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RESUMO

O controle de qualidade nas industrias farmacéuticas objetiva averiguar que os produtos
estejam dentro dos padrbes de qualidade requeridos. As principais vantagens neste controle
envolvem a otimizagédo de processos, padronizacdo de procedimentos, qualidade do ambiente,
dos insumos de matéria-prima e dos produtos finais. Varios ensaios sdo realizados para
garantir a qualidade de medicamentos, impedindo a viabilidade de medicamento falsificado.
Para a quantificacdo de sulfanilamida em forma farmacéutica liquida deve-se utilizar
metodologias analiticas validadas que gere informagdes confidveis sobre a amostra. Diante do
exposto, o presente estudo teve como objetivo otimizar e validar um método analitico para
determinacdo de sulfanilamida em forma farmacéutica liquida com deteccédo
espectrofotométrica na regido do visivel. O método é baseado na reacdo de diazotoacdo da
sulfamilamida com ion nitroso produzido in situ e posterior acoplamento com o agente
cromogénico 8-oxiquinolino em meio basico. Os parametros experimentais foram
cuidadosamente estudados e otimizados através do método univariado. A curva analitica
apresentou boa linearidade com concentracdo entre 2,90 x 10° a 4,06 x 10°mol L' e
correlacdo de 0,9999. Os limites de deteccéo (6,60 x 10 mol L™) e quantificagdo (2,20 x 10
®mol L™) ficaram abaixo do intervalo de concentracdo investigado. Para o estudo de efeito de
matriz foi utilizado o método de adicdo de padréo, onde a porcentagem de recuperacdo foi de
100,7 a 102,0%. O método apresentou erro de +2,8, e coeficiente de variacdo de 0,1% para a
amostra com intervalo de confianca de 95%. Os resultados obtidos pela aplicacdo do método
apresentaram excelentes resultados, mostrando que o método desenvolvido € preciso e exato.

Palavras-chave: Controle de qualidade, espectrofotometria, sulfanilamida.



ABSTRACT

Quality control in the pharmaceutical industry aims to ensure that products meet the required
quality standards. The main advantages in this control are the optimization of processes,
standardization of procedures, quality of the environment, raw material inputs and final
products. Several trials are conducted to ensure the quality of medicines, preventing the
viability of counterfeit medicine. For quantification of sulfanilamide in liquid pharmaceutical
form, validated analytical methodologies should be used to generate reliable information
about the sample. In view of the above, the present study aimed to optimize and validate an
analytical method for the determination of sulfanilamide in liquid pharmaceutical form with
spectrophotometric detection in the visible region. The method is based on the diazototion
reaction of sulfamylamide with nitrous ion produced in situ and subsequent coupling with the
chromogenic agent 8-oxiquinolino in basic medium. The experimental parameters were
carefully studied and optimized through the univariate method. The analytical curve showed
good linearity with concentration between 2.90 x 10 to 4.06 x 10 mol L-1 and correlation
of 0.9999. Detection limits (6.60 x 10”° mol L ) and quantification (2.20 x 10® mol L ™)
were below the concentration range investigated. For the matrix effect study, the standard
addition method was used, where the recovery percentage was 100.7 to 102.0%. The method
presented error of +2.8, and coefficient of variation of 0.1% for the sample with 95%
confidence interval. The results obtained by the application of the method presented excellent
results, showing that the method developed is accurate and accurate.

Keywords: Quality control, spectrophotometry, sulfanilamide.
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1. INTRODUCAO

A realizacdo do controle de qualidade nas industrias farmacéuticas objetiva averiguar
que os produtos estejam dentro dos padrdes de qualidade requeridos. As principais vantagens
neste controle envolvem a otimizagdo de processos, padronizagdo de procedimentos,
qualidade do ambiente, dos insumos de matéria-prima e dos produtos finais (ROCHA,;
GALENDE, 2014).

E importante ressaltar que a seguranca de um medicamento, independente da sua
classe, esta intimamente relacionada a sua qualidade. E, para isso sdo realizados varios
ensaios, a partir do momento em que a matéria-prima chega a industria, onde se verifica a
identidade, até a pureza desta, impedindo a viabilidade de medicamento falsificado (SILVA et
al., 2017).

Os medicamentos falsificados ou irregulares sdo aqueles que ndo apresentam em sua
composi¢cdo o principio ativo ou uma quantidade inferior deste na formulagdo do
medicamento. Entre os mais falsificados, pode-se destacar os antibioticos, antiprotozoarios,
horménios e esteroides, provavelmente por serem 0s mais vendidos e os de maiores valores
atribuidos. O faturamento obtido pela falsificacdo € enorme, levando em consideracdo os
menores custos sem os padrdes de qualidade (NOGUEIRA et al., 2011).

O crescimento do nimero de medicamentos falsificados e irregulares, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), teve um aumento significativo a partir do ano de 2010
representando 7% a mais com relacdo aos anos anteriores (NOGUEIRA et al., 2011).

Dentre os fatores que facilitam a ocorréncia de falsificagdes 0s mais comuns séo: falta
de legislacdo, sansGes penais fracas, autoridades nacionais regulatorias deficientes ou
ausentes, fraco cumprimento de leis relativas a medicamentos, falta de controle de
medicamentos para exportagdo, entre outros (BRASIL, 2005). Nesse sentido, Roca et al.
(2007) ressaltam a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e
confiaveis para o controle de qualidade dos medicamentos comercializados, tornando-se
indispensavel o desenvolvimento de rotinas de analises que, além de servirem para esse
propdsito, favoregcam sua implantacdo em comparacdo aos metodos usuais.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) regulamenta por meio da
Resolugédo RDC n° 17 de 16 de abril de 2010, as Boas Praticas de Controle de Qualidade na
Industria Farmacéutica (BPF) assegurando que os produtos produzidos e controlados estejam

dentro dos padrées de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro.
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Em conformidade com as BPF, as empresas farmacéuticas devem identificar quais os
trabalhos de qualificacdo e validacdo necessarios para o controle de qualidade. Dentre esses
destacam-se a validacdo dos procedimentos de limpeza, os sistemas computadorizados e 0s
métodos analiticos (AMORIM et al., 2013; BRASIL, 2010a).

Segundo Valentini, Sommer e Matioli (2007), para que um método analitico seja
aplicado no controle de qualidade de um farmaco especifico, demonstrando confiabilidade, é
necessario a sua validacdo. A validacdo significa a padronizacdo, com a mesma qualidade e
dentro das exigéncias requeridas. Dentre os principais parametros de validacdo destacam-se:
exatiddo, precisdo, especificidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo, linearidade,
intervalo de aceitagéo, robustez ou resisténcia e conformidade do sistema.

A qualidade de um método analitico é determinada pela peculiaridade de suas etapas,
pelos seus erros experimentais e, também, pela técnica de amostragem utilizada. Sdo comuns
as interferéncias geradas pelos analitos e as incompatibilidades com seus respectivos
equipamentos. Para tais problemas sdo empregados procedimentos de preparo da amostra,
com 0s quais se procura isolar e concentrar os analitos a niveis adequados e obter um nivel de
limpeza da amostra que ndo comprometa a sua analise quimica. Desta forma, o preparo da
amostra também inclui a sua adequacdo com a técnica que fornecerd os dados quimicos
(ROCA etal., 2007).

Dentro deste contexto é bastante significativo o suporte que a Quimica Analitica tem
dado a industria, no que diz respeito as rotinas nos laboratdrios de controle de qualidade e de
processos de producdo. Logo, o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas analiticas
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria possuem
grande aplicacdo em formulagdes farmacéuticas para o controle de qualidade, por serem
métodos precisos e seletivos. Entretanto, a cromatografia € demorada e requer operacdes de
pré-tratamento da amostra para poder ser aplicada com bons resultados. Ao contrario da
espectrofotometria, que é uma técnica mais rapida, simples e facilmente automatizada
(VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007; RUFINO, 2004; FERNANDES, 2011).

Por conseguinte, esse estudo contribuird relevantemente para demonstrar por meio de
métodos como realizar determinacdo de farmaco com o menor custo possivel. A pesquisa
torna-se ainda mais importante tendo em vista que a sulfanilamida (SNA) ainda hoje é usada
em paises em desenvolvimento devido a acessibilidade da droga. Deste modo, 0 vasto sucesso
comercial desses agentes medicinais tem feito a quimica das sulfas se tornar uma area
importante de pesquisa (JINZHANG et al., 2007; NAGARAJA et al., 2002).
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Todavia, as diversas pesquisas ja elaborada com o uso da espectrofotometria UV-VIS
ndo foram aplicadas até entdo na quantificacdo do farmaco em estudo, (SNA), em

formulacGes farmacéuticas.

2. OBJETIVO (S)
2.1 Objetivo Geral:

Otimizar e validar um método espectrofotométrico com detec¢do na regido do visivel

para determinacdo da sulfanilamida na forma farmacéutica liquida.
2.2 Objetivos Especificos:

e Otimizar os parametros experimentais envolvidos no método proposto e posterior
validacdo das metodologias desenvolvidas (seletividade, sensibilidade, exatidao,
precisao, limite de deteccdo, limite de quantificacéo, linearidade, etc).

e Utilizar a espectrofotometria para a quantificacdo de antibiotico da classe das
sulfonamidas na regido visivel do espectro eletromagnético.

e Aplicar o método na determinacdo de sulfanilamida em amostra comercial de uso

animal na forma farmacéutica liquida.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Medicamentos e Antibiéticos

De acordo com a Resolucdo RE n° 49 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2010b), medicamento ¢ “o produto farmacéutico, tecnicamente, obtido, ou
elaborado, que contém um ou mais farmacos e outras substancias, com finalidade profilatica;
curativa; paliativa; ou para fins de diagndstico”.

Os medicamentos utilizados para o tratamento de doencas infecciosas sdo 0S
antimicrobianos, compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir ou causar morte de fungos
ou bactérias, sendo classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou
bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; RUFINO, 2009).

Por serem substancias quimicamente diferentes permite a classificacdo dos
antibidticos em classes, tais como: os lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), as
tetraciclinas (tetraciclinas, doxiciclina, etc.), os aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina
e gentamicina), as sulfonamidas (sulfametazina, sulfacetamida, sulfadiazina, dapsona,
sulfanilamida) e as quinolonas (norfloxacina, ciprofloxacina, lomefloxacina, perfloxacina,
amifloxacina) (DIAS JUNIOR, 2017; RUFINO, 2009).

As sulfonamidas (também chamadas de sulfas) sdo compostos sintéticos comumente
usados na medicina humana e veterinaria para o tratamento de infeccBes. Estes farmacos sao
agentes bacteriostaticos e quando usados em alta concentracdo possui efeito bactericida. O
sulfametoxazol, por exemplo, é utilizado na medicina para tratamentos de infeccdes e contra
infeccBes oportunistas em pacientes com o virus HIV (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; FERNANDES, 2011).

Estes farmacos sdo derivados da sulfanilamida (Figura 1), apresentam em comum um
anel benzénico substituido por dois grupos orientados nas posicoes 1 e 4, respectivamente. Na
posi¢cdo 4 encontra-se um grupo amino, na posi¢cdo 1 o substituinte, o qual modifica as
caracteristicas quimicas e farmacologicas do composto (FERNANDES, 2011).
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Figura 1: Estrutura da sulfanilamida.

Fonte: Brasil (2010c).

3.2 Métodos para Determinacéo da Sulfanilamida

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 0 método oficial para a identificacdo da
Sulfanilamida é a Espectrofotometria no infravermelho (BRASIL, 2010b).

Em levantamento bibliogréfico, realizado por Fernandes (2011), no periodo de 1937 a
2011, forma encontrados aproximadamente 4620 métodos analiticos propostos para a
determinacéo de sulfonamidas.

Em maior numero de publicacdo encontram-se 0s metodos analiticos baseados em
técnicas espectrofotométricas ou eletroquimicas. Possuem grande aplicagdo em formulacdes
farmacéuticas para controle de qualidade e em alguns casos aplicados em diversas matrizes,
tais como: fluidos bioldgicos (urina, sangue e plasma), alimentos de origem animal (leite,
ovos, carnes e mel) e em amostras de &gua (FERNANDES, 2011).

Sereshti et al. (2014) realizaram um estudo utilizando o método de extracdo liquido-
liquido miniaturizado em sistema de seringa (SALLE) acoplada com cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC-UV), para a extracdo de sulfanilamida como produtos farmacéuticos
polares a partir de amostras de d&gua complexas. A extracdo foi realizada por injecdo rapida do
solvente de extracdo numa solucdo de amostra salina. O sistema de extracdo proposto é muito
simples, barato e tem potencialidade para ser automatizado. O método foi validado com uma
boa linearidade e uma preciséo satisfatoria.

Kilinc et al. (2009) realizaram uma determinac¢do cromatografica da sulfanilamida em
urina humana. As solucdes de sulfanilamida em diferentes concentragdes foram manchadas
em placa de aluminio HPLC pré-revestida com Silica Gel. As analises
espectrofotensométricas foram realizadas com o Scanner Il no modo absorvente. Foi obtida

uma boa correlagcdo (r = 0,9989) entre 0 padrdo e a amostra de espectros sobrepostos de
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sulfanilamida. Quando o método proposto foi aplicado a urina humana, obteve alta
recuperacdo e analise de componentes sem interferéncia. Sendo assim, este método pode ser
usado para determinar a pureza do medicamento disponivel de varias fontes através da
deteccdo de impurezas relacionadas.

Séanchez et al. (2008) desenvolveram um estudo para a andlise quantitativa rapida de
pos farmacéuticos, evitando o passo demorado de preparacdo de amostras. As amostras em po
foram medidas numa célula rotativa pelo método da Espectroscopia Raman, utilizando um
modelo de calibragdo univariada simples para a determinacdo quantitativa de sulfatiazol e
sulfanilamida. Valores de desvio padréo relativo (RSD) de 3,35% e 3,46% para sulfatiazol e
sulfanilamida, respectivamente, demonstram a boa reprodutibilidade da técnica de medicao
com a célula rotativa. Conforme estudo, a espectroscopia Ramn é uma excelente alternativa
para estas analises. Em contrapartida é uma técnica instrumental cara e de baixa sensibilidade.

Jinzhang et al. (2007) utilizaram um método conveniente e sensivel para a
determinacédo da sulfanilamida com base na reacdo quimica oscilante catalisada por Mn (II).
Estudos foram realizados dentro de um reator de 50 mL envolto em um revestimento de
recirculacdo de agua. Os reativos foram distribuidos para o CSTR (Projeto de reatores de
mistura) e os produtos removidos dele usando uma bomba peristéltica de quatro canais. Os
sinais foram registrados como fungdo do tempo a intervalos de 0,1 s. Uma micro-seringa
também foi utilizada no experimento para injetar diferentes quantidades de amostras de
sulfanilamida. Logo, este método atendeu a essa necessidade, onde apresentou um intervalo
amplamente linear (10 ~ 10°® mol. L) e um limite de deteccdo inferior (10 mol. L-).

Nagaraja et al. (2002, 2003, 2007) desenvolveram métodos espectrofotométricos baseados
na reacao de diazotacdo para determinacgdo da sulfanilamida com varios compostos organicos
(fendis, aminas aromaticas, etc.) utilizando diferentes reagentes de acoplamento. O método
ndo utilizou qualquer oxidante ou catalisador, evitando possiveis erros na determinacdo de
sulfamidas. Os resultados obtidos neste estudo indicaram reprodutibilidade e precisdo do
método.

Kharitonov e Gorelov (2000) utilizaram o método de Eletrodos de fons Seletivos
(ISE’S) para determinagao de algumas drogas de sulfanilamida. Para a sintese das substancias
com eletrodos ativos utilizaram sais de amonio quaternario sintetizado e purificado. O
eletrodo foi condicionado durante 24 h em uma solucdo do farmaco correspondente com
concentracdo 0,01 mol L. As medidas potenciométricas foram feitas em um lonémetro

digital eletrénico 1-135 e os espectros de infravermelho das substancias ativas do eletrodo
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foram retiradas num Espectrofotdometro Specord 75 IR. As amostras foram preparadas como
uma suspensdo das substancias no 6leo de vaselina. Assim, este método mostrou que a
natureza do grupo ativo do permutador de ions afeta fortemente as propriedades do seu
eletroanalitico.

Outro método utilizado para determinacdo de outras sulfonamidas tais como uma
combinagdo sulfametrol-trimetoprim, sulfanilamida ou sulfafurazole em diferentes dosagens,
é 0 método TLC-densiométricos (Cromatografia em Camada fina). O método densitométrico
quantitativo apresentou-se simples, rapido e suficientemente preciso para determinar vestigios
de preparagdes farmacéuticas. A separacdo por TLC de sulfametoxazol e trimetoprim com
medidas densitométricas subsequentes foi descrita utilizando o método de um Unico padréo.
(AGBABA et al., 1996).

3.3 Método Espectrofotométrico UV-VIS

A espectrofotometria € uma técnica de analise largamente utilizada em laboratorios
devido as vantagens de ser simples, envolver o uso de equipamento de baixo custo e poder ser
facilmente manuseada (WEINERT; PEZZA, L; PEZZA, H, 2008).

Esta técnica instrumental se encaixa em um método fisico-quimico que esta
fundamentada na absorcdo da energia eletromagnética por moléculas que depende tanto da
concentragdo quanto da estrutura das mesmas. De acordo com o intervalo de frequéncia da
energia eletromagnética aplicada, a espectrofotometria de absorcdo pode ser dividida em
ultravioleta, visivel e infravermelha, podendo ser utilizada na identificacdo e quantificacdo de
diversas amostras (BRASIL, 2010b; HURTADO; LASMAR, 2014).

Na espectrofotometria UV-VIS o principal modo de aquisicdo dos espectros é a
transmissdo. A transmissdo é a medida da diminuicdo da intensidade da radiagdo em
determinados comprimentos de onda quando a radiacdo passa atraves da amostra. Podendo ser
calculada pela formula a seguir (BRASIL, 2010b; SKOOG et al., 2006):

T=1 (Equacéo 1)

Io

, onde Iy é a intensidade da radiaco incidente; e | é a intensidade da radiagéo transmitida.

Os espectros em transmissdo podem ser convertidos para absorbancia:

A= Logio(P) (Equagéo 2)
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Por sua vez, a absorbancia de uma solucao esté relacionada com a radiacao transmitida
de forma logaritmica, como mostrado na Equacédo (2). Observe que quando a absorbancia de
uma solucdo aumenta, a transmitancia diminui.

A analise espectrofotométrica quantitativa por absor¢do tem como principio a relacao
direta entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia, conhecida como lei
de Lambert-Beer. A equacdo é expressa abaixo (BRASIL, 2010b; SKOOG et al., 2006):

A=¢gbc (Equacéo 3)

, sendo A a absorbancia, ¢ a absortividade molar, b o caminho 6tico e ¢ a concentragdo
(mol.LY).

Esta lei de absorcdo estabelece que quando a luz atravessa um meio contendo um
analito que absorve, um decréscimo na intensidade do feixe de luz ocorre na mesma
proporcao que o analito é excitado. Assim, quanto maior a concentracdo do analito, maior sera
sua absorcao de radiacdo (SKOOG et al., 2006).

Neste contexto, conclui que a identificacdo de diversas substancias farmacéuticas pode
ser feita utilizando este método, de maneira que a espectrofotometria nas regides UV-VIS
requer solucdes com concentragdo na ordem de 10 pg mL™ da substancia (BRASIL, 2010b).

3.4 Medidas espectrofotométricas para identificacdo de Sulfonamidas

Entre os procedimentos baseados em medidas espectrofotométricas reproduzidos para
identificacdo das drogas de Sulfonamidas, observa-se que a maioria baseia-se na reacdo de
diazotacdo das sulfas com um respectivo agente cromogénico. Nesta reagdo, ocorre um
acoplamento da sulfonamida com um especifico agente cromogénico, obtendo um sal
diazbnio. Em seguida, o sal diazonio é acoplado com fendis ou aminas aromaticas, obtendo
como produto uma solucdo colorida, a qual é espectrofotometricamente monitorada
(FERNANDES, 2011).

A reacdo de diazotacdo € comum para a determinacdo de sulfonamidas com variacdes
no reagente de acoplamento empregado. Na literatura sdo encontradas varias outras reacoes
para a determinacédo espectrofotométrica de Sulfas.

Raja et al. (2008) apresentaram um método espectrofotométrico simples e rapido
para determinacdo de sulfametoxazol (SFZ) usando cloreto de ferro e ferrocianeto
de potassio, como reagentes. Amin e Zareh (1996) propuseram o uso da mistura formaldeido

— acetilcetona como reagente cromogénico para a determinacdo de Sulfas. Al-Abachi et. al.
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(1990) sugeriram o uso da reagdo de acoplamento oxidativo utilizando cloridrato de

prometazina para a determinagéo de sulfas em formulagdes farmacéuticas.

3.5 Validacdo de Metodologias Analiticas

A validagdo de um método analitico tem como finalidade fornecer dados oportunos,
precisos e confiaveis para descoberta, desenvolvimento e fabricacdo de produtos
farmacéuticos, entre outros. Os dados obtidos nas analises devem servir para estudos de apoio
no monitoramento da estabilidade de farmacos, assim como, para as novas formulacoes.
Logo, validar um método analitico significa averiguar se a metodologia é adequada as
condicdes de uso (VALENTINI; SOMMER; MATIOLLI, 2007).

As metodologias analiticas usadas para avaliar a conformidade de produtos
farmacéuticos com especificacOes estabelecidas devem atingir padrfes adequados de
seletividade, sensibilidade, exatiddo, preciséo, limite de deteccdo, limite de quantificagéo,
linearidade, faixa de aplicacdo e robustez (ROCA et al., 2007).

A seletividade ¢é definida como sendo a aptiddo de medir exata e especificamente o
farmaco na presenca de outros constituintes da amostra. A exatiddo de um método analitico é
a proximidade dos resultados por ele obtido comparado ao valor verdadeiro. A precisdo é o
grau de conformidade entre os resultados de medidas independentes em torno de um valor
central, efetuada repetidamente em uma mesma amostra homogénea. A exatiddo e a precisdo
estdo entre os principais atributos, porém, ha diversos fatores que conseguem comprometé-los
causando erros ocasionais, por exemplo, a calibragéo de equipamentos, temperatura irregular
do laboratério, umidade, componentes da amostra, entre outros (RUBIM et al., 2012).

O limite de deteccdo e quantificacdo sdo outras especificacdes da validacdo analitica.
O primeiro refere-se a menor quantidade de uma substancia presente em uma amostra que
possa ser detectado, porém sem quantifica-lo. O segundo, estd relacionado a menor
guantidade de um composto presente em uma amostra que possa ser definido com precisao e
conformidade aceitaveis sob condi¢des experimentais evidentes (RUBIM et al., 2012).

A linearidade de um método valida se os resultados atingidos sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do farmaco na amostra, dentro de um intervalo especificado. E a
robustez de um metodo analitico mede sua sensibilidade acerca de pequenas variagdes que
podem advir durante as analises (GOMES; CUNHA JUNIOR, 2012).
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Assim, a validacéo de todas essas especificagdes torna-se um instrumento de extrema

relevancia para o controle de qualidade e éxito de uma pesquisa analitica.

4.0 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao béasica

Balanca analitica Marte, modelo AW-220;

Espectrofotdometro FEMTO Cirrus 80MB,;

Micropipetas de (10 — 100 pL); (100 — 1000 pL) e de (1000 — 5000 pL)
Papel de filtro qualitativo QUALY.

4.2 Reagentes e solugdes

8-oxiquinolina (Riedel-de Haen A-G, Alemanha);
Acido cloridrico PA;

Amostra comercial de uso animal da Sulfanilamida;
Sulfanilamida (Henrifarma, Brasil), Pureza 100,2 %;
H,O destilada;

Nitrito de sddio cristalizado (Proguimicos, Brasil);
Hidrdxido de sodio PA.

4.3 Preparo das solugdes utilizadas

a)

b)

d)

Solucdes de Sulfanilamida - SNA (5,81 x 10° mol L™): dissolucdo de 0,05 g de
SNA, em 10 mL de etanol e completou-se o volume com &gua destilada num baldo
volumétrico de 50 mL.

Solucdo de 4cido cloridrico - HCI (1,80 x 10™ mol L™): foi preparada com adicéo de
9 mL de HCI e completou-se o volume de 500 mL com &gua destilada. Esta solu¢do
foi padronizada a partir de uma solucdo de hidroxido de sédio e armazenada em um
frasco de vidro.

Solucdo de nitrito de sédio — NaNO, (1,04 x 10 mol L™): dissolugdo de 0,36 g de
nitrito de sédio em 50 ml &gua destilada em baldo aferido. A solucéo foi mantida em
um bal&o volumétrico.

Solucdo de hidréxido de sédio - NaOH (2,00 x 10 mol L™): dissolucdo de 4,4 g de
NaOH e completou-se 0 volume de 500 mL com agua destilada. Esta solucdo foi
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padronizada a partir de uma solucéo de biftalato de potéssio e foi armazenada em um
frasco de pléstico.
e) Solucdo de 8-oxiquinolina, 50 mg /50 ml (7,00 x 10° mol L™): dissolucdo de 0,05 g

de 8-oxiquinolina em etanol.
4.4 Estudo da reacdo e determinacgdo do comprimento de onda de maxima absorbancia

Inicialmente, foram avaliadas as condic¢des de ocorréncia da reacdo de diazotacdo do
antibiotico sulfanilamida com nitrito de s6dio em meio &cido e posterior acoplamento do
reagente cromogénico 8-oxiquinolina na presenca de hidroxido de sodio. O procedimento
baseia-se na reacdo de Griess (RAMOS et al., 2006). Para determinacdo do comprimento de
onda de maxima absorbancia (Amax) realizou-se a varredura do espectro eletromagnético no

espectrometro UV-Vis de 200 nm a 800 nm com caminho éptico de 1 cm.
4.5 Estudo da estabilidade dptica dos produtos

Realizou-se o estudo da estabilidade dptica dos produtos formados pela reagdo em
temperatura ambiente (25 °C) durante 60 minutos, em intervalos de 5 minutos.

4.6 Otimizacdo das condi¢fes experimentais

Os parametros envolvidos foram otimizados por um método univariado (p.ex: as
melhores condi¢cdes de estabilidade dos compostos, concentracdo dos reagentes, ordem de

adicdo dos reagentes) e o programa Origin 6.0 foi utilizado para tratamento dos dados obtidos.

4.7 Validacao do método

O método proposto foi validado a partir da avaliacdo dos parametros de: linearidade,
limite de detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo e exatidao.

A linearidade de um método analitico estd relacionada com a sua capacidade de
originar sinais que sdo diretamente proporcionais a concentra¢ao do analito, num determinado
intervalo (PIMENTA, 2003). Para a determinacdo deste, 0 nimero de niveis de concentragdo
das solucBes foram de oito. Cada nivel de concentracdo teve sua solugdo preparada trés vezes.
Isso resultou em um numero total de vinte e quatro solucGes de calibracdo independentes, as
quais foram medidas no espectrofotémetro UV-VIS.

O limite de detecgdo é definido como a mais baixa concentracdo de analito numa

amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado, e o limite de
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quantificacdo como a menor concentragdo de analito que pode ser quantificada com niveis de
precisdo e exatiddo previamente definidos, nas condigdes experimentais estabelecidas (ICH et
al., 2005; SKOOG et al., 2006;):

LOD=330c/s (Equacéo 4)

LOQ=10c/s (Equacéo 5)

(P2

onde “c” ¢ o desvio padrdo do branco e “s” € o coeficiente angular da reta.
O erro absoluto de uma medida é a diferenca entre o valor analisado e o valor
verdadeiro da medida (SKOOG et al., 2006):

E=X—Xy (Equacéo 6)

onde “x;” € o valor analisado e o “x,”” é o valor verdadeiro.
O coeficiente de variacdo (CV) é o desvio padrdo relativo em termos percentuais
(SKOOG et al., 2006; PIMENTA, 2003):

CV =(s/x).100% (Equacéo 7)

€69
S

onde “s” ¢ o desvio padrao e “X” ¢ média das medidas.
E o intervalo de confianca de 95% (IC 95%) ¢ a faixa entre 0s quais se espera que a

média da medida x esteja contida em certo grau de probabilidade (SKOOG et al., 2006):

ICparax=x+(t.s)/VN (Equag&o 8)

onde “X” é a média das medidas, “t” é o valor relacionado ao nivel de confianga, “s” ¢ o

desvio padrdo e “N” é o nimero de medidas.
4.8 Amostra

Foi utilizado uma amostra comercial de uso animal usada no tratamento tépico das
otites simples e infecciosas sensiveis a sulfanilamida para cdes, com concentracdo equivalente

a 10 mg/mL.

4.8.1 Preparo da amostra

Foram preparadas trés amostras a partir da amostra estoque. A amostra estoque foi

preparada em um baldo volumétrico com 500 puL do medicamento completando-se o volume
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de 25 mL com etanol. Para o preparo das amostras, transferiu-se com micropipetas 400 pL da
amostra estoque para um baldo volumétrico de 25 mL, em seguida, adicionou-se 500 pL de
NaNO,, 860 pL de HCI, 250 pL de 8-oxiquinolina e 790 pL de NaOH e o volume
completado com &gua destilada. O sinal de absorbancia foi medido em 500 nm contra um
branco de reagentes preparado nas mesmas condi¢Ges que a amostra, exceto pela auséncia da

amostra.

4.9 Estudo de efeito de matriz

Efeito Matriz € um estudo de seletividade que tem como objetivo verificar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando ampliacéo
ou diminuicdo do sinal instrumenta. Assim, esse estudo foi realizado pelo método de adicéo-
padrdo. Onde, incrementos de 0, 50, 100, 150 e 200% de solugédo-padrao foram adicionados a
aliquotas das amostras contendo mesmo volume. Entretanto, a curva de adicdo-padrédo obteve
cinco niveis de concentracdo (BRASIL, 2011; SKOOG et al., 2006).

4.10 Aplicagéo analitica

O método foi aplicado para determinagdo de sulfanilamida em amostra farmacéutica

liquida, com posterior tratamento estatistico dos dados.
5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo da reacéo e determinacédo do comprimento de onda de méxima absorbancia

No estudo da reacdo observou-se a formacdo de um composto de coloracdo alaranjada
(Figura 2).
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Figura 2: Composto de coloragdo alaranjada formado pela reagdo da
sulfanilamida com os demais reagentes.

Fonte: Propria.

Nesta reacdo, ocorre a reacdo de diazotacdo da sulfanilamida com o ion nitroso, gerado
in situ pela adicdo de acido cloridrico e nitrito de sodio e posterior acoplamento com o agente

cromogénico 8-oxiquinolina em meio alcalino formando, entdo, o produto colorido que foi
espectrofotometricamente monitorado no intervalo de 200-800 nm.

Figura 3: Reacdo de diazotagdo da sulfanilamida e acoplamento com o reagente
cromogénico 8-oxiquinolina em meio alcalino.
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Fonte: Propria.

Apbs a varredura do espectro observou-se que a maxima absorbancia do composto
ocorreu em 500 nm.
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5.2 Estudo da estabilidade optica dos produtos

Para este estudo, 70 pL da solucdo estoque de sulfanilamida foi transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL, seguido de 250 puL de NaNO,, 250 uL de HCI, 250 uL de 8-
oxiquinolina, 250 pL de NaOH e o volume completado para 10 mL com agua destilada. Os
valores de absorbéncia dos produtos foram monitorados durante 60 minutos, em intervalos de
5 minutos no comprimento de onda de méxima absorbancia (A ms = 500 nm) a temperatura
ambiente (25 °C).

Pode-se observar que o produto formado da reacdo da sulfanilamida permaneceu
estavel por pelo menos 60 minutos, pois ndo houve variacdo significativa nos valores de

absorbancia que foram avaliados, como representado na Figura 4.

Figura 4: Grafico do estudo da estabilidade do composto formado
com a sulfanilamida a temperatura ambiente (25 °C).
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Fonte: Propria.

5.3 Otimizacao das variaveis

A otimizacdo das variaveis neste trabalho teve como objetivo maximizar os resultados
das absorbancias dos reagentes, com o intuito de melhorar as condi¢fes para se tragar a curva
analitica e minimizar o desperdicio de reagente.

Inicialmente foi realizado o estudo da concentragdo do nitrito de sodio. Para isto, 0
volume de sulfanilamida 70 pL (4,10 x 10° mol L™, 4cido cloridrico 250 pL (4,50 x 10° mol
L), 8-oxiquinolina 250 pL (1,75 x 10 mol L™) e NaOH 250 pL (5,00 x 10° mol L™) foram
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fixados, e realizada a variacdo do NaNO, na faixa 1,00 x 10° a 5,50 x 10”° mol L™. Observa-
se na Figura 5 que houve um aumento no sinal da absorbancia com o aumento da
concentracdo até aproximadamente 2,00 x 10° mol L, acima desse valor ocorre um
decréscimo na absorbancia da solucéo. Diante desta observacéo, o valor de 2,00 x 10° mol L™

foi fixado para os demais experimentos.

Figura 5: Grafico da otimizacdo da concentracdo do NaNO,
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Fonte: Propria
O volume de sulfanilamida 70 pL (4,10 x 10° mol L™), nitrito de sédio 200 pL (2,00 x
10 mol L), 8-oxiquinolina 250 pL (1,75 x 10 mol L) e NaOH 250 pL (5,00 x 10 mol L’
'foram fixados, e realizada a variagdo do acido cloridrico, na faixa 1,80 x 10 a 9,90 x 10°° mol

L.e apresentou um aumento na absorbancia até a concentracéo de 6,30 x 10 mol L™ como

representado na Figura 6.
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Figura 6: Gréfico da otimizagdo da concentracdo do HCI.
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Fonte: Prépria.

Posteriormente, o volume de sulfanilamida 70 pL (4,10 x 10®° mol L) nitrito de sddio
200 pL (2,00 x 10 mol L™ 4cido cloridrico 350 pL (6,30 x 10 mol L™) e NaOH 350 pL
(7,00 x 10° mol L) foram fixados e avaliados o reagente cromogénico 8-oxiquinolina
(Figura 7), na faixa de concentracdo de 1,75 x 10 a 1,75 x 10” mol L™ .e apresentou um
aumento na absorbancia até a concentracdo de 7,00 x 10° mol L* como representado na

Figura 7.

Figura 7: Grafico da otimizacdo da concentracdo da 8-oxiquinolina.
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Na ultima variavel otimizada, o volume de sulfanilamida 70 pL (4,10 x 10®° mol L),
nitrito de sédio 200 pL (2,00 x 10°° mol L™), 4cido cloridrico 350 pL (6,30 x 10°mol L) e 8-
oxiquinolina 100 pL (7,00 x 10° mol L™). A influéncia do NaOH foi realizada na faixa de
concentrago entre 2,00 x 10°a 1,10 x 10% mol L™, na Figura 8 como podemos observar um

aumento da absorbancia até 7,00 x 10° mol L™

Figura 8: Grafico da otimizacao da concentracdo do NaOH.
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Fonte: Propria.

Na Tabela 1, estd representado os valores otimizados dos reagentes utilizados na

reacdo com a sulfanilamida:

Tabela 1: Condigdes estudadas e otimizadas do metodo.

Variaveis Faixa de concentragéao Valores otimizados
estudadas (mol L™) estudada (mol L™
NaNO, 1,00 x 10° a 5,50 x 10 2,0x 107
HCI 1,80 x 10° 29,90 x 10 6,3x 107
8-oxiquinolina 1,75x10°a1,75x 10" 7,0 x 10°
NaOH 2,00x 10%a 1,10 x 107 7,0x 107

5.4 Construcdo da curva analitica

Para a constru¢do da curva analitica (Figura 9), foram utilizados solugdes-padrdo
preparadas a partir de dilui¢cbes da solucdo-padrédo estoque, compreendendo concentracdes na
faixa de 2,90 x 10° a 4,06 x 10”°> mol L™.
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A partir das otimizagdes realizadas, a curva analitica foi construida e determinado os

resultados das figuras de mérito do método, que estdo ilustrados na Tabela 2.

Figura 9: Curva analitica para determinacgdo da sulfanilamida.
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Fonte: Propria.

Tabela 2: Resultado das figuras de mérito do método.

Parametros Valores
A (nm) 500
Faixa linear dinamica / mol L™ 2,90 x 10°a 4,06 x 10”
Limite de deteccdo / mol L™ 6,60 x 10
Limite de quantificacdo / mol L™ 2,20 x 107
Coeficiente linear (a) 2,86 x 10™
Coeficiente angular (b) 3,25 x 10*
Coeficiente de correlacao (R) 0,99992
Absortividade molar (g) L mol™ cm™ 3,26 x 10*

Nagaraja et al. (2002, 2003, 2007) desenvolveram métodos para determinagdo da

sulfanilamida utilizando diferentes reagentes de acoplamento: a) Iminodibenzil apresentou o

méaximo de absorbancia em 570 nm e seu intervalo linear equivalente a 0,1-5,0 pg/mL. b) 3-

aminofenol apresentou 0 maximo de absorbancia em 460 nm e seu intervalo linear variou de

0,1-5,0 pg/mL. c) O reagente 8-hidroxiquinolina apresentou 0 maximo de absorbancia em 500

nm e seu intervalo linear foi de 0,2

-6,0 pg/mL.
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Assim, pode-se observar na Tabela 2 que o método desenvolvido aplicado na
determinacéo da sulfanilamida apresentou uma ampla faixa de linearidade de 2,90 x 10° a
4,06 x 10° (05 a 7,0 pg/mL) muito similar a outros métodos citados na literatura
(NAGARAJA et al. 2002, 2003, 2007).

Logo, a relacdo linear apresentada (Tabela 2), demonstra que os resultados obtidos pela
metodologia analitica possui uma linearidade superior em relagdo ao critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacéo (r) que deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017).

5.5 Estudo de efeito de matriz

O efeito de matriz foi analisado através da técnica de adicdo e recuperacao de padréo.
Dessa forma, foram incorporados valores de 0, 50, 100, 150 e 200% de solugdo-padrédo a
aliquotas das amostras de mesma concentracdo, e os resultados obtidos estdo dispostos na
Tabela 3.

Tabela 3 — Resultado da adigdo de padrdo da sulfanilamida.

0]
Amostra  Adicionado (mol L)  Recuperado (mol L™) + Sd 76 Recuperada &

Sd*
0 - -
2,90 x 10°® 2,96 x 10°+ 1,86 x 107 102,0 + 6,4
1 5,80 x 10 5,90 x 10°+ 1,88 x 107 101,6 + 3,2
8,70 x 10 8,70 x 10°+ 3,46 x 10°® 100,0 + 0,4
1,16 x 10° 1,17 x 10°+ 2,08 x 10~ 100,7 +1,8

*Média £ Desvio padrdo (Sd), n = 3.
Como podemos observar na Tabela 3, a porcentagem média de recuperacdo da adicao
de padrdo teve uma variacdo de 102,0 a 100,7% com desvio maximo de 6,4%. Esses

resultados mostram que ndo houve efeito significativo de matriz, demonstrando uma boa
exatiddo e precisdo do método (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017).

5.6 Aplicacdo analitica

O metodo desenvolvido foi aplicado para determinagdo da sulfanilamida em amostra
farmacéutica liquida e os resultados, assim como os tratamentos estatisticos estdo ilustrados

na Tabela 4.



35

Tabela 4 — Resultado obtido pela aplicagcdo do método e tratamentos estatisticos.

Amostra Valor nominal* Resultados (%) MédiatSd Erro Cv IC 95%

102,8 103.0 a
1 100,0 mg 103.0 1028+01 +28  0.1% !
o 102.6

*100 mg/10 mL;

A precisdo do meétodo analitico avalia a proximidade dos resultados de medidas
independentes em torno de um valor central, obtidos em uma série de medidas de uma
amostra homogénia. O valor do Coeficiente de Variagédo (CV%), preconizado para este estudo
é de 5,0%, segundo a resolucdo RE n° 899 (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017). Conforme
descrito na Tabela 4, o valor médio obtido nesta analise foi de 102,8% e coeficiente de
variacdo de 0,1%, evidenciando a precisdo do método.

Logo, realizar uma andlise quimica que seja totalmente livre de erros ou incertezas é
praticamente impossivel. Apenas podemos desejar minimizar os erros e estimar sua grandeza
com uma exatiddo aceitavel. A confiabilidade para este método estima o Intervalo de
Confianca (IC) em um nivel de 95%. O valor de IC obtido nesta analise variou de 102,6 a
103,0 %, demonstrando exatiddo do método (SKOOG et al., 2006).
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6.0 CONCLUSOES

As condigbes analiticas estabelecidas no método por espectrofotometria na regido do
visivel demonstraram seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, adequadas para a
determinacédo quantitativa de sulfanilamida em amostra farmacéutica liquida.

O método desenvolvido é simples, rapido e facil de ser executado. O mesmo
apresentou boa linearidade na faixa de concentracdo de 2,90 x 10° a 4,06 x 10°mol L™. Os
limites de detecgdo (6,60 x 10 mol L™) e quantificagdo (2,20 x 10®mol L™) ficaram abaixo
do intervalo de concentracdo investigado. Os resultados obtidos pela aplicagdo do método

apresentaram excelentes resultados, mostrando que o método desenvolvido € preciso e exato.
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