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RESUMO: Os autores testaram um método alternativo para o doseamento do norfloxacino,
através da espectrofotometria com cloreto de ferro Ill. O método baseia-se na formagdo de um
composto solivel, de cor amarelo-alaranjada, entre o norfloxacino e o cloreto de ferro I1l. Anali-
sou-se, também, a estabilidade do composto formado, a fim de determinar os limites de tempo pa-
ra o ensaio. Os resultados obtidos para a amostra de norfloxacino foram satisfatérios, tendo co-
mo referéncia o ensaio microbiolégico. Assim sendo, o doseamento com cloreto de ferro Il ¢ sen-
stvel, reprodutivel e de fdcil execucdo.
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INTRODUCAO

Os métodos espectrofotométricos de doseamento de fiormacos sdo em geral, répi-
dos e de facil execugio, mas nem sempre apresentam boa reprodutibilidade.

Muitos compostos orginicos reagem com metais de transi¢do, como o ferro por
exemplo, originando compostos corados3s4.

Estas reagGes sdo utilizadas para vérios fins, desde reagGes de identificagdo de di-
versos fArmacos, até andlises quantitativas!s>.

Nao existern referéncias bibliograficas para o doseamento do norfloxacino através
de métodos espectrofotométricos, em especial utilizando-se o cloreto de ferro III.

Uma vez constatado que uma solucdo de cloreto de ferro III e uma solugdo con-
tendo norfloxacino reagem entre si, dando origem a um composto de cor amarelo-
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alaranjada, procurou-se, verificar neste trabalho, a possibilidade do emprego dessa
reagdo numa anélise quantitativa, com sensibilidade e reprodutibilidade, empregando
o método microbiolégico de difusdo em 4gar (cilindros em placas)? como referéncia.

MATERIAL E METODOS
1. Padrio

Pesou-se o equivalente a 50,0 mg de norfloxacino padrio, transferiu-se para um
baldo volumétrico (b.v.) de 100,0 ml com o auxilio de 20 ml de HC1, 0,1M. Agitou-
se por 15 min. ApSs agitagéo, elevou-se o pH da solucédo para 7,5 com o auxilio de
solucdo de NaOH 0,1M e completou-se o volume com dgua. A partir desta solucao,
preparou-se uma segunda solugiio contendo 50,0 microgramas/ml de norfloxacino,
utilizando-se dgua como solvente.

2. Amostra

Para a preparagdo da amostra adotou-se o mesmo procedimento utilizado na pre-
paracdo do padrdo, com o cuidado de filtrar a solucdo final em papel de filtro
Whatman 40.

3. Solucao de cloreto de ferro 111

Utilizou-se no ensaio uma solugdo contendo 0,5 mg/ml de cloreto de ferro III ani-
dro. Esta solugdo deve ser preparada no dia do ensaio.

4. Ensaio

A curva padrdo, bem como a amostra e o branco, foi preparada de acordo com a
Tabela 1 e procedeu-se as leituras em comprimento de onda de 410 nm, baseado em
dados de literatura para o 4cido nalidixico* e observando-se a curva de absorgdo do
composto norfloxacino-cloreto de ferro III.

Durante o ensaio, a temperatura ambiente se manteve entre 15 e 25°C.
5. Ensaio da estabilidade do composto formado

Preparando-se solugbes de padrio e amostra, conforme a Tabela 1, porém, em
maior quantidade (100 ml). ’

Mediram-se as absorbincias das solugdes em intervalos de 15 min, realizando-se,
assim, uma curva padrao e uma leitura da amostra em cada tempo, durante 75 min.

Durante as leituras mantiveram-se as solugdes nas condi¢ées de ensaio. Em cada
momento, as solugdes foram lidas no menor espago de tempo possivel.
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TABELA 1 - Preparagio da curva padrao e amostra de norfloxacino para o
doseamento espectrofotométrico com cloreto de ferro I11

1 2 3 4 s amostra branco
sol. padrdo (ml) 2 3 4 5 6 — —
sol. amostra (ml) - - - - — 4 _
dgua (ml) 7 6 5 4 3 5 9
FeCl 3 (ml) 1 1 1 1 1 1 1

Agitar. Repouso de 15 min.
Leitura a 410 nm.
RESULTADOS

Para a representacdo gréfica da curva padrio, a equagdo da reta foi determinada
através do estudo da regressao linear, pelo método dos minimos quadrados.

Para a curva padrdo utilizaram-se 5 pontos, onde cada ponto representa a média
aritmética de 6 determinagoes. ,

A Tabela 2 mostra os valores obtidos para a atividade percentual e para a concen-
tragdo percentual de norfloxacino.

TABELA 2 - Valores obtidos para a atividade percentual (método
microbioldgico) e para a concentracio percentual (método
espectrofotométrico do FeCl;)

Atividade (%) Concentracio (%)
107,43 105,82
105,40 104,47
107,22 103,20

103,65
104,80
103,08
X = 106,68 X = 104,17
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A Figura 1 apresenta a curva padrdo resultante, a equagdo da reta e o coeficiente
de correlagao.

A Figura 2, relativa ao estudo da estabilidade do composto formado, representa as
curvas obtidas nos diferentes tempos, acompanhadas das respectivas equagGes de reta
e dos coeficientes de correlagéo.

A min
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yi L L L 'l a .
6.10 0,15 0,20 0,25 0,30 Conc.{mg/ml)

FIG. 1 — Representagdo grifica da curva padréo de norfloxacino, pelo método espectrofotométrico do cloreto
de ferro I11.

DISCUSSAO

A curva padrido obtida demonstrou obedecer 2 lei de Beer na faixa de concentra-
céo estudada.

Os resultados obtidos no doseamento se mostraram reprodutiveis. Convém obser-
var que para o doseamento, para a curva padrfio, para a amostra e para o branco, foi
adotado o tempo de leitura de 15 min, uma vez que ndo se dispunha de maiores in-
formagées e a fim de padronizar o método.

Os resultados do doseamento espectrofotométrico foram confrontados com os re-
sultados do doseamento microbiol6gico, pelo método da difusdo em 4gar (cilindros
em placas). A anélise da variincia entre as médias dos resultados revelou que, para o
farmaco recente, ndo houve diferenca significativa.
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FIG. 2 — Representagio gréfica das curvas padréo de norfloxacino, pelo método espectrofotométrico do clo-

reto de ferro I11, nos tempos 15,30,45,60¢75 min, respectivamente, para as curvas I, IL IIL, IVe V.

No estudo da estabilidade do composto formado, pode-se observar que existe
grande influéncia do tempo nos valores de absorbancia das solugbes; as solugdes, po-
rém, desde que lidas em um curto intervalo de tempo, continuaram respeitando a lei
de Beer. As médias das concentragdes obtidas nos diferentes tempos de leitura tam-
bém se mantiveram constantes e reprodutfveis.

CONCLUSOES

1. O método espectrofotométrico do cloreto de ferro III, seguidas as condigGes
propostas neste trabatho, ndo apresentou diferencgas significativas para p=0,05, em
relagdo ao método microbiol6gico.

2. O tempo de leitura influi nos valores de absorbancias, mas nao influi no resul-
tado final do doseamento.
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FROEHLICH, P. E.; SCHAPOVAL, E. E. S.; BORTOLAN, S. - Psysical-chemistry assay
method of norfloxacin. Spectrophotometric assay method with iron (III) chloride. Rev.
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ABSTRACT: The authors proposed the use of iron (IIl}) chloride for assay norfloxacin. The
method is based on the formation of colored compound between norfloxacin and iron (III) ion.
The formed compound absorbs in the visible region. At the same time, the authors analized the
stability of the compound to set-up the time limits for the assay. The microbiological cylinder-plate
assay method was used as a reference. The spectrophotometric assay method to be sensible and
reproductive.
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