute, cu o viteza a impeller-ului de 150 rpm, in sistem inchis. in aceasta
etapa, controlul interfazic determina pierderea prin uscare a amestecului, pe o proba
de 5 g. Se determina randamentul practic al etapei de omogenizare, care trebuie sa
fie de minim 98 %. Amestecul omogen, ca produs intermediar, se descarca intr-un
container din otel inoxidabil, etichetat corespunzator si este analizat de catre
Laboratorul de control al calitafii, conform prevederilor S.T. Abia dupa obtinerea
buletinului de analiza, care atesta conformitatea, se poate trece la etapa urmatoare,

de comprimare.

-
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Etapa 4 Comprimarea amestecului se realizeazd cu masina rotativa Horn
Noack HRP36. Controlul interfazic verifica masa medie pe comprimat, uniformitatea
masei, dimensiunile, rezistenta, timpul de dezagregare. Randamentul etapei de
comprimare este de minimum 97 %. Comprimatele, ca produs intermediar — vrac, se
descarca in containere din otel inoxidabil, etichetate corespunzator si sunt analizate
de catre Laboratorul de Control al Calitatii. Dupa eliberarea buletinului de analiz3,
care atesta conformitatea produsului, se poate trece la etapa urmatoare, cea de
ambalare.

Etapa 5 Ambalarea primaréd se realizeaza flacoane brune inscriptionate
conform normelor laboratorului de cercetare dezvoltare.

Etapa 6 Depozitarea produsului, la care s-a adaugat buletinul de analiza cu
mentiunea ADMIS, se face in conditiile prevazute de S.T., pana la livrare. Fig. nr. 6

schematizeaza fluxul tehnologic de productie.

Cercetarea formulei testate

Testarea caracterului neutru

Obiectiv: testarea pH-ului solutiei formulelor existente in circulatie comparativ
cu formula propusa.

Material si metoda: masurarea pH-ului solutiilor rezultate in urma dizolvarii

comprimatelor retard din suplimentul alimentar propus spre brevetare (dupa 8 ore) si
a produselor comparative. Testarea a fost realizatd pentru solutile obtinute prin
dizolvare progresiva in interval de 8 ore, in 900 mL apa distilatd. S-a considerat un
pH1-6 Acid, PH in interval 6 - 7 neutru, peste7 - mediu alcalin. Au fost luate in lucru
céte trei loturi de probe pentru fiecare formuld propusd. S-a determinat valoarea
medie si deviatia standard (p < 0,05).

Rezultat: au fost testate trei formule de Vitamina C cu eliberare prelungita
comparativ cu formula propusa. pH-ul formulelor existente s-a situat in jurul valorii de
3,52 pentru primul produs, respectiv in jurul valorii de 4 in cazul a trei produse
concurente pe baza de vitamina C, sub forma farmaceuticad de comprimate/ capsule
cu eliberare prelungitda. Produsele mentionate contin vitamina C sub forma de acid
ascorbic (prin urmare, au un pH acid). Pentru formula inovativa propusa, valoarea
medie obtinuta a pH-ului a fost de 6.39 (vezi tabel nr. 1). Reprezentarea grafica a

datelor obtinute se regaseste in figura nr. 5 (sectiunea ,Desene’).

"
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Tabelnr. 1
Nr. Produs Lot Forma Valoare pH, dupd 8 ore | pH
Probé | testat farmaceuticd | dizolvare in 900m/ apé 1-6 Acid
X+/-e.s. 6-7 neutru
>7,4
alcalin
1. Vitamina C | S150 | Cpr. filmate | 3.51+ | 3.52+ 3.52+/ | Acd
600mg+ 341R | retard 0,14 0,17 -0,17
Zn OAA
2. Vitamina C | L4715 | Cpr. cu elib. {424+ | 419+ 4.22+/ | Acid
500 + Zn, | 0571 | prelungita 0,16 0,19 -0,11
Se, vit D3
3. Cetebe vit | L445 | Cps. cu elib. | 3.92+ | 3.94+/- 3.92+/  Acid N
C+2Zn 0640 | prelungitd 0,13 0,17 -0,4
4, Formula Cpr. cu elib. | 6,39+ |6,31+/- 6.44+/ | Neutru
inovatoare prelungita 0,31 |0,05 0,18 L

Dozarea vitaminei C in formula testata

Introducere: vitamina C este considerata responsabilda de efectul
imunostimulator si antioxidant al oricarui produs ce contine acest ingredient.
Identificatd ca si factorul cauzator de scorbut la persoanelor ce consuma exclusiv
mancare procesata termic, fara a avea legume si fructe proaspete in alimentatie,
este un constituent omniprezent in dieta omului modern, sub forma de aliment si
chiar in formule de vitamine pentru suplimentarea aportului. Sintetizat chimic sau
extras din alimente, dozarea acidului ascorbic este o0 etapa obligatorie in procesul de
control a vitaminelor ce contin acest ingredient. Acest proces are loc in etapa de
control a materiilor prime ce contin Vitamina C, a produsului finit la eliberarea din
productie, pentru fiecare serie si asupra produselor de referinta pastrate in laborator
pe durata termenului de valabilitate a unei serii de produs.

Obiectiv: Scopul prezentei cercetari este de a determina concentratia vitaminei
C sub forma de ascorbat de Ca in produsul din formula inovativ.

Material _si__metoda: Testarea s-a facut prim metoda specificata de

Farmacopeea Europeana 8.0 in cadrul Laboratorului de Control Fizico-Chimic din
cadrul Centrului de Cercetare Dezvoltare Companiei AC HELCOR Au fost luate in
lucru sase probe de produs finit, pulverizate, diluate , respectiv 6 solutii test conform
metodei de dozare.

Reactivi: apa distilata; acid sulfuric diluat, 989/, amidon solutie R; solutie de iod
(iodura de potasiu) 0.05M.

ol
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Mod de lucru
- Solutie proba: la 113.7 2mg pulbere de comprimate corespunzatoare la 80 mg
ascorbat de calciu, se adauga 10 ml acid sulfuric diluat, 98g/l si 80ml apa distilata
apoi se agitd. Se adauga 1ml amidon solutie R. Se titreaza cu solutie de iod-
iodura de potasiu 0.05M cu pana la coloratia persistenta violet-albastrui.
- 1 ml solufiei de iod-iodurd de potasiu 0.05M corespunde la 10,66 mg
Ci2H14Ca017 - 2H20.

Formuia de calcul

V x10,66 x M
Ascorbat de calciu, mg/ cpr. = , in care:
Gp

V: volumul solutiei de iod-iodura de potasiu 0.05M folosit la titrare, in ml;

M: masa medie a comprimatelor, in mg;

Gp: masa pulberii de comprimate luata in lucru, in mg;

10,66 = echivalentu! solutiei de iod-iodura de potasiu 0.05M utilizata la titrare

Determinarile se efectueaza cu biureta;

Standard Continutul de ascorbat de calciu pe comprimat trebuie sa se situeze in
intervalul: 605,0 mg + 5%.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in tabelul numarul 2.

Tabel nr. 2
Nr. Volum de titrare, ml Rezultate
proba (mgqg ascorbat de calciu pentru un cpr.)
1 7,50 605.27
2 7.60 606.41
3 7.55 605.74
4 7.60 606.45
5 | 7.50 605.53
6 L 7.50 605.26
Nr. de valori (n): 6
Media (X): 605.77
Deviatia standard (SD): 0,56
Deviatia standard relativa (RSD), %: 0,09
Limita de incredere, P = 0,95 + 0,56
Intervalul de incredere al mediei, mg/ cpr. 605,21 + 606,33

Concluzii: calculul statistic atesta ca deviatia standard relativa este de 0,09%,

in limita de acceptantd, ceea ce demonstreaza ca metoda de dozare este precisa,
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respectand conditia de repetabiliate. Fiecare comprimat din formula propusa contine
605.77+ 0,56 mg ascorbat de calciu.
Dozarea hesperidinei

Obiectivul _cercetdrii: determinarea concentratiei de hesperidina conform

specificatiilor formulei pentru un numar de serii pilot statistic semnificativ pentru
formula propusa.

Material si_metoda: Studiile au fost efectuate pentru trei serii din formula

inovativa si pentru complexul de bioflavonoide standardizat la 80% hesperidina (raw)
fata de etalonul de hesperidina (s.r). Determinarea hesperidinei a fost realizata prin
metoda cromatografiei de lichide HPLC, prin elutie izocratica, pentru evaluare
folosind metoda standardului extern.
Cerinte: Deviatia standard relativa pentru injectari repetate - cel muit 2,0 %.
Material Reactivi: Apa bidistilata; Acid fosforic 85 %; Metanol HPLC

Aparaturd _si_conditii de cromatografiere: Cromatograf de lichide de inalta

performanta, echipat cu. doud pompe, detector UV cu lungime de unda variabil3,
camera de termostatare a coloanei cromatografice etc, Coloana Luna C18, 150 x 4
mm, 5 um; Faza mobild: 0.1% acid fosforic si metanol, in proportie de 60 : 40,
amestecul se omogenizeaza, se filtreaza si se degazeaza, Temperatura coloanei:
temperatura camerei; Viteza de elutie: 1 ml/ min; Detectie UV la 280 nm; Volum de
injectare: 10 pl; Evaluare: metoda standardului extern.

Solutii folosite in determinare

Solutia etalon. 20.0 mg hesperidina s.r. se dizolva in metanol si se dilueaza la 50 ml
cu acelasi solvent, intr-un balon cotat (0,40 mg/ ml hesperidind); Solutia proba:
1720.0 mg pulbere de comprimate corespunzatoare la 20.0 mg complex de
bioflavonoide, standardizat la 80% hesperidind, se agitd timp de 30 minute la
ultrasunete, cu aproximativ 30 mi metanol, iar apoi se dilueaza la 50 mt cu acelasi
solvent, intr-un balon cotat. Solutia se filtreaza prin filtru de 0,45 um.

Mod de [ucru: Coloana cromatograficid se echilibreaza cu faza mobild. Se

injecteaza cate 10ul solufie etalon si 10 ul solutie probd, se inregistreaza
cromatogramele si se obtin prin integrare:
e aria picului corespunzator hesperidinei din solutia etalon;

e aria picului corespunzator hesperidinei din so/utia proba.
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Rezultate Au fost masurate ariile picurilor principale din cele doua
cromatograme si a fost calculata cantitatea de hesperidina, mg/ cpr:

Ap x Ge xM

Concentratia de hesperidina ( mg)/ cpr. = , Incare:

Ae x Gp

Ae — aria picului corespunzator hesperidinei din solufia proba;

Ge — masa etalonului de hesperidina s.r. luata in lucru, mg;

M — masa medie a comprimatelor, mg;

Ae — aria picului corespunzator hesperidinei din solutia etalon;

Gp — masa pulberii de comprimate luata in lucru, mg.

Limitele prevazute pentru hesperidina pentru un comprimat sunt de 8 mg
10% (7.20 + 8.80).

Stabilitatea si performantele sistemului cromatografic (fiabilitatea sistemului).

Pe baza cromatogramelor obtinute in urma injectarii repetate (6 injectari) a
solutiei etalon — 0,40mg/ ml hesperidind in solventul de extractie preparata conform
metodei, s-au determinat parametri de caracterizare ai performantelor sistemului.

REZULTATE Studiile au fost efectuate pentru complexul de bioflavonoide

standardizat la 80% hesperidina si pentru trei serii din formula inovativa propusa spre
brevetare.

A. Dozarea hesperidinei in substanta de referintd prin metoda
cromatografica

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelele nr. 3, 4 si 5, iar cromatogramele
obtinute in figura nr. 6 (vezi sectiunea ,Desene”)

Tabel nr. 3. Rezultatele cromatogramelor probelor de hesperidina (proba 1-6)

Proba testata fimp A A
(min) | (uV) (nV x s)

1. 8.56 215901 8357440
2. 8.52 217573 8337543
3. 8.48 220967 8354387
4. 8.46 221205 8383275
5. 8.46 219536 8407282
6. 8.56 217465 8367260
Numar injectari, n 6 6 6
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Valoare medie, X 8.51 218774.5 8367865
Deviatia standard, SD 0.05 2131.18 24500.2
Dev. stand. rel., RSD (%) | 0.55 0.97 0.29

Tabel nr. 4 Rezultatele cromatogramelor probelor de hesperidina (proba 1-6)

Compusul Whi2, min Factor asimetrie, T Nr. ta'lere
teoretice, N
Hesperidina
1. 0.5292 2104 1450
2. 0.5290 2.125 1435
Proba | 3, 0.5246 2.143 1448
4. 0.5215 2.133 1459
5. 0.5239 2.114 1445
6. 0.5253 2.116 1456
Numar injectari, n 6 6 6
Valoare medie, X 0.5256 2.123 1448.8
Deviatia standard, SD 0.00 0.01 8.52
Dev. stand. rel., RSD (%) 0.57 0.66 0.59

Tabel nr. 5 Valoarea medje a rezultatelor obtinute pentru 6 probe luate in lucru (hesperidinég s.r.)

Nr. Compusul Timp de retentie Nr. talere Factor asimetrie,
crt. P P ) teoretice, N T

(t), min
1. Hesperidina 8.51 1448.8 2123

Concluzii Parametrii care definesc picurile (timp de retentie, inaitime, arie,
latimea picului la jumatatea inaliimii) precum si parametri de performata ai sistemului
(factor de asimetrie, numar de talere teoretice) sunt reproductibili, prezentadnd o
deviatie standard relativa sub 2 % (pentru timp de retentie, aria picului), fapt ce
demonstreaza ca sistemul este stabil si performant, deci corespunde scopului propus
(vezi tabel nr. 3, 4, 5 si figura nr.1).

Cerintele impuse metodei pentru a fi satisfacatoare sunt indeplinite, adica:

- Deviatia standard relativa la injectari repetate, pentru:

- timpul de retentie: 0.55% < 2.0 %;

- arie: 0.29% < 2.0%.
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B. Dozarea hesperidinei in formula propusa spre brevetare prin metoda
cromatografica
S-au testat 3 probe de produs (S350515; S460615 si S550715) pregatite si
analizate conform metodei de dozare. Din fiecare proba au fost pregatite probe
unice si omogene (pulberea a 20 de comprimate carora li s-a determinat masa
medie). Rezultatele sunt prezentate in cromatogramele din figurile nr. 6, 7, 8, 9 (vezi
sectiunea ,Desene”) si tabelul nr. 6.

Tabel nr. 6. Valori obtinute la dozarea hesperidinei in formula propusa

. Concentratia de
Nr. probe Numar serie Aria picului 4V x s .
hesperidina, (mg/ cpr)
Proba 1 6665548 8,48
5350515
Proba 2 6645422 8,46
Proba 3 6295257 8,01
S460615
Proba 4 6253436 7,96
Proba5 | 6213865 7,91 B
S550715
Proba 6 7 6242824 7,95

Dozarea hesperidinei pentru 6 probe ale formulei propuse (testate) este

reprezentatad grafic in figura nr. 10 (vezi sectiunea ,Desene”).

C. dozarea hesperidinei in substanta complex de bioflavonoide 80%

in aceleasi conditii s-a testat si complexul de bioflavonoide pe care producétorul
il declara cu un continut de minim 80% hesperidina (lot C20140412). Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul nr. 7 si Figura nr. 11 (vezi sectiunea ,Desene”).

Tabel nr. 7 Dozarea concentratiei de hesperidina in complexul de bioflavonoide (80%

hesperidina)
Numér proba Aria uVx s Hesperidind, % (g/g)
Proba 1 complex BF 6947139 84.2
Proba 2 complex BF 6985394 84.7 1
Media 84.45

Concluzii: Dozarea de hesperidind din cele trei serii de comprimate testate se
incadreaza intre valoarea minima de 7.91mg/cpr., si valoarea maxima de 8.48 mg/
cpr, in limitele prevazute de specificatie (7.20 + 8.80 mg/cpr.). Dozarea de
hesperidind din complexul de bioflavonoide standardizat la minim 80% hesperidina
are valoarea medie de 84.45%.
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Studiul de dizolvare in vitro. Testarea formulei de eliberare prelungita

Introducere: realizarea adecvatd a formei farmaceutice de comprimate cu
vitamina C in forma ascorbat si hesperidina - cu eliberare prelungita se verifica prin
intermediul studiului de dizolvare in vitro, efectuat pentru a stabili daca produsul
analizat respecta termenii Specificatiei de calitate, care prevede ca produsul sa fie cu
eliberare prelungita.

Materiale si metoda: a fost testat produsul propus spre brevetare realizat sub

forma farmaceutica de comprimate cu eliberare prelungita (ce contin 605mg ascorbat
de calciu, echivalent cu 500mg acid ascorbic) prin metoda descrisa in Farmacopeea
Europeana Ph. Eur./ U.S.P. in vigoare, in aparat de dizolvare in vitro SR 8 — PLUS —
Hanson Research (cosulete) in mediu de apa distilata.

A fost luatd in lucru urmatoarea proba pentru determinarea gradului de

eliberare a ascorbatului de calciu din formula propusa.

Produs test Substanta activa Forma farmaceutica

Formula propusa | Ascorbat de calciu | comprimate cu eliberare prelungita

Volumul mediului: 900 mi

Numar de rotatii: 50/ minut

Timp de dizolvare: 480 minute

Temperatura: 37+0,5°C

Cantitatea de ascorbat de calciu dizolvatd a fost evaluatd prin titrare
volumetrica cu o solutie de iod-iodura de potasiu. Timpi de prelevare a probelor au
fost la 1 ora si la 8 ore.

Mod de lucru: Testul a fost efectuat pe céate sase (6) comprimate cu eliberare

prelungita din produsul propus spre brevetare. Se introduce cate un comprimat in
fiecare din vasele dispozitivului de dizolvare, in care se gasesc 900 ml mediu de
dizolvare incalzit la 37+0,5°C. La 1 or# si 8 ore se preleveaza cate 100 ml solutie.
Din probele prelevate se determina concentratia de acid ascorbic dizolvat, prin titrare
volumetrica. Cantitatea de ascorbat de caiciu dizolvata din comprimatele cu eliberare
prelungita ale suplimentului alimentar propus spre brevetare a fost determinata prin
titrare volumetrica, conform metodei de dozare din Farmacopeea Europeana 8.0 a
ascorbatului de calciu.

Formula de calcul utilizata pentru determinarea procentului de ascorbat de calciu
dizolvat este:

14
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V xE; x900
Q1 = —————
605
V x Eg x 900 100
Qs = + x Qy, in care

605 900

Q4 s = ascorbat de calciu dizolvat dupa 1 ora si respectiv 8 ore, %;

E, = echivalentul solutiei de iod-iodura de potasiu utilizata la titrare dupa 1 ora
pentru solutia I>-Ki 0,01N = 1.066

Es = echivalentul solutiei de iod-iodura de potasiu utilizata la titrarea dupa 8 ore
pentru solutia I>-Ki 0,025N = 2.665, 605, 100, 900 = factori de dilutie;

Observatie: Dupa o ora probele se titreaza cu solutie I>-KI 0,01N iar dupa 8 ore
se titreaza cu solutie 1>-KI 0,025N, utilizadndu-se, de fiecare data, ca indicator 1 mil
solutie amidon (R) si 10 ml H.SO4 98 g/l. _Continutul de ascorbat de calciu dizolvat
trebuie sa fie dizolvat in proportie de 20 + 40 % dupa o ora si de minim 70% dupa 8
ore.

Tabel nr. 8. Rezultatele testului de dizolvare a ascorbatului de calciu la o ord pentru
probele analizate
Nr. Proba (comprimate) 1 » 2 | 3 4 | 5 6

N
ascorbat de calciu dizolvat (%) 22,4 L23.1 252 | 236 252 | 250

Valoare medie (%) 241
Valoare minima (%) 224 SD  [1.21
Valoare maxima (%) 252 RSD 15.04

L
Rezuftat: Proba analizatd la parametrul dizolvare are cea mai mica valoare

obtinutd de 24.1% iar cea mai mare de 25.2% care se situeaza in intervalul prevazut
de specificatie 20+40%, deci sunt respectate cerintele Specificatiei.

Tabel nr. 9. Rezultatele testului de dizolvare a ascorbatului de calciu la 8 ore, pentru

probele analizate
4 [ 5 | 6

‘Proba nr. 1 2 3
867 | 892 | 89.2 | 86.3 [87.2 ’ 847

scorbat de calciu dizolvat (%)

MEDIA 87.2
MIN 84.7 SD 1.75
MAX 89.2 RSD 2.01

Rezultat: Valoarea medie a ascorbatului de calciu dizolvat la interval de 8 ore
a fost de 87,2% +/- 1,75 din cantiatea initiala. Proba analizata la parametrul dizolvare
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are cea mai mica valoare obtinutd de 84.7% fata de limita minima impusd de 70%,
fiind in conformitate cu cerintele specificatiei.

Concluzii: din studiul efectuat pentru proba luatd in lucru in mediul apa
distilatd, reiese ca proba corespunde specificatiei cu privire la parametrul dizolvare a
ascorbatului de calciu din forma dozata cu eliberare prelungita studiata, valorile % de
dizolvare la o ora situandu-se in intervalul 20 + 40% (24.1%), iar la 8 ore peste 70%
(87.2%).

Studiile mentionate releva caracterul neutru si continutul in substante active
ale produsului, precum si formularea farmaceutica retard, care confera o prelungire a

duratei temporale de manifestare a efectelor benefice asupra organismului uman.

16
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REVENDICARI

1. Supliment alimentar cu potential antioxidant si imunostimulator caracterizat
prin aceea ca este constituit din: 70.35% ascorbat de calciu, 1.16% complex de
bioflavonoide (standardizat la 80% hesperidind) si excipienti, procentele fiind
exprimate in greutate.

2. Supliment alimentar conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se
prezintd sub forma de comprimate cu eliberare prelungitd (retard), favorizand
absorbtia lenta a ingredientelor active (vitamina C si hesperidina) si implicit o actiune
indelungata a acestora in organism (sustindnd un efect antioxidant prelungit si
functionarea optima a sistemului imunitar pe o durata mai mare de timp).

3. Utilizarea suplimentului alimentar definit la revendicarile 1 si 2, pentru
sustinerea functionarii adecvate a sistemului imunitar (prin continutul crescut in
vitamina C, potentat de adaosul de hesperidind), intr-o manierd care asigura
actiunea pe termen lung a acestor ingrediente (datorita formularii retard), evitandu-
se, crearea unui mediu acid in organism, prin utilizarea ascorbatului de calciu (in

locul variantei clasice de acid ascorbic).
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DESENE EXPLICATIVE

I
Mile)

H o) Figura nr. 1 Structura chimicd a acidului ascorbic (IUPAC 2-
: oxo-L-treo-hexono-1,4-lactone-2,3-enediol)

Figura nr. 2 Structura chimica a ascorbatului de

\/\S_Z// Ca2* | calciu (calciu (2R)-2-[(1S)-1,2-dihidroxietil]-4-hidroxi-
5-ox0-2H-furan-3-olat)
o O Figura nr. 3 Structura moleculara a

‘ scheletului (bio)flavonoidelor (2 fenil, 1,4-benzopirona)

A&\ OH Figura nr. 4 Hesperidin 7 rutinozid —
@00*13 structura chimicé (glicozida flavanonei
m m hesperetina)

OH O

! pH (val. medie} Figura nr. 5. pH-ul

;
|
{ solutiilor probelor de
> | produs testat existent fat
) o ‘i de formula inovatoare
} oo 004 % propusd. Formula test
( 003 B prezintd un pH neutru
| o | (6,38) fafd de un pH acid
! i
, 001 { al produselor existente,
| 000 testate (3,52; 4,22; 3,93)
i Proba 1 Ffrqba Zz VProPa 3 Forﬁm!a test i
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Figura nr. 6. Cromatogramele determinénlor pentru substanta de refenn{a in solutia
etalon 0,40 mg/ ml hesperidind s.r. in metanol

ZI50815- 2. OB - Pl 1 SRS 110Bok0 ~Polv?

{

&

]

g

1990 15400 1 3

&

£,

E

I

1t

10800 7 0 v

’ { P

‘} ol

4 | 40 1 i P

t! , i vt

§ T4 !
0 > \L . UJ o N cemmra]

| | ]

] 1 L
Yoo i .0 &0 0 M

or

[

7
e

i

K t T
A £ 5 nae U

Figura nr. 7 Cromatogramele pentru dozarea hesperidinei din formula propusa
(comprimate, seria S350515)
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Figura nr. 8 Cromatogramele pentru dozarea hesperidinei din formula propusa

(comprimate, seria S460615)
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Figura nr. 9 Cromatogramele pentru dozarea hesperidinei din formula propusa

(comprimate, seria S550715)
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conentratia de hesperidina (mg/cpr.)
{limite 7,20 - 8,80 mg/cpr)

: B8.48 8,46 L
I 8,01 7,96 791 7,95

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4

Q m N W oA WM N0 W

Proba 5 Proba b

Figura nr. 10. Dozarea hesperidinei pentru 6 probe ale formulei propuse (testate).

Concentratia pentru probe se incadreaza in limitele standard impuse (8+/- 10%)
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Figura nr. 11 Dozarea hesperidinei prin metoda cromatografica din complexul de
bioflavonoide (standardizat la 80% hespernidina)
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Figura nr. 12. Schema fluxului tehnologic
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- Ascorbat de calciu

- Complex de bioflavonoide
standardizat la 80%
hesperidina

- Hipromeloza K100

- Celuloza microcristalina

- Fosfat de calciu

- Talc
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