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RESUMO

Dentre os critérios de qualidade do leite est4 a contagem bacteriana, que avalia as
condi¢cbes gerais de manejo e higiene adotados nas unidades de producéo de leite.
Para que as amostras de leite possam ser analisadas nos laboratorios da Rede
Brasileira de Laboratorios de Controle de Qualidade do Leite é necessaria a adicao
de conservante. Devido a sua agdo bacteriostatica o azidiol é adicionado aos
recipientes coletores de amostras de leite. O comprimido de azidiol € composto por
cloranfenicol, azida sodica, citrato de sédio, azul de bromofenol. Em 2004, a BS
Pharma iniciou o desenvolvimento do azidiol em comprimidos, entretanto, a
formulacdo obtida ndo apresentava caracteristicas de resisténcia mecénica e
desintegracdo satisfatérias. Trés novas propostas de formula¢gdes foram feitas. Os
desintegrantes usados na diferenciacdo das formulac6es foram o amido glicolato
sodico, a croscarmelose sodica e a crospovidona. Na fase pré formulagdo foram
avaliadas as caracteristicas de fluidez e compactacdo. Foi estabelecida producéo
por compressao direta. Um método por espectrofotometria na regido ultravioleta foi
validado para o doseamento do cloranfenicol. O método foi linear, seletivo, preciso,
exato e robusto. Por meio da comparacdo do resultado dos testes de aspecto,
espessura, diametro, uniformidade de peso, dureza, friabilidade, tempo de
desintegracdo a temperatura entre 2 e 8 °C, determinacado de teor do cloranfenicol,
uniformidade de conteddo e verificacdo de interferéncia das formulacdes na
contagem bacteriana total por citometria de fluxo, a formulacdo contendo
crospovidona foi padronizada. O comprimido contendo crospovidona apresentou
todos os parametros de qualidade satisfatérios demonstrando aprimoramento em

relacdo a formulacéo existente antes deste projeto.

Palavras-chave: leite, azidiol, desintegrante, validacdo, qualidade.



ABSTRACT

Among the criteria for milk quality, the bacterial count is assessing the general
conditions of hygiene and management adopted in production of milk. For the milk
samples being analyzed by laboratories of the Brazilian Network Laboratories Quality
Control of Milk; must be added preservative. Due to its bacteriostatic action azidiol is
added to the collector containers of milk samples. The azidiol tablet is composed of
chloramphenicol, sodium azide, sodium citrate, bromophenol blue. In 2004, BS
Pharma started developing the azidiol tablet, however, the resulting formulation did
not show adequate mechanical resistence and desintegration rate. Three new
proposals of formulations were made. The disintegrants used in the differentiation of
the formulations were sodium starch glycolate, croscarmellose sodium and
crospovidone. In the pre - formulation flow characteristics and compaction were
evaluated. Production was established by direct compression. The method of
spectrophotometry in the ultraviolet region has been validated for the determination
of chloramphenicol. The method was linear, selective, precise, accurate and robust.
By comparing the results of the tests of aspect, thickness, diameter, uniformity of
weight, hardness, friability, disintegration time at temperature between 2 and 8 °C,
determination of content of chloramphenicol, uniformity of content and interference of
formulations - on the total bacterial count by flow cytometry - the formulation
containing crospovidone was standardized. The tablets containing crospovidone
showed all quality parameters demonstrating satisfactory improvement over existing

formulation before this project.

Keywords: milk, azidiol, disintegrants, validation, quality.
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1. INTRODUCAO

1.1Composicao do leite

O leite é uma combinacdo de diversos elementos sdélidos em agua. Os elementos
sélidos representam aproximadamente 12 a 13% do leite e a agua,
aproximadamente 87%. Os principais elementos solidos do leite sdo lipidios
(gordura), carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas. Esses elementos, suas
distribuicbes e interacbes sao determinantes para a estrutura, propriedades
funcionais e aptiddo do leite para processamento. As micelas de caseina e 0s
glébulos de gordura sdo responsaveis pela maior parte das caracteristicas fisicas
(estrutura e cor) encontradas nos produtos lacteos. Os componentes do leite
permanecem em equilibrio, de modo que a relagdo entre eles € muito estavel. O
conhecimento dessa estabilidade é a base para os testes que séo realizados com o
objetivo de apontar a ocorréncia de problemas que alteram a composicao do leite.
Uma reducado substancial da concentracdo de lactose ou dos sélidos totais poderia
levantar suspeitas de adicdo fraudulenta de agua, apds a ordenha. Nesse caso,
ocorrem alteracdes das propriedades fisicas do leite, facilmente detectaveis em
laboratorio (EMBRAPA, 2011a).

A composicdo quimica do leite pode variar dentro da mesma espécie (Tabela 1)
(JENSEN,1995). Na vaca leiteira, as diferencas sdo especialmente em gordura e
proteina, sendo esses componentes as bases de pagamento diferenciado para os
produtores. A gordura do leite obtido a partir de vacas das racas Jersey e Guernsey
€ maior que no leite de vaca Holandesa. A lactose, por outro lado, se mantém
praticamente constante no leite produzido por vacas de diferentes racas. A
composicdo do leite também pode variar entre animais da mesma raca. Por
exemplo, a gordura do leite em vacas Jersey, que tem médias de 5,0 a 5,5%, pode
variar de menos de 4% a mais de 7% (GONZALEZ et al., 2001).
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Tabela 1 - Composicéo quimica do leite em vérias racas bovinas.

Raca Gordura (%) | Proteinas (%) | Lactose (%) | Cinzas (%) | Solidos totais (%)
Ayrshire 4,1 3,6 4,7 0,7 13,1
Guernsey 5,0 3,8 4,9 0,7 14,4
Holstein 3,5 3,1 4,9 0,7 12,2

Jersey 55 3,9 4,9 0,7 15,0

Pardo Suico 4,0 3,6 5,0 0,7 13,3

Zebu 4,9 3,9 51 0,8 14,7

1.2 Avaliacdo da qualidade do leite

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da
aprovacao da Instrucdo Normativa 51(IN-51), definiu novos parametros de qualidade
para o leite cru resfriado, bem como novas variaveis de avaliacdo da sua qualidade.
Desde julho de 2005 é obrigatéria a analise de amostra de leite de cada produtor
que destina seu produto para estabelecimento sob fiscalizacdo federal, em
laboratorio oficial, para determinacdo da composicdo do leite (teores de gordura,
proteina, e solidos totais), contagem de células somaticas (CCS) e, a0 menos uma
analise mensal de contagem bacteriana total (CBT). Para implantacao da IN-51, o
MAPA criou a Rede Brasileira de Laboratérios de Analise da Qualidade do Leite
(RBQL). A RBQL é responsavel pela anédlise de todo o leite cru produzido no pais,
sendo composta por sete laboratérios localizados nas cidades de Passo Fundo-RS,
Curitiba - PR, Piracicaba - SP, Juiz de Fora - MG, Goiania-GO, Recife-PE e Belo
Horizonte — MG (CASSIOLI, 2005).

Em funcdo da grande extensdo territorial do Brasil € necesséaria a conservacéo da
amostra para analise da CBT, pois o leite € um meio de cultura ideal para o
crescimento de bactérias e outros microorganismos (HILLERTON, 2000).
Inicialmente, as amostras sao coletadas, em geral, pelos transportadores de leite cru
refrigerado, na propriedade rural. Em seguida, as mesmas sdo acondicionadas em
frascos proprios, adicionadas de conservantes e mantidas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel durante o transporte até a industria. Apés chegar a industria
processadora do leite, as amostras sdo enviadas por empresas transportadoras ou

pelo correio a um dos laboratérios pertencentes a RBQL (BRITO, 2007).
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1.3 Qualidade microbiolégica do leite

Em condi¢cdes normais, o leite € estéril ao ser secretado nos alvéolos do Ubere.
Contudo, durante a ordenha, o leite pode se contaminar por um pequeno e bem
definido nimero de microorganismos, provenientes dos canais lactiferos, da cisterna
da glandula e canal do teto (BRITO, 1999; FONSECA & SANTOS, 2000). Quando o
animal esta sadio, esta contaminacdo varia de 5 a 20 UFC/mL (PRATA, 2001).
Entretanto, em condi¢des inadequadas da saude da glandula mamaria, sistema de
manejo e condi¢cdes de higiene adotadas na fazenda, este nimero pode se elevar
até varios milhares (SLAGHUIS, 1996; FONSECA & SANTOS, 2000; MURFHY &
BOOR, 2000; EDMONSON, 2002). Durante a ordenha, a principal fonte de
contaminacdo bacteriana estd no contato do leite com as superficies dos
equipamentos de ordenha e do tanque de refrigeracdo do leite. No entanto, muitas
das bactérias que contaminam o leite apds a sua ejecdo, geralmente ndo crescem
muito bem sob refrigeracdo, e por este motivo, a sua quantidade no tanque de

refrigeracdo nédo se eleva significativamente (MURPHY & BOOR, 2000).

Porém, o leite € um meio de cultura ideal para o crescimento de bactérias e outros
microorganismos (HILLERTON, 2000). Como exemplo, a populacdo de coliformes
dobra a cada 20 minutos no leite em uma temperatura média de 30 °C (BRITO,
1999). Em funcéo do numero e do tipo de microorganismos, alteracdes indesejaveis
sdo produzidas na aparéncia, sabor ou odor do leite ou de seus derivados. Além
disso, alguns microorganismos podem representar risco a saude do consumidor
(FONSECA & SANTOS, 2000).

Entre as principais bactérias que podem ser encontradas no leite destacam-se:
Listeria, Salmonella, Staphylococcus aureus, Brucella, Mycobacterium, entre outras.
Assim sendo, o conhecimento da carga microbiana do leite constitui uma ferramenta

importante para avaliar a qualidade do leite produzido (BRITO, 1999).
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1.4 Métodos utilizados na determinacédo da contagem bacteriana do leite

Entre os testes qualitativos realizados em amostras de leite destacam-se o teste da
redutase, teste da fermentacdo e o teste da acidez. Apesar da praticidade de
realizacdo, estes testes sao subjetivos e indiretos, sendo utilizados apenas para um
diagnéstico geral da qualidade do leite (FONSECA & SANTOS, 2000).

Dentre os métodos quantitativos destaca-se a contagem bacteriana total (CBT), em
que sdo estimados o numero de unidades formadoras de colénias por mililitros de
leite (UFC/mL) (BRASIL, 1999). Para esta determinacdo existem varios métodos
disponiveis, dentre eles a contagem bacteriana em placa (CBP), que é considerado
o método referéncia. A CBP determina o contetdo de bactérias aerdbias no leite.
Amostras de leite, geralmente em varias diluicbes, sdo semeadas em um meio de
cultura, incubadas por 48h a 32 °C. ApOs a incubac¢do, o numero de coldnias
bacterianas é contado (BRITO, 1999; HILERTON, 2000). Porém, este procedimento
pode subestimar a quantidade de bactérias presentes no leite, pois apenas bactérias
vidveis e que se multiplicam nas condic¢des de cultivo formam colénias (HILERTON,
2000). Outras desvantagens deste método é o baixo rendimento analitico e
demanda de mao de obra (BROUTIN, 2004).

Outro método disponivel para avaliacdo microbiolégica é a citometria de fluxo
consiste na medi¢cdo de caracteristicas celulares, quando estas se encontram
suspensas em meio fluido (BARRIENTOS et al., 2000). Conforme ilustrado na
Figura 1, em um tipico equipamento de citometria de fluxo microbioldgico, particulas
individuais passam com o auxilio de um fluido carreador sob uma zona de
iluminagao. Detectores apropriados (fotomultiplicadores) registram a passagem das
células eletronicamente, medindo a magnitude do pulso representada pela extenséo
da luz dispersa. A magnitude destes pulsos é classificada eletronicamente,
permitindo a criacdo de histogramas do numero de células (BARRIENTOS et al.,
2000).
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Figura 1 - Esquema do percurso da amostra no fluxo laminar em um equipamento de
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citometria de fluxo.

O aparelho BactoCount IBC 150® (Bentley Instruments Incorporation, Chaska,
Estados Unidos da América) € um instrumento semi-automético que utiliza a
citometria de fluxo para a rapida contagem bacteriana individual (CBI) em leite cru,
assim como o BactoScan (Foss Eletric A/S, Hillergd/DK). No inicio, é realizada a
incubacdo da amostra com uma solugdo tamponante, composta por enzimas
proteoliticas, detergente e um corante fluorescente (brometo de etideo), com o
objetivo de, respectivamente, lisar as proteinas e células somaticas, solubilizar os
glébulos de gordura e corar o DNA microbiano. Essa etapa consegue reduzir e
dispersar os constituintes do leite suscetiveis de interferirem na contagem bacteriana
(proteinas, células somaticas, globulos de gordura, etc.). Na etapa seguinte, a
amostra é “sonicada” com uma haste ultrassbnica. Esses processos auxiliam a
separacdo quimica das particulas interferentes, rompendo as colbnias bacterianas
remanescentes para melhorar a deteccdo de microorganismos distintos e reduzir a
fluorescéncia de outras substancias (BENTLEY INSTRUMENTS, 2002). Em seguida,
uma aliquota dessa amostra € transferida para a célula de leitura do equipamento. O
material nucléico dos microorganismos € excitado ao serem expostos a um intenso
feixe de laser para ativar o corante a emitir fluorescéncia. Este sinal fluorescente é
coletado por sensores Opticos (lentes), filtrado e detectado por um fotomultiplicador.

A altura e intensidade destes pulsos fluorescentes séo registradas e transformadas
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em contagem bacteriana individual (CBI), convertida em contagem bacteriana total,
expressa em UFC/mL (BENTLEY INSTRUMENTS, 2002; LEITE, 2006).

Para determinacdo da CBT no leite utilizando a citometria de fluxo é recomendado
manter as amostras sob refrigeracdo e adicionar um conservante para evitar
contaminacdo microbiana adicional. Atualmente, o conservante mais utilizado € o
azidiol, que possui como principio ativo o cloranfenicol e a azida sodica, ambos
bacteriostaticos. Amostras conservadas desta forma podem ser analisadas em até
quatro dias apoés a coleta (BARCINA et al., 1987; GONZALO et al., 2003).

1.5 Limites legais de contagem bacteriana total do leite

Foi estabelecido pela Normativa IN-51 (BRASIL, 2002) que a partir de 01/07/2011 o
limite para contagem bacteriana total em UFC/mL é de no maximo 1,0 x 10° para

leite individual e no méaximo 3,0 x 10° UFC/mL em leite conjunto.

Em diversos paises existem limites legais para a contagem total de microrganismos
do leite e sdo fornecidos incentivos aos produtores para reducdo dos limites
estabelecidos. Os valores maximos aceitos para o leite cru pela Unidao Européia e
nos EUA s&o < 1,0 x 10° UFC/mL (BRASIL, 2002; EMBRAPA, 2011b)

1.6 Conservantes para leite

Atualmente as opg¢bes de conservacao das amostras de leite consistem na adi¢ao
de conservantes na forma de solucao, pastilhas, comprimidos ou p6. A forma mais
apropriada para uso sdo as composicoes em pastilhas e comprimidos, em
decorréncia das vantagens relacionadas ao manuseio, a seguranca e a precisdo da
quantificacdo. Dentre as substancias para a conservacao de amostras do leite, a
Federacdo Internacional de Laticinios (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION,
1980) reconhece apenas as seguintes: acido bérico, dicromato de potassio, bronopol
e a azida sodica. O sistema lactoperoxidase € tido como um fator antibacteriano

natural do leite cru. Para ativacdo deste sistema sdo necessarios trés componentes:
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a &gua oxigenada, a lactoperoxidase e o tiocianato (sendo os dois Ultimos
naturalmente presentes no leite). Basicamente a ativacdo deste sistema acontece
pela oxidacdo do tiocianato pela dgua oxigenada e catalisada pela lactoperoxidase.
Como produtos desta reacdo aparecem o acido hipotiocianico e o hipotiocianato,
tidos como agentes antimicrobianos ativos. A inviabilidade do uso do Sistema
Lactoperoxidase como conservante de amostras de leite se deve a sua possivel
acado bactericida sobre bactérias gram-negativas, como por exemplo, coliformes
(LOPES, 2010). Da mesma forma, o bronopol e o dicromato de potassio também
apresentam acdo bactericida, o que torna ndo recomendada a utilizacdo desses
compostos para analises da qualidade microbiolégica do leite (CASTRO, 2007;
CASSOLI, 2010).

Na Tabela 2 estd apresentada uma comparacdo das substancias usadas na
conservacdo do leite relacionando o mecanismo de acéo, 0S pontos positivos,

pontos negativos e apresentacdes disponiveis de cada produto.



Tabela 2 - Conservantes utilizados na preservacdo de amostras de leite.
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Produto Mecanismo de acao Pontos Positivos Pontos Negativos Apresentacéo
Pouca eficacia
contra gram-
o L Acdo Bacteriostatica positivos e o
) o Inibicdo da respiragéo . . Comprimido
Azida Saodica o contra gram-negativos | anaerobios; i
aerobia ~ P6
(LINCHSTEIN, 1943) Conservacao por
apenas 48h
(EMBRAPA, 2011c)
Agente oxidante, Produto muito toxico;
] ataque ao DNA Acdéo bactericida; o
Dicromato de ) o o . . Comprimido
o bacteriano Facil administragéo Conservagédo do ]
Potassio . o Po
(GASIOROWSKI, leite: média de 72h
1997) (CASSOLLI, 2010)
Oxidagéo de proteinas
e formacéo de radicais . o . . o o
Bronopol ] Facil Administracédo Acdo bactericida Comprimido
livres (SHEPHERD,
1988)
Pode apresentar
. o atividade bactericida
] ) ) Acao bacteriostatica _
Sistema Oxidacéo de enzimas - em gram-negativas; i
) i em gram-positivas; Po
Lactoperoxidase | e outras proteinas ) Conservacéo do
Produto néo toxico ) _
leite: média de 8
horas
Interferéncia no .
) . o Curto periodo de
o . metabolismo de Acdo bacteriostatica i
Acido Borico - conservagao; Po
compostos fosforicos (PETTIPHER, 1982) .
Produto toxico
(GAVA, 1984)
. _ Acdao bacteriostatica -
Acéo conjunta da ) ) Dificuldade de o
) o mais efetiva; _ Liquido
o Azida Sddica e do ) manipulacdo da o
Azidiol ) o Conservacéo do leite: . Comprimido
Cloranfenicol (inibe a o ) forma liquida _
meédia de 10 dias (inovacao)

sintese protéica)

(CASTRO, 2007)

Produto téxico
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1.7 Azidiol

O nome azidiol é uma associacdo de duas substancias (azida sodica e
cloranfenicol). O produto foi proposto para atuar como conservante da composi¢cao
biologica do leite cru e assim possibilitar que as amostras coletadas no campo sejam
adequadamente conservadas até a realizacdo das analises em laboratorio (RAPP &
MUNCH 1984). Na sua composi¢do estdo presentes azida sddica, cloranfenicol,
etanol, citrato de sédio e azul de bromofenol. Como o azidiol possui acgéo
bacteriostatica esse produto tem sido freqientemente adicionado aos recipientes
coletores de amostras de leite, 0 que auxilia na analise de contagem bacteriana total
realizada em laboratério (LEITE, 2006).

O azidiol € comumente apresentado na forma liquida, porém ha certas dificuldades
inerentes a essa forma de apresentacdo. Na forma de comprimidos apresenta varias
vantagens como, por exemplo, facilidade de manuseio para ser utilizado como
conservante de amostras de leite. O primeiro estudo que avaliou a eficacia e
propriedades do azidiol foi realizado em 1987. Apds analises quimicas,
bacteriologicas e citolégicas, os resultados obtidos indicaram que o produto poderia
ser utilizado como um meio eficaz para manter as propriedades quimicas e
biolégicas do leite de vaca desde a ordenha até as andlises em laboratorio. Os
autores observaram que as amostras de leite com azidiol mantinham suas
propriedades constantes por, no minimo uma semana, quando conservadas em
refrigeracdo (BARCINA, et al.1987). Estudos posteriores realizados por Leite (2006)
demonstraram que as amostras mantinham padréo microbioldgico aceitavel por até
10 dias ap0s a coleta, quando adicionado de azidiol e mantido sob refrigeracéo entre
4 e 10°C.

Sabe-se atualmente que os comprovados efeitos bacteriostaticos do azidiol ocorrem
principalmente em virtude de duas substancias que compdem o produto: a azida
sbdica e o cloranfenicol. A azida sédica possui a propriedade de inibir a respiracao
aerdbia dos microorganismos bacterianos por interferir diretamente nas reagfes da
cadeia de transporte de elétrons (SILVA, 2010).
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O cloranfenicol, por sua vez, € um antibidtico conhecido ha véarios anos, sua
descoberta data de 1947. Seu mecanismo de acéo se baseia na inibicdo da sintese
protéica dos microorganismos, ja que atua no bloqueio especifico da subunidade
50S dos ribossomos bacterianos (SILVA, 2010).

Com o aprimoramento das pesquisas e a realizacdo de outros testes com emprego
do azidiol, confirmou-se que o0 uso deste conservante é de grande eficacia para as
andlises de contagem bacteriana total (CBT) realizadas em laboratério, mas que nao
se caracteriza como sendo um bom conservante para as analises quimicas.
Constatou-se que o azidiol interfere negativamente nas analises de contagem de
células somaticas, mostrando menor eficiéncia quando comparado com outro
conservante quimico, o Bronopol. Sendo assim, atualmente, as andlises laboratoriais
de qualidade do leite utilizam duas amostras de leite conservadas de formas
diferentes, uma com azidiol, para analises biologicas e outra com o Bronopol, para

analises quimicas e contagem de células somaticas (CASSOLI, 2005).

Estudos conduzidos por Leite (2006) validaram a eficacia do azidiol comprimido
frente ao liquido. Com relacdo a concentracdo, comprovou-se que o azidiol
comprimido foi efetivo para o alcance das quantidades adequadas finais de 4,79 mg
de azida sddica e 0,2 mg de cloranfenicol e que a a¢éo bacteriostatica esperada do
produto foi alcancada (SILVA, 2010). Esses resultados eliminam qualquer empecilho

técnico que poderia comprometer o uso do azidiol na forma sdlida nas analises.

1.8Estudo pré- formulacao

A primeira etapa do desenvolvimento de uma formulagdo nova inclui o levantamento
de informacgdes basicas referentes as caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco.
Essas informacdes dao subsidios para a combinacdo do farmaco com adjuvantes

farmacéuticos na fabricacdo da forma farmacéutica (ANSEL, et al, 2007).

Neste contexto o fluxo de pds € um parametro importante a ser avaliado na pré-
formulacéo, pois influencia nas etapas de mistura, granulacdo e compressao. Fluxo

livre é fundamental para alimentacdo da matriz de equipamentos, para assegurar
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uma mistura eficiente e aceitavel uniformidade de peso dos comprimidos
(STANIFORTH, 2005; SCHNEIDER, SINKA, COCKS, 2007).

O fluxo de pés é influenciado por impactos fisicos sofridos pela particula tais como
gravidade, vibracao, interacdo com o fluxo de ar e limites do misturador e do funil;
pelas caracteristicas fundamentais das particulas (tamanho, morfologia, densidade),
pelas as condicbes ambientais (umidade, temperatura), entre outros fatores
(SCHNEIDER, SINKA, COCKS, 2007).

O fluxo de um p6 é provocado por uma combinacéo dos fatores listados acima, e por
isso € dificil caracterizar as propriedades de fluxo de uma forma universal para todas
as aplicacbes. As técnicas mais comuns para avaliacdo de fluxo envolvem o
escoamento dos pdés através de orificios de diferentes tamanhos (velocidade de
escoamento), determinacdo do angulo de repouso, do indice de compressibilidade,
da densidade e do Fator de Hausner (BLOCK, 2007; SCHNEIDER, SINKA, COCKS,
2007).

O tempo ou velocidade de escoamento dos pos em um funil de dimensdes
padronizadas pode ser utilizado como uma medida relacionada com as
caracteristicas de compressibilidade. Para avaliar os resultados do teste considera-
se que para um tempo de escoamento menor que 10 segundos o pO apresenta
otimo escoamento ou fluidez; para um tempo entre 10 e 30 segundos o p6 apresenta
escoamento ou fluidez suficiente e maior que 30 segundos escoamento ruim do

distribuidor para a matriz das maquinas de comprimir (Erweka GWF, Alemanha).

Dois parametros importantes relacionados a densidade dos pds sdo o Fator de
Hausner e o indice de compressibilidade ou indice de Carr. Ambos caracterizam o

po quanto sua capacidade de fluxo e grau de empacotamento.

A razéo de Hausner corresponde a uma relagédo entre as densidades compactada e
aparente. Segundo Prista et al. (2002), os materias cuja razdo de Hausner seja
inferior a 1,25 sao facilmente compressiveis, enquanto 0s que apresentam valores

superiores ndo possuem boas caracteristicas de compressibilidade.
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Com relacéo ao indice de compressibilidade, valores de 1 a 10 caracterizam o fluxo
como excelente, de 11 a 15 bom, 16 a 20 satisfatorio, 21 a 25 razoavel, 26 a 31
pobre, 32 a 37 muito pobre e maior que 38 extremamente pobre (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2010).

O tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas influenciam o fluxo e a
eficiéncia da mistura de pds, interferindo na homogeneidade do comprimido. A
dificuldade na mistura dos pds pode ocorrer devido a existéncia de grande faixa de
distribuicdo de tamanho das particulas. Se os materiais sdo constituidos de pés
muito finos se sobressaem as propriedades de superficie das particulas, como o
efeito eletrostatico e umidade adsorvida, causando problemas de fluidez (BLOCK,
2007).

As particulas com diametro médio superior a 420 pm possuem melhores resultados
frente a compressao. Em geral, os pos com diametros médios compreendidos entre
250 e 2000 pm fluem livremente e comprimem bem se a forma for propicia,
enquanto que as particulas com diametro entre 75 e 250 pm tendem a ter
dificuldades de compressdo. Com particulas menores que 100 pum o fluxo é um
problema na maioria das substancias (PRISTA et al., 2002; ANSEL, et al., 2007).

1.9 Caracterizacdo das matérias primas que compde a formulacéo

A azida sodica (Figura 2) é um solido branco, inodoro, de féormula molecular NaN3 e
peso molecular 65,0 g/moL. E solivel em agua 42 g/mL e sua temperatura de fuséo
é de 275°C (com decomposic&o). E incompativel com &cido sulfrico, sais metélicos,
diclorometano e deve-se evitar aguecimento. A azida sodica é utilizada como agente
bacteriostatico. Quanto a toxicidade, provoca irritacdo das vias aéreas superiores ao
ser inalada e em contato com a pele e olhos provoca irritagdo. Deve ser armazenada
em embalagens bem fechadas, em local seco e a temperatura ambiente (KIBBE,
2000).
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Figura 2 - Estrutura da azida s6dica.

O azul de bromofenol (Figura 3) € um sélido alaranjado ocre de férmula molecular
C19H10Brs0sS e peso molecular de 669,97 g/moL. E insolivel em agua, solGvel em
alcool e solugbes de hidroxidos alcalinos. Sua temperatura de fusdo é 273°C. E
incompativel com agentes oxidantes fortes. E utilizado como indicador, quando
soluvel, possuindo intervalo de transicdo em pH 3,00 (cor amarela) e 4,00 (cor azul).
Deve ser armazenado em embalagens bem fechadas, em local seco e a

temperatura ambiente (KIBBE, 2000).

Figura 3 - Estrutura do azul de bromofenol.

O citrato de sodio dihidratado (Figura 4) € um solido branco e inodoro. Sua formula
molecular é CsHsNazO;. 2H,0 e o peso molecular 294,10 g/moL. E solavel em 1 a
1,5 partes em agua; 1 a 0,6 partes em agua fervente; praticamente insolivel em
etanol 95%; sua temperatura de fus&o é 150 °C. E incompativel com sais de calcio e
estroncio, agentes redutores e agentes oxidantes. Reage com substancias acidas. E
utilizado como agente tamponante na concentracdo de 0,3 a 2%. Deve ser

armazenado em embalagens bem fechadas, em local seco e a temperatura
ambiente (KIBBE, 2000).
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Figura 4 - Estrutura do citrato de sddio dihidratado.

O cloranfenicol (Figura 5) é um sdlido cristalino, branco a amarelado, inodoro, de
formula molecular Ci13H1>,ClbN,Os e peso molecular 323,13 g/moL. E soltvel 1 a
400 partes em agua; soluvel em alcool, ligeiramente solavel em éter e cloroférmio;
sua faixa de fusfo € de 149 a 153°C. E utilizado como conservante. Deve ser
armazenado em embalagens bem fechadas, em local seco e a temperatura
ambiente (KIBBE, 2000).

Cl

Figura 5 - Estrutura do cloranfenicol.

A croscarmelose sodica (Figura 6) é um polimero da carboximetilcelulose de
ligagdes cruzadas, solido, branco e inodoro. E insolivel em &gua, embora
entumesgca e aumente seu volume de 4 a 8 vezes em contato com a agua. E
incompativel com é&cidos fortes. E utilizado como desintegrante na concentracdo de
0,5 a 5%. Quanto a toxicidade é pouco irritante para olhos e pele. Quando
administrado por via oral ou topica a toxicidade € baixa e a toxicidade por inalacao é
moderada. Deve ser armazenada em embalagens bem fechadas, em local seco a
temperatura ambiente (KIBBE, 2000).
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Figura 6 - Estrutura da croscarmelose sédica.

A crospovidona (Figura 7) é um homopolimero sintético de N-vinil-2-pirrolidona. E
um solido branco a amarelado, inodoro, de formula molecular (CgHgNO),, com peso
molecular maior que 1000000 g/mL. E utilizada como desintegrante na concentracéo
de 2 a 5%. Deve ser armazenada em embalagens bem fechadas, em local seco e a
temperatura ambiente (KIBBE, 2000).

Figura 7 - Estrutura da crospovidona.

O amido glicolato sédico (Figura 8) € um sal do acido carboxilico do grupo glicolato
(éter carboximetilico). E um sélido branco a quase branco, inodoro, com peso
molecular entre 500000 e 1000000 g/moL. E levemente solivel em etanol 95%,
praticamente insollvel em agua. Expande em até 300 vezes em volume em contato
com a agua. Decompde-se em 200 °C e é incompativel com é&cido ascorbico. E
utilizado como desintegrante na concentragdo de 2 a 8%. Quanto a toxicidade é
pouco irritante em casos de inalagdo, contato com os olhos e pele. Deve ser
armazenado em embalagens bem fechadas, em local seco e a temperatura
ambiente (KIBBE, 2000).



31

OCH,COONa
\\ O
Hio OH
(@]
L O —n
OCH,COONa

Figura 8 - Estrutura do amido glicolato sédico.

A lactose monoidratada (Figura 9) é um sdélido cristalino ou pé branco a quase
branco, inodoro, de sabor levemente doce. Sua férmula molecular na forma
monohidratada é C1,H2,01;. H,O e o peso molecular 360,31g/moL. Sua forma anidra
tem férmula molecular C1,H2,01; € peso molecular 342,30 g/moL. E solGvel em 4,63
partes em agua,; praticamente insolivel em cloroférmio, etanol e éter. Sua faixa de
fusdo para lactose oo monohidratada é 201 a 202°C e 223°C para lactose o anidra. E
incompativel com aminas primarias formando um composto marrom por reacao de
Millard. E utilizado como diluente na concentracdo de 65 a 85%. Deve ser
armazenado em embalagens bem fechadas, em local seco e a temperatura
ambiente (KIBBE, 2000).

OH

Figura 9 - Estrutura da lactose.

O lauril sulfato de sédio (Figura 10) € um sélido branco a amarelado de formula
molecular C1,H,5Na0,S e peso molecular de 288,38 g/moL. E liviemente soltvel em
agua, insoltvel em cloroformio e éter. Sua faixa de fusdo é de 204 a 207°C. E
incompativel com surfactantes catiénicos, formando precipitado. A solucdo é
levemente corrosiva para cobre, bronze, aluminio e sais alcalbides. Precipita com

sais de chumbo e potassio. E utilizado como lubrificante e surfactante na
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concentracdo de uso de 1 a 2%. Deve ser armazenado em embalagens bem

fechadas, em local seco a temperatura ambiente (KIBBE, 2000).

N7

S
H3C/\/\/\/\/\/\O/ SO'Na'

Figura 10 - Estrutura do lauril sulfato de sodio.

1.10 Comprimidos

Comprimidos sao definidos como preparacdes solidas obtidas pela compresséo de
volumes uniformes de particulas. E constituido por um ou mais farmacos
(componentes ativos) e por um conjunto de outras substancias, agrupadas em uma
formulag&o completa (ALDERBORN, 2005).

Os comprimidos devem preencher um numero de especificacdes relacionadas com
suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas. Devem conter a concentracéo
exata do farmaco, peso, dimensGes e aparéncia constantes; devem possuir
resisténcia mecanica suficiente para resistir a fratura e a erosdo no seu manuseio,
permanecer estavel quimica, fisica e microbiologicamente durante a vida util do
produto, bem como permitir que o farmaco deve ser liberado de modo controlado e
reprodutivel (BANKER & ANDERSON, 2001; ALDERBORN, 2005).

Dependendo do uso e do método de fabricagdo, os comprimidos podem variar nas
seguintes caracteristicas: tamanho, forma, peso, dureza, espessura, taxa de
desintegracdo, de dissolugcdo e em outros aspectos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN
JR., 2007).

1.10.1 Processo de fabricacdo

Comprimidos sdo obtidos pela aproximacdo forcada de particulas entre si por
compressdo dos materias particulados, o que permite a coesdo das particulas na
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forma de um produto sélido, poroso e de geometria determinada. Conforme
apresentado na Figura 11 o processo de fabricacdo pode ser dividido em trés fases:

alimentacéo, compactacao e ejecao do comprimido (ALDERBORN, 2005).

ALIMENTACAO COMPACTACAO

Figura 11 — Sequéncia de eventos envolvidos na formag&o de comprimidos.

Na fase de alimentacdo o material particulado contido em um alimentador se
desloca, por forca da gravidade, sobre a platina e cai dentro da matriz. Na fase de
compactacdo, o puncao superior movimenta-se para baixo e penetra na matriz, e o
material particulado é compactado até que comprimido seja formado. O puncéo
inferior pode permanecer imével ou movimentar-se para cima dentro da matriz. Apés
o alcance da forca maxima aplicada, na fase de ejecdo, o puncéo inferior eleva-se
até alcancar o nivel superior da matriz. O comprimido &, entdo, removido da matriz e

da platina por um sistema de arrastamento (ALDERBORN, 2005).

S&do conhecidos dois tipos de maquinas de comprimir: as maquinas excéntricas ou
alternativas, de um Unico conjunto de puncdes, e as maquinas rotativas ou rotatorias
que podem ter varias estacbes de puncdes, sendo portanto mais produtivas
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN JR., 2007).

Os meétodos classicos de preparacdo de comprimidos sdo: compressdo direta,
granulacdo Umida e granulacdo seca. Na Tabela 3 estdo representadas as etapas

envolvidas na producao de comprimidos pelos trés métodos (PARROT, 2001).
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Cada método possui vantagens e desvantagens e cabe estudar o produto a ser
desenvolvido para determinar a escolha do modo de preparo.

Tabela 3 — Fases de processamento nas vérias técnicas de obtenc&o de comprimidos.

Fase de Via umida Via seca Compresséo
processamento direta

Pesagem X X X
Calibracao X X X
Mistura X X X
Compresséao X

Granulacao X

Secagem X

Trituracéo X X

Calibracao X X

Compressao X X X

1.10.1.1 Compressao direta

O método que mais reduz custos e tempo de preparo € a compressao direta. A
producdo de comprimidos por compresséao direta envolve poucas etapas, entretanto,
0s excipientes e/ou o farmaco devem possuir escoamento e compressibilidade
adequados, sendo geralmente mais caros e podem requerer maior nimero de testes
de qualidade antes do processamento. Adicionalmente ha algumas limitacdes
importantes: diferencas de tamanho de particulas e de densidade entre o farmaco e
0s excipientes podem levar a estratificacdo, o que pode dar origem a uma
diminuicdo da uniformidade de contetdo do farmaco no comprimido; farmacos de
elevada dosagem podem apresentar problemas na compressao direta, se nao forem
facilmente compressiveis (EMSHANOVA, 2008; ALDERBORN, 2005).

1.10.1.2 Granulacdo Umida

Este método permite produzir granulos por ligacdo dos pds juntamente com um

material aglutinante. A técnica emprega uma solugcéo, suspensao ou pasta contendo
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um aglutinante que é adicionado a mistura de po6s. O liquido tem um papel
importante, pois as pontes liquidas que se formam entre as particulas e a resisténcia
dessas ligacbes aumentam com o aumento da quantidade do liquido adicionado
(BANKER & ANDERSON, 2001).

As fases no desenvolvimento de granulos obtidos por via Umida quando a proporcao

de liquido aumenta estéo representadas na Figura 12.

(A) (B)

Figura 12 — Fases no desenvolvimento de granulos via tmida: (A) pendular, (B) funicular, (C)

capilar, (D) gota.

Na fase inicial (pendular) é formado um filme na superficie do liquido que pode
contribuir para a producdo de pontes liquidas nos pontos de contato. A tensdo de
superficie e a pressao capilar negativa existente nessas pontes fazem com que as
forcas coesivas que se desenvolvem confiram uma resisténcia reduzida ao granulo
(BANKER & ANDERSON, 2001).

Com o aumento da quantidade de liquido algumas dessas pontes podem coalescer
originando o estado funicular, onde ha um pequeno aumento da resisténcia do
granulo. O aumento sequencial de liquido aproxima as particulas, diminuindo os
espacos vazios dentro do granulo. Neste ponto, a ligacdo € conseguida devido as
forcas interfaciais presentes na superficie do granulo e por uma pressao capilar
negativa no interior dos espacos cheios com liquido, formando o estado capilar. Com
a continuagdo da adi¢cdo do liquido de granulacéo verifica-se a formacdo de uma
gota em que as particulas permanecem juntas devido a tensédo superficial, mas, as
forcas intragranulares, sendo fracas, originam granulos pouco resistentes. E
necessario um processo de secagem nha granulagdo via Umida para remover o

solvente que foi usado na formacao dos agregados e para reduzir o teor de umidade
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a um nivel 6timo de concentracdo dentro dos granulos. Durante a secagem as
ligacdes entre as particulas resultam da fusdo ou recristalizacdo. Apds a secagem, 0
granulado é calibrado (BANKER & ANDERSON, 2001).

Outros componentes sélidos da formulacdo como, por exemplo, o desintegrante,
podem ser dissolvidos no liquido (incorporacdo intragranular) ou a seco apds a
secagem do granulo (incorporacao extragranular), o que pode, neste caso, aumentar
taxa de desintegracdo do comprimido e a conseqlente liberagdo do farmaco
(RAJESH, et. al., 2010).

O uso deste método promove a melhoria no resultado dos ensaios de uniformidade
de conteudo de comprimidos com ativos em baixa dose. O ativo, assim como 0
corante, podem ser dissolvidos no liquido de granulacdo. Parte do excipiente é
umectado com este liqguido e o pd €, entdo, seco e calibrado. Na sequéncia, o
granulo pode ser misturado com o0s excipientes de compressado direta e feita a
producdo de comprimidos. Com a produgcdo do granulo ocorre um aumento da
densidade compactada do pd, melhoria das propriedades de fluidez e compactacéo
e da distribuicdo do ativo em baixa dosagem com os excipientes da formulagéo
(GENINA, et. al., 2010).

1.10.1.3 Granulacado seca

O terceiro método para producdo de comprimidos € a compressdo via seca. A
técnica é utilizada no caso em que a dose do farmaco é bastante elevada para que
seja possivel recorrer a compressao direta, ou no caso de farmaco sensivel ao calor
e a umidade, o que exclui a granulacdo via umida. A granulag&o via seca envolve a
pesagem, mistura, compressao e a formagcdo de um primeiro material prensado,
conhecido como pastilhdo. Estes séo triturados, misturados e novamente levados a
compressdo. Os granulos obtidos apés a trituragdo do pastilhdo escoam mais
uniformemente do que a mistura de pos original. Duas ou mais vezes, a medida que
o material € submetido a pressdes de compresséo elevadas, ocorre 0 aumento das
forcas de ligacdo que fazem com que o comprimido ndo desagregue (BANKER &
ANDERSON, 2001).



37

1.10.2 Adjuvantes para comprimidos

Além das substancias ativas, os comprimidos contém outros componentes que
permitem que a operagao de compressao ocorra satisfatoriamente e asseguram que
sejam obtidos com a qualidade requerida. Os principais adjuvantes estéao
relacionados na Tabela 4 (ANSEL, 2007; ALDERBORN, 2005).
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Tabela 4 — Adjuvantes para comprimidos

Adjuvante Defini¢c&o/funcéo Exemplos

Diluentes Sao componentes de enchimento | lactose, sacarose, manitol,
para perfazer a quantidade | sorbitol, fosfato de célcio,
necessaria de um comprimido | celulose microcristalina, amido.
guando a dosagem do farmaco é
baixa para atingir limites minimos
de volume e peso.

Aglutinantes Sao adicionados na forma de pé | gelatina, polivinilpirrolidona,
ou em solucdo (durante a | hidroxipropilmetilcelulose,
granulacdo via Umida) para | polietilenoglicol, sacarose,

assegurar que o0s granulos e | amido, goma arébica.
comprimidos sejam formados com
a resisténcia mecanica desejada.

Desintegrantes E adicionado & maioria das | amido glicolato sadico,
formulag6es para assegurar que o | croscarmelose sédica e
comprimido, quando em contato | crospovidona.

com um liquido, desintegre-se em
fragmentos menores, o0s quais
promovem uma répida dissolucédo

do farmaco.

Deslizantes Promove o escoamento dos pés | diéxido de silicio coloidal,
por reducdo da fricAo entre as | estearato de magnésio e talco
particulas.

Lubrificantes Sua funcdo € assegurar que a | estearato de magnésio, acido

formacdo e a ejecdo do | estearico, polietilenoglicol, lauril
comprimido ocorra com baixa | sulfato de sddio.

friccdo entre o solido e as paredes
da matriz.

Antiaderentes Tém a finalidade de diminuir a | estearato de magnésio, talco,
adesdo das particulas do p6é as | amido, celulose.

faces dos pungfes ou a parede da
matriz.

Aromatizantes Séao incorporados a uma | tangerina, morango, framboesa,
formulagdo para conferir ao | lim&o.
comprimido de uso oral um sabor
mais agradadvel ou mascarar
gosto ruim. Podem ser naturais ou
artificiais.

Corantes Auxiliam na identificacdo e | Amarelo, azul, vermelho.
aumentam a adesdo terapéutica,
também serverm para facilitar a
visualizacdo de homogeneidade
da mistura de pés. Podem ser de
diversificadas cores.

1.10.2.1 Desintegrantes

Dada a relevancia dos desintegrantes no desenvolvimento dos comprimidos de

azidiol foi feita uma revisdo pormenorizada sobre o tema.

Os desintegrantes, polimeros de alto peso molecular, ttm papel fundamental na

facilitacdo de liberacdo do ativo para o meio de dissolu¢do. Alguns mecanismos de
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acdo sao propostos: o intumescimento do polimero em contato com a agua; a
repulsdo entre as particulas em contato com a agua; a recuperacao das particulas
deformadas a sua forma original quando em contato com a agua, isto &, das
particulas que foram deformadas durante a compressdo. A etapa final dos trés
processos é o rompimento do comprimido em fragmentos menores e sua dissolugéo
no meio liqguido (ALDERBORN, 2005).

Comprimidos em desenvolvimento que possuem ativos de baixa solubilidade ou
necessitam ser liberados instantaneamente para um fim terapéutico sao
beneficados com o0 uso de desintegrantes na sua formulagéo
(BALASUBRAMANIAM, 2009).

Em um estudo conduzido por Bhavanam et.al. (2010), comprimidos de levofloxacino
obtidos com a crospovidona em sua composi¢cdo, quando comparados com
formulac6es com croscarmelose sédica e amido glicolato s6dico possuem tempo de
desintegracdo menores. O mesmo resultado foi obtido no desenvolvimento de
comprimidos de metoclopramida (RANDALE, et.al., 2010)

A utilizacdo da crospovidona também proporcionou a obtencdo de bons resultados
no desenvolvimento de comprimidos orodispersiveis. Esta nova forma sélida exige
que o comprimido se desintegre e dissolva na boca sem a necessidade de agua
para administracdo. O produto comeca a desintegrar imediatamente apds contato
com a saliva, com completa desintegracdo ocorrendo normalmente em 30 a 50
segundos apos a administracao. Criancas e idosos com dificuldades de degluticdo
se beneficiam deste tipo de forma farmacéutica. O método basico para o preparo
dos orodispersiveis consiste na inclusdo de superdesintegrantes na formulagdo. Em
um estudo comparativo de trés desintegrantes (amido glicolato sddico,
croscarmelose sodica e crospovidona), nove formulacbes foram avaliadas e a
formulacdo com crospovidona obtida por granulagdo Umida apresentou maior
resisténcia fisica, o0 menor tempo de desintegracdo “in vivo”, um alto indice de
dissolucédo, uma apreciavel absorcéo bucal e uma boa estabilidade (ABED, et. al.,
2010).

Em outro estudo, o efeito de diferentes desintegrantes em formulacbes de

comprimidos orodispersiveis de rabeprazol foi investigado. Os desintegrantes
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utilizados nas formulagdes foram crospovidona, croscarmelose sodica, agar tratado
e amido pré gelatinizado. As conclusdes do estudo foram que as formulacdes com
crospovidona e croscamelose sédica foram as mais adequadas quanto aos critérios
de qualidade avaliados, incluindo dureza, friabilidade, peso médio, uniformidade de
conteudo, tempo de desintegracdo (BALAMURALIDHARA, et. al., 2009).

Cuidados devem ser tomados na escolha da concentracdo do desintegrante na
formulacdo. Um estudo relata que um aumento da concentracao de 8 para 12 % de
amido glicolato sédico teve efeito negativo no tempo de desintegracdo. A alta
concentracdo levou a formacdo de uma barreira de gel viscoso que dificultou a

penetracdo de dgua no comprimido e sua desintegracdo (RANDALE, 2010).

1.11 Controle de qualidade

A qualidade do comprimido é resultado do cumprimento de varias operacdes que,
coordenadas, garantem caracteristicas quimicas, microbiolégicas e fisicas
adequadas para que o comprimido seja eficaz. As caracteristicas quimicas sao
verificadas a partir de controles que evitam contaminacfes, garantindo a pureza,
estabilidade e a seguranca do produto. As caracteristicas de qualidade
microbiolégica dependem principalmente da aplicacdo de normas que envolvem a
higiene e a qualificacdo pessoal, instalacdes e utilidades adequadas, condi¢cdes de
armazenamento de matérias primas e a validacao de procedimentos de limpeza e de
processo (BANKER & ANDERSON, 2001).

As variaveis fisicas séo definidas a partir da formulacéo e sdo avaliadas por testes
de variacdo de peso, dureza, friabilidade, espessura, desintegracao e dissolugao.
Durante a compressado faz-se por rotina testes em processo para controlar a
producdo. Incluem testes de variacdo de peso, resisténcia ao esmagamento
(dureza), espessura e tempo de desintegracdo. Estes testes s&o importantes porque
ajudam a entender possiveis variaveis ou discrepancias do padrdo para cada teste
ou avaliar as condi¢cdes de montagem e de manutencéo da maquina de compressao,
dos puncbes e das matrizes que possam estar interferindo na qualidade final do
produto (BRASIL, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Como héa crescente necessidade de comprovacdo da qualidade dos produtos
alimenticios e aumento das exigéncias da regulamentacdo pelos O6rgaos
governamentais para garantir o adequado manuseio dos alimentos ao longo das
cadeias produtivas, faz-se necessario o controle freqiente da qualidade do leite por

meio de analises laboratoriais.

O uso do azidiol como um conservante no processo de analise laboratorial do leite ja
gque vem sendo empregado ao longo dos anos para garantir a manutencdo das
propriedades bioldgicas do leite (LEITE, 2006; MARTINS, 2009; CASSOLI, 2010).
Porém, esse produto sempre foi utilizado na forma liquida, o que revelou varios
problemas inerentes a essa forma de apresentacao. Sao eles:

= com o uso do azidiol liquido a medicdo da quantidade do produto a ser
adicionada nédo é feita com a precisdo necessaria. Essa imprecisado leva ao
excesso ou escassez do conservante no leite, fato que pode comprometer as
andlises em laboratorio;

» a forma liquida também contribui para a ocorréncia de contaminacéo do leite,
ja que requer, por parte do coletor, maior manipulacéo, tanto do frasco quanto
do azidiol;

» outro problema relacionado a apresentacdo na forma liquida é a possibilidade
de contato fisico do coletor com o produto. Como a azida sddica, que é um
composto toxico, e é utilizada na produgédo do azidiol, o contato humano com
0 esse composto pode representar perigo a saude (CASTRO, 2007);

= como a adicdo do azidiol liquido é feita no momento da coleta das amostras
na propriedade rural, a manipulagdo do produto liquido representa um
processo pouco pratico e que requer ao menos uma instrucdo técnica do

coletor.

A inovacao proposta pela BS Pharma se baseia na disponibilizagdo do produto
azidiol na forma de comprimido para o processo de conservacédo do leite destinado a
avaliacdo em laboratério. Essa apresentagcdo favorece tanto o processo de coleta

guanto o de analise do leite, pois torna a amostragem mais agil e reduz a perda de
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material (MARTINS, 2009). As vantagens relacionadas a essa forma de
apresentacao sao:
= por ja conter a quantidade exata da substancia a ser adicionada e por nao
requerer manuseio excessivo dos frascos de coleta, as quantidades de
conservantes necessarias nas amostras de leite sdo exatamente as
presentes no comprimido;
= 0 azidiol comprimido evita a necessidade de contato fisico do coletor das
amostras com o produto, pois o comprimido pode ser ofertado ja no interior
do frasco de amostragem, pronto para receber o leite;
= 0o frasco de amostragem com o comprimido no seu interior, pronto para uso,

torna o processo de coleta uma pratica simples e rapida.

Dessa forma, a inovacéo apresentada disponibiliza alternativa Unica para facilitar o
processo de coleta de amostras do leite, assim como para garantir a obtencéo de

resultados mais confiaveis nas analises em laboratério.

Desde 2004 a BS Pharma iniciou o desenvolvimento do azidiol em comprimidos,
entretanto, havia uma série de dificuldades que motivaram o investimento em novas

pesquisas e a realizacao deste trabalho.

Devido as necessidades especificas do comprimido, relacionadas a desintegracdo e
resisténcia mecénica, algumas dificuldades foram encontradas na formulacédo
inicialmente proposta: alta friabilidade, baixa dureza e tempo de desintegracao
longo. Além disso, havia necessidade de padronizacdo de testes de controle de
qualidade, tais como: validacgdo do meétodo para determinacdo do teor e

uniformidade de conteldo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver uma nova formulagéo de azidiol em comprimido com caracteristicas de

resisténcia mecanica e taxa de desintegracao aprimoradas.

3.2 Especificos

» Realizar estudo de pré - formulacdo comparando formula¢des contendo
diferentes desintegrantes: amido glicolato sodico, croscarmelose sodica e
crospovidona.

= Padronizar o processo de producdo dos comprimidos por compressao direta;

» Validar o método de doseamento de cloranfenicol no comprimido de azidiol;

» Avaliar a influéncia dos diferentes desintegrantes nas caracteristicas da
formulacdo de azidiol em comprimido (aspecto, espessura, diametro,
uniformidade de peso, dureza, friabilidade, tempo de desintegracdo a
temperatura entre 2 e 8 °C, determinacdo de teor do cloranfenicol e
uniformidade de conteldo) e padronizacdo de uma das formulacdes;

= Verificar a auséncia de interferéncia das formulacbes desenvolvidas na
medicao da contagem bacteriana total no leite por citometria de fluxo;

» Comparar a formulagcdo padronizada com a formulacdo anteriormente

existente na BS Pharma.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos e Acessorios

Balanca analitica — Gehaka (Modelo AG 200);

Balanca semi analitica — Marte (Modelo AL 500) com processador estatistico Termal
Receipt Printer (Modelo GP — 585011/SC3);

Balanca semi analitica — Marte (Modelo AS 2000);

Cronémetro - Cronobio (Modelo SW2018);

Durdémetro — Nova Etica (Modelo 298);

Equipamento eletrénico IBC BactoCount IBC da Bentley Instruments Incorporated ;
Espectrofotdmetro — FEMTO (Modelo 700S);

Espectrofotdmetro - Thermo Electro Corporation (Modelo Génesys 10 UV);
Espectrédmetro de dicroismo circular - Chirascan™ Circular Dichroism Spectrometer;
Estufa ;

Friabilbmetro — Erweka (Modelo TA 3R);

Medidor de densidade de pés - Erweka (Modelo SVM);

Medidor de fluidez de p6s e granulados - Erweka (Modelo GWF);

Misturador e Triturador em V — Powdermix (Modelo removivel 5L);

Paquimetro digital — Digimess (Modelo 100.17- 150/6 mm);

Peneirador Retsch — (Modelo AS 200 digit);

Purificador de agua Osmose Reversa — Gehaka (Modelo OS 10 LX);

Prensa Rotativa — Stinfer (Modelo STR Mini);

4.1.2 Reagentes e matéria-prima

Agua deionizada;

Alcool absoluto (EMFAL, Betim — MG);

Azida sddica (Labsynth, Diadema — SP);

Azul de bromofenol (Labsynth, Diadema — SP);
Citrato de sodio (Genix, Anapolis — GO);
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Cloranfenicol (Genix, Anapolis — GO);

Croscarmelose sodica (Valdequimica, Sao Paulo — SP);
Crospovidona (ISP, Sao Paulo — SP);

Glicolato amido sédico (Embrafarma, Sao Paulo — SP);
Lactose monoidratada (Via Farma, Sao Paulo — SP);
Lactose spray dried (Ciel, Rio de Janeiro — RJ);

Lauril Sulfato de sodio (EMFAL, Betim — MG);

4.2 Métodos

4.2.1 Estudos de pré - formulacéo

No estudo de pré formulagdo foram caracterizados o tamanho de particulas da
mistura de pos, a fluidez e a capacidade de compressdo. A caracterizacdo foi
realizada através da: determinacdo da granulometria de pdés, velocidade de
escoamento, fator de Haunser e indice de compressibilidade.

Foram feitas trés propostas de formulacdo variando o desintegrante conforme

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicéo das formulacdes testadas.

Componentes Formulacdo 1 | Formulagéo 2 | Formulagéo 3
Citrato de sédio X X X
Lactose com cloranfenicol* X X X
Azida sédica X X X
Lauril sulfato de sodio X X X
Lactose spray dried X X X
Amido glicolato sédico X
Croscarmelose sodica X
Crospovidona X

* Mistura composta por: azul de bromofenol, cloranfenicol, lactose monohidratada malha 200, alcool
absoluto
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No preparo das misturas de pés, cada componente foi pesado separadamente, e
tamizado em tamis malha 40. Todos os componentes foram levados ao misturador
em V na seguinte ordem: citrato de sédio, lactose com cloranfenicol, azida sédica, o
desintegrante e a lactose. A mistura resultante foi homogeneizada por 30 minutos na
velocidade 3. Em seguida foi acrescentado o lauril sulfato de s6dio seguido de

homogeneizagao por mais 10 minutos na velocidade 3.

4.2.1.1 Determinacao de granulometria

A granulometria pode ser avaliada por meio da utilizacdo de jogos de tamises
colocados em sequéncia, contendo tamanhos de malhas variados e em ordem
decrescente de tamanho. Segundo método descrito na Farmacopéia Brasileira
(2010), as aberturas selecionadas foram: 710, 425, 250, 150 e 75 um. Colocou-se o
conjunto sobre o receptor de tamises. Foram pesados cerca de 25 g de cada
amostra. A amostra foi transferida para o tamis superior e feita a distribuicdo
uniforme do p6. Tampou-se o conjunto. O aparelho foi acionado, por 15 minutos,
com vibracédo intermitente e amplitude 30. Apds o término deste tempo, removeu-se
toda a amostra retida na superficie superior de cada malha para um papel
impermeavel, com o auxilio de um pincel, e pesou-se 0 po, inclusive o p6 retido no

coletor.

Calculou-se o percentual retido em cada tamis conforme a Equacao 1 (BRASIL,
2010):

% Retida no tamis = (P1/P2) x 100 (Equacéo 1)
onde:

P1 = massa da amostra retida em cada tamis (em gramas);

P2 = soma das massas retidas em cada tamis e no coletor (em gramas);

O diametro médio foi calculado utilizando a Equacgéo 2 (PARROT 2001):
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Diametro médio = (2% retida)x (abertura média do tamis) (Equacéo 2)
100

A equacéo pode ser explicada considerando que >.% retida é o somatoério da massa
retida na malha inferior de cada dois dos tamis escolhidos multiplicado pela média

aritmética das aberturas dos dois tamis, dividido por 100.

4.2.1.2 Velocidade ou tempo de escoamento

Aproximadamente 30 g de amostra foram pesados e acrescentados num funil de ago
inoxidavel com aro na extremidade inferior de 6 mm. O po6 foi escoado, com vibracéo
automatica, para um béquer em uma balanca e o tempo escoamento foi registrado
pelo equipamento. A velocidade de escoamento foi calculada utilizando a Equacéo
3:

Ve=m (Equacéo 3)

onde Ve corresponde a velocidade de escoamento, m a massa (em gramas) pesada
e t o tempo de escoamento em segundos. O experimento foi realizado para as
formulagbes 1, 2 e 3. Para analise dos resultados, adotou-se: com tempo de
escoamento menor que 10 segundos o pd apresenta 6timo escoamento ou fluidez;
em tempo entre 10 e 30 segundos, 0 po apresenta escoamento ou fluidez suficiente;
e com tempo maior que 30 segundos, 0 escoamento ndo é considerado satisfatorio
(Erweka GWF, Alemanha).

4.2.1.3 Fator de Hausner

As densidade aparente e a densidade compactada foram determinadas para cada

formulacédo para o célculo do Fator de Hausner.
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Cerca de 35 gramas (aproximadamente metade da capacidade da proveta) da
mistura de pos de cada fomulacdo foram pesados exatamente e transferidos para

uma proveta de 100 mL. O volume correspondente foi registrado (Vo).

A densidade aparente foi determinada de acordo com a Equacgéao 4.

da=m (9) (Equacao 4)
Vo (mL)

onde da é a densidade aparente, m a massa em gramas e Vy 0 volume inicial sem

compactacao.

A proveta foi acoplada ao equipamento e submetida a vibragdo por 2 minutos (ou
500 batidas). O volume foi registrado (V1). O pé tornou-se compactado devido ao
impacto da batida da proveta que fez com que o ar existente entre as particulas
fosse liberado promovendo a adesdo do material particulado. Na sequéncia o po6 foi
compactado por mais 2 minutos (totalizando 1000 batidas) e o volume final foi
registrado (V2). A diferenca entre V; e V, ndo deve ser superior a 2% em relacdo a
diferenca entre Vo e V3. Caso o valor encontrado seja > 2% o po deve ser submetido
a vibracdo por mais 6 minutos (ou 1500 batidas). A densidade compactada (dc) foi

calculada utilizando a Equagéo 5.

dc=m (9) (Equacéo 5)
V2 (mL)

onde dc é a densidade compactada, m a massa em gramas e V, o volume final em

mililitros.

Apos calculadas as densidades o Fator de Hausner (FH) foi determinado para cada
formulacdo (PRISTA et. al., 2002):

FH =dc (Equacéo 6)
da

onde dc é a densidade compactada e da a densidade aparente ou bruta.
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Segundo Prista et al.(2002), os materias cuja razdo de Hausner seja inferior a 1,25
sao facilmente compressiveis, enquanto 0s que apresentam valores superiores nao
possuem boas caracteristicas de compressibilidade. Os valores encontrados sao
classificados quanto as propriedades de fluidez conforme apresentado na Tabela 6
(EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2010).

4.2.1.4 indice de Compressibilidade

Utilizando-se as densidades calculadas, aparente (bruta) e de compactacdo, a
compressibilidade foi calculada pela seguinte equacdo (EUROPEAN
PHARMACORPEIA, 2010):

IC =dc —dax 100 (Equacéo 7)

dc
onde IC é o indice de compressibilidade, sendo o resultado expresso em
porcentagem. Os valores encontrados séo classificados conforme apresentado na
Tabela 6 (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2010).

Tabela 6 - Propriedades de fluidez de pos

IC FLUIDEZ FH
1-10 Excelente 1,00-1,11
11-15 Bom 1,12-1,18
16 - 20 Satisfatorio 1,19-1,25
21-25 Razoavel 1,26-1,34
26 - 31 Pobre 1,35-1,45
32-37 Muito pobre 1,46 — 1,59
> 38 Extremamente pobre > 1,60
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4.2.2 Método de obtencao dos comprimidos

4.2.2.1 Preparo da mistura de lactose com cloranfenicol

Para o preparo da mistura o cloranfenicol teve sua massa multiplicado por 1,15
como fator de correcéo (fc), (ou seja, 15% de acréscimo). O cloranfenicol e o azul
de bromofenol foram pesados e dissolvidos em &alcool absoluto. A solucdo foi
adicionada a lactose monohidratada. A massa formada foi transferida para a estufa e
mantida a cerca de 60 °C até secagem. Apds obtencdo de granulado seco, 0 mesmo
foi tamisado em tamis 40. Acondicionou-se em recipiente fechado apds identificacdo

e feito o armazenamento até o momento de pesagem.

4.2.2.2 Doseamento da mistura de lactose com cloranfenicol

A lactose com cloranfenicol foi pesada e solubilizada em cerca de 50 mL de agua
deionizada aquecida a 60 °C. Apés resfriamento a solugéo foi transferida para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com &gua deionizada. Em
seguida pipetou-se 5,00 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL sendo
o volume completado com &gua deionizada. A solucdo obtida resultou numa
concentracdo de cloranfenicol de 20 ug/mL, sendo a quantificacdo realizada por
espectrofotometria a 278 nm. O branco utilizado foi a Agua deionizada.

O teor de cloranfenicol na amostra foi calculado comparando com o padréo da

matéria prima conforme Equacao 8.

C amostra = A amostra x C padrao (Equacéo 8)

A padréo

onde “C amostra” corresponde a concentracdo de cloranfenicol na amostra em
pg/mL, “A amostra” a absorbancia da amostra, “C padrédo” a concentragéo do padrao
em pg/mL e “A padréo” a absorbancia do padrédo. O doseamento foi realizado em
trés porcdes da mistura de p6 (fundo, meio e superficie) em triplicata e calculado o
teor médio, o desvio padréo e o desvio padrao relativo para cada por¢cao e para o

namero total de leituras realizadas (n=9).
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4.2.2.3 Producdo dos comprimidos

Os comprimidos foram obtidos por compressdo direta. O processo pode ser
resumido nas seguintes etapas: pesagem, tamisagdo, mistura, lubrificacdo e

compressao.

A prensa rotativa ou compressora foi montada com 8 jogos de puncdes redondos

bicbncavos de 5 mm.

Os poés foram pesados, tamisados em tamis 40 e transferidos para um misturador
em V na ordem do componente de menor quantidade para o de maior quantidade.
Na sequéncia os pos foram misturados por 30 minutos na velocidade 3. Em seguida,
acrescentou-se o lauril sulfato de sddio e misturou-se por mais 10 minutos na
velocidade 3. A mistura foi transferida para o funil da compressora. No inicio da
compressao foram realizados ajustes de dose e pressao por meio de duas roldanas
na compressora para que os comprimidos obtidos tivessem peso médio de 80 mg +

7,5% e dureza maior que 3 Kgf.

Durante a producao foi realizado controle em processo de 30 em 30 minutos e
registrado o peso médio e dureza de 10 comprimidos e o tempo de desintegracao
individual de 10 comprimidos em 40 mL de agua a 8 °C.

Apos a finalizagéo da produgéo do lote de comprimidos foram retirados cerca de 100

comprimidos para realizacdo de testes de controle de qualidade.

4.2.3 Testes de controle de qualidade

4.2.3.1 Aspecto

Os comprimidos foram avaliados quanto a cor e integridade. Através de inspecéo
visual a cor observada deveria ser de cinza a azulado e o comprimidos deveriam
apresentar-se redondos, lisos, intactos e ndo apresentar rachaduras, ranhuras ou

rugosidade na superficie.
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4.2.3.2 Determinacdo do peso médio

Para determinacdo do peso médio 20 comprimidos foram pesados, individualmente,
em balanca analitica. Em seguida, a média aritmética e o desvio padrao foram
determinados. Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) comprimidos com peso

entre 80 e 250 mg devem apresentar limite de variagdo de, no maximo, + 7,5 %.

4.2.3.3 Determinacado da dureza

O teste foi realizado em durémetro utilizando 10 comprimidos aplicando forca
diametral até o ponto de quebra do comprimido. A média aritmética e o desvio
padrao foram calculados. Nenhuma unidade devia apresentar dureza inferior a 3 kgf
(BRASIL, 2010).

4.2.3.4 Determinacdo de espessura e diametro

A espessura e diametro de 10 comprimidos foram determinados com auxilio de um
paquimetro digital. Foram calculados a média aritmética e desvio padrdo. A
espessura do comprimido deve apresentar variacdo de + 5 % do valor padrdo 3,50
mm e o didmetro é determinado pelo tamanho do puncédo, 5 mm (BANKER &
ANDERSON, 2001).

4.2.3.5 Determinacao de friabilidade

Para determinacdo da friabilidade foram pesados com exatiddo 20 comprimidos. Os
comprimidos foram transferidos para o friabildmetro e a velocidade foi ajustada para
25 rotagdes por minuto por 4 minutos. Decorrido o prazo, qualquer residuo de po foi
removido da superficie dos comprimidos e os comprimidos foram pesados
novamente. Para passar no teste, nenhum comprimido podia, ao final do teste,
apresentar-se quebrado, lascado, rachado ou partido. S&o considerados aceitaveis

os comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5 % do seu peso (BRASIL, 2010).
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4.2.3.6 Determinacado do tempo de desintegracdo

Vinte frascos coletores foram mantidos em banho de gelo a 8 °C e preenchidos até a
altima marca do frasco (cerca de 40 mL) com agua deionizada. A a cada frasco foi
adicionado um comprimido e, em seguida, o crondmetro foi acionado. Os frascos
foram agitados manualmente para homogeneizacdo. O tempo de desintegracédo de
cada unidade foi registrado e, em seguida, calculou-se a média aritmética e o desvio

padréo.
O processo realizado desta forma visou simular a desintegracdo do comprimido no

leite refrigerado em coletor idéntico ao do teste feito em laboratoérios credenciados

da Rede Brasileira de Laboratorios de Controle de Qualidade do Leite.

4237 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por

espectrofotometria para quantificacdo de cloranfenicol na regido UV

O método de determinacéo de teor de cloranfenicol € uma adaptacdo do método da
monografia de capsulas de cloranfenicol (BRITISH, 2007) e, portanto, foi necessaria

a validagdo do método.

O método analitico para doseamento de cloranfenicol foi validado de acordo com as
especificacdes recomendadas na Resolucdo RE n° 889 de 29 de maio de 2003 da
Anvisa (BRASIL, 2003e). Os parametros de validagéo avaliados foram: linearidade,
seletividade, precisao (intra-dia e inter-dia), exatid&o, robustez.

4.2.3.7.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se curva analitica para o cloranfenicol a partir
de uma solucdo padrdo estoque. A faixa linear esta compreendida entre 20 % a
180% da concentracdo de trabalho de cloranfenicol (20 ug/mL). A curva analitica foi
construida realizando-se diluicdes de cada solucéo padrdo de trabalho, obtendo-se
nove concentracoes diferentes. O procedimento foi realizado em triplicata para cada

nivel de concentracao.
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Preparo da solucdo padrdo estoque: foi pesado, exatamente, cerca de 100 mg de
cloranfenicol e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL. Pipetou-se 10,00 mL
e completou-se o volume para 250 mL com &gua deionizada. Obteve-se uma

solucéo a 40 ug/mL.

Preparo das solugcbes 1 a 9: foram transferidos os volumes da solugcdo padrao
estoque, conforme especificado na Tabela 7, para baldo volumétrico de 10 mL com
auxilio de uma pipeta graduada de 10,00 mL. Completou-se o volume com agua

deionizada. Cada solucéo foi feita em triplicata.

Tabela 7 - Solugdes de 1 a 9 preparadas para a construcéo da curva analitica
de cloranfenicol.

Solucéao Concentracao Nivel de Solucao estoque

(ug /mL) Concentracao (%) (mL)
1 4,0 20 1,0
2 8,0 40 2,0
3 12,0 60 3,0
4 16,0 80 4,0
5* 20,0 100 5,0
6 24,0 120 6,0
7 28,0 140 7,0
8 32,0 160 8,0
9 36,0 180 9,0

*Concentracédo de trabalho

As medidas foram feitas em espectrofotdmetro de absorcédo na regido do UV no A
278 nm, imediatamente apos o preparo das solucdes, utilizando-se agua para ajuste

do zero.

Para verificacdo da linearidade do método foi avaliado o desvio padrao relativo

(DPR) entre os fatores de resposta (FR), a curva analitica, o coeficiente de
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correlacdo, o intercepto e a distribuicdo aleatéria dos residuos. O FR expressa a
relacdo existente entre a resposta (absorbancia) e a concentracdo, pela razao entre
as mesmas. Em uma curva analitica, os FR devem ser semelhantes entre si e
proximos do valor da inclinagdo da reta. Foi calculado o FR e DPR entre eles.
Recomenda-se que o DPR seja inferior a 5% (ASOCIACION, 2001)

4.2.3.7.2 Seletividade

Com o0 objetivo de avaliar possiveis interferéncias dos excipientes nas
determinacdes do teor de cloranfenicol em 278 nm, foram tracados os espectros de
absorcdo da solucdo placebo (comprimidos sem cloranfenicol); solugcdo dos
comprimidos de azidiol e solugdo de cloranfenicol. Realizou-se a leitura das

solucdes (n= 6) em 278 nm. Os espectros foram sobrepostos para verificacdo.

A concentracdo de 20 ug/mL foi selecionada em funcdo do doseamento ser

realizado a partir de uma solucao padrao de trabalho nesta concentracéo.

Preparo da solucédo placebo: pesaram-se, exatamente, cerca de dez comprimidos
placebos (peso médio cerca de 80 mg) e transferiu-se para erlenmeyer de 250 mL.
Adicionaram-se cerca de 50 mL de agua deionizada, dissolveram-se os comprimidos
em agua aquecida a 60 °C. Resfriou-se a solucdo resultante, transferiu-se
guantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
agua deionizada. Transferiram-se 5,00 mL para baldo volumétrico de 10 mL,

completou-se o volume com agua deionizada e homogeneizou-se.

Preparo da solugdo a partir dos comprimidos de azidiol: pesaram-se, exatamente,
cerca de dez comprimidos de azidiol e transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL.
Adicionaram-se cerca de 50 mL de agua deionizada, dissolveram-se os comprimidos
em agua aquecida a 60 °C. Resfriou-se a solucdo resultante, transferiu-se
guantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com

agua purificada. Transferiram-se 5,00 mL para baldo volumétrico de 10 mL,
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completou-se o volume com agua deionizada e homogeneizou-se, obtendo-se uma

solucédo a 20 pg/mL.

Preparo da solucdo de cloranfenicol: pesaram-se, exatamente, cerca de 100 mg de
cloranefenicol, dissolveu em agua aquecida a 60 °C. Resfriou-se a solucdo
resultante transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e adicionou-se agua
purificada para completar o volume. Transferiu-se 1,00 mL para baldo volumétrico de
50 mL, completou-se o volume com 0 mesmo solvente e homogeneizou-se obtendo
solucédo a 20 ug/mL. Registrou-se o espectro de absor¢do no UV, na faixa A 200
nm a 400 nm, subtraidos do espectro da agua. Os espectros foram sobrepostos

para comparacgao visual de interferéncia em 278 nm.

4.2.3.7.3 Precisao

Precisao intra-dia

A precisao intra - dia foi avaliada preparando-se seis solu¢des na concentracdo de
trabalho (20 pg/mL). As seis solugbes padréo foram preparadas conforme descrito

no tépico “preparo da solucéo de cloranfenicol” item 4.2.3.7.2.

As medidas foram feitas em espectrofotémetro de absorcédo na regido do UV no A
278 nm, imediatamente apos o preparo das solucdes, utilizando-se agua para ajuste

do zero.

Calculou-se a média e o DPR (n= 6). Recomenda-se que o valor de DPR seja
inferior a 2,00 % quando a repetitividade do método esta sendo avaliada
(GREEN,1996).
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Precisado inter-dia

A preciséao inter - dia foi determinada realizando-se 0 mesmo procedimento descrito
para precisao intra - dia para seis solugdes a 100 % da concentracao de trabalho,
em dias diferentes, por analistas diferentes. Foi calculada a média e o DPR

referentes as 12 leituras.

4.2.3.7.4 Exatidao

A exatiddo foi determinada pelo método do placebo contaminado, em que
quantidades conhecidas do padrédo séo adicionadas a mistura dos componentes da
formulacdo com o intuito de calcular a porcentagem de recuperagcdo do padréo.
Foram preparadas: uma solucado placebo e solucdes de cloranfenicol a 80 %, 100 %
e 120 % da concentracao de trabalho (20 ug/mL). Cada solucédo de cloranfenicol foi
preparada em triplicata. Apos acrescentar os volumes de solucéo placebo e solugéo
de cloranfenicol indicados na Tabela 8 completou-se o volume da solucao para 10

mL com agua deionizada.

Tabela 8 - Esquema de diluicdes para avaliar a exatiddo do método de doseamento de
cloranfenicol por espectrofotometria no UV.

Nivel de Volume de Volume solucéo de | Concentracao
concentracao solucéao placebo cloranfenicol (mL) obtida
(mL) (ng/mL)
80% 2,0 4,0 16
100% 2,5 5,0 20
120% 3,0 6,0 24

Preparo da solucdo placebo: o p6 em quantidade correspondente aquela de 10
pesos médios de comprimidos de placebo foi triturado em gral de vidro, pesado e
dissolvido em agua aquecida a 60 °C. Resfriou-se a solucéo resultante e completou-
se o0 volume com agua deionizada em baldo volumétrico de 100 mL. Pipetou-se 4,0
mL dessa solugéo e transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL. Completou-

se o0 volume com agua deionizada. Para que a solucéo placebo figue com a mesma
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guantidade de excipientes que solucdo de cloranfenicol de 16, 20 e 24 ug/mL
pipetou-se 2,0, 2,5 e 3,0 mL, respectivamente, da solugdo anteriormente obtida e

completou-se o volume com agua deionizada para 10 mL.

Preparo da solucdo de cloranfenicol: pesaram-se 100 mg de cloranfenicol e
solubilizou-se em 4gua aquecida a 60 °C. Resfriou-se e completou-se o volume com
agua deionizada para baldo volumétrico de 100 mL. Pipetou-se 4,0 mL da solucéo
obtida e completou-se o volume com &agua deionizada para 100 mL em balédo
volumétrico, obtendo-se uma solucdo 40 ug/mL. Pipetou-se os volumes indicados na
Tabela 8 e completou-se o volume com agua deionizada para um baldo volumétrico

de 10 mL. Realizou-se a leitura das amostras em 278 nm.
A recuperacao foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, utilizando-se a

Equacéo 9:

% Recuperacdo = Concentracdo meédia experimental x 100 (Equacéo 9)

Concentracéao tedrica

Segundo Green (1996), como critério de aceitacdo, a média de recuperacédo, em um
método analitico de doseamento, deve ser de 100 + 2%, ou seja, a recuperacao

deve estar compreendida na faixa de 98% a 102% em cada nivel.

4.2.3.7.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada preparando-se seis solugbes a 100% da
concentracdo de trabalho. As leituras de absorbancia foram medidas nos
espectrofotometros FEMTO 700 e Génesys 10 UV Thermo Electro Corporation.
Calculou-se 0o DPR entre os resultados de absorbancia obtidos a partir dos dois
equipamentos para a mesma solucdo. Recomenda-se que o DPR seja inferior a 2%
(GREEN, 1996).



59

Os resultados obtidos nas duas condi¢cdes foram comparados utilizando o teste t de
student para dados pareados (o = 0,05). O valor de t experimental foi calculado de

acordo com a Equacéao 10:

t experimental = dn (Equacéo 10)
Sd

onde d é a diferenca das médias entre os pares de valores, Vn é a raiz do nimero de

pares e Sd o desvio padrao da diferenca entre os pares.

4.2.3.8 Determinacao do teor de cloranfenicol

Dez comprimidos foram pesados exatamente. Em seguida os comprimidos foram
solubilizados em cerca de 50 mL de agua deionizada aquecida a 60 °C. Apos
resfriamento a solucédo foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completou
se 0 volume com agua deionizada. Pipetou-se 5,00 mL desta solucédo e transferiu-se
para baldo volumétrico de 10 mL. A leitura da solucdo foi feita em 278 nm em
espectrofotdmetro, usando solug¢éo placebo como branco. O processo foi realizado
em triplicata para as trés formulagdes e calculou-se a média aritmética, o desvio

padrao e o desvio padréo relativo.

O placebo foi preparado da mesma forma descrita acima com comprimidos sem

cloranfenicol.

4.2.3.9 Determinacdo de uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitarias foi avaliada pelo método de uniformidade de
conteudo (BRASIL, 2010). Determinou-se o teor individual de 10 unidades do
comprimido de azidiol para as trés formula¢des utilizando o método validado (secéo
4.2.3.7).
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Um comprimido foi solubilizado em cerca de 6 mL de dgua deionizada aquecida a 60
°C e, apos resfriamento, transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-
se 0 volume com agua deionizada. Pipetou-se 5,00 mL dessa solucdo para balédo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com agua deionizada. As leituras
das solucgdes foram realizadas a 278 nm em espectrofotdmetro. Foram calculados a

meédia, o desvio padrdo, o desvio padrao relativo e o valor de aceitagao.

O produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitarias se o Valor de
Aceitacdo (valor maximo permitido para o valor de aceitacdo) calculado para as 10
primeiras unidades testadas ndo é maior que L1, onde L1 é igual a 15 (BRASIL,
2010).

O valor de aceitacéo € calculado utilizando a Equacé&o 11:

VA = [M - X|+ks (Equacéo 11)

onde VA é o valor de aceitacdo, M € 100, X € a média dos conteudos individuais
expressa como porcentagem da quantidade declarada, k é a constante de
aceitabilidade e s o desvio padrdao da amostra.

Se n= 10 o valor de k é 2,4; se n=30, o valor de k = 2,0 (BRASIL, 2010).

Se o Valor de Aceitacao for maior que L1, testar mais 20 unidades e calcular o Valor
de Aceitacdo. O produto cumpre o teste de uniformidade de doses unitérias se o
Valor de Aceitacao final calculado para as 30 unidades testadas ndo é maior que L1
e a quantidade de componente ativo de nenhuma unidade individual € menor que (1
— L2 x 0,01)M ou maior que (1 + L2 x 0,01)M. L2 € o desvio maximo permitido para
cada unidade testada em relacédo ao valor de M utilizado nos calculos do valor de
aceitacdo. A menos que indicado de maneira diferente na monografia individual, L1
€ 15,0 e L2 é 25,0 (BRASIL, 2010).
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4.2.4 Interferéncia na medicdo da contagem bacteriana total para avaliacdo de

gualidade microbiolégica do leite

Quatro tipos de amostras foram analisadas no Laboratério de Controle de Qualidade
do Leite da Escola de Veterindria da UFMG, laboratério credenciado pela Rede

Brasileira de Laboratdérios de Controle da Qualidade do Leite.

As amostras foram comprimidos de azidiol com 3 desintegrantes diferentes: amido
glicolato de sodio, com croscarmelose sédica e com crospovidona. Uma amostra
com o comprimido sem desintegrante foi analisada para comparacéo da formulacéo

gue seria padronizada com a formulacéo inicial.

Ao frasco coletor de leite cheio até a ultima marca (40 mL) foi acrescentado um

comprimido de azidiol. As analises foram feitas em triplicata.

A contagem bacteriana total foi realizada em equipamento eletronico. No
equipamento, uma aliquota da amostra foi aspirada para uma das cavidades de um
carrossel circular em rotacdo, onde € aquecida a 50°C. Durante a rotacdo do
carrossel, a aliquota da amostra entra em contato com uma solucdo de incubacao
constituida por reagentes hidrolisantes tamponados, enzimas proteoliticas e
marcador fluorescente para lisar as células sométicas, solubilizar os glébulos de
gordura e as proteinas, tornar a parede bacteriana permeavel e corar o DNA.

O marcador fluorescente, a base de brometo de etidio, se liga rapida e
seletivamente na cadeia dupla do acido nucléico bacteriano. Durante a incubacao, a
mistura foi sonicada por meio de duas sondas ultra-sonicas, visando a quebra de
particulas interferentes, o rompimento de aglomerados bacterianos, melhorando a
detecgéo de bactérias individuais e a reduzindo a fluorescéncia de fundo. A seguir,
parte da mistura foi transferida para o citbmetro de fluxo, onde as bactérias sdo
alinhadas em um tubo capilar e expostas a um raio laser, com emissdo de
fluorescéncia do DNA corado com brometo de etidio. A fluorescéncia emitida €
coletada por receptores 6pticos, filtrada e captada por um foto-multiplicador.
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Os pulsos sdo, entdo, transformados em contagem individual de bactérias e,
finalmente, em UFC/mL, apds transformacao estatistica automéatica, baseada em
uma curva de calibracdo previamente elaborada (BENTLEY, 2002; LEITE, 2006).
Esta transformacgdo é necessaria em fungéo dos limites legais para CBT, previstos
pela IN 51, terem sido estabelecidos em UFC.

Os resultados obtidos para as formulacfes 1, 2 e 3 foram comparados por analise
de variancia (ANOVA) (p > 0,05). O comparativo da formulagédo padronizada com a
formulacdo anteriormente existente foi realizado pelo teste t de student para dados

pareados (a=0,05).

4.2.5 Comparacdo da formulacdo padronizada com a formulacao inicial

Antes de iniciar as atividades de pesquisa deste projeto, ja havia a proposta de uma
formulacdo do comprimido de azidiol sem desintegrante. Os resultados dos testes de
aspecto, peso médio, dureza, friabilidade, tempo de desintegracdo, teor,
uniformidade de conteddo e CBT foram comparados para demonstracdo do

aprimoramento da formulacdo desenvolvida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo pré-formulacao

No estudo de pré — formulagdo, as trés formulacbes preparadas a partir de
desintegrantes diferentes (amido glicolato sédico, croscarmelose sodica e
crospovidona), tiveram sua mistura de pOs caracterizados quanto ao tamanho de

particulas, a fluidez e capacidade de compressao.

5.1.1 Granulometria da mistura de p6s

A distribuicdo do tamanho de particulas (perfil granulométrico) das formulagdes 1, 2
e 3 foi calculada por meio da porcentagem de particulas retidas em cada malha

utilizada como ilustrado na Tabela 9 e Figura 13.

Tabela 9 - Porcentagem de pé retido em tamis de tamanho variado.

Formulacao 1 Formulacéo 2 Formulacéo 3

Tamis Peso (g) | % retida | Peso (g) | % retida | Peso (g) | % retida
710 6,41 25,85 8,82 35,78 10,68 43,01
425 3,70 14,89 5,99 24,34 8,33 33,56
250 10,27 41,38 7,29 29,57 5,44 21,93
150 4,01 16,19 2,35 9,54 0,26 1,05
75 0,37 1,50 0,18 0,73 0,08 0,32
Coletor 0,05 0,18 0,008 0,03 0,03 0,13

Foi observado que as trés formulagdes apresentam predominéncia de tamanho de
particulas acima de 250 um com 82,12%, 89,69%, 98,50% de retencédo para as
formulagbes 1, 2 e 3, respectivamente. A alta porcentagem de pds de tamanho
acima de 250 um indica facilidade de fluxo, pois a quantidade de po fino prejudica
muito o fluxo,
(STANIFORTH, 2005).

pelo fato das particulas mais finas serem mais coesivas
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Figura 13 - Perfil granulométrico das formulag@es testadas.

Também foi testada a mistura sem desintegrante (formulacdo 4) para avaliar a
influéncia deste adjuvante na fluidez do p6. O didmetro médio de cada formulacdo

pode ser observado na Tabela 10.

De acordo com (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JR., 2000; PRISTA et al., 2002) as
particulas com didmetro médios superiores a 420 um possuem melhor fluidez e,
como consequéncia, resultam em um preenchimento uniforme da matriz, facilitando

0 processo de compressao.

Entre as quatro formulacdes, a formulacdo 3 € que apresentou o diametro médio

mais elevado (Tabela 10).

Portanto, os resultados obtidos sugerem que a formulacdo 3 seria a mais adequada

para uso em processo de preparo de comprimido por compressao direta.
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Tabela 10 — Distribuicdo granulométrica da mistura de p6s das formulacdes testadas e da
formula sem desintegrante e o didmetro médio das particulas

Tami Malha Peso retido Malha Diametro
amis
Formulagéo () médiado | napeneira % média x Médio
m
" tamis inferior % (um)
710/425 567,5 3,70 20,13 11423,58
425/250 337,5 10,27 55,94 18879,11
F1 250/150 200 4,01 21,89 4377,86 349,10
150/75 1125 0,37 2,04 229,83
Somatoério 18,36 100,00 | 34910,38
210/425 5675 5,99 37,92 | 21518,93
425/250 | 3375 7,29 46,07 | 15550,01
F2 250/150 200 2,35 14,86 2972,56 401,70
150/75 1125 0,18 1,14 128,73
Somatério 15,82 100,00 | 40170,23
710/425 | 5675 8,33 59,03 | 33497,54
495/250 | 3375 5,44 38,56 | 13015,53
F3 250/150 200 0,26 1,85 369,85 | 46946
150/75 112,5 0,08 0,56 62,97
Somatério 14,11 100,00 | 46945,88
710/425 567,5 416 24,96 14165,37
425/250 337,5 11,76 70,55 | 23810,90
F4 250/150 200 0,62 3,71 741,63 388,05
150/75 1125 0,13 0,78 87,75
Somatorio 16,67 100,00 | 38805,65




66

5.1.2 Velocidade de escoamento, fator de Hausner e indice de

compressibilidade

Apés determinacdo da massa e dos volumes inicial e compactado da mistura de pos

de cada formulagéo calculou-se as densidades aparente e compactada (Tabela 11).

Tabela 11 - Massas, volumes, densidades aparente e compactada das misturas de pds das 3
formulacdes.

Massa
Formulacéao Vo(mL) [ Vi (mL) | V2 (mL) da (g/mL) |dc (g/mL)
pesada (g)
1 34,560 55 51 51 0,628 0,677
36,266 55 51 51 0,659 0,711
3 34,088 55 49 49 0,619 0,695

Os resultados dos testes de velocidade de escoamento, fator de Hausner e indice de

compressibilidade (IC) estdo apresentados na Tabela 12.

A verificacdo das caracteristicas de fluidez do pé baseando na analise de velocidade
de escoamento do p6 no funil com aro de 6 mm permitem afirmar que a mistura de
pos das trés formulacdes testadas apresentam fluidez suficiente. Entre os aros 6, 9 e
12 mm disponiveis, foi escolhido para a realizacdo do teste o aro de 6 mm que era o
mais proximo dos puncdes utilizados na producédo dos comprimidos (5 mm). Deste
modo, a simulacdo da velocidade em que o p6 alimenta a matriz da compressora na

producdo dos comprimidos de azidiol teve maior representatividade.

Como pode ser observado na Tabela 12 os resultados estdo de acordo com os da
avaliacdo da granulometria. A formulagéo 3, que apresentou o maior diametro médio
de particulas foi, como esperado, a que apresentou melhor fluidez. Quanto mais

rapido o tempo de escoamento, melhor é a fluidez da mistura de pés.
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Tabela 12 - Propriedades de fluidez e compressibilidade da
mistura de p6s das formulacdes testadas.

Tempo de
Formulacao
escoamento (seq) FH IC
1 17,44 1,08 7,23
2 19,94 1,08 7,31
3 14,79 1,12 10,93

Todas as formulagcbes apresentaram FH inferior a 1,25 indicando que séo facilmente
compressiveis. Os resultados de IC encontrados caracterizam a fluidez da mistura

de pds como excelente para as trés formulacgées.

No estudo de pré - formulacdo, apesar da formulagdo 3 apresentar diametro de
particula maior indicando melhor fluidez e compactacéo, nos parametros velocidade
de escoamento, FH e IC, as trés formulacfes apresentaram resultados satisfatorios
para compressao direta. Assim sendo foi necessaria a producdo dos comprimidos
das trés formulacdes para realizagéo dos testes de controle de qualidade do produto
acabado para selecionar a formulacéo a ser padronizada.

5.2 Doseamento de cloranfenicol na mistura de lactose com cloranfenicol

A producdo do granulo de lactose com cloranfenicol resulta em um aumento da
densidade compactada do pd, melhorando as propriedades de fluidez e
compactacdo e a distribuicdo uniforme do ativo em baixa dosagem com o0s

excipientes da formulag&o.

O doseamento da mistura de lactose com cloranfenicol foi realizado por
espectrofotometria por UV. O teor médio (h= 9) de cloranfenicol na mistura de
lactose com cloranfenicol foi 98,58 + 3,90 % dentro da faixa de aceitagao de 90 a
120%.
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A garantia dos padrdes de qualidade de teor de cloranfenicol na mistura de lactose

com cloranfenicol favorece a distribuicdo uniforme do principio ativo em baixa dose.

A uniformidade de conteddo inadequada pode levar a ineficacia do comprimido, no

caso de quantidade de ativo abaixo da dose declarada, ou pode causar efeitos

indesejaveis e/ou toxicos no caso de superdosagem (GENINA, et. al, 2010).

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados da andlise de teor de cloranfenicol

referente a amostras retiradas da superficie, meio e fundo do recipiente que

armazenava a mistura de lactose com cloranfenicol.

Tabela 13 - Teor de cloranfenicol em nove amostras da mistura de p6s.

Amostra Teor (%) Amostra Teor (%) Amostra Teor (%)
Supericie Meio Fundo

1 103,63 1 97,23 1 95,33
2 103,29 2 96,54 2 95,16
3 104,15 3 96,54 3 95,67
Teor médio 103,69 Teor médio 96,77 Teor médio 95,39
Desvio Padréo 0,44 Desvio Padréo 0,40 Desvio Padréo 0,26
DPR (%) 0,42 DPR (%) 0,41 DPR (%) 0,28

Observa-se homogeneidade da mistura de

porcbes de pd amostradas, 0 que garante

adequada.

5.3 Testes de Controle de Qualidade

lactose com cloranfenicol nas trés

que o ativo esta em concentracdo

Para padronizar uma das formulagbes foram realizados testes de controle de

qualidade e feita comparacao dos resultados encontrados.
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5.3.1 Aspecto

Os comprimidos das formulagbes desenvolvidas apresentaram-se com coloracao
uniforme de cinza a azulado, estavam integros, com formato redondo, lisos, intactos
e ndo apresentaram rachaduras, ranhuras ou rugosidades em sua superficie.
(Figura 12).

Figura 14 - Aspecto dos comprimidos das formulagdes 1, 2 e 3.

5.3.2 Anéalise dos parametros fisicos dos comprimidos

Os parametros fisicos dos comprimidos foram avaliados quanto ao peso médio,
dureza, espessura, diametro, friabilidade e tempo de desintegragéo (Tabela 14).

Tabela 14 - Resultados dos testes fisicos dos comprimidos das formulagdes 1, 2 e 3.

Testes Formulacdo 1 | Formulacéo 2 | Formulagéo 3
Peso Médio* (mg) 79+1,6 77+2,4 79+1,6
Aceitacdo: 74 a 86
Dureza* (Kgf) 3,35+ 0,24 3,30 £ 0,59 3,20 + 0,26
Aceitacdo: > 3
Espessura* (mm) 3,47 +£0,03 3,63 + 0,09 3,54 + 0,06
Aceitacdo: 3,33 a 3,68
Diametro* (mm) 5,02+0,01 5,04 £ 0,09 503+0,01
Friabilidade (%) 0,42 0,73 0,35
Aceitacdo: <1,5%
Tempo de desintetracao® | 1019+2,46 | 9,46+ 4,43 4,19 + 1,04
(min, seqg)

*o0s dados sdo mostrados com média = DP (n = 10 - 20)
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Os comprimidos das formulagbes desenvolvidas apresentaram variacdo de peso

dentro da faixa de aceitacao de + 7,5% (74 a 86 mg).

As formulacbes 1 e 3 atenderam a especificagcdo (BRASIL, 2010) com nenhuma
unidade com dureza inferior a 3,00 kgf. A formulacdo 2 apresentou uma unidade
abaixo de 3,00 kgf.

A variacdo de espessura e diametro das unidades testadas das trés formulacdes
apresentaram-se dentro da faixa de aceitacdo de + 5 % de espessura (BANKER &
ANDERSON, 2001). A formulacdo 2 apresentou maior variacdo de espessura
(+3,71%) e diametro (+0,80%) em relacdo as outras formulagbes. Comprimidos mais
altos que os demais podem apresentar dureza mais baixa, sendo mais friaveis e
porosos. Por este motivo, comprimidos de um mesmo lote devem apresentar
variacbes minimas de espessura. Quanto ao diametro, as trés formulacdes
apresentaram variagao aceitavel em relagdo ao tamanho de 5,00 mm determinado
pela matriz e puncgéo. O pior desempenho da formulacdo 2 poderia ser explicado
pela menor fluidez da mistura de pés (Tabela 12) e preenchimento irregular da

matriz.

Avaliando a friabilidade, as trés formulacbes desenvolvidas apresentaram
resisténcia mecanica aceitavel, com perda inferior a 1,5 % do seu peso (BRASIL,
2010).

Os comprimidos das formulagcbes desenvolvidas apresentaram tempo de

desintegracéo na seguinte ordem F3 < F2 < F1 (Tabela 14) .

Uma vez que a garantia da dissolucdo dos ativos do azidiol no leite séo
fundamentais para garantir a inibicdo da proliferacdo bacteriana, outros testes foram
realizados com o objetivo de diminuir o tempo de desintegracdo dos comprimidos.
Assim, foi produzido um lote da formulagdo 1 com peso médio menor (60 mg) que o
padrao de 80 mg. O objetivo deste teste foi avaliar se com menor porcentagem de

excipiente haveria diminuicdo do tempo de desintegracdo. No entanto, os resultados
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encontrados ndo foram satisfatérios, com tempo médio de desintegracdo bem maior

(22 minutos) quando comparados com os resultados motrados na Tabela 14.

Outro teste realizado foi dobrar a porcentagem de amido glicolato sédico da
formulagdo 1. O objetivo deste teste foi avaliar o impacto do aumento da
concentracdo de desintegrante. O tempo médio de desintegracdo de 14 minutos foi

insatisfatorio quando comparados com os resultados motrados na Tabela 14.

Resultado semelhante foi observado por Randale (2010): o aumento de
concentracdo de 8 para 12 % de amido glicolato sédico teve efeito negativo no
tempo de desintegracdo em comprimidos de cloridrato de metoclopramida. A alta
concentracdo do desintegrante levou a formacdo de uma barreira de gel viscoso que
dificultou a penetracdo de dgua no comprimido e a desintegracao do mesmo.

O desintegrante na formulacdo 3 também teve sua concentracdo aumentada em
cinco vezes para um novo teste. Entretanto, o tempo de desintegracdo encontrado
foi de 10 minutos.

Uma vez que é desejavel o menor tempo de desintegracéo possivel, a formulacdo 3

originalmente proposta obteve melhor desempenho.

5.3.3 Validacdo de método analitico por espectrofotometria no ultravioleta para

quantificacao de cloranfenicol em comprimidos de azidiol

5.3.3.1 Linearidade

A curva analitica para o cloranfenicol foi construida a partir de nove concentracdes
diferentes, cada uma em triplicata. A curva obtida mostrou relacdo linear entra as
concentracOes das solucdes e as medidas de absorbancia, na faixa de concentragao
de 4 a 36 pg /mL, que correspondem a faixa de 20 a 180 % da concentracdo de
trabalho. Na Tabela 15 estdo apresentados os valores de concentragdo, suas
respectivas medidas de absorbancia e fatores de resposta utilizados para a

avaliacao da linearidade.



Tabela 15 — valores de absorbancia e fator resposta da
faixa de concentracéo 4 a 36 pg/ml.

Concentragéo Nivel de
(ug /mL) Concentracdo (%) | Absorbancia FR

0,128 0,032

4 20 0,126 0,032
0,131 0,033

0,239 0,030

8 40 0,24 0,030
0,238 0,030

0,352 0,029

12 60 0,354 0,030
0,351 0,029

0,458 0,029

16 80 0,460 0,029
0,460 0,029

0,570 0,029

20 100 0,570 0,029
0,570 0,029

0,682 0,028

24 120 0,682 0,028
0,682 0,028

0,793 0,028

28 140 0,793 0,028
0,796 0,028

0,900 0,028

32 160 0,903 0,028
0,903 0,028

1,009 0,028

36 180 1,009 0,028
1,013 0,028

Média 0,029

DPR % 4,261

72
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Os valores dos fatores resposta calculados foram préximos entre si e o DPR foi
inferior a 5 % (4,26 %) indicando uma possivel linearidade (ASOCIACION..., 2001).

Na Figura 15 esta representada a curva analitica para determinacdo da
concentracdo de cloranfenicol por espectrofotometria de absorcdo no UV e a

equacdao da reta calculada por regressao linear.

vy =0,0276x + 00,0189
r=0,9999

1.2 4

0.8
0.6 +

Absorbancia

0.4 -
0.2 -

1] T T T T T T T T T !
s} 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Concentracdao (Ha/mL})

Figura 15 - Curva analitica (absorbancia vs concentragdo) de cloranfenicol na faixa 4 a 36

Hg/ml.

O valor do coeficiente de correlacdo encontrado foi de 0,9999, estando de acordo
com o minimo aceitdvel de 0,99 (BRASIL, 2003e). Portanto, ha indicios de
correlacdo entre as concentracdes de cloranfenicol e a absorbancia dentro da faixa
de trabalho avaliada (20 a 180 % de 20 pug/mL). O intercepto foi diferente de zero ao

nivel de significancia 5 % (p > 0,05).

A representacgdo dos residuos versus concentracdo de cloranfenicol permite verificar

a distribuicdo aleatdria dos pontos (Figura 16).

0,005
0.004 .
0.003 1+
0002 1 .
0.001 *
B 0 . *» & *
0001 ¢ o ¢

o o 10 P 30, 40
0003 + o

-0.004 ¢

Residuos

Cloranfenicol (pg/mL)

Figura 16 - Plotagem da distribuigdo dos residuos da curva analitica para o doseamento de
cloranfenicol por espectrofotometria de absorcéo a regido UV.

O método utilizado apresentou, portanto, linearidade.
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5.3.3.2 Seletividade

Na avaliacdo da seletividade do método espectrofotométrico, os espectros de
absorcdo em 278 nm das solucbes placebo, padrdo e de comprimidos de azidiol
(formulacdo 3) foram sobrepostos para comparacao (Figura 17). Adicionalmente foi
feita uma varredura na regido de 200 a 400 nm, mas na Figura 17 estdo

apresentados 0s espectros somente a partir de 240 nm para melhor visualizagéo.

1.2
1.0 5
—— Placehbo
L K 2T8nm — PadrZo

— Comprimido
0.6

[N

0.2

—

T ] ] T T DL ]
260 280 300 320 340 360 380

0.0 ==
400

Comprimento de onda (nmi

Figura 17 - Sobreposicdo dos espectros de absorgdo na regido UV, das solugbes do

placebo, de comprimidos de azidiol e de cloranfenicol na concentragcdo de 20 ug/mL, na faixa
240 a 400 nm.

Como pode ser observado na Figura 17 ndo h& banda de absorcgao significativa em
278 nm para o placebo (excipientes sem cloranfenicol). Nos espectros obtidos da
solugéao padréo de cloranfenicol e da solugdo do comprimido de azidol observou-se

pico maximo de absor¢cdo em 278 nm.

Na Tabela 16 estéo ilustrados os valores de absorbancia obtidos nos comprimentos
de onda proximos ao de absor¢do méaxima do cloranfenicol (276 a 280 nm).

Tabela 16 - valores de absorbancia
encontrados entre 276 e 280 nm.

A Placebo Padréo Comprimido
280 0.054 0.608 0.556
279 0.053 0.611 0.558
278 0.053 0.612 0.559
277 0.053 0.611 0.558
276 0.053 0.609 0.557
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De acordo com os dados apresentados acima pode-se considerar que O0sS
excipientes da formulacdo nao interferem na quantificacdo do farmaco e, que,

portanto, o método apresenta boa seletividade.

5.3.3.3 Precisao

5.3.3.2.1 Precisao intra-dia e inter-dia

A precisdo do método para doseamento de cloranfenicol por absor¢cdo no UV foi
determinada em dois dias consecutivos de andlises, obtendo-se os valores de
preciséo intra-dia e inter-dia (Tabela 17).

Tabela 17 - Precis&o intra-dia e precisio inter-dia para o método de doseamento de
cloranfenicol por espectrofotometria de absorcéo naregido UV.

Teor de Cloranfenicol (%)

Amostra Dial Dia 2

1 100,00 101,21

2 100,35 101,56

3 100,00 102,42

. 08,62 101,21

5 100,35 103,63

6 100,35 102,08
Média (%) 99,94 102,02
DPR (%) 0.20 0.61

Média inter dia = 100,98%
DPR inter dia = 1,31%

Os valores de DPR encontrados para precisao intra dia foram 0,20% e 0,61%, e inter
dia 1,31 %, respectivamente. Estes valores sao inferiores ao limite estabelecido de
DPR (2,00%), o que indica que o método apresenta precisao intra dia e inter dia
(GREEN, 1996).
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5.3.3.4 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo foi empregado o método do placebo contaminado. A
exatidao foi avaliada por meio da porcentagem de recuperacao do cloranfenicol nos
niveis 80 %, 100 % e 120 % da concentracao de trabalho (20 ug/mL), em triplicata
para cada nivel de concentracdo. Os valores de recuperacdo obtidos estdo

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Exatiddo do método de espectrofotometria de absorgéo na regido UV para
quantificacdo de cloranfenicol.

Nivel Recuperacgao (%) Média DPR (%)
100,07
100,07
0 L
80% 100,05 100,07 0,01
99,23
99,27
0 L
100% 99.24 99,25 0,02
98,73
98,74
0 L
120% 98.71 98,73 0,02
Recuperagdo média (%) 99,35
DPR% 0,67

De acordo com Green (1996), o critério de aceitacdo normalmente utilizado para
exatiddo de um método de doseamento é a recuperacdo compreendida entre 100 £
2 % em cada nivel de concentracdo. Os valores experimentais nos trés niveis de

concentracéo estdo compreendidos no intervalo especificado.
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5.3.3.5 Robustez

Os resultados referentes as determinacdes de cloranfenicol utilizando

espectrofotometros distintos estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados das absorbancias das solugdes de cloranfenicol
em equipamentos distintos para verificacdo da robustez do método.

Espectrofotdémetros
Solugdes FEMTO 700 Génesys 10 UV Thermo Electro
Corporation
1 0,572 0,582
2 0,558 0,594
3 0,573 0,587
4 0,582 0,588
5 0,567 0,589
6 0,577 0,573
Média 0,571 0,586
DPR % 1,45 1,24

O DPR para as leituras nos diferentes equipamentos foi inferior a 2 %. Os valores
obtidos nas duas condi¢cbes foram comparados utilizando o teste t de student para
dados pareados («=0,05). O valor t experimental (2,49) foi inferior ao valor tabelado
(2,57). Portanto, ndo houve diferenga nos valores obtidos entre as duas condi¢des e

0 método é robusto.

5.3.4 Determinacao de teor

Os resultados do doseamento dos comprimidos, de cada uma das formulacoes,

encontram-se descritos na Tabela 20.



78

Tabela 20 - Resultado do doseamento de cloranfenicol nas
trés formulagdes de comprimidos de azidiol.

Formulagdo Teor (%) DPR %
1* 116,38 £ 9,18 7,89
2* 108,59 £ 0,52 0,47
3* 97,29 + 2,09 2,14

*o0s dados sdo mostrados com média + DP (n = 20)

O teor médio de todas as formulacfes encontram-se dentro da faixa de aceitacdo de
90 a 120 % (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002).

O desvio padréo relativo obtido para as formulacdes 2 e 3 possuem valores baixos,
indicando baixo grau de dispersédo entre os comprimidos testados. A formulacdo 1
apresentou coeficiente de variagdo mais elevado indicando menor grau de

homogeneidade.

5.3.5 Determinacado de uniformidade de doses unitarias

Na Tabela 21 estdo apresentados os valores de teor de cloranfenicol obtidos na
avaliacdo da uniformidade de conteudo dos comprimidos de azidiol. Como pode ser
observado, apenas a formulagcdo 3 cumpre o teste de uniformidade de doses
unitarias porque o valor de aceitacdo calculado para as dez primeiras unidades
(14,14) ndo é maior que L1 (15), conforme especificado pela Farmacopéia Brasileira
(2010).
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Tabela 21 - Teores de cloranfenicol obtidos no teste de uniformidade de
contetudo dos comprimidos de azidiol, para as formulagdes 1,2 e 3.

Comprimido Teor F1 (%) | Teor F2 (%) | Teor F3 (%)

1 99,48 103,63 91,52

2 89,79 114,19 97,75

3 124,39 97,75 99,13

4 99,13 130,97 106,23

5 105,02 97,75 100,69

6 109,52 94,12 102,42

7 97,23 97,75 106,57

8 86,16 94,29 89,97

9 104,15 128,89 98,44

10 89,45 106,92 106,23
Média 100,43 106,63 99,90
Desvio Padréo 11,26 13,74 5,85
DPR% 11,22 12,89 5,85
VA 50,51 26,35 14,14

Por se tratar de um ativo de baixa dose foi necessario o0 estudo pormenorizado do
processo para que se conseguisse aprovacao no teste de uniformidade de conteudo.
Vérios artificios na analise do processo de producédo foram necessarios conforme

apresentado na Tabela 22.
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Tabela 22 - Andlise dainfluéncia do processo na uniformidade de contetdo (UC) dos
comprimidos de azidiol.

. _ Teor antes da Teor dos Uniformidade ~
Acéo Obijetivo ~ - , Conclusdes
compresséo comprimidos | de Contetdo
105,02
85,81 Teor dentro da
112,11 faixa, mas DPR
. . . 117,99 alto.
1
M'i;“rg‘irs /fj r?tc; fg € rﬁ‘ég's'zg%e Teor: 119,65% 111,30% 122,49 Reprovagdo na
POIS J proc DPR%: 16,82 | DPR%: 8,91 131.83 UC: 5 comprimidos
outra metade mistura ' )
131,31 fora e DPR maior
148,79 que 6%
102'60 (BRASIL, 1988)
DPR% 16,08
134,95
119,38 A granulometria da
ﬁigg lactose com
Triturar a lactose | . /Avaliara 139,73% ’ Cloranfenicol
. interferéncia da i i 149,83 interfere muito
com cloranfenicol . Teor: 155,27% DPR%: L
. granulometria . 107,27 sendo necessario
antes de misturar . DPR%: 11,36 11,66 .
. maior da lactose ' ' 120,59 ajustar o fc
aos outros pds : ' .
com cloranfenicol 104,84 aplicado
109.86 Reprovacdo na UC
117’65 (BRASIL, 1988)
DPR%:16,83
99,48
89,79
124,39
Diminuir o lote de 99,13 Teor fora da faixa
compr|m|dos de_ Avaliar se ha 123.06% 105,02 e U_C com 1
60 mil para 30mil aumento na DPR%: comprimido fora e
(48% da homogeneidade 0 390/0' 109,52 DPR maior que
capacidade do da mistura oo 97,23 6%
misturador) 86.16 (BRASIL, 1988)
104,15
89,45
DPR%:11,21
91,52
97,75
Triturar a lactose 99,13
com cloranfenicaol, 106,23
diminuir a Aumentar 100,69 ~
quantidade de po homogeneidade 97,29% 102,42 A(Fgg\fsgﬁ_o fggléc
para 48%da e aprovagao na DPR%: 2,14 106.57 ' '
. ' BRASIL, 2010)
capacidade do uc 89,97
misturador, fc para 98,44
1,10 106,23
DPR%: 5,85

VA: 14,14
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Como pode ser observado na Tabela 22, a aprovacao da formulagdo 3 somente foi
conseguida quando foi triturada a mistura de lactose com cloranfenicol antes de
acrescentar os outros componentes, o tamanho do lote de producédo (quantidade de
pd) ocupou 48% da capacidade do misturador em V e o fator de corre¢cdo do
cloranfenicol passou de 1,15 para 1,10.

5.4 Interferéncia das formula¢cdes na medi¢cdo da contagem bacteriana total
para avaliacdo de qualidade microbiolégica do leite

O objetivo deste estudo foi verificar a auséncia de interferéncia das formulactes
desenvolvidas na medicdo da contagem bacteriana total no leite por citometria de
fluxo. As amostras de leite tratadas ou ndo com as formulagbes foram em seguida

analisadas pelo método de citometria de fluxo para determinar a CBT em UFC/mL.

Tabela 23 — Resultado da contagem bacteriana total (UFC/mL x 10°) para as formulacées 1, 2

e 3.
Amostras F1 F2 F3
1 1,03 1,03 1,06
2 1,04 1,05 1,01
3 0,98 1,05 1,10
Média 1,02 + 3,20 1,04 +1,20 1,06 + 4,50
DPR (%) 3,20 1,10 4,30

Os resultados obtidos para as formulagdes 1, 2 e 3 foram comparados pelo teste
estatistico ANOVA. O valor F calculado (1,16) foi inferior ao tabelado (5,14) com p >
0,05. Portanto, ndo houve diferenga entre as médias dos valores de CBT obtidos das
amostras tratadas com as trés formulacdes. Vale ressaltar ainda que o valor obtido
com as amostras de leite tratadas com as trés formulagdes foi comparavel aquele
obtido com uma amostra de leite sem tratamento. Em todos os casos, o leite
analisado teve padréo de qualidade aceitavel por apresentar contagem bacteriana
total inferior a 1,0 x 10° UFC/mL (IN 51). Pode-se ent&o concluir que ha auséncia de
interferéncia das formulacdes desenvolvidas na medicdo da contagem bacteriana

total no leite por citometria de fluxo.
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5.5 Comparacéao da formulagdo padronizada com a formulacao inicial

Os resultados comparativos dos testes de controle de qualidade entre a formulacéo

original e a formulacdo 3, desenvolvida neste trabalho, estdo descritos na Tabela 24.

Os testes de dureza, friabilidade, uniformidade de conteludo da formulag&o inicial

encontram-se em desacordo com o0s critérios estabelecidos na Farmacopéia

Brasileira (2010).

Adicionalmente, o tempo de desintegracao da formulacéo inicial foi muito maior que

o da formula aprimorada. Quanto mais longo o tempo de dissolucdo do comprimido

na amostra maiores as chances de crescimento microbiano. Apesar do teor da

formulacéo inicial encontrar-se dentro da faixa de aceitacdo de 90 a 120% (BRITSH,
2007), o DPR% foi alto (11,9).

Os testes de aspecto, peso médio e contagem bacteriana total para as duas

formulagBes encontram-se dentro do critério de aceitacao.

Tabela 24 - Comparacéo da formulagéo original e formulag&o aprimorada.

Testes Férmula Inicial Férmula aprimorada
integros com coloracdo integros com coloracdo
Aspecto . . . .
uniforme de cinza a azulado | uniforme de cinza a azulado
Peso médio* (mg) 82+3 79+2
Dureza média* (kgf) 2,00+0,63 3,20+ 0,26
Friabilidade (%) 15,66 0,35
Tempo de desintegracao*
_ 53,20 + 19,00 4,19+ 1,04
(minutos, segundos)
Determinacao do teor* (%) 107,1 % + 11,9 97,3% +2,1
_ _ 84,9-151,6% 89,97 - 106,57
Uniformidade de conteudo*
+ 23,2 VA= 45,95 +585VA=14,14
CBT* (UFC/mL x 109 0,94 +4,00 1,06 +4,50

*o0s dados sdo mostrados com média + DP (n = 10 - 20)
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O comparativo das médias dos valores de CBT obtidas com a formulacéo
padronizada e a formulacdo anteriormente existente foi realizado pelo teste t de
student para dados pareados (a=0,05). O valor t experimental (2,22) foi inferior ao
tabelado (4,30). Portanto, verifica-se auséncia de interferéncia de ambas as
formulagbes na medicdo da contagem bacteriana total no leite por citometria de

fluxo.

Em suma, a comparacdo dos resultados obtidos demonstra que a formula
aprimorada apresenta parametros de qualidade superiores aos da formula existente

antes do inicio deste projeto.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacdo dos parametros de qualidade do comprimido de azidiol (e o
aprimoramento das suas caracteristicas) sdo de extrema relevancia para o controle

frequente da qualidade do leite por meio de andlises laboratoriais.

No presente trabalho foram avaliados desintegrantes diferentes (amido glicolato
sédico, croscarmelose sddica, crospovidona) quanto a influéncia nas caracteristicas

da formulagao de azidiol em comprimido.

O estudo de pré - formulacdo foi feito considerando os parametros de estudo da
granulometria, tempo de escoamento, fator de Hausner e indice de
compressibilidade. A partir da analise do didmetro de particula, a formulagdo
contendo crospovidona foi aquela que apresentou melhor fluidez e capacidade de
compactacado. Os demais testes qualificaram as trés formulacdes para o processo de

compressao.

Visto que o processo de compressao direta € um processo mais simples, e demanda
um menor numero de etapas, foi padronizada cada etapa para que este método seja

utilizado na producéo dos comprimidos.

O método analitico para o doseamento do cloranfenicol nos comprimidos de azidiol
cumpriu com as exigéncias de seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade e

robustez.

Os resultados dos ensaios de aspecto, espessura, diametro, peso médio, dureza,
friabilidade, tempo de desintegracdo a temperatura entre 2 e 8 °C, teor e
uniformidade de conteudo foram plenamente satisfatérios apenas para a formulacéo

contendo crospovidona, que foi entdo padronizada.

As trés formulacdes testadas ndo mostraram interferéncia na medi¢cao da contagem

bacteriana total em amostras de leite por citometria de fluxo.
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A formulagdo aprimorada apresentou parametros de qualidade superiores aos da
formulacdo inicial quanto a dureza, friabilidade, tempo de desintegracdo e

uniformidade de conteudo.

Portanto, houve melhoria em varias etapas do processo: controle da dureza em
processo, valores de espessura e diametro anteriormente ndo determinados,
validacdo do método de doseamento do cloranfenicol por espectrofotometria no UV,
estabelecimento de diluicbes e método para doseamento da mistura de lactose com
cloranfenicol e criagdo de planilhas em sistema informatizado para os célculos de
todos os testes de qualidade. A criacdo destas planilhas corrigiu erros de célculos e
agilizou o processo de liberacéo de resultados. O controle em processo passou a ser
realizado lote a lote, 0 que permite intervencdes que agregam maior facilidade no

processo de compresséo e garantem a qualidade do produto acabado.
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