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INTRODUCERE

Formele farmaceutice pentru uz veterinar, spre deosebire de cele de uz uman, contin
mai multe substante active. Acest fapt poate parea putin uzual celor implicati in industria
medicamentelor de uz uman, dar trebuie luat in considerare faptul ca animalele sunt retive si
de aceea este necesard administrarea, printr-o singura injectie a mai multor principii active.
Prin urmare, cele mai multe forme farmaceutice contin mai mult de doud substante active.
Acestora li se adauga uneori si excipientii care pot interfera in determinarea compusilor mai
sus mentionati.

In prezent, in cele mai multe dintre documentatiile tehnice ale produselor medicinale
veterinare, producatorii propun céte o metoda analiticd pentru fiecare specie activa si pentru
anumiti excipienti. In acest fel timpul necesar analizei unui produs finit este foarte mare. La
acesta se adaugd costurile pentru reactivi, echipamente, utilititi, de cele mai multe ori
multiplicate, cel putin cu numarul de substante active.

Avand 1n vedere aceste considerente, de economisire a resurselor umane, materiale si
de timp si pentru a aduce o inovatie din punct de vedere stiintific aceasta lucrare are ca:

SCOP PRINCIPAL

» Dezvoltarea unor metode analitice pentru controlul calitatii medicamentelor de
uz veterinar.

OBIECTIVE

e Dezvoltarea de metode cromatografice pentru determinarea a trei sau mai
multor substante active din produse farmaceutice de uz veterinar;
e Dezvoltarea de metode spectrometrice pentru determinarea a trei sau mai

multor substante active din produse farmaceutice de uz veterinar.

[. PARTEA TEORETICA

Partea teoretica este formata din doud capitole: primul are ca obiect substantele active
si metodele existente in literatura de specialitate pentru stabilirea calitatii acestora, iar cel de
al doilea prezinta metodologiile de dezvoltare a metodelor cromatografice si spectrometrice.

In primul capitol sunt prezentate principalele caracteristici ale substantelor active si
ale excipientilor care fac obiectul acestei teze precum si descrierea sumara a metodelor

analitice considerate de interes, care sunt incluse in monografiile din Farmacopeea Europeana
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Editia a 8-a ale substantelor active/excipientilor, cum ar fi metodele de identificare si

cuantificare, precum si cele de determinare a compusilor inruditi chimic. Acestora li se

adauga metode publicate in literatura de specialitate. Sunt trecute astfel in revistd metode

pentru determinarea:

cloramfenicolului, tartratului de tilozind, prednisolonului, a vitaminei B12 si a
alcoolului benzilic, compusi care se regasesc in compozitia solutiei de CTP12;
vitaminelor B1, B6 si B12 precum si a carprofenului, compusi care sunt in
compozitia comprimatelor de Artro-Vet;

fenicolilor: cloramfenicol, florfenicol si tiamfenicol, care se gasesc in produse de
uz veterinar;

metronidazolului, oxitetraciclinei si a furazolidonei, substante din compozitia

comprimatelor de Enteroguard.

Studiul de literatura a evidentiat faptul cd substantele active din compozitia

produselor farmaceutice de uz veterinar care fac obiectul acestei teze de doctorat:

au monografii iIn Farmacopeea Europeand, cu exceptia furazolidonei si a
florfenicolului;

existd metode analitice pentru determinarea lor cantitativa din produse finite si
produse biologice;

cele mai multe metode dezvoltate au la bazd cromatografia de lichide si mai putin
cromatografia de gaze;

existd si metode spectrometrice, potentiometrice si foarte putine metode
volumetrice;

toate aceste metode permit determinarea substantelor active de interes aflate
singure sau in combinatii de maxim trei, cum ar fi determinarea metronidazolului,
furazolidonei si oxitetraciclinei prin HPLC [1].

nu exista in literatura de specialitate nicio metoda analiticd care sd permita, de
exemplu determinarea cloramfenicolului, tartratului de tilozina, prednisolonului si
a vitaminei B12 (cum sunt in produsul CTP12) sau a vitaminelor B1, B6, B12 si a

carprofenului (cum sunt in produsul Artro-Vet).

In cel de-al doilea capitol se prezinti strategia de dezvoltare a unor metode

cromatografice care are la baza particularittile structurale ale analitilor si ale echilibrelor pe

baza carora se dezvoltd metoda cromatografica; alegerea fazelor stationara si mobila astfel

incat metoda sa fie eficientd si sd conduca la rezolutii bune Intre semnale; alegerea lungimii

de unda optime la care sa se faca detectia.



In continuare sunt discutate aspectele legate de determinarea unor substante dintr-un
amestec multicomponent prin spectrometriec de absorbtie UV-VIS de ordin 0. Aceste
determindri au la baza legea Bouguer—Lambert—Beer si aditivitatea absorbantei la aceeasi
lungime de unda. Este discutat si principiul fundamental al spectrometriei derivate si anume
cel de zero-crossing (intersectia spectrului derivat cu axa absciselor), care se aplica

amestecurilor multicomponent, care nu pot fi analizate prin spectrometrie de ordin 0.

[I. PARTEA EXPERIMENTALA
ORIGINALA

In partea originald sunt prezentate rezultatele obtinute la dezvoltarea unor metode
cromatografice (in capitolul 3) si spectrometrice (in capitolul 4) folosite pentru controlul
calitatii unor medicamente de uz veterinar. Toate metodele dezvoltate au fost verificate
conform regulilor internationale [2, 3], iar parametri precum selectivitatea, liniaritatea,

precizia, acuratetea si robustetea au fost evaluati.

3.1. Dezvoltarea unei metode cromatografice pentru determinarea substantelor
active din CTP12

Unul dintre cei mai importanti producatori romani de pe piata medicamentelor de uz
veterinar a dezvoltat o forma finitd care contine patru substante active, si anume
cloramfenicol (200 mg / mL), tartrat de tilozina (55 mg / mL), prednisolon (5 mg / mL) si
vitamina B12 (0,1 mg/mL). Produsul CTP 12 este o combinatie sinergicad care asociaza un
bacteriostatic (cloramfenicolul), unui bactericid (tilozina) si unui antiinflamator (prednisolon)
carora li se adauga vitamina B12 cu rol de tonic general. Orice subdozare sau supradozare a
acestor 4 substante active fac tratamentul ineficient si Tn plus pot genera reactii adverse. De
aceea se impune un control riguros al continutului acestora in produsul finit.

Asa cum a fost prezentat in partea teoreticd a lucrarii, cele patru substante active
mentionate mai sus nu au fost niciodatd determinate cantitativ printr-o metoda analiticd unica.
De aceea am dezvoltat si publicat [4] o asemenea metodd originald, care sa permitd
determinarea celor 4 substante active din compozitie CTP 12.

Metoda cromatograficd a fost elaboratd folosind doud coloane cromatografice si
anume Hypercarb si HyPurity Advance, cumparate de la ThermoElectron Corporation SUA.

Coloana Hypercarb are urmatoarele caracteristici: lungime 100 mm, diametrul interior 4,6



mm si dimensiunea particulelor 5 pm, iar cea HyPurity Advance are urmatoarele
caracteristici: lungimea de 250 mm, diametrul interior de 4,6 mm si dimensiunea particulelor
de 5 um. Pe toatd durata separarii coloana a fost termostatatd la 25 °C. Separarea a fost
realizatd izocratic, utilizdind o fazd mobila formatd din apd cu 40 % (v/v) metanol ca
modificator organic. Volum de injectie: 10 pL. Debitul fazei mobile a fost de 0,8 mL/ min.
Detectia a fost realizatd la 260 nm.

Cromatograma reprezentativdi pentru o proba sinteticd care contine 2 mg/mL
cloramfenicol, 0,55 mg/mL tartrat de tilozina, 0,05 mg/mL prednisolon, 0,001 mg/mL

vitamind B12 si 0,1 mg/mL alcool benzilic este prezentata in Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma reprezentativa pentru o proba sintetica care contine 2
mg/mL cloramfenicol, 0,55 mg/mL tartrat de tilozina, 0,05 mg/mL prednisolon, 0,001

mg/mL vitamind B12 si 0,1 mg/mL alcool benzilic

Metoda a fost aplicatd pe produse comerciale CTP12. S-a obtinut o foarte buna
concordanta Intre cantittile de substante active si excipienti declarate de producator si cele

calculate folosind noua metoda HPLC.

3.2. Dezvoltarea unei metode cromatografice pentru determinarea carprofenului si a
vitaminelor B1, B6 si B12 din Artro-Vet

O forma farmaceutica continand mai multe substante active si anume: carprofen (100
mg), vitamina B6 (50 mg), vitamina B1 (50 mg) si vitamina B12 (0,1 mg) per comprimat este
comercializatd in Roméania sub denumirea de Artro-Vet si este recomandat a fi administrata
in perioada de crestere a cateilor foarte activi, pentru a le asigura si Tmbunatati mobilitatea,
dar si cateilor cu osteoartritd asimptomaticd. Monografia existentd in Farmacopeea

Europeana [5] prezintd o metoda de titrare potentiometrica pentru analiza carprofenului.



Pand la publicarea articolului rezultat in urma acestui studiu original [6], nu exista in
literatura de specialitate nicio metodd de analizd care sd permitd determinarea celor patru
substante active.

Doua coloane cromatografice LiChrosorb RP-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) si un Hypersil
GOLD aQ (250 x 4,6 mm, 5 um) au fost utilizate pentru a dezvolta si optimiza metoda
HPLC. Cea mai buna alegere a reprezentat-o coloana Hypersil GOLD aQ, care permite
folosirea unei faze mobile integral apoasd. Astfel, au fost testate urmatoarele conditii
cromatografice: elutie in gradient, utilizind o faza mobild compusa din solutie tampon fosfat
(pH = 2,65) si metanol ca modificator organic. Gradientul, exprimat in variatia compozitiei
de solutie tampon fosfat din faza mobila a fost urmatorul: timp de 1 minut solutie tampon
fosfat 98%; 50% intre minutele 1 si 7,50; mentinut apoi constant la 50% pana la minutul 11;
diminuat la 0% pana la minutul 15 si in final crescut la 98% intre minutele 15 la 22 dupa care
a fost mentinut la aceastd compozitie timp de Inca 2 minute. Debitul fazei mobile a fost de 1
mL/ min, iar detectia s-a realizat la 292 nm. Volumul de injectie a fost de 10 pL.

In conditiile cromatografice stabilite s-a obtinut cromatograma din figura 2.
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Figura 2. Cromatograma reprezentativa pentru amestecul de carprofen (0,5 mg/mL),
vitamina B1 (0,25 mg/mL), B6 (0,25 mg/mL) si B12 (0,5 pg/mL): 1-vitamina B1, 2-vitamina
B6, 3-vitamina B12, 4-carprofen

Metoda a fost aplicatd pe probe de Artro-Vet si rezultatele obtinute au fost in

concordanta cu cele declarate de producitor.



3.3. Dezvoltarea unei metode cromatografice pentru determinarea fenicolilor

In timp ce cloramfenicolul, CAP si tiamfenicolul, TAP au monografii farmaceutice [7,
8], controlul calitatii florfenicolului nu este descris in nicio monografie de farmacopee sau in
orice alt document oficial. Se impune deci existenta unei metode cromatografice pentru
determinarea florfenicolului din diferite produse farmaceutice de uz veterinar. Prin urmare,
am dezvoltat o metodd cromatografica originala [9] pentru determinarea fenicolilor din
produse farmaceutice si din probe de lapte. Aceastd metoda foloseste o coloana de tip
Hypercarb (cu faza stationara PGC) cu urmatoarele caracteristici: 100 x 4,6 mm si o
dimensiune a particulelor de 5 pm) achizitionatd de la ThermoElectron Corporation, USA.
Separarea a fost realizata izocratic, la 25 °C, utilizand o fazd mobila de apa si acetonitril ca
modificator organic (40:60 v /v), avand un debit de 0,8 mL/ min. Detectia a fost realizata la
260 nm. Volumul de injectie a fost de 10 uL. Cromatograma Inregistratd pentru separarea

celor trei fenicoli este prezentatd in figura 3.

50

40

30

mAU

20

0 2 4 6 8 10 12

Minntes

Figura 3. Cromatograma reprezentativa pentru amestecul de fenicoli (0,1 mg/mL): 1-

tiamfenicol, 2-florfenicol, 3-cloramfenicol

Dupa cum se poate observa, separarea se realizeaza intr-un timp de 7 minute cu

rezolutie buna intre toti cei trei fenicoli.



Pentru aceastd metoda au fost calculate limita de decizie (CCa) si capacitatea de
detectie (CCP), Intrucat ea a fost aplicatd pentru determinarea fenicolilor din diferite probe de
lapte. In plus, aceastd metoda poate fi folositd pentru stabilirea continutului de florfenicol din
diferite medicamente de uz veterinar, mai ales ca la ora actuald nu existd nicio monografie

oficiala pentru acest compus.

4.1. Dezvoltarea unei metode de determinare spectrometrica a substantelor active din
CTP 12

Concentratiile de substante active se determind prin spectrometrie derivatd folosind
ecuatii bazate pe legea Bouguer-Lambert-Beer. De exemplu, pentru amestecuri formate din
mai multi componenti, X, Y si Z aceastd lege poate fi scrisd pentru lungimea de unda la care
spectrul derivat de ordinul I al compusului Z intersecteaza axa absciselor, In forma:

am _ g% x  dg’ oy
I =S x X+ S-x ¢ (1)

*= (C¥si CY sunt concentratiile de X si Y, exprimate in mol/L;

. . o .o dA y .
= [ este intensitatea spectrului derivat de ordin I, - Masurata pentru solutia

amestec, la lungimea de unda la care spectrul derivat de ordinul I al

compusului Z trece prin zero.

deX . de¥
[ ] _— §1 _—

o sunt absorbtivitatile molare, derivate de ordinul I, exprimate in

dai

Lxmol 'xem ™' pentru compusii X si Y, determinate experimental la lungimea

de unda la care spectrul derivat de ordinul I al compusului Z trece prin zero.

Produsul CTP 12 se prezinta sub forma unei solutii omogene de culoare brun- verzuie
care face practic imposibild elaborarea unei metode prin spectrometrie de ordin zero. De
aceea urmatoarele Incercari au fost orientate spre obtinerea spectrelor derivate de ordinul I, II
sau III, care sa indeplineascd cel mai bine conditia de zero-crossing. La fel ca in cazul
metodei cromatografice, cea mai mare dificultate in stabilirea conditiilor optime pentru
metoda spectrometricd a fost determinatd de varietatea mare de concentratii si diversitatea
structurilor din compozitia CTP 12.

Au fost investigate conditiile experimentale in care metodologia de zero-crossing sa
poatda fi aplicata. Astfel, au fost obtinute spectrele derivate folosind programul Spectra
Manager si singurele care permit aplicarea metodologiei de zero-crossing au fost cele

derivate de ordinul II. Imaginea obtinuta dupa suprapunerea lor este prezentata in figura 4.
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Figura 4. Spectrele derivate de ordinul II pentru substantele active din compozitia
CTP12, pentru domeniul de lungimi de unda 210-600 nm

Ceea ce este remarcabil la aceste substante este faptul ca se indeplineste conditia de
zero-crossing pentru spectrele derivate de ordin II la diferite lungimi de unda. Acest fapt este
destul de rar pentru amestecuri de patru compusi. Imaginea obtinutd pentru aceasta situatie
este prezentata in figura 5.
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Figura 5. Spectrele derivate de ordinul II pentru substantele active din compozitia

CTP12, pentru domeniul de lungimi de unda 218-405 nm.

Pe baza spectrelor prezentate in figurile 4-5, s-au stabilit conditiile pentru

determinarea celor patru substante active din compozitia CTP 12. Astfel:
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= Ja lungimea de unda de 552 nm se poate determina vitamina B12 in prezenta
tuturor celorlalte substante active din formula CTP 12;

= Ja lungimea de undd de 267 nm contribuie la valoarea intensitatii derivatei
spectrului de ordin II al amestecului de substante active din formula CTP 12
numai vitamina B12 si cloramfenicolul; compusii tartrat de tilozind si prednisolon
au intensitatea spectrului derivat de ordin II egald cu zero si nu influenteaza
aceastd valoare. Cunoscand concentratia de vitamina B12 din produsul finit,
determinatd la 552 nm, se poate calcula concentratia de cloramfenicol din proba
absorbtivitate molard derivati, determinati pentru vitamina B12 si pentru
cloramfenicol la aceasta lungime de unda;

= Ja lungimea de undd de 311 nm se poate determina concentratia de tartrat de
tilozind, deoarece niciun alt compus in afard de tilozind si cloramfenicol nu
contribuie la intensitatea spectrului derivat al amestecului; concentratia de
cloramfenicol a fost calculatd folosind metodologia de zero-crossing aplicata la
lungimea de unda de 267 nm;

= Ja lungimea de unda de 242 nm poate fi determinat prednisolonul, deoarece se
cunoaste concentratia tuturor celorlalte specii din formula CTP-ului si se pot
determina experimental absorbtivitdtile molare, derivatele de ordin II.

Metoda a fost aplicata pentru determinarea celor patru substante active din compozitia

CTP 12, iar rezultatele obtinute comparate cu cele obtinute prin metoda HPLC originala

prezentata in capitolul 3.1.

4.2. Elaborarea unei metode pentru determinarea spectrometrica a substantelor din
Enteroguard

Asa cum a fost prezentat in subcapitolul 2.2.2. asemenea amestecuri de compusi pot
fi rezolvate folosind metoda de zero-crossing pentru una din variantele spectrelor derivate si
anume de ordin I, II sau IIl. De aceea, folosind softul spectrometrului Jasco V530 au fost
obtinute spectrele derivate si cele care Indeplinesc cel mai bine conditia de zero-crossing sunt

spectrele derivate de ordinul I.Imaginea obtinuta pentru acestea este prezentata in figura 6.
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Figura 6. Spectrele derivate de ordinul I pentru cele trei substante active

Se observa din figura 6 ca spectrul derivat de ordinul I asigurd cele mai bune conditii
spectrale pentru determinarea celor trei compusi din amestec si anume:

* lalungimea de unda de 321 nm, spectrele derivate de ordinul I ale metronidazolului si
al oxitetraciclinei trec prin zero, iar cel al furazolidonei are un maxim diferit de zero;
la aceasta lungime de unda se poate determina concentratia de furazolidona din proba;

* Ja lungimea de undd 276 nm, intensitatea spectrului derivat de ordinul I al
oxitetraciclinei trece prin zero; cunoscand concentratia de furazolidona determinata
anterior, se poate calcula concentratia de metronidazol din proba;

* Jla lungimea de unda de 364 nm, intensitatea spectrului derivat al furazolidonei este
zero, stiind concentratia de metronidazol se poate determina concentratia de
oxitetraciclina.

Metoda spectrometrica originald dezvoltata a permis cuantificarea substantelor active

din produsul Enteroguard M - comprimate.
Concluzii generale

Atat scopul lucrarii cat si obiectivele ei au fost atinse in studiile care fac obiectul tezei
de doctorat, fiind elaborate si publicate pentru prima datd in literatura de specialitate trei
metode cromatografice care pot fi folosite pentru controlul calititii unor medicamente de uz
veterinar. Lor li se adaugd doud metode originale care au la baza principiul de zero-crossing
din spectrometria derivatd si care pot fi de asemenea utilizate atat in controlul interfazic cat si

in cel al produsului finit.
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