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RESUMO

Um método por polarimetria foi desenvolvido e validado para a determinago do teor de manitol em matéria-prima e solugio
injetdvel no controle de qualidade de rotina de uma Industria Farmacéutica local. Para tanto, empregou-se tetraborato de sédio
a fim de formar um complexo anidnico com o farmaco, capaz de desviar o plano da luz polarizada. O método demonstrou ser
especifico, linear (r = 0,9997), preciso (DPR =0,05 para matéria-prima; 0,36 para solugiio injetavel, inter-dias), exato (99,13%
de recuperagio média) e robusto. Os resultados encontrados foram comparados aos obtidos com o método farmacopeico por
titulac3o.
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ABSTRACT

A polarimetry method was developed and validated for determiantion of mannitol in raw material and injectable solution in
routine quality control of a pharmaceutical industry. Sodium tetraborate was used in order to form an anionic complex with the
drug, able to rotate the plane polarized light. The method proved to be specific, linear (r = 0.9997), precise (RSD = 0.05 for
bulk substance; 0.47 for injectable solution, inter-days), accurate (99.13% of recovery) and robust. The results obtained were
compared to those from the method by tritation described in pharmacopeia.
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INTRODUCAO

O manitol (Figura 1) é um élcool de acicar de seis do aumento da osmolaridade plasmatica por solutos que
carbonos, preparado comercialmente pela redugdo de ndo entram no cérebro ou no olho, o que resulta na
dextrose. Na terapia, ¢ utilizado como diurético osmoético, extragdo de agua destes compartimentos (Rang et al.,
sendo filtrado no glomérulo, mas nio reabsorvido no 2007). Somente quantidades relativamente pequenas da
néfron. Assim, aumenta a quantidade de agua eliminada, dose administrada sdo metabolizadas (Hanson, 2000).
com menor aumento na eliminacdo de ions sddio. Os A solugio parenteral de grande volume de manitol
diuréticos osmoticos sdo indicados no tratamento de encontra-se disponivel no Brasil, como medicamento
emergénecia de hipertensdo intracraniana aguda ou de especifico com o nome comercial de Solugdo Injetavel de
elevacdo aguda da pressdo intra-ocular, os quais dependem Manitol 20%, embalado em bolsa de PVC (poli-cloreto de
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de vinila) (Brasil, 2008).

Figura 1. Estrutura quimica do manitol

Por tratar-se de um medicamento bastante utilizado,
podem ser encontrados diferentes métodos oficiais ¢
oficiais para a doseamento de manitol. Com relagio aos
métodos  oficiais, existem diferengas quanto s
metodologias, destacando-se a Farmacopéia Britinica
(2008), Farmacopéia Portuguesa (1997), Farmacopéia
Americana (2008) e Fammacopéia Espanhola (2005), as
quais indicam o método por cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia (CLAE). As monografias que utilizam o
meétodo cromatografico requerem o uso de um detector de
refractometro, o que se reflete como uma particular
desvantagem, pois toma o equipamento limitado para
outras analises. Além disso, as técnicas cromatograficas
tém como caracteristicas o0 maior tempo no preparo das
amostras ¢ o alto custo, tendo em vista a pureza exigida
para os solventes empregados. Em analises nas quais ndo ¢
necessaria a separa¢io de compostos, este método torna-se
desvantajoso. As farmacopéias Brasileira IV (1988) e
Japonesa (2006) apresentam o método de titulacdo
iodométrica, o qual baseia-se em reacdes de oxi-reducio
para analise quantitativa de manitol. A titulagio apresenta
algumas dificuldades, tais como: perda de iodo por
volatilizagdo, necessidade de padronizagio da solugdo
titulante préximo ao experimento € a realizacio da andlise
no menor tempo possivel (Gil, 2007). Além destes fatores,
esta técnica requer tempo para sua execucdo, visto que ha
um grande namero de etapas envolvidas, podendo levar a
erros cumulativos, sujeitos a ocorrer desde o preparo da
amostra.

Dentre os métodos nio-oficiais, estd o desenvolvido por
Yamamoto e colaboradores (1998) para a determinagio de
manitol e sorbitol em alimentos por cromatografia iGnica
com detec¢do fotométrica polarizada e o de Pospisilova e
et al. (2007) para a quantificacdo dos mesmos firmacos
em solugdo intravenosa através da técnica de eletroforese
capilar, utilizando a complexagio com tetraborato de sodio
e detecgdo espectrofotométrica indireta. Na literatura,
também podem ser encontrados outros métodos analiticos
como a técnica de resolugdo de curva multivariada baseado
no método espectroscopico Raman para caracterizar e
quantificar cinco formas polimoérficas de manitol e método
aplicando a rotagio Otica na determinag@o de manitol
injetavel, utilizando borax e hidroxido de sddio como
reagentes (Xie ef al., 2008).

A polarimetria ¢ um método bastante simples, baseado
na propriedade de algumas substincias de girar o plano da
luz polarizada, sendo muito aplicado na inddstria de acticar
e também na farmacéutica/cosmética (Martins, 2007,
Ewing, 1972).
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O presente trabalho objetiva o desenvolvimento ¢ a
validagio da metodologia analitica por polarimetria para
doseamento do manitol matéria-prima e Manitol 20%
solugio injetivel de grande volume, produzido em
Indistria Farmacgutica local, tendo como vantagens sua
simplicidade, flexibilidade, além de proporcionar redugio
de custos operacionais ¢ minima gera¢iio de residuos.

MATERIAL E METODOS

A substincia quimica de referéncia - manitol USP
Reference Standard - foi gentilmente cedida pela Indéstria
Farmacéutica local, apresentando teor de 100,00%. Foram
utilizadas D-manitol matéria-prima e amostras de solugio
injetivel contendo 20% de manitol, de mesmo lote,
embaladas em bolsas flexiveis de 250 ml, dentro do seu
prazo de validade, cedidas pelo mesmo laboratorio
farmacéutico. Foram utilizados tetraborato de sodio
decahidratado (NUCLEAR) e agua para inje¢o, obtido do
sistema de osmose reversa de duplo passo (POLIAGUA),
como solvente das amostras. O equipamento empregado
foi o Polarimetro Automatico ATAGO modelo AP-100,
com leituras em 589 nm.

Determinacfio da rotagfio especifica

A determinagio da rotag3o especifica foi realizada como
etapa preliminar, necessaria tanto para confirmagio da
identidade das amostras, como para obter o valor de
rotac3o necessario as analises quantitativas. O método
empregado foi o descrito na Farmacopéia Britnica (2008)
para manitol matéria-prima, a qual foi preparada pesando-
se 2,0 g de manitol e 2,6 g do reagente tetraborato de
sodio, transferindo para um béquer contendo
aproximadamente 20 ml de 4gua para injegdo e
submetendo-sc a solugdo ao aquecimento até 30 °C por 3
mimutos. Apos, a solugdo foi mantida sob agitacdo durante
15 minutos ¢ transferida para baldo volumétrico de 25 ml,
completando-se o volume com &gua para injegdo. A
determinacio da rotagdo especifica foi realizada no
polarimetro previamente calibrado. O resultado foi
comparado com o valor descrito na literatura (+23 © a
+25°), o qual foi utilizado nos cilculos de doseamento do
manitol.

Preparo das amostras

Uma aliquota de 25,0 ml de solugiio injetavel de Manitol
20% foi transferida para baldo volumétrico de 50 ml,
completando o volume com agua para injegdo, obtendo-se
uma solucio de concentracio final 10%. Deste, retirou-se
uma aliquota de 25,0 ml para um erlenmeyer, adicionou-se
3,250 g de tetraborato de sodio para a reagdo de
complexac¢@o com manitol, e submeteu-se ao aquecimento
até completa solubilizacio, em temperatura nio superior a
30 °C, o que resultou na formacdo anidnica de manitol
(Arzneibuch, 1998). Para o preparo da amostra de matéria-
prima pesou 20,0 g de manitol, que foi dissolvida com 50
mli de agua para injecdo em baldo volumétrico de 100 mi.
Completou-se o volume com 4gua para injecdo. Apods
procedeu-se conforme o preparo da amostra de solugio
injetavel de Manitol.

Validacdo do método
A validagio do método foi realizada considerando-se os

203



scguintcs parimetros: lincaridade, ecxatidio, precisio
(repetibilidade e precisdo intermediaria), especificidade ¢
robustez (USP 31, 2008; ICH, 2005; Brasil, 2003).

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da
analise da matriz, sem manitol, composta por agua para
injecdo e tetraborato de sodio, nas concentracdes
padronizadas para a determinagio.

Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela realizacdo
da curva padrdo. A partir da solubilizagio da substincia
quimica de referéncia de manitol, foram preparadas cinco
solugdes com concentragdes de 5,0%, 8,0%, 10,0%,
12,0%, 15,0%.

A curva padrio foi obtida através da construgio de um
grafico de concentragio versus angulo de rotagdo. A
equagiio da reta foi determinada através do estdo de
regressio linear pelo método dos minimos quadrados e a
anilise de varidncia (ANOVA) foi realizada para
verificagdo da linearidade do método.

Exatidiao

A exatidio foi avaliada pelo teste de recuperagio, onde
amostras de concentragio conhecida de manitol solucio
injetavel e matéria-prima, na concentragio de 6,41%,
foram adicionadas de trés concentragdes diferentes de
substancia quimica de referéncia (SQR), denominadas de
M;, M e M; nas concentragdes 3, 4 ¢ 5%,
respectivamente. As solugdes foram preparadas em
triplicata.

Precisdo

Para a determinagdo da repetibilidade, foram analisadas
seis amostras de manitol solugio injetavel ¢ matéria-prima
(concentragdo de trabalho 10%), em triplicata. A precisdo
intermedidria foi avaliada através da realizagio das
analises em dias diferentes, sempre em triplicata. Foram
determinados os valores de desvio padrdo relativo (DPR)
no mesmo dia e inter-dias.

Robustez

A robustez foi determinada a partir de pequenas variagbes
nos seguintes parimetros: concentragdes de tetraborato de
sodio adicionada, temperatura de analise e tempo de reagio
entre manitol e tetraborato de sodio.

Comparagio dos métodos

Para a realizagio da titulagdo iodoméirica, seguiu-se a
metodologia descrita na monografia da Farmacopéia
Brasileira IV (1988). Pesou-se exatamente cerca de 200
mg de amostra para balao volumétrico de 250 ml,
dissolveu-se em agua para injetiveis e completou-se o
volume com o mesmo solvente. Uma aliquota de 5,0 ml
desta solugdio foi transferida para erlenmeyer de 250 ml
com tampa esmerilhada, no qual adicionou-se 50 ml do
reagente preparado pela mistura de 40 ml de acido
sulfarico (1:20) e 60 ml de solugio de periodato de
potassio (1:1000), acidificada com 3 a 5 gotas de acido
sulfirico SR. A solugio final foi aquecida em banho-maria
por 20 minutos, protegida da luz com papel aluminio.
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Deixou-se arrcfecer durante 15 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1,0 g de iodeto de potassio e deixado repousar
por 5 minutos a0 abrigo de luz. Apds, a solugio foi titulada
com tiossulfato de sédio 0,02N, adicionando 3,0 ml de
amido (Solugao Indicadora) proximo ao ponto de viragem.

A partir da matéria-prima manitol e da solugo injetavel
de manitol 20%, foram realizadas analises em triplicata ¢
os resultados foram comparados com os aqueles obtidos
pelo método proposto através do teste t de Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista a maior complexidade dos métodos
oficiais descritos para a quantificagio de manitol na
matéria-prima e em solugdo injetdvel, justifica-se o
deseavolvimento e a validacBo de métodos analiticos
alternativos para o doseamento deste farmaco de maneira a
auxiliar os laboratorios de controle de qualidade de
industrias farmac€uticas a garantirem medicamentos
seguros ¢ eficazes, além de otimizar o processo produtivo,
reduzindo custos de analise ¢ 0 impacto ambiental.

Um método analitico deve, idealmente, ser exato para
fomecer o valor ideal, preciso para fornecer o maior
namero de ensaios esse valor real, ser seletivo para que a
exatidio ndo desvie com interferentes potenciais, ser
sensivel ou capaz de determinar concentragdes menores
possiveis e responder de forma proporcionalmente linear,
ao longo da faixa de concentragio (Real Farmacopea
Espatiola, 2005).

Para o desenvolvimento do método, considerou-se o
ensaio qualitativo de rotagdo especifica descrito em
monografias oficiais de manitol. O farmaco sofre alteragio
do plano de polarizagio e ¢ opticamente ativado pela
ionizacio do agucar e alcoois desencadeada pela reagdo
com o tetraborato de sodio, que resulta na formagdo de
complexos anidnicos (Arzneibuch, 1998). O valor da
rotag3o especifica depende do nimero de moiéculas que se
interpde no trajeto da luz, e o grau de rotagdo de uma
amostra depende de sua concentracio (Yamamoto ef al.,
1998; Gil, 2007). O wvalor de rotagio especifica
determinado para a amostra foi +23,44 °.

A especificidade do método proposto mostrou-se
adequada, visto que o placebo (agua para injegdo e
tetraborato de sodio) ndo demonstrou leitura no
polarimetro, indicando auséncia de interferéncia da matriz.

A avaliagio da lineandade, através da construgdo do
grifico de concentrag3o versus dngulo de rotagdo, permitiu
a observagiio de uma correlagao linear na faixa de trabalho
analisada. A equacdo da reta obtida foi y= 0,4371 x +
0,1713, com coeficiente de correlagio (r) de 0,9997. Para
comprovagio da linearidade do método, realizou-se a
anilise de varidncia (ANOVA), a qual demonstrou haver
regressio linear significativa e auséneia de desvio de
linearidade (p<0,05).

A precisio do método foi avaliada através da
determinacio das amostras de solu¢do injetavel de manitol
¢ matéria-prima em um mesmo dia (precisio intra-dia) e
em dias diferentes (precisdo intermediaria). Os resultados
demonstraram que 0 método apresenta precisio adequada,
pois, tanto no mesmo dia quanto em dias diferentes, os
valores de DPR sdo baixos. O teor médio de manitol
solucio injetavel foi de 100,3% (Tabela 1) e de 100,6%
para a matéria-prima (Tabela 2).
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Tabela 1. Valores experimentais do teste de precisdo
obtidos na determinagio de manitol solucio injetavel por
polarimetria

Concentraciio (%)*
Amostra v dia_7°dia_3dia_Inter-diss _ DPR
1 998 1007 1005
2 10,17 998 1007
3 10,13 1005 998
4 10,11 1003 9.9
5 1013 998 1001 1003 0,05
6 10,15 1013 1009
Média 1004 1003 10,03
DPR 052 046 045

*cada valor é média de trés determinagdes

Tabela 2. Valores experimentais do teste de precisdo
obtidos na determinacio de manitol matéria-prima por
polarimetria

Concentragiio (%)*

Amostra — o 2 i Imter-dias DPR

990 997 1001
989 996 1002

1004 998 1004

10,10 1006 998

1011 10,04 998 1006 0,47
1013 10,15 10,08

Média 10,11 10,04 10,02

DPR 061 052 038

U h W N =

*cada valor ¢ média de trés determinacdes

A exatiddo do método foi observada através do teste de
recuperagdio de manitol. A recuperacio média foi de
99,13% para manitol solucdo injetivel ¢ 98,97% para
manitol  matéria-prima, resultados  considerados
satisfatorios e que demonstram que o método proposto é
exato (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados referentes ao teste de exatidio por
polarimetria de Manitol matéria-prima e soluciio injetéavel
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Tabela 4. Avaliacio da robustez do método por
polarimetria através da variagio da concentragio do
tetraborato de sédio

Quantidade Concentragio de

Tetraborato de  Manitol Injetivel Média (%) DPR

sodio (g) (%)*

30 9,90
35 1041 10,22 2,23
4,5 10,35

* cada valor ¢ média de trés determinagdes.

Tabela 5. Avaliagio da robustez do método por
polarimetria através da vanacio da temperatura no preparo
da solucdo de tetraborato ¢ manitol.

Concentragio de e
Temperatura (°C) Manitol Injetavel Média (%)  DPR
(%)*
10 9,46
15 s 9,65 3,11
30 10,87

* cada valor ¢ média de trés determinagdes.

Tabela 6. Avaliagio da robustez do método por
polarimetria através da vanagio do tempo de reacdo entre
tetraborato ¢ manitol

Tempo de Concentragdo de
reacio Manitol solugZo Média (%) DPR
(mimitos) Injetavel (%)*
5 10,37
10 10,38
10,40 0,29
15 10,43
20 10,44

* cada valor ¢ média de tr€s determinagdes.

Concentracio Manitol Solugdo

O dosecamento de manitol matéria-prima e solugdo
injetivel por titulacdo iodométrica (método farmacopéico)
demonstraram resultados satisfatérios, com valores de
DPR inferiores a 2 %. Entretanto, trata-se de um método

que exige um preparo da amostra muito extenso (em tomo
de uma hora) e bastante operacional, inviabilizando o
processo produtivo em escala industrial devido a demora

na liberagio do resuitado. A anilise quantitativa pelo

Injetivel .
Adicionada  Recuperada R“‘“‘:;“"“ Mf/d"
(%) (%)* (%) (%)

M, 3 2,96 98,66

M, 4 3,98 99,53 99,13

M, 5 4,96 99,20

Concentragio Manitol Matéria-

prima

M, 3 3 100,0

M, 4 3,94 98,49 98,97

M, 5 4,92 98,43

método proposto demandou em torno de vinte minutos
para o preparo da amostra e obtengdo do resultado, sendo
mais adequada a aplicacdo pretendida. As médias dos
doseamentos obtidos (em triplicata) para a matéria-prima

*cada valor ¢ média de trés determinacdes

A anilise dos valores encontrados para a concentragio do
manitol através de pequenas alteragies no método
proposto como, variacdo de temperatura, tempo de reacio
e concentragido do tetraborato de sédio, indicaram que a
metodologia proposta ¢ robusta, pois houve alteracdes
significativas neste parimetro (Tabelas 4, 5 ¢ 6).
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foi 99,7% para titulometria € 99,4% para polarimetria,
enquanto para a soluc¢do injetivel foi 99,6% e 100,9%,
respectivamente. Os valores de DPR ficaram abaixo de 2%
para ambos os métodos. A comparacido dos resultados pelo
teste t de Student demonstrou nio haver diferencas
significativas (t calc < t tab).

Considerando os resultados de todos os pardmetros
analiticos avaliados, pode-se afirmar que o método por
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polarimetria foi satisfatoriamente validado para o
dosecamento de manitol em maténa-prima e solugio
injetavel.

CONCLUSOES

A validacdo de método analitico por polarimetria para
doseamento de manitol em maténa-prima e solugdo
injetavel foi realizada satisfatoriamente, demonstrando que
o método proposto ¢ linear, preciso, exato, especifico e
robusto. Este método pode ser recomendado para a rotina
de controle de qualidade em industrias farmacéuticas, bem
como para o controle em processo, visto que € rapido,
apresenta baixo custo e otimiza o processo produtivo.
Além disso, seu impacto ambiental também ¢ pequeno, o
que contribui para a comunidade local.
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