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Dezvoltarea si validarea unei metode HPLC pentru determinarea
metronidazolului, oxitetraciclinei si furazolidonei din produse farmaceutice
veterinare
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Rezumat

Determinarea metronidazolului, oxitetraciclinei si furazolidnei s-a facut printr-o metoda de cromatografie
de lichid de inalta performanta, prin elutie izocratica. Faza mobila a fost formata din fosfat de potasiu
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si acetonitril (70:18:12). Detectia s-a facut la lungimea de unda de
264 nm, folosind un debit de 1.100 mL/min. Separarea s-a realizat pe o coloana Nucleosil C18 column, 5
pm 250 mmx 4.6 mm, mentinuta la temperatura de 25 °C. Metoda a fost validata urmarind parametrii:
system suitability, liniaritate, limita de detectie si de cuantificare, precizie si acuratete.

Abstract

An isocratic reversed phase high performance liquid chromatographic method with DAD detection was
developed for the analysis of metronidazole, oxytetracycline and furazolidone. The mobile phase
consisted of pH 2.5 phosphate buffer solution, methanol and acetonitrile (70:18:12). The UV detection
was carried out at 264 nm, and the flow rate was 1.100 mL/min. The separation was carried out on a
Nucleosil C18 column, 5 um 250 mmx4.6 mm, which was maintained at 25 °C. This method was validated
by system suitability parameters, linearity, limits of detection and quantification, precision and accuracy

Introducere acest motiv nitrofuranii sunt larg utilizati in

tratamentul infectilor gastrointestinale la

Oxitetraciclina este un antibiotic cu
spectru larg, utilizat Tn medicina veterinara
pentru a inhiba sinteza bacteriilor gram-
pozitive si gram-negative.

Comunitatea Europeana a aprobat
folosirea oxitetraciclinei pentru o gama
variata de specii: pisici, céini, oi, capre i

porci. Atat oxitetraciclina, cat Si
oxitetraciclina hidroclorica contin impuritati,
care n materia prima nu trebuie sa
depaseasca limitele impuse de
Farmacopeea Europeana.

Furazolidona este un medicament

antibacterian, din clasa nitrofuranilor, care
contine in structura moleculara o grupare
nitro. Aceasta grupare are o0 activitate
antibacteriana si antiparazitara larga, si din

pasarile de colivie, pisici si caini.

Metronidazolul poseda activitatea contra
protozoarelor si bacteriilor anaerobe, fiind
utilizat atat preventiv cat si curativ.

Metoda propusa este simpla, precisa,
specifica si mai presus de toate, este
adecvata pentru determinarea
metronidazolui, oxitetraciclinei Si
furazolidonei din produsul Enteroguard M-
pulbere.

1.Materiale si metoda
1.1.Materiale de referinta si reactivi

e Standardul de metronidazol a fost

achizitionat de la Sigma.
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e Standardul de oxitetraciclina de la
Farmacopeea Europeana.

e Standardul de furazolidona a fost
achizitionat de Ila USP Produsul
farmaceutic supus studiului,

Enteroguard M comprimate a fost
furnizat de Romvac Company.

elLa prepararea tuturor solutilor s-a
folosit apa ultrapura, obtinuta in-house
cu un sistem Milli-Q (MILLIPORE,
USA).

e Metanolul si acetonitrilul grad HPLC,
au fost furnizate de Merck.

e Fosfatul de potasiu monobazic grad
HPLC si acidul clorhidric au fost
furnizate de Fluka.

o Acidul ortofosforic 85%, folosit pentru
ajustarea pH-ului, a fost achizitionat de
la Merck.

e Dimetilformamida  (DMF)
pentru prepararea probelor,
achizitionata de la Sigma.

folosita
a fost

1.2.Sistem si conditii cromatografice

Sistemul cromatografic folosit LC
Surveyor (Thermo Electron Corporation,
USA) este echipat cu pompa cuaternara,
autosempler, bucla de 25 pL, termostat
pentru coloana, termostat pentru
autosampler si detector UV-VIS diode array.

intregul  sistem cromatografic este
controlat cu softul ChromQuest.

Separarea cromatografica s-a realizat
pe o coloana Nucleosil C18, 5 pm, 250 mm
X 4,6 mm. Faza mobila folosita contine:
fosfat de potasiu monobazic 50 mM cu pH
2.5, metanol si acetonitril (70:18: 12).

Debitul de 1.1 mL/min, lungimea de
unda de 254 nm si volumul de injectie de 10
ML sunt parametrii setati pentru aceasta
metoda.

1.3 Preparare solutii standard stoc

Solutia standard de metronidazol a fost
preparata dizolvand 10 mg de standard in 10
mL de metanol.
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Solutia standard de furazolidona a fost
preparata dizolvand 10 mg de standard in 10
mL DMF.

Solutia standard stoc de oxitetraciclina
clorhidrat a fost preparata, dizolvand 10 mg
de standard in 10 mL HCI 0,01 M.

1.4. Prepararea probelor

Intr-un balon cotat (de 50 mL) au fost
cantarite 0.254 g de Enteroguard M -
pulbere, (cantitate echivalenta cu 25 mg de
metronidazol, 15 mg de oxitetraciclind si 5
mg de furazolidona.

Peste aceasta cantitate s-au adaugat 5
mL de HCI 0,1M, 8 mL DMF si 15 mL apa,
iar solutia obtinuta s-a ultrasonat timp de 10
minute.

1.5.Validarea metodei cromatografice

Acesta metoda a fost validata urmarind
mai multi parametrii: specificitate, liniaritate,
limitd de detectie si cuantificare, precizie si
acuratete.

Specificitatea a fost verificata calculand

parametrii ca: timp de retentie, talere
teoretice, asimetrie, rezolutie si factor de
capacitate.

Pentru stabilirea liniaritatii curbelor de
calibrare, o serie de cinci concentratii in
domeniul 10%-200% au fost preparate din
solutiile stoc de metronidazol, oxitetraciclina
si furazolidona.

Curbele de calibrare efectuate au fost
folosite pentru determinarea limitelor de
detectie si de cuantificare.

Precizia metodei a fost determinata prin
injectarea a sase probe individuale de
Enteroguard M- pulbere.

Acuratetea metodei poate fi evaluata
prin  procentele de recuperare ale
metronidazolului, oxitetraciclinei Si
furazolidonei.

Studiul de recuperare a fost realizat
folosind solutii de proba cu concentratiile n
domeniul 80%-120%.
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2. Rezultate si discutii

Obiectivul acestei metode a fost de a
dezvolta o metoda HPLC, care sa permita
separarea metronidazolului, oxitetraciclinei
si furazolidonei.

O cromatograma tipica a unei probe de
Enterogurd M-pulbere este prezentata in
figura 1. Substantele active au fost separate
Ccu o asimetrie buna in opt minute.
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Timpii de retentie au fost 2.5, 4.1 si
respectiv 5.3 pentru metronidazol,
oxitetraciclina si furazolidona.

Confirmarea identificarii  substantelor
active a fost facuta cu ajutorul soft-ului , cu
care s-au calculat si alti parametrii de
performanta ca rezolutia, asimetria, timpul
de retentie si talerele teoretice, tabelul 2.

Evaluarea statistica a rezultatelor
obtinute pentru substantele active din
produsul Enteroguard M —pulbere sunt
prezentate in tabelul 3.
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Fig.1. Cromatograma tipica a produsului Enterogurd M - pulbere

Tabelul 1

Parametrii calculafi pentru amestecul din figura 1.

Substanta Tlmp_ Aria Rezolutie | Asimetria CEECI Tale(e
*~ | Retentie factor teoretice
2.593 2519440 0.00000 1.01999
Oxitetraciclina
4.155 2692618 8.67410 0.97944 3 5021
5.300 1422186 4.96785 0.90892 4 8673
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Tabelul 2

Rezultatele metodei validate

Parametri de validare

Metronidazol

Oxitetraciclina Furazolidona

LOD mg/mL
LOQ mg/mL

Ecuatie de regresie

Coeficientul de corelatie (r2)
Domeniul de liniaritate mg/mL
Repetabilitate %RSD n=6
Reproductibilitate %RSD

% recuperare

0. 356
0.525
100.7

Concluzii

In acest studiu, parametrii analitici
pentru cele trei substante active au fost
optimizati folosind cromatografie de lichid de
inalta performanta.

Separarea s-a facut izocratic, cu faza
mobila formata din fosfat de potasiu
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si
acetonitril (70:18: 12) si un debit de 1.100
mL/min.

Timpul analizei cromatografice a fost
scurt (8 min), iar rezolutia peak-urilor este
buna pentru toate substantele active.

In concluzie, acest studiu demonstreaza
ca metoda analitica aplicata este sensibila,
selectiva si rapida pentru determinarea
metronidazolului, oxitetraciclinei Si
furazolidonei din produsul Enteroguard M —
pulbere.
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