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RESUMO

As quinolonas sdo potentes antibacterianos sintéticos de terceira geragdo, que sdo indicadas para
tratamento de diversas infecgdes do trato urinario, gastrointestinal e da pele. Este trabalho tem como
objetivo propor um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacéo das
quinolonas: ciprofloxacina, andl ogo daci profl oxaci naetilenodiamina (substanciarel acionada) e norfloxacina.
Estes compostos foram separados em coluna monoalitica de fase reversa, sistemaisocrético, deteccdo no
comprimento deonda275 nm, fasemével contendo umamisturadeécido fosforico 0,042 mol/L, pH 3,0+ 0,1
(gjustado com trietilamina): acetonitrila(87:13), vazéo 1,6 mL/min, atemperaturaambiente. A curvaanalitica
paraciprofloxacinacompreendeu afaixade 20,0-125,0 ug/mL e paranorfloxacinade 20,0-100,0 pg/mL com
coeficientes de correlag@o de 0,9999 e 0,9999, respectivamente. O tempo de retencdo obtido para a
ciprofloxacinafoi de 3,4 min, parao and ogo ciprofloxacinaetilenodiamina, 2,4 min, e paraanorfloxacina,
2,9 min. A resolucdo entre a ciprofloxacinae o andlogo foi de 1,1. O método proposto é rapido, simples,
exato, preciso e reprodutivel e pode ser aplicado na andlise de matérias-primas e na determinacgéo de
ciprofloxacina, ciprofloxacina etilenodiamina e norfloxacina, em capsulas, comprimidos e solucfes para
infus&o.

Palavras-Chaves. quinolonas; ciprofloxacina, norfloxacing, CLAE.

ABSTRACT

Quinolones are synthetic antibacterial agents used for treating a wide variety of infections of urinary
tract, gastrointestinal tract, and skin. The aim of this study was to develop a method for performing the
determination of ciprofloxacin, ciprofloxacin ethylenediamine analog (arel ated compound), and norfloxacin
by means of high performanceliquid chromatographic (HPL C) technique. The compoundswere separated
onaChromolith RP18 column, with isocratic system. The mobile phase was amixture of phosphoric acid
0.042mol/L, pH 3.0+ 0.1: acetonitrile(87:13), flow rateof 1.6 mL/minand UV detection at 275nm. Therange
of calibration curvewas 20.0-125.0 pg/mL for ciprofloxacin and 20.0-100.0 pg/mL for norfloxacin. The
correlation coefficient was 0.9999 for ciprofloxacin and 0.9999 for norfloxacin. The retention time for
ciprofloxacin was 3.4 min, for ethilenodiamine ciprofloxacin was 2.4 min, and 2.9 min for norfloxacin.
Resol ution between ciprofloxacin and ciprofloxacin ethylenediamine analogwas 1.1. The proposed HPLC
method israpid, simple, accurate, reproducible, and it can be applied in analyzing raw-materials, aswell as
in determining ciprofloxacin, ciprofloxacin ethylenediamine and norfloxacinin diverseformatsas capsules,
tablets, and in solution for infusion.
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INTRODUCAO

Quinolonas (Figura 1) sdo substancias antibacterianas
sintéticas de terceira geragao, relacionadas com a estrutura
quimicado acido nalidixico, e que agem por mecanismo de agéo
similar, ou seja, por inibigdo daenzimaDNA girase de bactérias.
A presenca da molécula piperazina e do &omo de fltor nas
quinolonas aumenta a poténcia e o espectro antimicrobiano,
inclusive parabactériasresistentes'. A qualidade e a seguranca
de uso destes antibacterianos é garantida tanto pela
quantificag8o das quinolonas quanto pela identificag8o e
quantificagdo das chamadas substéncias rel acionadas, que sdo
contaminantes de sintese ou de degradacdo, cujos limites
permitidos constam em monografias oficiais.

A literatura reporta varios métodos para quantificacéo
de quinolonas, por espectrofotometria: na regido do
ultraviolete?, espectrofotometriaderivada®, espectrofotometria
naregido do visivel com o uso de nitrato de ferro I114, com o
uso de plrpura de bromocresol e azul de bromofenol®, com
Sudam |l como reagente cromogénicao®, com o uso de 2,4-
dinitrofluorbenzeno’, por espectrofluorometrieg, por titulacéo
€m meio ndo aquoso com &acido percl érico como titulante®, por
eletroforese capilar'® ! e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia'? 13141516, Para aandlise das substénciasrel acionadas,
no entanto, as técnicas mais adequadas sdo as cromatograficas.

Considerando-se a importancia das quinolonas no
combate as infec¢des do trato urinario, respiratoério,
gastrointestinal e da pele, este trabalho tem como objetivo
propor um método por cromatografialiquidade altaeficiéncia
(CLAE), em sistemaisocrético, rapido, simples e reprodutivel,
utilizando coluna (Chromolith RP18) monoaliticaem fasereversa
paraadeterminacdo de ciprofloxacina, do and ogo ciprofloxacina
etilenodiamina (substanciarel acionada) e de norfloxacina, em
diferentestipos de formul agbes farmacéuti cas (po, comprimidas,
capsulas e solucgdo para infusdo).

Acido Nalidixico

mO Y o

Norfloxacina

Ciprofloxacina

Figura 1. Estrutura quimica das quinolonas: ciprofloxacina, &cido nalidixico
e norfloxacina
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A coluna Chromolith RP18 utilizada consiste de um
bastdo de silica, que possui estrutura tipica com diporos do
tipo mesoporo e macroporo nNo seu esqueleto, 0 que permite
trabalhar com vazdes altasa baixa pressao, capacitando assim
separagdes rapidas e eficientes.

MATERIAL E METODOS

Padroes e Reagentes: substancias quimicas de referéncia
primarias: cloridrato de ciprofloxacinaUSP, norfloxacina USP,
ciprofloxacinaetilenodiaminaUSP. Reagentes: &cido fosférico
p.a. Merck ®, dietilaminap.a. Merck®, acetonitrilagrau HPLC
Merck®, unidadefiltranteHV em PV com membranaDU Rapore
0,45 um de poro, 13 mm néo estéril, Millipore®. Amostras:
capsulas duras de ci profl oxacinae de norfloxacina, comprimidos
de ciprofloxacina e de norfloxacina, e solucéo parainfusdo de
ciprofloxacina.

Equipamento: cromatdgrafo liquido marca Shimadzu modelo
CLASSVP-10 com detector ultraviol eta-visivel Model o SPD-
10AV VB sistema debombasL C-10AV VP com injetor manual.
O sistema cromatografico foi monitorado pelo SCL-10 AVP
através de Software Class VP-10. Coluna Chromolith RP-18,
100x4,6 mm, Merck®, Potenciémetro: model o 15-Driver, Banho
ultrasdnico marcaUnique.

Condicdes cromatograéficas: detecgdo em 275 nm. Fase movel:
acido fosforico 0,042 mol/L, pH 3,0 £ 0,1 (gjustado com
trietilaminag): acetonitrila(87:13), vaz&o 1,6 mL/min, temperatura
ambiente. Diluente: fasemovel, algade20 L.

Preparacdo das solucBes padrao: foram preparadas soluctes
estoque de cloridrato de ciprofloxacina e de norfloxacina, na
concentragdo de 125,0 e 100,0 ug/mL, respectivamente. A partir
destas, 5 dilui¢des foram realizadas para se obter: 25,0; 50,0;
75,0; 100,0e125,0 ug/mL deciprofloxacinae, 20,0; 40,0; 60,0;
80,0e100,0 ug/mL denorfloxacina, paraconstruir asrespectivas
curvas andliticas.

O analogo ciprofloxacina etilenodiamina foi dissolvido no
diluente parase obter umasolug&o de 75,0 pg/mL.

Preparacdo das amostras: 20 comprimidosdeciprofloxacinaede
norfloxacinaforamtrituradosereduzidosap6 fino. Astomadasde
ensaio, tanto para comprimidos, como para o contetdo das
capsulas, foram equivalentes as doses terapéuticas declaradas,
dissolvidas no diluente, sonicadas por 10 minutos e diluidas para
concentragdo final de 75,0 pg/mL. Para a solugéo de infusdo, a
tomada de ensaio foi equivalente a dose terapéutica e diluida
paraconcentracdofinal de 75,0 ug/mL.

Foi preparada uma mistura das solugdes padrdo para se obter
uma solugéo de concentragdo final contendo 75,0 pg/mL de
ciprofloxacina, de norfloxacina e do andlogo ciprofloxacina
etilenodiamina.



Markman, B. E. O. et a. Determinagdo de quinolonas por cromatografialiquidade alta eficiénciaempregando colunamonoliticade fasereversa.

Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):65-9, 2005

Recuperacio do método: a recuperacdo do método foi redizada
de acordo com “Orientactes sobre Validagdo de Métodos de
Ensaios Quimicosde 2003" do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizago e QuaidadeIndustrial INMETRO)Y.

Foram preparadas 4 réplicas a partir do po de
comprimidos triturados para se obter uma solugéo de
concentracdo de 25,0 pg/mL, adicionou-se a cada porgédo

quantidades de ciprofloxacina SQR priméria (USP) napropor¢do
de 0%, 50%, 100% e 150% em relacdo a quantidade inicial de
ciprofloxacinano pé do comprimido. Procedimento semelhante
foi realizado para os estudos de recuperacao do método paraa
norfloxacina.

Procedimento: as solugdes preparadasforam filtradasem filtro
0,45 um e injetadas em quadruplicata (volume 20 L ).
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Figura 2. Cromatogramas referentes a separacéo da mistura das substéncias quimicas de referéncia. (A) andlogo ciprofloxacina etilenodiamina, norfloxacina
e ciprofloxacina com os tempos de retengdo 2,29, 2,85 e 3,19 minutos, respectivamente na concentragdo de 75,0 pg/mL; (B) andlogo ciprofloxacina
etilenodiamina e ciprofloxacina com os tempos de retencdo 2,42 e 3,41 minutos, respectivamente e (C) norfloxacina e excipientes do comprimido
analisado, com tempo de retengdo 2,90 minutos (teste de interferéncia dos excipientes). Coluna Chromolith RP-18 de 100x4,6mm Merck®; fase mével:
&cido fosfdrico 0,042 mol/L pH 3,0 £ 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila (87:13); vazdo 1,6 mL/min e detec¢do a 275nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra os cromatogramas referentes a
separagdo da mistura das substéncias quimicas de referéncia
primérias: anal ogo ciprofloxacinaetilenodiamina, norfloxacina
e ciprofloxacina com os tempos de retencdo 2,29, 2,85 e 3,19
minutos, respectivamente na concentracéo de 75,0 pug/mL (A);
a separacgdo do analogo ciprofloxacina etilenodiamina de
ciprofloxacinacom ostempos de retencéo 2,42 e 3,41 minutos,
respectivamente (B) e a separacdo da norfloxacina dos
excipientes do comprimido analisado, com tempo de retencéo
2,90 minutos (teste de interferénciados excipientes) (C).

Os parametros cromatogréaficos do método para
ciprofloxacina e norfloxacina sio apresentados na Tabela 1. A
resolugdo do método para ciprofloxacina foi calculada em
relagéo a substanciarel acionada ciprofloxacinaetil enodiamina.
A resolucéo para norfloxacina foi calculada em relagéo a
ciprofloxacina

Os resultados da calibraco do método proposto para
ciprofloxacinae norfloxacina encontram-se naTabela2.

O teor de quinolonas em amostras comerciais de
algumas formas farmacéuticas sdo apresentadas na Tabela 3.

A verificagdo daqualidade de produtosindustrializados
e de manipulagdo é dificil em virtude da variabilidade das
matrizes analiticas, em relacdo aos variados excipientes
utilizados nas diferentes formulagGes. O Laboratério de
Antibiéticos do Instituto Adolfo Lutz tem como seu principal
cliente, aVISA/ANVISA como érgéo fiscalizador. Com este
intuito, desenvolveu este trabalho comparando o método
proposto ao oficial daFarmacopéiaAmericanaed. 25%, aplicado
as duas substancias (ciprofloxacina e norfloxacina), em
diferentesformulagdes farmacéuticas.

O método proposto paraadeterminagdo daciprofloxacina
edanorfloxacina, comaalteracdo dafasemével naconcentracéo
do &cido (0,042 mol/L), e com o uso de coluna com estrutura
monoaliticade comprimento de 100 mm, fez com que o tempo de
retencdo fosse reduzido a menos da metade (3,4 min para a
ciprofloxacina e 2,6 min para a norfloxacina), quando
comparados com os tempos de retencéo do método oficial da
Farmacopéia Americana ed. 25%. A resolucdo e o nimero de
pratos que medem a eficiéncia do método, sdo diretamente
proporcionais ao comprimento da coluna, e relacionados com
tipo e 0 nimero de particul as do empacotamento. Quanto maior
0 comprimento da coluna, maior serao nimero de pratos, assim
como a resolucdo e o tempo de retencdo. O método proposto
apresenta valores menores do que os obtidos pelo método
oficial paraaresolucdo e o nimero de pratos, justificados pelo
comprimento dacoluna. O fator de alargamento, aprecisdo do
método medida pelo desvio padrdo relativo do método, e a
exatiddo avaliada pela recuperacdo do método, para a
ciprofloxacina e norfloxacina sao compativeis com os
parametros cromatograficos estabelecidos para os métodos
oficiais paraadeterminacdo de ciprofloxacina e denorfloxacina,
segundo a Farmacopéia Americanaed. 25%.
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Tabela 1. Parémetros cromatogréficos do método proposto para
ciprofloxacina e norfloxacina, nas seguintes condicdes
cromatogréficas. fase movel: &cido fosforico 0,042 mol/L, pH
3,0+ 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila(87:13), coluna
Chromolith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazdo 1,6 mL/min,
deteccdo em 270 nm, temperaturaambiente.

Parémetros Ciprofloxacina ~ Norfloxacina
NUmero de pratos (N) %l 675
Tempo de retencdo relativo 0,6925 0,6923
Resoluc¢éo 11 082
Fator de alargamento 15 145

k 1579 192
Tempo de retencéo 34 26

Tabela 2. Resultados da calibragdo do método isocrético
proposto para ciprofloxacina e norfloxacina nas seguintes
condicGes cromatograficas. fase mével: acido fosforico 0,042
mol/L, pH 3,0 + 0,1 (ajustado com trietilamina): acetonitrila
(87:13), colunaChromoalith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazéo 1,6
mL/min, detecgdo em 270 nm, temperaturaambiente.

Resultados Ciprofloxacina ~ Norfloxacina
Faixadetrabalho (ug/mL)  25,0—-125,0 20,0-100,0
NUmero de pontos da

calibragcdo 5 5
Inclinagdo (a) dareta 1,1578 €%® 1,04261 %
Interseccéo dareta (b) 040343 0,199444
Coeficiente de correlacéo 0,9999 0,999
Desvio padréo relativo

do método (%) 05746 04711
Teste de recuperacéo 98,0%a100,0% 98,0%a100,0%

Tabela 3. Teor de quinolonas em formulagdes farmacéuticas
comerciais, determinados pelo método proposto, nas seguintes
condicBes cromatograficas. fase mével: acido fosforico 0,042
mol/L, pH 3,0 + 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila
(87:13), colunaChromoalith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazéo 1,6
mL/min, deteccdio em 270 nm, temperaturaambiente.

Formulacdo Teor Teor

farmacéutica declarado encontrado
mg/pm mg/pm

Ciprofloxacina

Comprimidos 500,0 494

Capsulas 2500 2032

Solugdo parainfusio 2,0mg/mL 2,0mg/mL

Norfloxacina

Comprimidos 400,0 3955

Cépsulas 4000 4100

pm: peso médio; mg: miligrama; ml: mililitros
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Outravantagem do método proposto paraanorfloxacina
em relacdo ao método oficial é atemperatura de trabalho. O
método adaptado utiliza temperatura ambiente, enquanto o
método oficial (Farmacopé aAmericanal®) preconizatemperatura
de 40°C com o pré-condicionamento da coluna por 8 horas,
fatores estes que limitam a utilizagdo deste método em
laboratériosoficiais.

O método proposto é prético, rapido, preciso, reprodutivel
e econdmico. Com o0 mesmo sistema cromatografico, podem-se
determinar e quantificar anorfloxacina, aciprofloxacinaeo andogo
de ciprofloxacina etilenodiamina (substéncia relacionada) em
diversas formulagBes farmacéuticas, possibilitando assm seu
emprego como alternativa ao método oficial, e aceitavel para
rotinaem laboratério de controle de qualidade de medicamentos.
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