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RESUMO

QUANTIFICACAO DE NITROFURAZONA E DE NITROFURANTOINA EM
MEDICAMENTOS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE REFLETANCIA DIFUSA E DE
TRANSMISSAO

A nitrofurazona e a nitrofurantoina sao substancias derivadas dos nitrofuranos e
comercializadas em preparagdes farmacéuticas com acgédo bactericida, antifungica e
antimicrobiana com um amplo espectro de aplicacdo. Apresentam coloracdo amarela e
comprimento de onda de maxima absor¢cao em 370 nm. A maior parte das substancias
pertencentes ao grupo dos nitrofuranos, tem baixissima solubilidade em agua o que
dificulta o desenvolvimento de métodos analiticos, sem o0 uso de solventes organicos.
Neste trabalho foi desenvolvida metodologia para a determinacdo do teor de
nitrofurazona e de nitrofurantoina em medicamentos por refletancia difusa. Para a
nitrofurantoina a medida € direta no farmaco, sem uso de qualquer solvente, enquanto
que, para nitrofurantoina dissolve-se o farmaco em polietilenoglicol e mede-se a
refletdncia em seguida. A técnica de refletancia envolveu, para fins de comparacao, a
utilizacdo de dois equipamentos distintos: (I) um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2450
com assessorio de refletancia e; (ll) um refletdmetro portatil construido em nosso
laboratério. Também foram desenvolvidos duas metodologias para a andlise
quantitativa dos dois farmacos por transmissao em solugdo aquosa. Ambos os métodos
na regiao uv-visivel do espectro. Os resultados dos dois procedimentos foram
comparados entre si e também com aqueles obtidos pela método oficial em high
performance liquid cromatagraphy (HPLC), usando o método estatistico t pareado de
Student e o teste F de Snedecor. Foi observada total concordéancia entre os diferentes
procedimentos em nivel de confianca de 95%. Entre os métodos utilizados, o de
refletdncia difusa apresenta a maior simplicidade operacional podendo ser
recomendado o0 seu uso para quantificacdo das substancias estudadas em farmacos.
Foram obtidos desvios padréo relativos (DPR) de 3,9 (I) e 5,2% (lI) para a nitrofurazona
e de 3,4 (l) e 8,0% (II) para nitrofurantoina, enquanto que pelo HPLC os DPR foram 4,4

e 1,8% respectivamente. O método de refletancia apresenta significativa vantagem para
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determinacao de nitrofurazona em pomadas em relacao ao método oficial pela grande
simplicidade operacional. Uma caracteristica interessante do método refletométrico
proposto para nitrofurazona é que, apesar de ser quantitativo, ndo ha necessidade de
pesagem de aliquota. Quanto ao método de transmitancia o DPR ficou em 1,0% para

nitrofurazona e 2,2% para nitrofurantoina.



Xii

ABSTRACT

QUANTIFICATION OF NITROFURAZONE AND NITROFURATO IN MEDICATIONS
BY SPECTROPHOTOMETRIC OF DIFFUSE REFLECTANCE AND TRANSMISSION

Nitrofurazone and nitrofurantoin are derivatives substances from nitrofurans and are
traded in pharmaceutical preparations with bactericidal , antifungal and antimicrobial
actions with a broad spectrum of application. They have yellow coloration and a
wavelength of maximum absorption at 370 nm. Most of the substances that belong to
the group of nitrofurans have very low solubility in water which complicates the
development of analytical methods, without the use of organic solvents. This research
developed methodology for the determination of nitrofurazone and nitrofurantoin in
drugs by diffuse reflectance. For nitrofurantoin the measure is directly on the drug,
without using any solvent, whereas nitrofurantoin is dissolved in polyethylene glycol and
the reflectance is measured after. The reflectance techniques involved, for comparison
purposes, the use of two different equipment () a Shimadzu UV-2450
spectrophotometer with accessory of reflectance and (ll) a portable reflectometer
constructed in our laboratory. We have also developed two methodologies for
quantitative analysis of the two drugs in aqueous solution by transmission. Both
methods in the uv-visible region of the spectrum. The results of both procedures were
compared between each other and also with those obtained by official method in high
performance liquid cromatagraphy (HPLC), using the statistical method t paired of
Student and the test and F of Snedecor. It was observed complete agreement
between the different procedures in a accuracy level of 95%. Among the methods used,
the diffuse reflectance has the highest

operational simplicity and it can be recommended its use for quantification of the
substances studied in drugs. It was obtained relative standard deviation (RSD) of 3.9 (I)
and 5.2% (Il) for nitrofurazone and 3,4 (I) and 8.0% (ll) for nitrofurantoin, while at the
HPLC RSD were 4.4 and 1.8% respectively. The method of reflectance has a significant
advantage for the determination of nitrofurazone ointments in relation to the official

method due to the great operational simplicity . An interesting feature of the
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refletocmetric method proposed to nitrofurazone is that, despite being quantitatively,
there is no need to weigh the aliquot. As the method of transmittance the DPR was

1.0% to nitrofurazone 2.2% to nitrofurantoin.
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1. INTRODUGCAO

O setor industrial da Quimica Fina e suas vertentes no Brasil esta associado a
um conjunto de empresas especializadas na fabricacdo de uma grande variedade de
matérias primas essenciais as atividades humanas, com elevado conteudo tecnol6gico
e valor agregado. S&o produtos relacionados a areas estratégicas para o
desenvolvimento sustentavel e autébnomo do Pais, dentre os quais se destacam
farmacos, medicamentos, vacinas, defensivos agricolas e animais, catalisadores
industriais, corantes, aditivos e as demais especialidades da quimica fina'2.

Dentre as areas estratégicas da Quimica Fina, destaca-se a farmacéutica, onde
0 avanc¢o do conhecimento na area da Quimica Farmacéutica tém contribuido para
introducdo de novos agentes terapéuticos com uma freqiiéncia nunca vista. A evolucao
das etapas de isolamento, manipulacdo, producdo, armazenamento, embalagem e
controle de qualidade de tais agentes se desenvolve em um ritmo acelerado,
comparavel a velocidade em que se descobre aplicabilidade para estas novas
substancias e suas composicoes. Este setor gera produtos de composicao definida e
de altissima pureza que estao relacionados a um alto valor agregado, movimentando no
Brasil mais de U$12 bilhdes, correspondendo, em valores aproximados, a 21% do setor
Quimico nacional®. Dentre as substancias produzidas encontram-se diversas matérias
primas para industria farmacéutica como principios ativos e adjuvantes utilizados na
formulagdo de um grande niumero de medicamentos.

Embora usadas comumente como sinbnimos, as palavras farmaco e
medicamento sdo diferenciadas entre si, assim como 0s termos principio ativo e
preparacao farmacéutica. Principio ativo e farmaco tém o mesmo significado podendo
ser entendidos como sendo substancias isoladas industrializadas ou nao, seja com fins
terapéuticos, preventivos, curativos ou ainda como agente de diagnostico ou veneno.
Medicamento ou preparacao farmacéutica reine o conceito de produtos formados pelo
farmaco e produzidos de maneira industrial ou em manufatura e associados a outras
substancias em doses ou concentragdes terapéuticas'®*. Sao diversas classes de



substancias classificadas pelo termo fadrmaco, normalmente estas substancias originam-
se de um grupo de acgao farmacolégica.

Os nitrofuranos sdo uma categoria de substancias definidas como farmacos que
apresentam propriedades antibacteriana, antifungica e controlam a acédo de
protozoarios. Sado agentes de amplo espectro, caracterizados pela eficacia contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo espécies de salmonella. Este
grupo de medicamentos também €& eficaz contra giardia, amebas, tricomonas e
algumas espécies de coccidios. Alguns nitrofuranos sao carcinogénicos e o seu uso
futuro é questionavel. Porém, alguns compostos deste grupo tém sido utilizados
correntemente como medicamento humano e veterinario®.

Os nitrofuranos sdo, na maior parte dos casos, bacteriostaticos, embora em
doses elevadas possam ser bactericidas. Essas drogas sdo mais ativas em ambientes
acidos (pH ideal € 5,5). Sua eficiéncia € diminuida quando em utilizacao sistematica.
Este grupo de substancias sao administrados via oral, tépica e raramente por via
parenteral. A absorcdo pelo trato gastrointestinal é deficitaria, pois o farmaco é
eliminado muito rapidamente.

Além da carcinogénese, outros efeitos toxicos tém sido atribuidas a diversos
nitrofuranos, incluindo disturbios do sistema nervoso central e gastrintestinais, baixo
ganho de peso e espermatogénese reduzida *°.

Apesar de seus mecanismos basicos de agdo permanecerem obscuros, 0S
nitrofuranos tendem a inibir muitos sistemas de enzimas microbianas, incluindo aqueles
envolvidos no metabolismo dos carbo-hidratos. Sao metabolizados pelas
nitrorredutases que levam a formacao de radicais que inibem a traducdo genética, o
processo ribossémico mRNA, ndo deixando formar a cadeia Polipeptidica®’.

Como estrutura eles apresentam um grupo nitro na posicéo 5 do anel furano e
uma associagdo com outros grupos organicos na posicao 1, deste mesmo composto. A
figura 1 mostra a estrutura fundamental dos nitrofuranos, onde R representa os
grupamentos que podem se ligar a estrutura de modo a formar os principais
nitrofuranos utilizados como antibi6ticos e antifungicos conhecidos, onde se destacam a

furazolidona, a furaltadona, a nitrofurantoina e a nitrofurazona®.
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Figura 1. Estrutura geral dos nitrofuranos, onde o grupamento R diferencia cada

R

substancia da classe.®

1.1. NITROFURAZONA: CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES

A nitrofurazona, 2-[(5-nitro-2-metileno)furanilcarboxamida]hidrazina, foi o primeiro
farmaco derivado do nitrofurano. Sua introdugcédo na clinica médica foi em 1946 para o
tratamento oral das infec¢des bacterianas e para o tratamento da doenca de Chagas.
Entretanto, graves efeitos téxicos foram observados e, particularmente, na doenca de
Chagas, os resultados terapéuticos foram insatisfatérios®. Nos dias de hoje ela é usada
em tratamentos tépicos através da aplicacdo de pomadas ou solugdes. A substancia
apresenta grande espectro de acdo contra fungos® e bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Sua atividade desinfetante favorece a cicatrizacdo de feridas produzidas por
traumatismos, por queimaduras e por procedimentos cirdrgicos. Também pode ser
usada para o tratamento de infecces bacterianas causadas por epidemia de infecgoes
hospitalares, cutaneas e Ulceras®.

A férmula molecular da nitrofurazona é CgHgN4O4 (massa molar 198,136 g mol™)
e sua férmula estrutural € mostrada na figura 2. Apresenta como caracteristicas: a cor

amarela (Amax = 375 nm), é inodora e muito pouco solGvel em agua (1:4200 m/v) >"1°,
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Figura 2. Férmula estrutural da nitrofurazona.>'°

A produgéao de nitrofurazona pode ser feita utilizando diversas matérias primas,
como o] diacetato-5-nitrofurfural, 5-nitro-2-furaldeido, 2-furaldeido ou
nitrofurfuraloxima'’. O procedimento mais utilizado é a partir do 2-furaldeido. Ele pode
ser resumido pela sequéncia de reagbes e insumos constantes da figura 3. Neste
processo o 2-furaldeido sofre inicialmente reacdo de nitracdo no carbono 5, enquanto
que o grupo aldeido reage com o anidrido acético'’. Em reacdo posterior com o

cloridrato de semicarbazida resulta a nitrofurazona.
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Figura 3. Esquema da sintese da nitrofurazona.”’



1.2. NITROFURANTOINA: CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES

A nitrofurantoina [1-[[(5-Nitro-2-furanil)metileno]amino]-2,4-imidazolidinediona] é
utilizada na prevencao e tratamento de infeccdes do trato urinario*. Apresenta atividade
antibacteriana, em especial para as espéecies Escherichia coli, Streptoccocus faecalis e
Staphylococcus aureus. O mecanismo de acdo € Unico entre 0s agentes
antibacterianos. Ao entrar em contato com as bactérias a nitrofurantoina é reduzida em
flavoproteinas bacterianas, que séo intermediarios reativos que inativam ou modificam
proteinas ribossomais bacterianas. Esta alteracdo provoca a inibicdo de processos
bioquimicos vitais para o metabolismo energético aerdbico e sintese de acido
desoxirribonucléico bacteriano (ADN), acido ribonucléico (RNA) e proteinas da parede
celular®®'2,

A férmula molecular da nitrofurantoina é CgHgN4Os (massa molar 318,16 g mol™).
Sua férmula estrutural é apresentada na figura 4. As principais caracteristicas sao: cor
amarelo-limdo (Amax = 370 nm), sensivel & luz e apresenta auséncia de odor e sabor?

e solubilidade muito baixa em agua (1:5000 m/v)°.
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Figura 4. Férmula estrutural da nitrofurantoina.’

Tanto a nitrofurantoina quanto a nitrofurazona apresentam baixa solubilidade em

agua devido a dificil polarizacdo das moléculas em meio aquoso, a presenca de atomos



de oxigénio proximo aos atomos de nitrogénio reduzem a densidade eletrbdnica deste
ultimo dificultando a captura de prétons e com isso impossibilitam a formacao de dipolos
elétricos capazes de solubilizar as substancias em questao®.

Em meio aquoso contendo macromoléculas soluveis em agua, a solubilidade
destas substancias pode-se elevar significativamente, como por exemplo em reacdes
de complexagdo com ciclodextrinas que deixam a parte mais apolar da molécula do
farmaco dispersa em seu interior®. Mais simplesmente pode-se aumentar a solubilidade
em agua das moléculas envolvidas no estudo fazendo-as interagir com macromoléculas
soluveis em agua, como o polietilenoglicol.

A razao para a nitrofurantoina funcionar quase que exclusivamente no
tratamento de infeccbes do trato urinario esta relacionada com as suas caracteristicas
farmacocinéticas. A substancia é rapidamente absorvida no intestino e metabolizada no
figado. A excregcdo é muitissimo acelerada o que torna a sua concentragdo na corrente
sanguinea muito baixa. Os niveis de concentracdo somente se elevam quando ocorre o
acumulo do farmaco nas vias urinarias, atingindo a concentracéo letal para as bactérias
na urina®'?,

Um efeito colateral que ocorre comumente com a administracdo oral de
nitrofurantoina é sensacao enjéo, podendo gerar, ainda, dores de cabeca e vémitos.
Uma forma de evitar este efeito colateral é a utilizagdo de nitrofurantoina
macrocristalina conforme divulgado nos EUA Pat. N ¢ 3.401.221 emitida Borgmann,
Hayes, Paul & Paul em 10 de setembro de 1968. A nitrofurantoina macrocristalina
provou ser uma excelente droga para o tratamento das infeccbes urinarias com
minimos efeitos colaterais®.

A inovacao descrita em 1968 envolve uma combinacao de liberagdo sustentada
para administracdo oral de nitrofurantoina compreendendo, em uma capsula, uma
primeira camada de uma mistura de particulas de polivinilpirrolidona a 10%,
nitrofurantoina a 85%, e carboxivinilpolimero a 5% seguida de uma segunda camada de
uma mistura de particulas granuladas com pequenas variagdes percentuais entre as
substancias envolvidas, este granulado é a forma macrocristalina®.

A producao de nitrofurantoina se da pela condensagéo entre o nitrofurano e o
1-aminoidantoina'®'. As matérias primas para o processo sdo o 2-furaldeido e o



cloridrato de semicarbazida. Primeiramente ocorre a nitragdo do carbono 5 do
2-furaldeido, bem como a acetilacdo do grupamento aldeido do composto, processo
idéntico ao ja citado na formagao de nitrofurazona. A substancia resultante reage em
presenca da forma ciclica do cloridrado de semicarbazida, (1-aminoidantoina)

condensando-se em nitrofurantoina, a figura 5 apresenta a sequéncia descrita no

processo.
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Figura 5. Esquema da sintese da nitrofurantoina.”

1.3. PREPARAGCOES COMERCIAIS ANALISADAS

1.3.1. Nitrofurazona

As preparagdes farmacéuticas da nitrofurazona disponiveis no mercado sao em
forma de solugdes ou pomadas para uso topico, contendo 0,2 % m/m de nitrofurazona.
No caso das pomadas de Furacin® e Sensiderme® analisadas neste trabalho a
nitrofurazona encontra-se dissolvida em polietilenoglicol.



1.3.2. Nitrofurantoina

A nitrofurantoina esta disponivel em cépsulas que contém, cada uma, 100 mg
do principio ativo (Macrodantina®). O farmaco se apresenta na forma de cristais
macroencapsulados, de lenta liberagdo, o que retarda a absor¢ao do mesmo, inibindo
efeitos colaterais como nausea e vomitos comuns & utilizacdo do medicamento®. Os
demais constituintes da formulagdo sao lactose, amido e talco em propor¢cdo nao
revelada pelo fabricante.

1.4. REVISAO DOS METODOS ANALITICOS DE QUANTIFICACAO DOS
FARMACOS

Varios métodos sdo descritos na literatura para a andlise de nitrofurazona e de
nitrofurantoina na matéria-prima e/ou em preparagdes farmacéuticas utilizando técnicas
como: espectrofotometria’™'®; cromatografia'>?*?*; voltametria®*?°; quimiolumines-
céncia®, fluorescéncia®'. O método recomendado pela USP'® para a determinacdo de
nitrofurazona em pomadas e nitrofurantoina encapsulada presentes em produtos
farmacéuticos baseia-se na técnica de HPLC. Neste procedimento sado utilizadas
grandes quantidades de solventes organicos, além de um tempo de manipulagéo da

amostra superior a 35 minutos'>.

1.4.1. Nitrofurazona

Na recomendagdo do método espectrofotométrico para a determinacado de
nitrofurazona na forma pura é necessario dissolver a amostra em dimetilformamida e,
posteriormente, diluir em agua. Ao ajustar as condigdes experimentais as detecgdes
sdao feitas de absorbancia em 375 nm. Para as pomadas de nitrofurazona o
procedimento por HPLC é o oficial™®.



AGRAWAL e Patel'” desenvolveram um método onde a nitrofurazona reage com
hidroximetilamina em meio alcalino produzindo &cido hidroxamico, apds a reag¢éao deste
acido com os ions ferro(lll), em meio acido forma-se um complexo de cor roxa cuja
identificacdo e concentragdo podem ser investigadas por espectrofotometria.

Sastry et al'®

propuseram quatro métodos espectrofotométricos baseados na
formacao de espécies coloridas. O primeiro diz respeito a determinacdo de um produto
formado pela reducdo da nitrofurazona com 3-metilbenzotiazolin-2-umhidrazona
(MBTH, Amax = 600 nm). O segundo e o terceiro métodos empregam a reacao do
produto de hidrélise da nitrofurazona com acido tiobarbitarico (Amax = 440 nm, 520 nm),
e com &cido barbitdrico (Amax = 440nm). O outro método implica na oxidacao de
nitrofurazona com excesso de N-Bromossuccinimida (NBS) e determina a NBS
consumida usando acido metol-isonicotinico hidrazida (Amax = 620 nm).

Um método colorimétrico simples para a determinagdo de seis derivados do
grupo nitro, ou seja, furazolidona, nifuroxima, niridazola, nitrazepam, nitrofurantoina e

nitrofurazona, foi descrita por Walash et al'®

. O método sugerido depende da formacao
de cor laranja a roxa, quando estes grupos nitro reagem com o hidréxido de
tetrabutilaménio em dimetilformamida.

A cromatografia em papel foi utilizada por Shajahan et al.??

para a separagao
de algumas substancias, dentre elas destacou-se a nitrofurazona. No entanto, para a
determinacdo quantitativa do analito, a etapa de extracdo do papel emprega,
necessariamente, solvente organico. Apos a extracao, a determinacao da absorbancia é
feita em 375 nm.

2527 porém sdo muito sensiveis a

Métodos voltamétricos tém sido relatados
interferéncias.

O método de fluorescéncia descrito por Belal®', pode ser aplicado para a analise
de varias drogas derivadas do nitrofurano, inclusive a nitrofurazona que envolve, dentre
outras preparacoes, a dissolugdo em dimetilformamida antes da determinacdo em 445

nm (Amax = 245nm). O sinal analitico é linear de 4 x 10°a5x 102 ug mL™".
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1.4.2. Nitrofurantoina

O método oficial para determinacdo de nitrofurantoina pura € o HPLC, com
detector ultravioleta ajustado a 254 nm e coluna de 300 mm de comprimento e 3,9 mm
de diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a otadecilsilano (5
pMm), mantida a temperatura ambiente, os parametros operacionais sao ajustados para
que o tempo de retencdo do pico da nitrofurantoina seja por volta de 8 minutos®?22.

A nitrofurantoina pode ser analisada na forma pura através de espectrofotometria
UV com comprimento de onda de 367 nm, neste procedimento utiliza-se
dimetilformamida como solvente para a amostra a ser analisada e, posteriormente
agua'®.

Muth®** descreve um método de quantificacdo de nitrofurantoina em urina e
plasma sanguineo que envolve a extragdo liquido-liquido do farmaco com acetato de
etila, seguido de evaporagao e reconstituicao em fase mével, com detecgdo em 370nm.
O limite de quantificacdo de nitrofurantoina foi de 0,010 pg mL™" para o plasma e na
urina a nitrofurantoina foi quantificadas até 0,380 ug mL.

Belal®’

desenvolveu um método simples, rapido, seletivo e sensivel de
fluorescéncia que foi descrito para a analise de trés drogas nitrofurano, ou seja,
nifuroxazide, nitrofurantoina e nitrofurazona. O método envolveu a hidrélise alcalina
dos medicamentos em estudo pelo aquecimento com hidréxido de sédio 0,1 mol L™
seguida de diluicdo com agua destilada por nitrofuroxazide ou 2-propanol para
nitrofurantoina e nitrofurazona. Os fluoréforos formados foram medidos em 465 nm (Agy
265 nm), 458 nm (Aex 245 nm) e 445 nm (Agx 245 nm) para os trés farmacos,
respectivamente. Os parametros experimentais foram estudados e otimizados. A
andlise de regressdo mostrou boa correlagdo entre a intensidade de fluorescéncia e
concentragao durante os intervalos de 0,08 a 1,00, de 0,02 a 0,24 e de 0,004 a 0,050
mg mL" para nifuroxazide, nitrofurantoina e nitrofurazona, respectivamente. Os limites
de detecgao do método foram 8,0, 1,9 e 0,3 ng mL ' para nifuroxazide, nitrofurantoina e
nitrofurazona, respectivamente. O método proposto foi validado em termos de exatidao,
precisdo e especificidade, e foi aplicado com sucesso para o ensaio das trés
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nitrofuranos em suas diferentes formas farmacéuticas. Neste método, nao foi
observada interferéncia do comum adjuvantes farmacéuticos.

A quantificacdo de nitrofurantoina pode ser feita por voltametria ciclica® ou por
voltametria de onda quadrada, como concluiram Pires® e Ghoneim®. Este Ultimo
desenvolveu uma metodologia eletroanalitica para a determinacao nitrofurantoina foram
investigados com eletrodos dopados com boro. O uso da voltametria de onda quadrada
com os parametros otimizados demonstrou uma boa relacdo linear entre a corrente de
pico e a concentracdo de nitrofurantoina para uma ampla gama de concentragdo. A
aplicabilidade do procedimento proposto foi testado utilizando uma formulagao
comercial de produtos farmacéuticos derivados do farmaco, e os resultados foram
comparados com o procedimento recomendado pela Farmacopéia Britdnica. O
procedimento proposto foi sensivel, exato e preciso para a andlise da nitrofurantoina e
nao exigem uma preparacao complexa ou renovacao da superficie do eletrodo. Isto
apresenta a vantagem de eliminar os residuos de mercurio e minimizando os problemas

de adsorcéo relacionados ao uso de outros eletrodos superficiais sélidos.

1.5. CONSIDERACOES ACERCA DA REFLETANCIA DIFUSA

O desenvolvimento de métodos de andlise simples e rapidos é sempre
interessante. A espectrofotometria de refletdncia difusa na regido das radiagbes visivel
e ultravioleta do espectro permite a andlise quantitativa direta de analitos com o minimo
de tratamento, com consequente diminuicdo na manipulacdo e no uso de solventes
organicos e de reagentes quimicos®*,

O uso da espectrofotometria de refletdncia como uma técnica analitica
quantitativa é muito menos popular que a de transmissao. A dificuldade na preparagao
homogénea das superficies refletoras do analito e o efeito do tamanho de particula
podem ser considerados como importantes fatores que contribuem para o pouco uso
desta técnica na andlise quantitativa®**®®. No entanto, as medidas de refletancia sdo

rapidas e faceis de serem conduzidas®.
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A espectrofotometria de refletdncia é baseada nos fendmenos que ocorrem
quando a luz atinge a superficie onde esta o analito. Ao incidir sobre um material, a luz
pode ser refletida, transmitida ou absorvida pelo mesmo. A intensidade e ocorréncia
destes fendmenos dependem da natureza do material e, também, do comprimento de
onda da radiagao utilizada. Materiais opacos n&o transmitem qualquer comprimento de
onda e, portanto, apenas os fenbmenos de reflexdo e absorcdo estdo associados a
eles. Ja os objetos transltcidos refletem, transmitem e absorvem radiagao®’.

A refletancia é uma técnica espectroscépica baseada na relagao entre a energia
luminosa refletida por uma superficie refletora e a energia luminosa que incide sobre
ela. O fendmeno de reflexdo envolvido nesta técnica consiste no retorno da radiacao,
sem alteragdo do comprimento de onda, apos esta ter atingido a superficie.

O uso de espectrofotometria de refletdncia no visivel como técnica analitica foi,
durante certo tempo, quase que limitado a analises qualitativas. Isto pode ser entendido
pelo fato do tamanho das particulas e a superficie da amostra, por exemplo,
apresentarem variagdes no fendmeno de refleténcia, dificultando a reprodutibilidade das
medidas. Por outro lado, andlises utilizando espectrofotémetro, equipado com acessoério
de refletdncia difusa com esferas integradoras, podem fornecer bons resultados
quantitativos de maneira simples e rapida®.

Em espectrofotometria de transmissao, qualquer turbidez causada por emulsées,
implica em uma interferéncia que ird prejudicar e até invalidar o resultado da analise.
Tal situagéo pode ser facilmente contornada em processo de refletancia®.

Quando a radiagao é direcionada para a superficie de uma amostra sélida ou em
suspensao numa solugao, dois tipos de reflexao da radiacdo podem ocorrer: a reflexao
regular (especular) e a reflexao difusa.

Se a radiacgao refletida mantém o mesmo paralelismo dos raios de luz incididos,
o fenébmeno recebe o nome de reflexdo regular (ou especular). Este fenbmeno ocorre
em superficies lisas e polidas como, por exemplo, a de um espelho ou de um lago
calmo. A simetria com que a radiagcéo se reflete nestas superficies resulta na formacéao
de imagens dos objetos colocados diante delas.

Quando os raios refletidos perdem o paralelismo entre si e, entdo, espalham-se
desordenadamente em todas as diregdes, o fendbmeno recebe o nome de reflexdo
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difusa. Superficies irregulares sao responsaveis por este tipo de reflexdo. Os dois tipos

de reflexdo estao representados na figura 6.

Radiagdo " | | g Radiagdo
incidente incidente
Refletancia difusa Refletancia regular

Figura 6. Reflexdo da radiag&o difusa e regular.

Em medidas de refletancia, a leitura realizada pelo espectrofotobmetro € um sinal
da radiacdo transmitida refletida, também chamada de forca de reflexdao ou de
refletdncia, Tg, a qual é andloga a transmitancia em espectroscopia. A densidade éptica

para medidas de refletdncia € dada, analogamente a absorbéancia, por:

Ap=-log Tg
A refletancia, Tgr, é dada por:
Te =Vl
sendo Ip a intensidade de energia incidente e | a intensidade de energia refletida pelo
meio.

Os resultados das medidas de refletdncia dependem das condicbes das
medidas, principalmente do comprimento de onda da radiacao incidente, do angulo de
incidéncia e do tamanho das particulas refletoras.

Como a maioria das superficies dos materiais apresenta estruturas irregulares, a
espectroscopia de refletancia difusa acaba sendo mais empregada e explorada do que
a de refletdncia especular. A espectroscopia de refletancia difusa é empregada quando
o fendmeno de espalhamento da radiagdo € muito pronunciado, o que geralmente
ocorre em espécies soélidas ou em suspensdo com areas superficiais elevadas, nas

regides do IV, do visivel e do UV3*.
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As amostras de produtos farmacéuticos envolvidos neste estudo se encaixam
perfeitamente nesta descricdo, tanto a nitrofurazona, quanto a nitrofurantoina
apresentam-se em suspensdo ou como espécies soélidas, deixando os suportes
empregados com caracteristicas irregulares de superficie. Essas caracteristicas geram
dois fendmenos de interesse na quantificagdo dos farmacos: a absorcéo e a reflexao.
Parte da amostra analisada absorve a radiacdo incidente e, simultaneamente reflete
parte dessa radiagdo com um espalhamento significativo nesses raios de luz refletidos

pelas as amostras, como mostra a figura 7.

Radiagdo Incidente

Refletdncia Difusa
-t -

S .

Amostra

Absorgdo

Figura 7. Relacao entre a radiagdo incidente, absorvida e refletida de forma difusa,
caracteristica dos farmacos estudados neste trabalho.

Quanto maior o espalhamento da luz incidente maior € a queda do sinal analitico.
Superficies muito irregulares tendem a espalhar mais a luz refletida o que diminui a
intensidade do sinal luminoso que chega ao detector, levando a menor
sensibilidade*'*2. Se a superficie apresentar cor, o que é funcdo da quantidade da
substancia colorida presente, dependendo do comprimento de onda utilizado, a
absorcao de luz também estara relacionada com a concentragéo dessa substancia **%°.

Para melhorar a sensibilidade dos aparelhos e a andalise quantitativa por métodos
refletométricos, pode-se multiplicar o sinal que chega ao detector através do uso de
uma cela de integracdo, como observado na figura 8.

Ao incidir sobre uma amostra de superficie irregular, um feixe de radiacdo, uma
parte desta é absorvida e outra parte é refletida de modo difuso ja que as superficies

dos anteparos sao irregulares. No interior da esfera de integracao, os diversos feixes de
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radiacao sofrem multiplas reflexdes sucessivas, terminando por atingir o detector,

ampliando-se, assim, a quantidade de radiacao que o atinge.

Refletancia Difusa

Radiacao
Incidente

Refletancia

»."/ Difusa
I\ Amostra

Detector

Refletancia Difusa

Figura 8. Radiacdo incidente seguida de reflexdo por parte da amostra. Deve-se
considerar todas as direcdes possiveis para os diversos feixes de luz refletidos e as
suas respectivas reflexdes sucessivas, ampliando o numero de feixes de radiacdo que

passam pelo detector.

A esfera de integragdo, como assessorio para refletancia difusa, tém como
funcdo diminuir a perda da radiacao que atinge o detector, em funcéao do espalhamento
do feixe luminoso sobre a superficie da amostra. O sistema consiste de uma camara

geometricamente projetada, totalmente revestida com material reflexivo de pigmentagéao
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branca, diéxido de titanio, por exemplo, que tém como funcgao refletir sucessivamente
em todas as direcdes os feixes de luz provenientes da superficie da amostra. Desta
maneira aumenta-se a intensidade de radiacdo que alcanga o detector melhorando a
sensibilidade do equipamento*®#.

Os diversos modelos de cela de integracao amplificam estes sinais aumentando
a sensibilidade dos aparelhos em geral.

A figura 9 mostra o acessorio de refletancia para o aparelho Shimadzu UV 2450,
de feixe duplo, utilizado neste trabalho, onde pode ser vista a esfera de integracéo e as

posicoes da amostra e do branco.

— Feme de

ﬁ_ f/\;| Refletdncia
T

ﬁ.mu / |
|
[ R Branco

multiplicador .%— Feixe da
amostra

Sistema optico

Figura 9. Acessdrio de refletancia Shimadzu (esquerda) e esquema de integracdo da
radiacdo luminosa (direita), através de uma cela de integracao (foto multiplicador).

O modelo teérico de Kubelka e Munk para o fenédmeno de refletancia, foi
desenvolvido para descrever em termos quantitativos, e de um modo relativamente
simples, a intensidade de luz refletida por uma superficie

A teoria de Kubelka-Munk simplifica os processos que ocorrem quando a luz
incide sobre um material (absorcao, reflexdo e transmissao), estabelecendo que o
material absorve parcialmente a luz que recebe, sendo o restante refletido. A proporcao
de luz absorvida depende do coeficiente de absorcdo do material (K) e a de luz refletida

depende do fator de dispersdo do material (S). O fundo sobre o qual se situa a amostra
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que esta sendo observada (se é transparente ou translicido) e a espessura da amostra
(densidade de empacotamento) exercem influéncia sobre os parametros K e S.

Kubelka e Munk deduziram uma equagao que permite obter a seguinte relacéo
entre a luz refletida (Tg) e os coeficientes de absorgéo (K) e de dispersao (S):

Equacéo 1 1-T. 2% K
f(Ty)= —( &) =

Como K possui uma relagédo linear com a concentracdo (K = &xC, sendo € a
absortividade molar da amostra) é possivel escrever a equacao acima em fungdo da

concentragao:

Equacéo 2 (1—TR)2 exC
2T, S

A aplicacdo da Equacgéo de Kubelka-Munk estabelece uma relagéo linear entre a
concentragdo da amostra e a fungéo (f(Tg)) para concentracdes altas e moderadas. No
entanto observa-se desvio de linearidade para baixas concentracées. Em virtude disto,
muitas vezes, as curvas analiticas sao obtidas de forma a se ter um resultado com boa
linearidade, isto é, constroem-se os graficos que relacionam, por exemplo,
log (T — Tg)) vs. 1/C (onde Tg é a refletancia da amostra e Ty’ € a refletancia do
suporte utilizado).

E bom ressaltar que a validade da equacdo de Kubelka-Munk envolve
aproximacdes, uma vez que considera o valor de refletdncia da referéncia igual a 1, ou

maximo de radiacao incidente 100%.
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2. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento e validagdo de métodos
analiticos quantitativos para a quantificagdo de nitrofurazona e nitrofurantoina em
amostras farmacéuticas, usando as técnicas de refletancia difusa e de transmissao, na
regiao uv-visivel do espectro, comparando-os posteriormente com o método oficial por

HPLC, recomendado pela farmacopéia americana.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS E REAGENTES

Metanol grau HPLC (Tedia);

Acetonitrila 99,9% v/v HPLC (Sigma-Aldrich);

Acetanilida grau analitico (Merck).

Dimetilformamida (Vetec);

Trietilamina(Sigma-Aldrich);

Acido fosférico P.A.( Merck);

Fosfato de potassio (Merck);

Hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich);

Agua destilada (destilador de vidro) e deionizada (Milli Q Plus);

Polietilenoglicol I.P. 40000, fornecido pela Mantecorp;

Nitrofurazona, produto certificado 99,0 %, gentilmente fornecida pela Mantecorp
Industria Quimica e Farmacéutica Ltda.

Nitrofurantoina 99%, Sigma- Aldrich, grau analitico.

Papel de filtro qualitativo - Qualy 14um de porosidade;

Filtros de membrana Millipore 0,45 um;

Cromatégrafo Shimadzu Prominece com coluna C18 (Varian, Microsorb MV) e
detector com arranjo de diodos SPD-M20A;

Balanca analitica Mettler Toledo AX205 Delta Range, +0,01 mg.

Balanga analitica Shimadzu AX-200, +0,1 mg.
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3.2. EQUIPAMENTOS

e Equipamento de HPLC Shimadzu Prominence SPP-M20, coluna C18 -
uBonbapac, de comprimento 300 mm, ID 3,9 milimetros, tamanho de particula 10
um; J- 125 angstroms.

e Espectrofotdmetro de ultravioleta visivel Shimadzu UV-2450 equipado com um
acessorio de refletancia.

¢ Refletbmetro manual: A cela de refletancia ja foi descrita em detalhes (Matias et
al., 2003)*° e neste artigo é mostrada na figura 10. No presente caso é composta
por um LED azul E1L31-3G0A2 Toyoda Gosei Co. Ltd. com &3 mm ED; com

angulo de visao de 15° e um resistor detector de luz (LDR) de 5 mm de diametro.

Figura 10. A - cela de refletancia portatil; B - LED aceso e resistor detector de luz
[LDR] na parte interna da cela; C - conjunto de refletancia alimentado por pilhas
fornecendo 4,5 V e acoplado ao multimetro.



21

3.3. NITROFURAZONA
3.3.1. Tratamento das amostras
3.3.1.1. Curva analitica e analise das amostras comerciais
3.3.1.1.1. Método de Refletancia Difusa

Para a construcao das curvas analiticas, solu¢des de nitrofurazona padrao foram
preparadas dissolvendo-se o analito em polietilenoglicol (grau de polimerizagdo 4x10%
em relagdo m/m. Estas amostras foram acondicionados em um frasco de vidro a&mbar
de 50 mL.

A mistura foi aquecida em banho de agua a 60 °C durante 5 minutos. Apos a
“fusdo” do solvente, a homogeneizagédo da solugao foi feita com um bastdo de vidro e
agitacao manual. Ao esfriar, as solugcdes adquiriram o aspecto homogéneo de uma
pomada. A tabela 1 apresenta os valores de concentracdo das solugdes de

nitrofurazona preparadas em polietilenoglicol, para a construg&do da curva analitica.

Tabela 1. Solugcbes de nitrofurazona em polietilenoglicol preparadas para a construcao

da curva analitica.

Massa de Massa de Concentragao
Solugédo | o _ p
Nitrofurazona / (g) | polietilenoglicol / (Q) /(mgg’)
A 0,0200 20,0024 1,000
B 0,0251 20,0011 1,255
C 0,0301 20,0023 1,505
D 0,0350 20,0021 1,750
E 0,0400 20,0023 2,000
F 0,0499 20,0027 2,495
G 0,0596 20,0016 2,980
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Estas concentragcées apresentavam valores adequados de modo a ajustar a
curva de analitica acima e abaixo da concentracdo nominal do farmaco nas
preparagbes farmacéuticas comerciais, com a finalidade de simplificar a andlise das
mesmas.

Cada uma das solugdes de nitrofurazona foi colocada sobre o suporte, papel
manteiga com dimensdes de 4x8 cm L x h, sem necessidade de pesagem e espalhada
como se observa na figura 11A. O papel foi dobrado, seguindo aquecimento por 5
minutos a 60 °C em estufa. Na seqUéncia, abriu-se o papel e o excesso da pomada foi
retirado manualmente utilizando-se papel absorvente, por exemplo, lenco de papel.
Uma folha de PVC preto (cloreto de polivinila) foi colocada entre as duas partes do
papel (figura 11B) e a absorbancia da amostra foi determinada em 385 nm em
espectrofotdmetro Shimadzu (figura 11C) ou no dispositivo portatil construido em nosso
laboratério utilizando um diodo emissor de luz azul de acordo com o instrumento

descrito por Matias et al.>®

, apresentado anteriormente na figura 10.

As amostras de nitrofurazona provenientes das preparagdes farmacéuticas
comerciais foram analisadas diretamente, sem necessidade de pesagem ou diluicao,
seguindo o procedimento de espalhamento e difusdo no papel como apresentado para

as amostras que resultaram a curva analitica.
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Figura 11. (A)- Espalhamento da pomada comercial ou da solugdo preparada em polietilenoglicol em papel manteiga;
(B)- Amostra apos a difusdo em papel facilitada pela sua “fusdo” na estufa e separagédo das duas faces do papel com

lamina de PVC; (C) - posicionamento da amostra na cela de refletancia Shimadzu.
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3.3.1.1.2. Método de Transmissao

Observou-se neste trabalho, que a nitrofurazona dissolvida em polietilenoglicol,
tem a sua solubilidade muito aumentada em agua, o que permite a preparacao de
solugdes aquosas. Assim, foram preparadas solucées de concentracdes conhecidas de
nitrofurazona em agua.

Foram pesadas cuidadosamente, num frasco ambar de 50 mL, em uma balanga
analitica, aliquotas ao redor de 0,200g da solugdo padrdo B (1,255 mg g™'), utilizada no
procedimento de refletancia difusa, descrita na pagina 29. A seguir adicionou-se agua a
fim de obter as concentracbes desejadas (mg de nitrofurazona por grama de solucao).
A curva analitica foi obtida a partir de 12 solugdes cujas concentragdes variaram entre
2,0 x 10° mg g' e 14 x10® mg g'. As absorbancias foram medidas a 375 nm
utilizando cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico.

As concentragées das solugdes obtidas a partir da preparacado farmacéutica
comercial, foram ajustadas na sua preparagdo de modo a se incluirem nos limites da
curva analitica e, posteriormente, tiveram sua absorbancia analisada de maneira

andloga.
3.3.1.1.3. Método HPLC

O método recomendado pela USP'® para quantificacdo de nitrofurazona é o de
HPLC. Primeiramente foi preparado um tampao de trietilamina'®, onde 100 mL deste
solvente organico foram colocados em um baldo de 1000 mL. Na seqiéncia 800 mL de
agua resfriada foram adicionados. Ap6s homogeneizacdo, 80 mL de acido fosférico
concentrado foram cuidadosamente adicionados sob agitacdo constante. Depois que a
solucdo atingiu a temperatura ambiente (25 °C) o volume foi completado e parte da
solugéo obtida foi filtrada através de um filtro de nylon com porosidade 0,5 pum.

Uma solugdo solugdo-padrdo de nitrofurazona' foi preparada dissolvendo 50,0
mg de nitrofurazona em um baldo de 50,0 mL, com 10,0 mL de dimetilformamida. O
volume foi completado com etanol e a solugdo homogeneizada. 10,0 mL desta solugcao
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foram transferidos para um baldo de 100,0 mL, completando novamente o volume com
etanol. Outra aliquota de 10,0 mL foi retirada desta solucao e transferida para um balao
de 100,0 mL contendo 15,0 mL de etanol, e o volume foi completado com agua. Esta
solucao foi filtrada através de um filtro de nylon com porosidade 0,5 um. Esta solucéo
apresentava concentragdo 11,3 x 10° mg g™ de nitrofurazona e foi analisada como uma
das solugbes problema.

A curva analitica foi construida a partir de diluicbes oriundas da preparacao B
(1,255 mg g''; vide tabela 1) de nitrofurazona resultando em concentracdes de 4,43 x
103,7,12x10%,8,56 x 102, 12,1 x 103,12,7 x 10, 13,6 x 10%e 13,7 x 10° mg g .

As solugdes das preparacées comerciais do farmaco foram feitas da seguinte
forma. Aliquotas de nitrofurazona de massa aproximada de 1 mg pesadas em uma
balanga analitica, foram transferidas quantitativamente para um baldo de 100,0 mL. Na
sequéncia 0,2 mL de dimetilformamida e 25 mL de etanol foram adicionados. Essas
solugdes foram tratadas com ultra-som durante 30 minutos. O volume foi completado
com agua e as solugdes finais foram filtradas através de um filtro de nylon com 0,5 um
de porosidade.

As condi¢des cromatograficas utilizadas durante o procedimento foram: uma
coluna C-18 octadecilsilano, uBondapack C18 (3,9 x 300 mm) da Waters de 5 um de
tamanho das particulas; fase mével formada por uma solucdo contendo agua,
acetonitrila e tampao trietilamina na proporcéo 790:200:10 v/v/v; vazdo de 2 mL min™;
volume de injecdo 20 pL; tempo de eluicdo cerca de 8 minutos. A detecgéo foi feita em

375 nm segundo a norma da farmacopéia americana'®.
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3.4. NITROFURANTOINA

3.4.1.Tratamento das amostras

3.4.1.1. Curva analitica e analise das amostras comerciais

3.4.1.1.1 Procedimentos preliminares
A nitrofurantoina é apresentada no comeércio farmacéutico encapsulada em
macrocristais que, como pode ser observado na figura 12, sdo formados por

substancias de cor marrom escura (a nitrofurantoina € amarela).

c003 4 23

Figura 12. Amostra do farmaco Macrodantina®, apds cuidadosa trituragdo em
almofariz. Na fotografia podem ser vistos, dispersos no medicamento, residuos de
materiais escuros usados para a formacdo dos macrocristais da preparacao

farmacéutica.
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Os conteudos de 10 capsulas da preparacao comercial foram pesados, obtendo-
se a massa média de 0,3642 + 0,0015 g por capsula. A mistura destes conteudos foi
usada para as analises.

Num primeiro ensaio com o intuito de preparar padrées de refletancia do
medicamento, foi feita uma mistura de nitrofurantoina com excipientes comuns a
formulagdo comercial (Mantercop). Para fins de diluigdo foi usada uma mistura de
amido, talco e lactose anidra, na propor¢cao de 1:1:1 em massa. Um padréo de
nitrofurantoina foi preparado com cuidadosa trituragdo em almofariz, para boa
homogeneizacao, resultando em concentracéo de 272,6 mg g™

A preparacdo farmacéutica adquirida junto ao comércio, foi cuidadosamente
triturada em almofariz com pistilo. A concentracdo de nitrofurantoina neste
medicamento é de 274 + 1 mg g™, levando em conta o valor nominal de 100 mg e a
massa média de cada comprimido.

Essas misturas sdélidas foram usadas em estudos preliminares de refletancia
difusa no espectrofotbmetro Shimadzu UV-2450. Para isso foram usados suportes para
sélidos que podem ser observados na figura 13. Os resultados obtidos ndo permitiram
correlacao entre a radiacdo absorvida em processo de refletancia e a concentragao do
analito. Isto ocorreu, provavelmente, devido as diferencas na granulacdo das misturas,
além de diferengas na compactacdo das mesmas no suporte (cela de refletancia) e,
principalmente, da presenca de granulos escuros existentes na preparacao comercial
(13A) provenientes do macro encapsulamento, inexistentes na preparacao feita no
laboratério (13C).
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Figura 13. Cela de refletancia difusa para material sélido. (A) - Preparacdo comercial
triturada em almofariz; (B) - Branco (amido, talco e lactose na proporcdo 1:1:1m/m); (C)
- Mistura solida nitrofurantoina preparada de com excipiente de amido, talco e lactose,

estes na proporgao 1:1:1: m/m.

Como esperado, os residuos dos materiais usados para a formacao dos
macrocristais permanecem misturados na amostra mesmo apoOs trituracdo severa.
Estes graos, além de gerarem maior absorbancia e, também, dispersao da luz
incidente, retém parte do analito na forma encapsulada o que prejudica seriamente a
quantificagdo, ndo se observando correspondéncia entre os valores de refletancia, ou
de transmissao, e a concentracao de analito na amostra.

A partir deste ponto, com o intuito solucionar o problema, pensou-se que, como a
nitrofurantoina apresenta boa solubilidade em polietilenoglicol, este, ao ser usado como
solvente do farmaco levaria a uma solubilizagdo do principio ativo, separando-o do

material ndo soluvel presente na amostra.
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Visando a obtengdo de solugdes de nitrofurantoina em polietilenoglicol,
dissolveu-se 150,8 mg da preparacao comercial em 4,4575 g de polietilenoglicol,
resultando numa solucdo de concentracdo estimada, considerando o declarado no
medicamento comercial, de 8,99 + 0,04 mg g"'. Uma mistura de nitrofurantoina com
excipientes (amido, talco e lactose anidra) foi dissolvida em polietilenoglicol resultando
em uma concentragdo 13,52 + 0,05 mg g~ (miligramas do farmaco por grama da
solugdo). Quando estas duas solugbes foram analisadas no espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2450, aplicando-se procedimento de preparo da amostra similar ao
utilizado na quantificacdo da nitrofurazona, sobre papel manteiga, foi observada
correlacao entre absorbéancia e concentracao.

Preparou-se uma nova mistura solida da nitrofurantoina com seus respectivos
excipientes que resultou em uma concentragdo de 272,92 mg g™'. Esta mistura serviu

de estoque para confeccao de outras misturas preparadas e utilizadas no procedimento.

3.4.1.1.2. Método de Refletdncia Difusa

Com o objetivo de construir a curva analitica, a partir de nitrofurantoina em
relacdo m/m, foram preparadas solucdes de diversas concentracdes utilizando-se como
solvente o polietilenoglicol, com indice de polimerizagdo ao redor de 4x10%.

As solucbes foram preparadas com relacdo massa/massa e os valores de

concentragcao obtidos encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Solugées de nitrofurantoina em polietilenoglicol preparadas para a constru¢ao
da curva analitica, a partir de mistura solida (contendo amido, talco e lactose anidra) de

concentragdo 272,92mg g'.
Massa da mistura Massa total da solugéo em .
B _ ) o o . Concentracao
Solugdo | nitrofurantoina e excipiente Polietilenoglicol p
/(mgg™)
/(9) /(9)

A 0,0159 3,0274 1,43

B 0,0233 3,0243 2,10

C 0,0293 3,0336 2,64

D 0,0380 3,0389 3,41

E 0,0448 3,0135 4,06

A mistura sélida de nitrofurantoina com os excipientes foi pesada, dentro de um
frasco ambar de 60 mL onde foi introduzido e pesado o polietilenoglicol. A
homogeneizacao foi feita aquecendo a mistura até 60 °C e misturando com um bastao
de vidro. Com a diminui¢cdo da viscosidade do polietilenoglicol ocorre a dissolugdo do
soluto e, portanto, a homogeneizacéo é feita facilmente.

As solugdes de nitrofurantoina utilizadas para construcdo da curva analitica
foram preparadas seguindo procedimento semelhante ao empregado na andlise da
nitrofurazona. Foram espalhadas sem necessidade de pesagem, no suporte (papel
manteiga). O papel foi dobrado e aquecido em estufa a 60°C por 5minutos. Na
sequéncia, ele foi aberto e 0 excesso de pomada foi retirado manualmente utilizando-se
papel absorvente. A folha de PVC foi inserida entre as duas partes do papel e a
absorbancia das amostras, pelo processo de refletancia difusa, foram determinadas em
385 nm no espectrofotbmetro Shimadzu ou no dispositivo portatil construido em nosso
laboratério utilizando um diodo emissor de luz azul de acordo com o instrumento
descrito por Matias et al.*®.
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Utilizando estas solugdes foi obtida uma curva analitica que foi usada para a
determinacao da concentracdo de nitrofurantoina em amostras de Macrodantina®
(Mantercop) compradas em farmacias locais.

Devido a presenca de granulos escuros nas amostras trituradas de
nitrofurantoina, que impediram a analise direta em fase sélida das preparacoes
farmacéuticas, decidiu-se estudar a possibilidade de solubilizar as amostras em
polietilenoglicol e suporta-las em papel manteiga, da mesma forma como feito no caso
na nitrofurazona.

Nesse procedimento, pequena quantidade de macrocristais escuros permanecia
no papel. No entanto, devido a posterior limpeza com lengco de papel, estes cristais
foram facilmente removidos o que possibilitou as medidas de refletancia.

Na figura 14 pode ser vista a solugdo em polietilenoglicol espalhada no papel
manteiga. Deve-se impregnar o papel, como no caso da nitrofurazona, no lado mais
aspero ja que do lado liso hda uma camada de cera que dificulta a difusao da solucao
pelo papel.

Dobra-se a seguir, de modo que a solugéo fique na parte interna do papel. Nao
ha necessidade de pesagem da aliquota colocada sobre o papel.

Figura 14. Espalhamento, sobre o papel manteiga, da solugdo da preparacdo
farmacéutica em polietilenoglicol.
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Em seguida, o papel impregnado deve ser levado a estufa, ajustada em 60 °C
onde deve ficar por cerca de cinco minutos. Este procedimento diminui a viscosidade do
solvente e facilita a difusédo da solugéo do farmaco no papel.

Depois de retirar o papel da estufa, abre-se a dobradura. O excesso de pasta é
retirado com o auxilio de uma folha de papel macio e absorvente, por exemplo, lenco de
papel, como mostra a foto na figura 15. Os cristais do material de encapsulamento por
nao se dissolverem no polietilenoglicol foram retirados simplesmente pela passagem do

lenco de papel.

Figura 15. Visdo do lengo de papel usado para a retirada do excesso da solugdo em
polietilenoglicol colocada sobre o papel manteiga. Os destaques indicam os grdnulos
escuros, retirados com a passagem do lengo de papel juntamente com “pasta” contendo

o farmaco.

Em seguida, uma lamina de PVC preto é inserida no interior do papel separando
as duas partes da dobradura (figura 16A). Isto é feito para evitar a eventual reflexdo da
radiacao na segunda face do papel, fazendo com que ndo se obtivesse boa correlacdo

entre refletancia e concentragao.
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O papel contendo a amostra, depois de aquecido e retirado o excesso do
medicamento, esta suficientemente seco. Neste estado, é levado ao refletdbmetro, onde
sao obtidos os espectros de absorbancia, em processo de refletancia (figura 16B) em
385 nm em espectrofotdbmetro Shimadzu. No dispositivo portatil construido em nosso

laboratério é obtida a refletancia medida em ohm (unidade de resisténcia elétrica)®*
45,46

Figura 16. (A) - Separacdo das duas folhas da dobradura por uma lamina de PVC
preto; (B) - Posicionamento da amostra no equipamento de refletancia.

Livre da interferéncia dos granulos as amostras comerciais de nitrofurantoina
foram analisadas quantitativamente, obtendo-se coeréncia nos resultados.

Alternativamente, podem-se fazer as medidas em um comprimento de onda fixo,
385 nm. Neste trabalho, porém, como se trata de desenvolvimento de método, foram
obtidos os espectros de refletancia entre 300 nm e 500 nm com intengéo de verificar
possiveis alteragdes espectrais em fungdo do aquecimento e, também, em fungéao da

variagdo da concentracgao.
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3.4.1.1.3. Método de transmissao

A solubilidade da nitrofurantoina em agua € muito pequena, sendo porém muito
alta em polietilenoglicol. No entanto, dissolvendo em &gua a solugéo de nitrofurantoina
em polietilenoglicol, resulta uma solucdo aquosa estavel por, pelo menos, 72 horas.
ApGs este periodo nota-se o surgimento de turvacao, seguida de material particulado
em suspensao que provavelmente é o farmaco precipitado.

As solugbes usadas para a construgdo da curva analitica foram feitas a partir de
solucao em polietilenoglicol preparada para a anélise por refletancia difusa. Utilizou-se a
solucdo B, de concentragdo 2,10 mg g' de nitrofurantoina em excipientes e
polietilenoglicol (vide tabela 2).

A partir da solugdo B de nitrofurantoina em polietilenoglicol, pesou-se em
balanca analitica, dentro de um frasco, as quantidades necessarias de modo a obter as
concentragdes desejadas na solucdo final em mg g'. A agua foi também adicionada no

mesmo frasco e pesada. A tabela 3 relaciona as solu¢des aquosas preparadas.

Tabela 3. Solugbes aquosas de nitrofurantoina em polietilenoglicol preparadas para a

construgdo da curva analitica do método por transmissé&o.

Solugao Soluegniopgﬁel::‘[erggérl?gglc)ina Massa fine;l da Solucao Conqsentragéo
/g g /107 mg g

I 0,0160 20,2094 1,67

I 0,0307 23,2489 2,78

Il 0,0404 21,7468 3,91

\Y% 0,0546 20,7955 5,52

\Y 0,0662 20,7956 6,69
VI 0,0846 20,2090 8,80
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As absorbancias das solu¢des foram medidas em 368 nm em espectrofotémetro
usando cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico, resultando dai uma curva
analitica.

As amostras provenientes de preparacdes farmacéuticas comerciais, que foram
utilizadas na determinacdo de nitrofurantoina por refletancia difusa, serviram de base
para o preparo das solugdes aquosas que foram analisadas pelo método da
transmitancia. Estas solugdes tiveram a ordem de grandeza de suas concentragbes
ajustadas para se inserirem na curva analitica do método.

Ao analisar com atencgao as solugcdes aquosas produzidas a partir da preparagao
comercial, percebeu-se que 0s Qrédos escuros, provenientes do encapsulamento,
permanecem em parte como interferentes nas medidas podendo, se necessario, serem

separados facilmente por filtracao ou por centrifugagéo.

3.4.1.1.4. Método HPLC

O método recomendado pela USP™ para quantificagdo de nitrofurantoina é o
HPLC. A primeira parte do processo investigativo se da pela preparacdo do tampao
fosfato pH 7,0, onde foram pesados em balanca analitica 6,8 g de fosfato de potassio
monobasico que foram dissolvidos em 500 mL de agua deionizada. Adicionou-se a
solucdo, hidroxido de sédio 1,0 mol L (preparado a partir de 4,0 g de NaOH em um
baldo de 100 mL) suficiente para ajustar o pH da solucdo em 7,0. Ao final, diluiu-se com
agua deionizada em um balao volumétrico até a marca de 1,0 L.

A fase movel utilizada no HPLC foi preparada pela mistura de tampéao fosfato pH
7,0 e acetonitrila na proporcdo 88:12 v/v. A fase movel foi devidamente filtrada e
degaseificada.

A solucao resultante da dissolugdo de 0,5016 g de acetanilida em 500 mL de
agua deionizada, a fim de se chegar em 1 mg de acetanilida por mL de &gua, serviu de
padrao interno.

Para preparar a solucao padrao de nitrofurantoina, dissolveu-se 0,04996 g de
nitrofurantoina RS (Sigma Aldrich de grau analitico) em 40,0 mL de dimetilformamida
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(Vetec — UV/HPLC Espectroscépico) e adicionaram-se 50,0 mL da solucdo do padrao
interno.

Para as amostras provenientes da preparacdo comercial de nitrofurantoina,
transferiu-se uma aliquota equivalente a cerca de 50 mg de nitrofurantoina para um
frasco de vidro com 250mL de capacidade. Adicionou-se 40,0 mL de dimetilformamida
utilizando-se uma bureta. A seguir, adicionou-se 50,0 mL de solugédo do padréo interno,
usando-se uma bureta, misturou-se e resfriou-se a temperatura ambiente. Filtrou-se
uma pequena porgcado da solugédo atravées de um filtro de nylon 0,45 um de porosidade,
rejeitando os primeiros mililitros do filtrado. A amostra estava pronta para ser injetada
no cromatégrafo.

As condigbes cromatograficas envolvidas na andlise foram compostas do
cromatdgrafo Shimadzu Prominence LC-20AT acoplado a um sistema de detecg¢ao por
arranjo de diodos modelo SPD-M20A da Shimadzu, ajustado a 254 nm. Utilizou-se,
como coluna analitica octadecilsilano, pBondapack C18 (3,9 x 300 mm) da Waters e a

vazao foi de 1 mL por minuto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. NITROFURAZONA
4.1.1. Refletancia difusa

No procedimento de refletdncia difusa, diversos materiais foram testados como
suportes para as solugdes em polietilenoglicol: varios tipos de papel além de polimeros.
Resultados promissores foram obtidos com diferentes qualidades de papel, incluindo os
de filtro qualitativo e quantitativo, além de cromatograficos. Surpreendentemente,
porém, os melhores resultados experimentais foram obtidos com papel manteiga
comprado numa papelaria local. E importante salientar que a intencdo foi desenvolver
um método que pudesse oferecer resultados quantitativos usando diretamente a
preparacao farmacéutica na forma em que é comercializada.

E muito interessante notar que neste processo de refletancia a pesagem das
aliquotas, no momento de coloca-las no papel, € desnecessaria. Este fato pode ser
facilmente entendido ja que a quantidade da substancia € determinada pelas
dimensdes do papel na qual a reflexdo ocorre e, também, por ela estar correlacionada
diretamente pela concentracdo do analito na preparagcao farmacéutica. Se a substancia
foi sempre distribuida homogeneamente sobre o papel, o sinal analitico sera
proporcional a sua concentragao.

A curva analitica obtida com papel manteiga, no espectrofotdometro Shimadzu, é
descrita pela equacdo de primeiro grau A = 0,1006 + 0,05067 C, onde C é a
concentracao de nitrofurazona em miligrama por grama de solucdo (pomada) e A é a
absorbancia medida (processo de refletancia) em 385 nm e esta representada na figura
17. O coeficiente de correlacdo observado r = 0,9987, limite de quantificacdo, LOD =

0,25 mg g'; limite de detecgdo, LOQ =0,75mgg .
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Figura 17. Curva analitica para o processo de refletancia para nitrofurazona obtida com
0 equipamento Shimadzu UV -2450.

Com o refletdmetro portatil construido no laboratério®*>*® foi obtida a curva
analitica com a seguinte equacao p = 106,0 + 8,912 C, onde p € a resisténcia em ohms
obtida no LDR, a partir da luz emitida pelo LED e C é a concentracao de nitrofurazona
em mg g. A figura 18 representa a curva analitica obtida; o coeficiente de correlagéo
linear (r) = 0,9995; LOD = 0,35 mgg ' e LOQ=1,1mgg™.
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Figura 18. Curva analitica para nitrofurazona obtida com o refletémetro portatif*°.
4.1.2.Transmissao

A curva analitica para o processo de transmissao foi construida na faixa de
concentracdo de 2x10° mg g™ & 14x10° mg g™, com medidas em 375 nm, tendo sido
obtidos valores de absorbancia entre 0,1 - 1,0. Esta curva analitica é descrita pela
equacao A = -0,01674 + 0,07818 C, onde C é a concentragdo de nitrofurazona em
miligrama por grama de solucdo e A é a absorbancia medida a 375 nm. O coeficiente
de correlagdo é r= 0,9998; LOD = 0,37 x 10° mg g”'; LOQ = 1,1 x 10° mg g™ A figura

19 apresenta acurva analitica obtida ao analisar as solugbées padrao de nitrofurazona.
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Figura 19. Curva analitica da nitrofurazona para o processo de transmissao.

A nitrofurazona é pouquissimo soluvel em agua. No entanto, quando ela é
dissolvida em polietilenoglicol, de qualquer grau de polimerizagdo, a dissolugdo em
agua é possivel. As solucdes obtidas se mostraram estaveis por, até 72 horas em
temperatura ambiente (ca. 25 °C), precipitando, provavelmente compostos derivados da

nitrofurazona apés este periodo*’, ja que a intensidade da coloragdo amarela diminuia.
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4.1.3. HPLC

No método HPLC a curva analitica, representada pela figura 20, foi obtida com
concentragdes de 4,3 x 10° mg g” até 13,8 x 10° mg g™'. Esta curva foi descrita pela
equagdo para Ar = -16693 + 8,6665 x10” C onde C é a concentragdo de nitrofurazona
em mg g ' na solucéo, e Ar é a area do sinal analitico. O coeficiente de correlagéo é r =
0,9962; LOD = 0,41 x 10°mg g™"; LOQ=1,2x 10°mg g™.

1200000

1000000

800000

600000

V4

Area do sinal

400000

200000 .
4 6 8 10 12 14

Concentracdo 105 mg g

Figura 20. Curva analitica da nitrofurazona para o método HPLC.
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4.1.4. Discussao

Observou-se que 0 método de transmissao é o mais preciso que os dois métodos
de refletancia e o de HPLC. Estes dois ultimos apresentam precisdo semelhante entre
Si.

E interessante observar que o refletdmetro portatil gerou resultados analiticos
quase tdo bons como os obtidos com o método de HPLC. Considerando a simplicidade
operacional, o pouco tempo necessario para realizacdo da andlise e o fato de nao
utilizar grandes quantidades de solventes organicos, o método refletométrico, pode ser
considerado vantajoso em relagédo ao procedimento por HPLC.

Na tabela 4 encontram-se resultados obtidos para a concentragcdo de
nitrofurazona nas amostras investigadas, pelos trés métodos utilizados neste trabalho.

Na tabela 5 pode ser vista a comparacao estatistica realizada envolvendo o teste
pareado de t de Student e o teste F*®. Segundo o indicado pelo teste t pareado de
Student, observa-se total concordancia entre os resultados fornecidos pelos trés
métodos, num nivel de confianca de 95%. No que se refere ao teste F, observa-se
pequenas diferencas, particularmente na comparacao entre o método HPLC e o de
transmitancia e o refletdncia Il com transmitancia. No nivel de confianca de 99 %,
porém, ha total concordancia.

As pequenas diferengas observadas no que se refere ao teste F, no nivel de
confianca de 95%, podem ser atribuidas ao baixo desvio padrdao verificado para o
método de transmitancia em comparagao com os de HPLC e de refletancia Il.

Na figura 21 sdo apresentados os espectros de absorbancia obtidos por
transmissao e por refletdncia. Pode-se notar que a absortividade dos dois métodos é
muito diferente, além de haver um deslocamento de 10 nm do pico de absorcéo
maxima de 375 nm (transmitancia) para 385 nm (refletancia).

A partir do espectro de transmissédo, para uma solu¢do aquosa, a 375 nm, a
absortividade pode ser estimada em cerca de 8,4 x 10° g mg” cm™. Analogamente,
para o processo de refletdncia em solucdo de polietilenoglicol, obtém-se uma

absortividade para a nitrofurazona, a 385 nm, de 1,5 x 10* g mg™ cm™.
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Tabela 4. Determinac&o de nitrofurazona em preparacées farmacéuticas, por refletancia difusa, por transmissdo em

solucao aquosa e por HPLC em triplicata..

Refletancia 12 Refletancia II° Transmitancia HPLC

A t Conc.® DP DPR Conc.© DP DPR Conc.® DP DPR Conc.® DP DPR
mostra

(mg/g) | (mg/g) % (mg/g) | (mg/g) % (mg/g) | (mg/g) % (mg/g) | (mg/g) %

A712¢ 2,16 +0,10 4.6 2,16 +0,17 7.9 2,16 +0,03 1,4 2,21 +0,10 4,5

A720¢ 2,12 +0,08 3,8 2,15 +0,08 3,7 2,15 +0,02 0,9 2,16 +0,09 4,2

A726¢ 2,14 +0,08 3,7 2,17 +0,07 3,2 2,18 +0,02 0,9 2,05 +0,09 4.4

A728¢ 2,20 +0,08 3,6 2,18 +0,13 6,0 2,21 +0,02 0,9 2,16 +0,10 4,6

B78932° 2,02 +0,08 4,0 2,15 +0,11 5,1 2,15 +0,02 0,9 2,05 +0,09 4.4

Média DPR % 3,9 5,2 1,0 4,4

2 Refletancia difusa — Shimadzu UV-2450 com acessério para refletancia difusa  Refletancia difusa — Equipamento

construido no laboratério.*®

° Concentragdo nominal = 2,0 mg/g. ¢ Furacin, Mantecorp Industria Quimica e

Farmacéutica Ltda.. ° Sensiderme, Laboratério Neo Quimica Comércio e Industria Ltda.
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Tabela 5. Determinacdo de nitrofurazona em pomadas comerciais: Comparagao entre os valores de concentracao e
suas precisoées, obtidos por métodos de refletancia difusa, transmissdo e de HPLC usando o teste-t de Student e do
teste-F. Valor t tabulado para o grau de liberdade (v) 4 é 2,78 (a= 0,05) e 4,60 (a= 0,01); v=n; +nz-2en;=n=3

nesse caso. Para o F tabulado o valor é 19,0 («=0,05) e 99,0 (a=0,01)*.

Reflec I?/ Reflec II° | Reflec I? / Trans | Reflec II° / Trans | Reflec 12/ HPLC | Reflec II° / HPLC | Trans / HPLC

Amostra t caic F carc t caic F caic t caic F caic t caic F caic t caic F caic teac | Foac
A712° 0,00 2,89 0,00 | 11,1 0,00 | 32,1 0,83 | 1,00 | 0,44 2,89 | 0,85 | 1,00
A720° 0,05 1,00 0,54 | 16,0 | 0,00 16,0 | 0,58 | 1,27 | 0,14 1,26 | 0,17 | 11,1
A726° 0,05 1,31 0,71 16,0 | 0,24 12,3 1,30 | 1,27 1,82 1,65 | 2,48 | 20,3
A728° 0,23 2,64 0,17 | 16,0 | 0,40 | 423 | 0,54 | 1,56 | 0,21 1,69 | 0,86 | 25,0

B78932° | 1,48 1,89 232 | 16,0 | 0,00 | 30,2 | 0,43 | 1,27 1,22 1,49 | 1,63 | 20,3

3 Refletancia difusa — Shimadzu UV-2450 com acessério para refletancia difusa ° Refletancia difusa — Equipamento
construido no laboratério.®® © Furacin, Mantecorp IndUstria Quimica e Farmacéutica Ltda . ¢ Sensiderme, Laboratério

Neo Quimica Comércio e Industria Ltda.
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Figura 21. Espectros de absorcdo em medidas de transmissao (solugcdo aquosa 8,28 x
10° mg g') e em processo de refletancia (solugdo em polietilenoglicol, 3,00 mg g”') da
nitrofurazona de 300 a 500 nm, obtidas no espectrofotémetro UV-visivel Shimadzu com

acessorio de refletancia.
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4.2. NITROFURANTOINA

4.2.1. Caracteristicas da amostra do farmaco e o processo de refletancia
difusa

A nitrofurantoina € um sélido amarelo, porém a apresentacdo na forma macro-
encapsulada do preparo comercial lhe confere coloragdo mais escura, como pode ser

observado na figura 18.

Figura 22. Diferenca dos aspectos e da coloracdo da mistura preparada a partir do
analito puro (esquerda) com concentracdo de 272,6 mg g e do firmaco comercial

(direita) com concentracdo aparente de nitrofurantoina da ordem de 274 + 1mg g’.

Esta diferenca de coloracdo impede a determinacdo analitica direta, por
refletdncia difusa das amostras em seu estado natural (sélidas), o que seria mais
simples, uma vez que o material usado no encapsulamento interfere de modo

significativo. Na figura 23 sdo mostrados os espectros de absorbancia em processo
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refletdncia difusa (medidos como absorbancia) de duas misturas contendo

nitrofurantoina em concentracées muito proximas (as mesmas da figura 22).
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Figura 23. Espectros de absorbancia em refletancia difusa, para amostras de
nitrofurantoina sdlidas. Ndo ha boa correspondéncia entre a concentracdo da amostra
preparada de 272,6 mg g, com absorbancia ao redor de 0,3 e do farmaco com
concentracdo de 274 + 1 mg g' absorbancia ao redor de 0,4. Espectrofotémetro

Shimadzu UV-2450. O Branco formado pela mistura de adjuvantes da formulacao.
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Para a mistura de nitrofurantoina com 99 % de pureza (referéncia) foi obtida a
concentragdo de 272,6 mg g com o uso de excipientes (amido, talco e lactose anidra)
que apresentou absorbancia ao redor de 0,3. A partir do medicamento comercial
preparou-se uma concentracdo da ordem de 274 mg g, obtendo-se absorbancia ao
redor de 0,4. Esta ultima solucao deveria apresentar um valor de absorbancia, ao redor
de 0,3, isto é, proximo ao da mistura de referéncia. Ficou assim evidenciada a influéncia
do material usado para o macro-encapsulamento aumentando os valores de
absorbancia.

Desde o inicio do trabalho pretendia-se desenvolver um método que permitisse a
analise direta de preparacdes farmacéuticas com o minimo de manipulacdo. De
preferéncia, objetivava-se a andlise do produto tal como se encontra na formulacao, o
que foi prejudicado pelo material utilizado no encapsulamento.

O papel manteiga associado a solugcdo em polietilenoglicol, metodologia ja
empregada na analise de nitrofurazona por refletancia difusa, pareceu ser a maneira
ideal para superar a dificuldade. Ao suportar a amostra de nitrofurantoina dissolvida em
polietilenoglicol no papel manteiga, seguida de limpeza com papel absorvente, verificou-
se que 0s graos escuros que comprometiam a andlise direta foram removidos,
possibilitando assim, a anélise do principio ativo, dissolvido no referido solvente.

A curva analitica, obtida para o processo de refletancia difusa junto ao
equipamento Shimadzu UV-2450, esta representada na figura 24 e foi descrita pela
equacao A = 0,02154+0,06994 C; onde A é a absorbancia medida no processo de
refletdncia e C é a concentracdo do farmaco na preparacao, sendo o coeficiente de
correlacao linear (r) igual a 0,998; os limites de determinacdo e quantificagdo foram,
respectivamente: LOD =0,25mgg’ e LOQ =0,75mgg".
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Figura 24. Curva analitica obtida no processo de refletancia difusa para a
nitrofurantoina, no equipamento Shimadzu 2450.

Com o refletdmetro portatil construido no laboratério?”?*2° foi obtida a curva
analitica com a seguinte equacao p = 67,080 + 47,724 x C (r =0,997), onde p é a
resisténcia em ohms obtida no LDR, a partir da luz emitida pelo LED e C é a
concentragdo de nitrofurantoina em mg g, a figura 25, respeitando-se as diluigdes
realizadas no processo de produgcdo dos padrdes para as pomadas; os limites
encontradas para determinagédo e quantificacao, respectivamente foram de LOD = 0,6

mgg' eLOQ=18mgg”.
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Figura 25. Curva analitica do sinal de resisténcia elétrica em fungdo da concentragdo

da solugdo de nitrofurantoina para o equipamento de refletancia portatil.

Para a realizagdo das analises em refletancia difusa, tanto no espectrofotémetro
Shimadzu UV-2450, quanto no refletdmetro portatil, ha necessidade de pesagem
apenas no preparo das solucdes. Na aplicacdo e analise do padrao nao existe
obrigatoriedade de pesagem da aliquota a ser aplicada sobre o papel, uma vez que a
espessura do papel e a area de reflexdo sdo delimitadores da quantidade de luz
espalhada, observando-se uma area de espalhamento maior que de leitura. Note-se
que janela da cela de refletancia, no espectrofotdbmetro, onde é fixado o papel, tem area

fixa e mesmo no refletdmetro portéatil esta delimitagéo ocorre.
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4.2.2. Transmissao

Para a analise por transmissao, as solugdes foram preparadas em consecutivas
diluigbes, primeiramente em polietilenoglicol, posteriormente em agua. Foi observado
que entre as concentracdes 1,7 x 10° mg g’ e 1,0 x 102 mg g h4 uma relagao linear
com a absorbancia da solugcdo em 368 nm.

As solugdes recém preparadas foram colocadas em celas de quartzo de 1,00 cm
de caminho éptico sendo, por fim, realizada a leitura da absorbancia.

A curva analitica que se encontra na figura 26, é descrita pela equagao A = -
0,01228 + 0,07332 C; r = 0,998; onde A é a absorbancia e C a concentragdo de

nitrofurantoina na solugdo medida em mg g'; LOD =2 0,37 x 10° mg g’ e LOQ = 1,1 x

10°mgg™.
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Figura 26. Curva analitica da nitrofurantoina obtida para o método de transmiss&o.
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Utilizando a curva analitica descrita pela equagcao anteriormente, determinou-se
o conteudo, em nitrofurantoina, de amostras das capsulas de Macrodantina®. Foram
preparadas solugdes de modo que os valores esperados de absorbancias se
ajustassem a curva analitica, conforme a tabela 3.

4.2.3. HPLC

Para o método HPLC calculou-se a quantidade de nitrofurantoina presente na
porcao de p6 da aliquota de amostra analisada pela relagao seguinte: W (Ru/Rs), onde
W é a massa, em mg, de nitrofurantoina na preparacédo padrdo, e Ru e Rs sao as
relacdes entre as areas dos picos da nitrofurantoina ao padréo interno obtido a partir da
corrida das amostras e do padréo, respectivamente.

Na tabela 6 se encontram os valores obtidos como resultados para a
concentracdo de nitrofurantoina nas amostras investigadas, pelos trés métodos
discutidos neste trabalho.

Considerando as concentragbes das solugdes utilizadas, em mg/L, para as
determinacdes por HPLC obtém-se os seguintes limites de deteccao e de quantificagao
(determinagdo): LOD =12 mg L™"; LOQ =36 mg L™ de solucao.
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Tabela 6. Determinacdo de nitrofurantoina em capsulas de preparacdo farmacéutica, por refletancia difusa, por

transmissdo em solugcdo aquosa e por HPLC, feitas em triplicata.

Refletancia I? Refletancia II° Transmitancia HPLC
. Massa® DP DPR massa’ DP DPR massa’ DP DPR massa’ DP DPR
Amostra
(mg) (mg) % (mg) (mg) % (mg) (mg) % (mg) (mg) %
L814 99 4 4 102 10 10 104 +3 3 102 +2 2
L824 100 4 4 97 9 9 108 2 2 104 +1 1
L828 101 2 2 100 +7 7 107 2 2 103 2 2
L830 103 3 3 104 8 8 105 2 2 102 +2 2
L832 98 4 4 101 6 6 104 2 2 100 +2 2
Média DPR % 3,4 8,0 2,2 1,8

2 Refletancia difusa — Shimadzu UV-2450 com acessério para refletancia difusa  Refletancia difusa — Equipamento

construido no laboratério.®® ©Macrodantina, Mantecorp IndUstria Quimica e Farmacéutica Ltda. ® massa nominal = 100

mg por capsula e média de trés determinagdes.
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Tabela 7. Determinacdo de nitrofurantoina em capsulas: Comparagdo entre os valores obtidos por métodos de
refletancia difusa, transmissdo e de HPLC usando teste-t de Student e do teste-F. Valor t tabulado para o grau de
liberdade (v) 4 é 2,78 (a= 0,05) e 4,60 (a= 0,01) v=n; + no- 2 € n; = np = 3 nesse caso. Para o F tabulado o valor é

19,0 (a=0,05) 99,0 («=0,01)%.

Reflet 13/ Reflet b Reflet II°/
b Reflet 12/ Trans | Reflet II° / Trans | Reflet 12/ HPLC HPLG Trans / HPLC

Amostra | 1t cac F caic t carc F cac t carc F carc t carc F cac t cac F carc t cac F cac
L814 0,39 6,3 1,41 1,8 0,27 11,1 1,22 4,0 0,00 25,0 0,78 2,3
L824 0,43 5,1 2,52 4.0 1,69 20,3 1,37 16,0 1,09 81,0 2,53 4.0
L828 0,19 12,3 2,00 1,0 1,36 12,3 1,00 1,0 0,58 12,3 2,53 1,0
L830 0,17 71 0,78 2,3 0,17 16,0 0,39 2,3 0,34 16,0 1,50 1,0
L832 0,59 2,3 1,90 4,0 0,67 9,0 0,63 4.0 0,22 9,0 2,53 1,0

2 Refletancia difusa — Shimadzu UV-2450 com acessério para refletancia difusa. ® Refletancia difusa —
Equipamento construido no laboratério.*®* ¢ Macrodantina, Mantecorp IndUstria Quimica e Farmacéutica Ltda .
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Para comparagéo dos trés métodos analisados, refletométrico, transmisséo e

F 4 cujos

HPLC, realizaram-se testes estatisticos, como o teste-t e o teste
resultados encontram-se na tabela 7.

Pode-se observar, na tabela 7, que os dados referentes ao teste t sdo todos
concordantes ao nivel de confianca de 95 %, o que indica que todos os métodos
usados forneceram resultados analiticos equivalentes.

No que se refere ao teste F, observa-se total concordancia ao nivel de
confianca de 99 %. Em nivel de 95 % verifica-se que os valores de F calculados sao
superiores ao tabelado na comparacao entre o método de refletancia difusa (Reflet
Il) que usa o equipamento portatil e o HPLC. Esta discordancia ocorre em virtude da
maior imprecisdo do equipamento manual. Também no caso da comparagdo do
procedimento de refletancia |l com o de transmitédncia hd uma discordancia para a
amostra L824, ao nivel de confianca de 95 %.

Apesar de em nivel de 95% de confianca terem sido observadas diferencas
entre a precisdo do método de refletancia com o aparelho manual e os outros, pode-
se admitir que para fins de triagem este pequeno instrumento pode perfeitamente

ser usado uma vez que sua exatidao é adequada.
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5. CONCLUSOES

5.1. Nitrofurazona

O estudo realizado neste trabalho demonstra que os trés métodos
desenvolvidos neste trabalho podem ser utilizados para a determinacdo de
nitrofurazona em pomadas, ja que apresentam precisdo e exatidao suficientes para
tal.

O método de transmissdo é mais preciso que 0s demais estudados no
presente trabalho, incluindo o HPLC. O método de refletdncia com o uso do
espectrofotdbmetro Shimadzu 2450 com assessoério de refletancia (método 1)
apresenta determinacado e precisdao semelhante a do HPLC, sendo, porém, muito
mais simples além de nao exigir o uso solventes organicos nao amigaveis.

O método de transmiss&o descrito neste trabalho utiliza polietilenoglicol para
dissolver nitrofurazona e em seguida a agua, dispensando a utilizacdo dos solventes
organicos usados no HPLC.

O método de reflexdo tem uma vantagem adicional sobre a transmissao
porque a pesagem de aliquota das amostras é desnecessaria. Sem duvida, o
procedimento HPLC é o mais lento e dificil entre os trés e os de refletancia os mais
simples.

Com base nos resultados obtidos os métodos de refletancia difusa e de
transmissdo desenvolvidos neste trabalho podem ser considerados como
adequados para a determinagdo de nitrofurazona em preparagbes farmacéuticas,
principalmente, por apresentarem simplicidade operacional, rapidez, exatiddo e
precisao suficientes, além de ndo fazerem uso de solventes orgénicos caros e

téxicos.
5.2. Nitrofurantoina
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os métodos sugeridos

podem ser aplicados para a determinagéo de nitrofurantoina em preparacdées macro-
encapsuladas.
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Os métodos propostos apresentaram precisdo menor do que o HPLC, porém,
pelo teste F pode-se observar que ha equivaléncia entre as precisdes dos métodos
de transmitancia, de refletancia | e de HPLC ao nivel de confianca de 95 %. Para o
método de refletdncia que usa o instrumento portatii a igualdade de precisao
somente € observada ao nivel de confianca de 99%.

O método de refletancia oferece vantagens sobre a técnica de transmitancia
em funcdo da rapidez, simplicidade operacional e no preparo das amostras. Esses
dois métodos sdo vantajosos em relagdo ao HPLC, pelos mesmos motivos,
incluindo-se, ainda, o fato de ndo usarem solventes organicos.

Para o procedimento de espectrofotometria por transmitancia, apesar de o
método exigir algumas operagdes a mais em relagdo ao método analitico por
refletancia difusa, os limites de deteccao e de quantificacdo foram mais baixos, o
que também torna o método atraente.

5.3. Consideracao

Em funcdo dos resultados obtidos neste trabalho, fica reforgada a idéia de
que, em alguns casos, procedimentos simples, rapidos e baratos podem substituir
métodos mais dispendiosos e de procedimento mais trabalhoso como, por exemplo,
o HPLC. Abre-se ai um campo que pode propiciar as andlises de preparacdes
farmacéuticas de farmacos puros, por parte de laboratérios de controle e/ou de
fiscalizacdo, de modo mais simples, rapido e barato. Evidentemente este conceito
pode ser estendido a qualquer matriz e analito e mesmo com o intuito de aplica-lo ao
ensino.

5.4. Perspectivas

O trabalho desenvolvido na presente dissertacdo evidencia que é possivel
desenvolver pesquisa de bom nivel mesmo com poucos recursos laboratoriais e
financeiros, obtendo resultados de qualidade.

Isto nos mostra a possibilidade de, futuramente, realizar uma trabalho nessa
mesma dire¢do, inclusive com a inclusdo de estudantes de escolas de ensino médio
e de faculdades da rede privada com o intuito de incentiva-los para os campos da
pesquisa e da fiscalizagdo, mostrando-lhes como, com recursos mais limitados,
pode-se fazer bom trabalho em ambas as areas.
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