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RESUMO

O processo de validacao visa a qualidade e funcionalidade de um método de analise
a ser desenvolvido, empregando parametros que comprovem que O mMesmo Seja
apropriado. O trabalho teve como objetivo desenvolver e validar metodologia analitica
para determinagdo quantitativa de sulfametoxazol matéria-prima, eficiente
antimicrobiano, muito utilizado na pratica clinica em associacdo a trimetoprima. O
método foi desenvolvido empregando espectrofotometria de absorcdo na regido do
ultravioleta, no comprimento de onda de 257NM, empregando hidroxido de sédio 0,1M
como solvente e concentracdo do farmaco de 10ug/ml. O método foi validado de
acordo com as exigéncias da Resolugdo n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, verificando linearidade, precisao, robustez, especificidade e exatiddao. Os
resultados obtidos demonstraram que a metodologia de doseamento desenvolvida foi
linear, precisa, exata e robusta, sendo a exatiddo comprovada por comparagéo ao
método oficial, descrito pela Farmacopeia Brasileira. O método apresentou
especificidade limitada em funcdo de deslocamento hipsocrémico da absorcdo do
farmaco.

Palavras-chave: Controle de qualidade. Analise quantitativa. Espectrofotometria
ultravioleta.

VALIDATION OF AN UV SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR
SULFAMETOXAZOLE RAW MATERIAL

ABSTRACT

The validation process aims at the quality and functionality of an analysis method to
be developed, using parameters that prove that it is appropriate. The aim of this work
was to develop and validate an analytical methodology for the quantitative
determination of sulfamethoxazole raw material, an antimicrobial widely used. The
method was developed using ultraviolet absorption spectrophotometry at 257nm using
0.1M sodium hydroxide as solvent and 10ug/ml drug concentration. The method was
validated according to the requirements of Resolution 899 of the National Health
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Surveillance Agency, verifying linearity, precision, robustness, specificity and accuracy.
The results demonstrated that the developed methodology was linear, precise,
accurate and robust. The accuracy verified by comparison to the official method,
described by the Brazilian Pharmacopoeia. The method showed limited specificity as
a function of the hypsochromic shift of the drug absorption.

Key-words: Quality control. Quantitative analysis. Ultraviolet spectrophotometry.

1 INTRODUGAO

O desenvolvimento e validagcdo de métodos, para analise quantitativa de
farmacos, requer o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das substancias,
selecao das melhores condi¢cdes de analise e otimizacdo dos processos de extragao
(SANTOS et al., 2011). A validagdo de uma metodologia garante a qualidade e a
funcionalidade do método, uma vez que ha inumeros fatores que podem interferir nos
resultados (VALENTIN; SOMMER; MATIOLI, 2004).

A Resolugédo n° 899 (ANVISA, 2003) determina que a validacdo deva
comprovar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, assegurando
confiabilidade aos resultados; esses revelados por meio de especificidade,
linearidade, exatidao, precisao e robustez, parametros fundamentais para garantir o
controle de qualidade do farmaco.

As sulfonamidas sdo um grupo de antibacterianos, constituido por diferentes
substancias. Algumas sulfas sao utilizadas em associagao a outros farmacos, em prol
de acao farmacologica melhorada, como no caso da sulfametoxazol (SMX) e
trimetropima (BORGES et al., 2005). O SMX (Figura 1) pertence ao grupo das
sulfonamidas e é absorvido e excretado rapidamente (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012).

Figura 1 — Estrutura quimica do sulfametoxazol. 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil) benzenosulfonamida
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Fonte: Brunton; Chabner; Knollimann (2012).

Na literatura, foram encontrados diferentes métodos para analise quantitativa
do SMX matéria-prima, como titulacdo por diazotacdo (BRASIL, 2010, USP, 2009),
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titulacao potenciométrica (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2005), espectrofotometria
derivada (FAN et al., 2003), espectrofluorimetria (BLANCO et al.,1999) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (NEVADO; PENALVO; BERNARDO, 2001,
CRUZ et al.,, 2010), entretanto um método simples e rapido, empregando
espectrofotometria na regiao do ultravioleta, nao foi encontrado.

Considerando o exposto, o objetivo do trabalho foi desenvolver um método
espectrofotométrico de absorgao na regido do ultravioleta para analise quantitativa de
sulfametoxazol matéria-prima e comprovar, através da analise experimental, que a
metodologia € adequada. Para tanto, o método foi validado conforme os critérios
dispostos na Resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003).

2 MATERIAL E METODOS

A matéria-prima sulfametoxazol (teor 100,45%) foi gentilmente cedida pela Prati
Donaduzzi Industria Farmacéutica (Toledo, Brasil). Os equipamentos e instrumentos
utilizados foram balanga analitica (Gehaka, AG-200), determinador de ponto de fusao
(Gehaka, PF-1500), espectrofotdbmetro de absorcdo na regido do ultravioleta
(FemtoCirrus 80) e espectrofotdbmetro na regido do infravermelho (Bomem MB-100).

Para caracterizar a matéria-prima foram realizados ensaios avaliando
caracteristicas fisico-quimicas, como solubilidade e determinagao do ponto de fusao
e ensaios de identificacdo empregando espectrofotometria na regiao do infravermelho
e do ultravioleta. Para o doseamento do farmaco foi empregada titulagdo por
diazotagao, para tanto, a matéria-prima foi previamente diluida em acido acético
glacial, acido cloridrico e agua, resfriada a 15 °C e titulada com nitrito de sédio 0,1M,
previamente padronizado (BRASIL, 2010).

2.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DA METODOLOGIA

Inicialmente, foram pesados 25mg de SMX matéria-prima em baldo volumétrico
de 25ml e o volume completado com NaOH 0,1M. Aliquotas de 1mL foram
adicionadas em baldes volumétricos de 100mLe o volume ajustado com o mesmo
diluente. Fez-se espectro de varredura entre 200 e 400 NM, a fim de verificar o
comprimento de onda de maior absorcédo do farmaco. Foi utilizado solugao de NaOH
0,1M como branco.

Para demonstrar a adequacdo do método, o mesmo foi validado conforme a
Resolugdo n° 899 (ANVISA, 2003), categoria | “Testes quantitativos para a
determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas”,
avaliando os seguintes parametros: especificidade, linearidade, intervalo, precisao
intra-dia e inter-dias, exatidao e robustez.
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2.1.1 Linearidade

Inicialmente, foram preparadas solugdes com concentracdo de 1mg/mL,
utilizando solugdo de NaOH 0,1M como diluente. Aliquotas de 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e
12,0mL dessas solugdes foram transferidas para baldes volumétricos de 100mL. Nova
diluicdo foi realizada, afim de obter concentragdes finais de 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e
12,0pg/mL.

Cada solucao foi preparada em triplicata sendo realizadas trés leituras de cada
amostra. A curva padrao foi obtida a partir dos valores das absorvancias em relagéo a
concentracdo, analisando cinco pontos da curva. A linearidade foi determinada por
analise de regressao linear, obtendo-se equacgéao da reta e o coeficiente de correlagao.
Os resultados obtidos foram analisados através de analise de variancia (ANOVA).

2.1.2 Precisao

A preciséo intra-dias foi determinada pela analise de seis amostras individuais,
na concentragao de 8,0ug/mL. Aprecisao inter-dias foi avaliada em trés diferentes
dias, por dois analistas diferentes. As solu¢cdes foram preparadas em ftriplicata e a
leitura das solugdes foi realizada em espectrofotdmetro de absorgcdo no ultravioleta
com comprimento de onda de 257nm. Foi empregado NaOH 0,1M como branco e o
desvio-padrao relativo (DPR) foi calculado apoés as leituras.

2.1.3 Exatidao

Através da comparagao dos resultados, obtidos na determinagédo da precisao
do método, com a técnica de titulacdo por diazotacdo descrita nas Farmacopeias
Brasileira e Americana (BRASIL, 2010, USP, 2009), a exatiddo do método foi
determinada.

2.1.4. Especificidade

A especificidade foi avaliada por meio de teste de degradagao forcada em
solugdes de SMX, que foram expostas a degradacgao por hidrélise acida (exposigao
ao HCI 1M na proporgéo 1:5 (v/v)) e alcalina (exposigdo ao NaOH 1M na proporgéo
1:5 (v/v)), por 10 horas (LUPI, 2006). Para tanto, foram preparadas trés solugdes do
farmaco com concentragao de 400,0ug/mL. Aliquotas de 2mL dessas solugdes foram
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acrescidas de 8mL das solug¢des de degradacao e apds 10 horas de exposigao, as
concentragdes foram diluidas a 8,0ug/mL com NaOH 0,1M e o espectro de varredura
foi tragado.

2.1.5. Robustez

O teste de robustez, para analises espectrofotométricas, pode ser avaliado
segundo variagbes de pH da solugédo, temperatura ou diferentes fabricantes de
solventes. O ensaio foi realizado, a partir de pequenas variagbes de temperatura,
submetendo a solugéo de 8,0pg/mL de SMX matéria-prima ao resfriamento a 10°C,
em geladeira e aquecimento a 36°C, em placa de aquecimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios realizados caracterizaram e comprovaram a identidade e pureza da
amostra de sulfametoxazol matéria-prima, pois suas caracteristicas estavam de
acordo com as descritas na Farmacopeia Brasileira (Tabela 1) (BRASIL, 2010).

Tabela 1 — Resultados dos ensaios de caracterizagdo de sulfametoxazol matéria-prima.

Ensaios Resultados Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010)
Descricao P6 Branco P¢ cristalino branco ou quase branco
Solubilidade Insoluvel em H20 e Insoluvel em H20 e ligeiramente soluvel em
soluvel em NaOH NaOH
Ponto de fusao 171,1 °C Entre 168,0e 172,0°C
Titulagdo por diazotacéo 100,45% Entre 99,00 e 101,00%

A técnica espectrofotométrica na regidao do infravermelho mostra-se bastante
util na identificacdo de farmacos. A Tabela 2 apresenta as bandas de absorcdo
encontradas para o sulfametoxazol e suas atribuicées (SILVERSTEIN, WEBSTER,
KIEMLE, 2007), confirmando a identidade da matéria-prima.
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Tabela 2 — Frequéncia de absorgéo das principais bandas no infravermelho e suas respectivas
atribuicoes para sulfametoxazol matéria-prima.

Comprimento Atribuicdes (SILVERSTEIN, WEBSTER,

de onda (cm) Grupos funcionais KIEMLE, 2007)
3070 a 3500 Anina Aminas primarias aromaticas: ~ 3.400
800 a 860 Anel benzeno Anéis para-substituidos
1140 a 1200 Sulfonamida Deformacao axial assimétrica
1350 a 1560 Isoxazol Deformacao axial assimétrica
1370 a 1390 Metil Deformacao angular

A Figura 2 apresenta o espectro de varredura obtido para SMX matéria-prima
na concentragdo de 10ug/mL em NaOH. Observa-se o comprimento de onda de
absorcdo maxima em 257 nm. A técnina de espectrofotometria na regido do
ultravioleta € util no controle de qualidade de produtos farmacéuticos, pois a maioria
dos medicamentos absorve energia na regido do ultravioleta, os resultados podem ser
obtidos rapidamente, a analise € simples e podem ser utilizados menos solventes,
tornando isso valioso na analise de rotina (ICH, 1997).

Figura 2 — Espectro de varredura em espectrofotdbmetro de absorg¢éo no ultravioleta (Femto — Cirrus
80) de sulfametoxazol matéria-prima solugéo a 10 yg/mL, empregando NaOH 0,1M como diluente.
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Alinearidade do método foi determinada para garantir que os resultados obtidos
estao diretamente proporcionais a concentracao do analito, dentro de uma dada faixa
(BERGANO, 2013). O grafico construido, plotando os dados de concentragéo versus
absorvancia (Figura 3), demonstrou proporcionalidade entre os dois fatores. Os
resultados foram obtidos por meio da média de trés curvas padrao e demonstram boa
correlagcao no intervalo das concentracbes estudadas.
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A equacéo da reta obtida, a partir do estudo de regresséo linear, foi y = 0,0654x
- 0,0015 e o coeficiente de correlagao calculado foi 0,9979, considerado aceito pelo
critério da resolugdo RE n° 899 (ANVISA, 2003), que especifica minimo de 0,99. A
ANOVA dos resultados indicou que a curva padrdo apresentou regressao linear
significativa e desvio da linearidade nao significativo.

O método também demonstrou-se preciso. A precisao foi determinada pela
analise do DPR entre as amostras. Segundo os dados da Tabela 3, verificou-se DPRs
intra-dias de 2,87%, 2,55% e 3,09% e inter-dias de 1,15%, todos inferiores a 5%, valor
descrito na RE n°® 899 (ANVISA, 2003). A precisdo do método expressa o grau de
disperséo e avalia a proximidade dos resultados, obtidos em uma série de medidas,
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003, BRAGA, 2010).

Figura 3 — Representagéo grafica da curva padrao de sulfametoxazol, obtida por meio de
espectrofotometria na regido no ultravioleta com comprimento de onda de 257 nm.
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Tabela 3 — Resultados obtidos em diferentes amostras de sulfametoxazol matéria-prima, através de
espectrofotometria na regido ultravioleta, para avaliacdo da preciséo intra-dias e inter-dias. Média dos
teores obtidos e DPRs. Concentracdo tedrica de 8ug/mL.

Teor (%) das solugées de SMX Intra-dia(%) | DPR* (%)
Dia IA1 101,88 94,46 97,37 101,25 99,55 96,89 98,57 2,87
Dia lIA* | 101,71 97,78 103,40 98,03 103,56 99,73 100,70 2,55
Dia 12 | 97,68 99,49 102,20 96,34 104,63 101,94 100,38 3,09
Teor médio inter-dias (%) 99,88
DPR 1,15

Al Analista 1, A2 Analista 2, *DPR: Desvio Padrao Relativo.

As médias dos teores obtidos pelos dois métodos realizados estao descritos na
Tabela 4. Para comprovar a exatiddo do método em desenvolvimento, foi realizada
andlise estatistica, empregando o teste de t de Student, entre os métodos de
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espectrofotometria de absorg¢ao no ultravioleta e o método descrito na Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2010). Apos analise estatistica, o valor de “t’cac foi de 0,3404
sendo o “t” tabo,05 2,093. Pode-se observar que néo existe diferenga significativa entre
os dois métodos, inferindo exatiddo ao método proposto.

Tabela 4 — Resultados obtidos na determinagao de sulfametoxazol matéria-prima por titulagao de
diazotagao e espectrofotometria no UV.

Titulagao por Diazotagao uv
(n=3) (n=18)
Teor médio (%) 100,45 99,88
DPR’ 0,27 1,15

*DPR: Desvio Padrao Relativo.

O teste de degradacgao forcada foi realizado a fim de detectar o farmaco na
presencga de seus produtos de degradagéao, pois a especificidade € a capacidade que
0 método possui de medir exatamente um composto, em presengca de outros
componentes (ICH, 1997). Todas as solugbes apresentaram absor¢do no
comprimento de onda estabelecido pela farmacopeia, porém um pouco abaixo
(deslocamento hipsocrémico), indicativo de que produtos de degradagdo podem
interferir na absor¢cédo do SMX ou que a alteragao do pH da solugao, pode ter alterado
a estrutura do grupo saturado, ligado ao cromaoforo, alterando o valor do comprimento
de onda da absorgdo. Métodos espectrofotométricos na regido do ultravioleta néao
apresentam especificidade na determinagao de misturas de substancias ou farmacos
e seus produtos de degradacéo, pois a restricido desse método é a dificuldade de
determinacao simultanea, sem separacgao prévia, devido a sobreposi¢cao de bandas
de transicoes eletrénicas (DONATO et al., 2010).

A robustez do método desenvolvido foi comprovada, pois apés alteracdo de
temperatura das solugdes contendo o farmaco, os teores obtidos ndao apresentaram
diferenca significativa.

4 CONCLUSAO

A matéria-prima de SMX foi caracterizada frente a andlise das suas
caracteristicas fisico-quimicas como descricdo, solubilidade e ponto de fuséo; foi
identificada, através de espectrofotometria na regido do infravermelho e do ultravioleta
e quantificada pelo método descrito em caodigos oficiais.

O método desenvolvido para analise quantitativa do sulfametoxazol matéria-
prima, por espectrofotometria na regido do ultravioleta foi validado, demonstrando ser
linear, preciso, exato e robusto, apresentando especificidade limitada em funcao do
pequeno deslocamento hipsocrémico da absorcéo, apresentada pelas solugdes que
sofreram alteragao de pH.
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