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RESUMEN

Se estudio el grado de pureza a diferentes |otes de nitrof urazona sintetizados en €l
Instituto Cubano de Investigaciones de Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA)
mediante la combinacién de 3 técnicas analiticas: la cromatografia de placa delgada, 1a
cromatografia liquida de altaresolucion y la calorimetria diferencial de barrido. Se
obtuvieron resultados satisfactorios que permiten evaluar la calidad de los productosy
compararlos con productos competitivos a escala comercial con purezas entre el 98y
100 %
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Al primer derivado de la serie nitrofuranica que encontro aplicacion précticaen la
medicina como bactericida se le dio el nombre de nitrofurazona. Laforma terminada
mas utilizada es como topico hidrosoluble y se vende bgjo diferentes marcas (amifur,
furacin, chemofuran, furesol).»>

Su formula global es C;H:N.O.; presenta un peso molecular de 198,14 g/mol y su
composicion atdmicaes de C: 36,37 %, H: 3,05 %, N:28,28 %, O: 32,30 % siendo su
estructura quimica 2 la siguiente:

Estructura

En Cuba fue programada su produccion en un marco de 5 afios,*># a pesar de que ha
disminuido su consumo en € pais debido alaintroduccion en el mercado de la
sulfadiazina de plata.®

Este producto se presenta como un solido de agujas amarillas que descomponen entre
236y 240 °C, y oscurece después de una prolongada exposicion alaluz. Entre sus
aplicaciones presenta un amplio espectro de accion prolongada sobre la mayoria de las
bacterias que provocan infecciones sobre las superficies de lapiel y mucosas, |o que
facilitalacicratizacion de heridas y quemaduras a evitar la sobre infeccion bacterianay
dafio tisular.



Desde 1989, € Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de
Azucar (ICIDCA), desarroll6 una tecnol ogia de produccion de nitrofurazonat y sus
intermediarios’® que fue actualizada y recogida en un paquete tecnoldgico. Las
informaciones bibliogréficas y de patentes acopiadas en €l periodo 1982-2003 en una
busqueda realizada en el Chemical Abrstract Servicey el motor de busqueda SCIRUS
sobre el farmaco, esta recogida en un documento® contenido en el Dossier de esa
tecnologiay posteriormente se hizo una separata con lainformacion referidaalos
procedi mientos analiticos.

El objetivo del presente trabajo es hacer un andlisis de la pureza de los | otes producidos
y comparar |os resultados con los del principio activo comercia importado de Chinay
una muestra patrén entregada por la Empresa M édico Farmacéutica de Cuba para
anexar asi, al paguete tecnoldgico, los resultados de una serie de lotes de nitrofurazona
segun latecnol ogia propuesta. Estos deben contar con la calidad requerida con vistas a
una futura validacién segun las exigentes normas de |as Farmacopeas de Estados
Unidos e Inglaterra, de modo que puedan quedar homologados con |os andlogos que se
ofertan en el mercado internacional.

La cromatografia de placa delgada (TLC) haresultado ser un método sencillo y répido.
Como técnica analitica resulta de gran utilidad para establecer el control durante el
desarrollo de una sintesis y definir larelacién de componentes de una mezcla.*® Esta
técnica permiti6 identificar primero y cuantificar después con laayudade la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) el grado de pureza del producto,™
parametro este que comprobard mediante el auxilio de la calorimetria diferencia de
barrido (DSC), técnica termo analitica ampliamente utilizada en |a deteccion de
intermediarios e impurezas que puedan afectar la calidad del producto final.»>

METODOS

Lanitofurazona se sintetiza a partir de 5-nitrofurfural (698-63-5) y clorhidrato de
semicarbazida (563-41-7) con altos rendimientos. Su nombre quimico es 2-[(5 nitro-2-
furanyl) methylene]-hydrazinecarboxamide o 5- nitro-2-fural dehyde semicarbazone.

Se utilizaron como patrones, una muestra de nitofurazona suministrada por €

L aboratorio Farmacéutico “ Roberto Escudero” (RE) y un producto comercia chino.
Como muestras se estudiaron las sintetizadas en los laboratorios de Quimica Fina del
ICIDCA (lote 3, 5, 6 y nuevo).

Cromatografia de Placa Delgada (TLC)

Camaras: cubetas de vidrio 21x 21x 9 cm
Fase mdvil: etanol.metanol.agua (60.20.20)
Fase estacionaria polar: silicagel G-60
Revelador: P-dimetilaminobenzal dehido
Proceso cromatrogréfico: absorcion.
Disolvente: acetona

Placas de 20 x 20 cm

Se utiliz6 una técnica ascendente monodimencional con desarrollo simple. 14 Se pesd
en balanza analitica microanalitica 5 mg de muestray se disolvio en 1 mL de acetona



analitica para una concentracién de 5 mg/mL. Se aplicaron 5 pL por muestra. Se utilizo
unalampara Universal CAMAG con posibilidad de hacer observaciones de
fluorescenciade UV a 254y 366 nm.

HPLC

Se realiz6 un estudio de sensibilidad del sistema de manera que el pico principa en el
cromatrograma obtenido no fuese menor gque el 50 % a escala completa del registrador.
Se probaron distintos valores de rangos: 0,2; 0,1; 0,05y 0,02 arespuesta0,5, y se
concluyé gjustar el rango a0,02.

Se prepard la curva patron de nitrofurazona con 3 puntos a las concentraciones
siguientes. 0,00478; 0,00239; 0,00048 mg/mL. Se obtuvo un tiempo de retencion medio
de 2,75 min paran= 9y € coeficiente de correlacion fue de 0,999952.

Para utilizar el patron en HPLC se pesaron 1,025 mg de la nitrofurazonay se
disolvieron en 10 mL de lafase mévil. Después se realiz6 una posterior dilucion
tomandose de esta 0,5 mL en 10 mL de lafase movil. Posteriormente se filtro por filtro
dejeringuilla SO DISC de 0,45 um pararedizar lainyeccion a cromatégrafoy se
almaceno en frasco de color ambar. Para la preparacion de lafase movil se utilizo: agua
grado HPL C y acetonitrilo grado HPLC.

Los andlisis mediante HPL C se realizaron en un Welichrom Knauer, formando por una
bomba K-1001, un organizador de solventes K-1500 y un detector de arreglo de diodos
K-2800.

Se empled una fase mévil compuesta de acetonitrilo:agua (40:60), aun flujo de 1
mL/min, paralo gue se utilizd una columna Hypersil ODS (5 um, 25 x
0,4cm)TEKNOKROMA (No. de serie: C 25373); la deteccion se fijo aunalongitud de
onda de 310 nm.

DSC

Los registros del producto final fueron obtenidos a partir de un calorimetro diferencial
de barrido TA 4000, suizo delaMETTLER.

Se emplearon crisoles de aluminio en la evaluacion del punto de fusiony el grado de
pureza, con un rango de temperatura entre 30 y 400 °C a una velocidad de calentamiento
de 10 0 C/min tomando como masa 5 mg del producto analizado en régimen dinamico.
Parala evaluacion del grado de pureza a partir de la DSC se utiliz6 la ecuacion (1) de
Van/ t Off,** teniendo en cuenta la masa molecular del material estudiado y su
temperatura de fusion segun:

T=T,—-X,(RxT2AH) (1)

donde:

T.: temperatura de |la muestra en un instante dado.



T,: temperatura de fusion de la sustancia pura

X.: fraccion molar del segundo componente (impurezas)
R: constante de los gases(8,314 j/mol K)

AH; : calor molar de fusion del componente principal.
RESULTADOS

Se demuestra a partir de la caracterizacion fisico-quimicala eficiencia de la sintesis en
la obtencién de nitrofurazona.

L os resultados al canzados por TLC demuestran la eficiencia de estatécnicaalahorade
detectar a partir del valor de R, la presenciade impurezasy la presencia del producto de
interés, mostré |os mejores resultados en cuanto a pureza el lote 6. Estos, fueron
comparados con |los resultados obtenidos a partir de HPLC y se corroboraron los
criterios de pureza; el de mejor calidad resulté el lote antes mencionado.

L as técnicas de DSC demostraron que los valores de pureza son elevados y que €l
patrén chino tal y como se detecta por TLC y HPLC es el patrén de mejor pureza.

El estudio estadistico corroboralareproducibilidad y eficiencia de | as técnicas aplicadas
en este tipo de estudios.

DISCUSION

En nuestro estudio el comportamiento de elusion parala sustancia preparada estara dado
por los valores de Ri¢ que en el caso particular de la nitrofurazona esta asociado con un
valor calculado para el patron comercial de R ~ 0,8 en el sistema de solvente empleado.

Se procedi6 alaaplicacién de la muestras seguin latécnicade TLC, los cromatogramas
muestran |os valores de R, que aparecen reportados en latabla 1y lafigura 1.

Tabla 1. Resultados al canzados por TLC con sus R; calculados

| Muestras analizadas I Valor de R; calculado |
INitrofurazona patrén I 0,72 |
[Lote 3 de nitrofurazona || 0,77 |
|Lote 5 de nitrofurazona I 0,79 |
[Lote 6 de nitrofurazona I 0,80 |
[Lote nuevo || 0,80 |

|

[Patron comercial chino I 0,78
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Fig.1. TLC de nitrofurazona.

A 254 nm en UV, las muestras mostraron una mancha bien definida con una coloracion
violeta-oscuro. A 366 nm para todos |0s casos, aparece una mancha amarillo-naranja.
Los valores de R, reportados en latabla 1 y laausencia de trazas en las muestras
exceptuando el patrén NP, son evidencias de que € producto cumple con las
especificaciones de calidad requeridas como se reflgjaen lafiguraly en los datos que
se alcanzaron por HPLC y que aparecen reportados en latabla 2.

Tabla 2. Resultados del grado de pureza alcanzados por HPLC
paralas distintas muestras de nitrofurazona

| Muestras || Grado de pureza (%) |
INitrofurazona patrén (RE) I 93,73 |
[Lote 3 || 98,50 |
[Lote 5 || 99,20 |
lLote 6 I 99,50 |
[Lote nuevo || 99,20 |
[Patrén comercial chino I 98,80 |

Fig. 2. Comportamiento de las muestras durante 5 dias a partir de losvaloresde R; .

L os valores al canzados demuestran la calidad del producto obtenido a partir de la
sintesisrealizadaen €l ICIDCA paralos diferentes |otes; €l lote 6 fue €l de mejor
comportamiento en cuanto a grado de pureza. Coincide en todos |os métodos aplicados
gue el menor valor de pureza reportado corresponde a patron aportado por €
laboratorio “Roberto Escudero”; el patron comercia chino fue el méasindicado atomar
como referencia.



Mediante HPL C se realiz6 un estudio de la pureza del patron NPy se obtuvo un valor
promedio de 93,73 %, lo cua se explica por la presencia de una traza detectadaen TLC
14 asociada con un valor de R~0,24.

Los andlisis de las muestras estudiadas aportaron |os resultados reportados en la tabla 2.

L os valores al canzados demuestran la calidad del producto obtenido a partir dela
sintesisrealizadaen € ICIDCA paralos diferentes |otes; € lote 6 fue €l de mejor
comportamiento en cuanto a grado de pureza. Coincide en este caso que €l valor mas
bajo de pureza corresponde al patrén aportado por el Laboratorio “ Roberto Escudero”;
nuevamente €l patron comercial chino fue e mésindicado como referencia.

L os resultados de pureza alcanzados después del andlisis de |os termogramas por DSC
en un intervalo de temperatura entre 237,2 y 238,5 °C aparecen en latabla 3.

Tabla 3. Resultados de grados de purezas a canzados para cada muestras por DSC

| Muestras Il Grado de pureza (%) |
INitrofurazona patrén [l 94,5 |
lLote 3 I 98,6 ]
|Lote 5 [| 99,25 |
[Lote 6 [l 99,55 |
[Lote nuevo I 99,20 |
[Patrén comercial chino [| 98,9 |
— —
T e [s

Fig. 3. Comparacioén de lastécnicas HPLC y DSC.

Unavez mas pudo corroborarse que €l lote 6 resulta ser el de mejor calidad en términos
de purezasy que € patron aportado por €l Laboratorio Farmacéutico “Roberto
Escudero” presenta algunas impurezas muy probablemente eliminables mediante un
proceso de recristalizacion de la muestra. Nétese que para las 3 técnicas aplicadas
(TLC, HPLC y DSC), esta muestra mostro el valor més bajo reportado en cuanto a
pureza. Cabe destacar que paralas muestras sintetizadas en el ICIDCA los valores del
grado de purezas se mantuvieron paralas 3 técnicas dentro de un intervalo entre 98,5 y
99,2 %, tal y como se reportaen lastablas 2 y 3, aunque puede llegarse aun criterio
semejante tomando en cuenta los valores de R reportados en latabla 1.

Un andlisis estadistico de | os resultados al canzados permite llegar a conclusiones muy
favorables en relacion con e método de trabajo empleado con las muestrasy con las



técnicas aplicadas para € estudio. A continuacion se muestra el comportamiento de las
muestras objeto de estudio analizadas durante 5 dias consecutivos, tabla 4, figura 2
(indican |las tendencias que siguen las muestras).

Tabla4. Resultados de R f acanzados durante 5 dias consecutivos a aplicar TLC

| Muestras ||Rf1||Rf2||Rf3||Rf4||Rf5|/Media|| DE || CV (%) |
INitrofurazona patrén Il0,71](0,72]/0,72][0,73](0,72]| 0,72 |/0,0070|| 0,97 |
|Lote 3 Il0,76/(0,77]|0,77//0,77]||0,77|/ 0,768 | 0, || o0, |
|Lote 5 Il0,79]|0,80]/0,78//0,79/(0,79]| 0,79 |/0,0070|| 0,89 |
[Lote 6 |[0,80/(0,80]/0,80//0,79/(0,79]/ 0,796 || 0,0054 || 0,68 |
|Lote nuevo 1/0,80/(0,80//0,79//0,79/(0,80|/ 0,796 || 0,0054 || 0,68 |
[Patr6n comercial chino  |/0,78//0,78//0,78/(0,78]/0,77|/ 0,778 || 0,0044 || 0,56 |

En este caso para describir e comportamiento de valores de R; vs dia, se llamaran:

Muestra 1: alanitrofurazona patron (RE).
Muestra 2: a lote 3

Muestra 3: a lote 5

Muestra 4: a lote 6

Muestra 5: a lote nuevo

Muestra 6: patron comercial chino.

Observando la distribucion de las muestras en funcién de los diasy los valores de R,
asociados con €llas, se puede apreciar un comportamiento muy similar. Se destacan la
muestra 1 por tener valores de R inferiores a resto. Tomando estos criterios, se puede
concluir que nuestros resultados presentan una aceptable reproducibilidad al variar los
dias de experimentacion.”

Si se establece una comparacion de | os resultados al canzados empleando como técnicas
HPLC y DSC durante 5 dias consecutivos se llega a los valores que aparecen en las
tablas5y 6.

Tabla 5. Resultados de purezas (%P) al canzados durante 5 dias consecutivos por HPLC

| Muestras [|% P 1](% P 2||% P 3|(% P 4||% P 5||Media|| DE ||/CV (%)
INirofurazonat patrén  |93,72|93,73|(93,73|/93,60/|93,66/(93,688|/0,0572|| 0,06 |
[Lote 3 ||98,.51//98,501|98,50||98,50|/98,51/98,504/(0,0055|| 0,01 |
lLote 5 199,201/99,191(99,19/(99,20]/99,201(99,196/(0,0055| 0,01 |
lLote 6 || 99,51/ 99,51/ 99,5(/99,5(/995]/ 995 | 0o || o |
[Lote nuevo 1[99,20/(99,201(99,18/(99,19]/99,20/(99,194/(0,0089|| 0,01 |

[Patrén comercial chino ||98,79/98,80(98,80/98,80//98,80//98,798/(0,0044|| 0,004 |

Tabla 6. Resultados de purezas alcanzados a partir de los termogramas por DSC para
una misma muestra durante 5 dias

| Muestras ||%P 1|/%P 2|[%P 3|{%P 4||%P 5|| Media|| DE ||CV (%)]
INitrofurazona patréon || 94,5 |(94,27//94,46|(94,50|/94,48|(94,442((0,0976/| 0,10 |




lLote 3 |l98,52|/98,57|| 98,6 ||98,57|| 98,6 |(98,572/(0,0327|| 0,03 |

|Lote 5 ||99,25(/99,28|(99,25|(99,28|(99,25|(99,262|(0,0164|| 0,02 |
lLote 6 |[99,56/(99,56/(99,57/(99,54/(99,57|| 99,56 |/0,0122|| 0,01 |
|Lote nuevo |199,20(/99,22/(99,20/(99,20/(99,23|| 99,21 ||0,0141|| 0,01 |

[Patr6n comercial chino |/98,901(98,90//98,89//98,90|/98,90|(98,898|(0,0044|| 0,004 |

Deigual formano se aprecian diferencias significativas en los valores reportados en la
tabla 5.

Si selograrelacionar estos resultados (HPLC y DSC) en lafigura 3, se podra conocer €l
comportamiento que siguen las muestras a partir de las potencialidades de ambas
técnicas de andlisis.

En lafigura 3 se observa que las 2 cgjas de bigotes correspondientes a cada técnica
analitica son muy similares. Ambas presentan |la mediana desplazada hacia la cota
superior, por lo que se llega ala conclusién de que los resultados no difieren
significativamente. Los valores al canzados por DSC muestran una variedad un poco
menor.

En conclusion, |as técnicas analiticas utilizadas (TLC, HPLC y DSC) resultan de gran
utilidad ala hora de evaluar el grado de pureza de un producto terminado. El lote 6 de
nitrofurazona alcanzo valores de pureza superiores al resto de los productos eval uados,
los que son competitivos con el valor establecido a escala comercial. Los resultados
alcanzados permiten dar criterios acerca de la reproducibilidad de las técnicas utilizadas
en nuestros estudios. En andlisis de productos terminados suelen darse como buenos los
coeficientes de variacion inferiores a 4-5 % en el ensayo de reproducibilidad, por lo
que el resultado de los métodos eval uados puede considerarse satisfactorio.

SUMMARY

Study of the purity degree of Nitrofurazone obtained from a Cuban sugar cane industry
byproduct

The purity degree of different Nitrofurazone batches synthetized in ICIDCA was
studied using combination of three analytical techniques: the Thin Layer
Chromatography (TLC), High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and
Differential Scanning Calorimetry (DSC). Positive results were obtained that permit to
evaluate quality of products and to compare them with competitive products at a market
scale with 98 and 100 % purity degree.

Key words: Purity degree, Nitrofurazone, Differential Scanning Calorimetry.
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