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RESUMO 
 

O aztreonam é um antibiótico β-lactâmico, sintético, monocíclico, com atividade 

bactericida contra bactérias Gram negativas. Foi descoberto em 1978, sendo o primeiro 

antibiótico da família monobactâmica a ser terapeuticamente aprovado. Pode ser utilizado no 

tratamento de infecções do trato urinário, septicemia, meningite, infeções de pele, como 

feridas, úlceras, queimaduras, infecções intra-abdominais, tais como peritonite, endometrite, 

celulite pélvica e infecções respiratórias, como fibrose cística. Não é absorvido por via oral, 

apresenta meia-vida de 1-6 horas e biodisponibilidade de quase 100% por via intramuscular. 

Quanto ao mecanismo de ação, o aztreonam, assim como outros antibióticos β-lactâmicos, tem 

a capacidade de inibir o crescimento das bactérias ao interferir na síntese da parede celular. 

Apesar de ser uma substância bastante estudada com relação à sua atividade antimicrobiana, 

farmacocinética, farmacodinâmica e determinação em fluidos biológicos, há poucos estudos na 

literatura descrevendo o desenvolvimento de metodologia analítica para avaliação de 

aztreonam em pó liofilizado para solução injetável. Desta forma, este trabalho teve como 

objetivo principal o desenvolvimento de novos métodos analíticos para a análise de aztreonam 

na forma farmacêutica de pó liofilizado para solução injetável, que apresentem menor impacto 

ambiental e que sejam mais práticos, seguros e econômicos que os métodos já descritos. O 

aztreonam substância química de referência e amostra foram analisados qualitativamente 

quanto às características organolépticas, peso médio, ponto de fusão, umidade, cinzas 

sulfatadas, cromatografia em camada delgada indicativo de estabilidade, espectrofotometria de 

absorção na região do ultravioleta, espectrofotometria de absorção na região do infravermelho 

e cromatografia líquida de alta eficiência. Os métodos desenvolvidos foram validados segundo 

órgãos nacionais e internacionais. Determinou-se quantitativamente o aztreonam por 

espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta a 292 nm, utilizando água como 

solvente com faixa de concentração linear de 26,0 a 72,0 μg/mL, exatidão de 100,9% e teor de 

96,22%; ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico, utilizando Escherichia coli com faixa 

de concentração de 5,0 a 320 μg/mL, exatidão de 99,95% e teor de 95,65%; cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção no ultravioleta a 292 nm, fase móvel composta por água 

e etanol (70:30, v/v), pH 2,6 ajustado com ácido acético e faixa de concentração linear de 45,0 

a 95,0 μg/mL, exatidão de 98,56% e teor de 95,39%; e espectrofotometria de absorção na 

região do infravermelho, com faixa de concentração de 1,0 a 3,5 mg/pastilha, exatidão de 

101,6% e teor de 94,95%. Os métodos desenvolvidos não apresentaram diferenças entre si 

para nível de significância de 5%, demonstrando ser equivalentes para a quantificação de 

aztreonam em pó liofilizado para solução injetável.   

 

Palavras-chave: aztreonam, controle de qualidade, cromatografia líquida de alta eficiência, 

ensaio microbiológico, espectrofotometria, métodos analíticos, validação. 

 

 



ABSTRACT 
 

Aztreonam is a β-lactam antibiotic, synthetic, monocyclic with bactericidal activity 

against Gram-negative bacteria. It was discovered in 1978, and it was the first antibiotic of the 

monobactam family to be therapeutically approved. It can be used in the treatment of urinary 

tract infections, sepsis, meningitis, skin infections, such as wounds, ulcers, burns, intra-

abdominal infections, such as peritonitis and cellulitis pelvic endometritis, and respiratory 

infections, such as cystic fibrosis. It is not absorbed orally and has a half-life of 1-6 hours and 

the bioavailability of almost 100% for intramuscularly administration. Regarding the mechanism 

of action, aztreonam, like other β-lactam antibiotics, has the ability to inhibit bacterial growth by 

interfering at a specific stage of the cell wall synthesis. Despite being a substance is highly 

studied and researched in relation to its antimicrobial activity, pharmacokinetics and 

pharmacodynamics, analytical methods in biological fluids, there are few studies in the literature 

regarding the development of analytical methodology for aztreonam lyophilized powder for 

injectable solution. Thus, this study aimed to develop new analytical methods for the analysis of 

aztreonam in lyophilized powder for injectable solution, which have the lowest impact on the 

environment as possible and that be more convenient, safer for operators and more economical 

than the analytical methodologies already described. Aztreonam chemical reference and 

sample were analyzed qualitatively about the organoleptic characteristics, weight, melting point, 

moisture, sulphated ash, thin layer chromatography indicative of stability, ultraviolet 

spectrophotometry, infrared spectrophotometry and high performance liquid chromatography. 

The developed methods were validated according national and international guidelines. It was 

determined quantitatively by ultraviolet spectrophotometry at 292 nm, using water as a solvent, 

with concentration range from 26.0 to 72.0 μg/mL, with an accuracy of 100.9% and content of 

96.22%, microbiological assay by turbidimetric method, using Escherichia coli, with 

concentration range from 5.0 to 320 μg/mL, with accuracy of 99.95% and content of 95.65%, 

high performance liquid chromatography with ultraviolet detection at 292 nm, mobile phase 

composed by water and ethanol (70:30, v/v) adjusted to pH 2.6 with acetic acid and  

concentration range from 45.0 to 95.0 μg/mL, with accuracy of 98.56% and content of 95.39%, 

and infrared spectrophotometry, with concentration range from 1.0 to 3.5 mg/pellet, with 

accuracy of 101.6 % and content of 94.95%. The method development shows no statistical 

difference from each other for a significance level of 5%, proving to be equivalent to the 

quantification of aztreonam in lyophilized powder for injectable solution. 

 

Keywords: aztreonam, quality control, high performance liquid chromatography, microbiological 

assay, spectrophotometry, analytical methods, validation. 
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_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

 
A qualidade e a eficácia dos medicamentos são, cada vez mais, motivo de 

preocupação e de milhares de pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo com relação ao 

controle de qualidade. Nas últimas décadas, após inúmeros episódios desastrosos envolvendo 

o uso de medicamentos e com a consciência dos riscos inerentes ao seu uso, a segurança 

destes produtos passou a ser questionada com maior rigor. Por tais razões, é de grande 

importância o desenvolvimento de métodos analíticos eficazes e confiáveis para o controle de 

qualidade dos medicamentos comercializados (LA ROCA et al., 2007), pois sem a garantia de 

que os medicamentos que a população irá receber atendam aos padrões de qualidade, 

segurança e eficácia necessários, qualquer serviço de saúde é evidentemente afetado (WHO, 

2007). Assim, para se alcançar o objetivo da qualidade de forma confiável, é necessário a 

implantação de um sistema de garantia da qualidade que incorpore as Boas Práticas de 

Fabricação, que são constituídas por um conjunto de ações, as quais têm o propósito de 

manter o controle técnico dos procedimentos envolvidos na produção. Em geral, essas ações 

se referem à definição sistemática e clara dos processos utilizados na produção, às facilidades 

necessárias, tais como espaço físico, equipamento apropriado, armazenamento, distribuição, 

pessoal qualificado e ao controle de qualidade (WHO, 2003). 

Com a finalidade de garantir a qualidade de um processo e do produto final, deve-se 

realizar um conjunto de ensaios qualitativos e quantitativos, que assegurem a qualidade de 

todos os seus componentes, princípios ativos, embalagens, condições de armazenamento, 

produção e todo produto acabado (TAVARES, 2010). É fundamental que os laboratórios 

disponham de critérios para demonstrar, por meio da validação, que os métodos de ensaio 

conduzem a resultados confiáveis e adequados à qualidade pretendida (INMETRO, 2007). 

Para tanto, é extremamente necessário que se faça a validação dos métodos analíticos, ou 

seja, demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, comprovando a sua 

eficácia, segurança e confiabilidade perante os resultados esperados (BRASIL, 2003). Além 

disso, deve-se preocupar com os impactos que as atividades das indústrias podem causar 

sobre o meio ambiente. Para isso, existem algumas medidas que podem ser tomadas, entre 

elas, a substituição das técnicas analíticas que empreguem solventes orgânicos por outras que 

não os utilizem ou que minimizem seu uso (NOLASCO, TAVARES, BENDASSOLLI, 2006). 

Milhões de medições analíticas são efetuadas a cada dia em milhares de laboratórios 

ao redor do mundo. Uma forte infraestrutura internacional de medições está sendo 

implementada e, verifica-se a necessidade progressiva de dados analíticos comparáveis e 

consistentes, para a eliminação de barreiras técnicas entre os países. Para atingir este 

processo de reconhecimento mútuo ao nível internacional, em que uma vez efetuada a 

medição esta é aceita em qualquer país, requisitos legais, de certificação e de credenciamento 

devem ser observados. As normas internacionais, nacionais e sistemas da qualidade destacam 

a importância da validação de métodos analíticos e da documentação do trabalho de validação, 

para a obtenção de resultados confiáveis e adequados ao uso pretendido (BARROS, 2002).  



Introdução__________________________________________________________________23 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

O aztreonam foi o primeiro antibiótico a partir da família monobactâmica a ser 

terapeuticamente aprovado. Foi descoberto em 1978, a partir de uma cepa de 

Chromobacterium violaceum em Nova Jersey (E.U.A.). Foi introduzido em 1987, na forma de 

injeções nos E.U.A. e é utilizado na maioria dos países no tratamento de infecções causadas 

por bactérias Gram-negativas (FLOREY, 1988). É ativo contra inúmeras enterobactérias como 

Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia marcescens, Salmonella spp., 

Enterobacter spp., além de atuar contra Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e 

Neisseria meningitides (AXELROD et al., 1994; LOEB, 1993; PAPICH, 1995). Representa um 

importante grupo de antibióticos na medicina atual e têm recebido muita atenção clínica em 

virtude de sua eficácia no tratamento de diversas doenças, tais como infecções do trato 

urinário, infecções de pele, infecções intra-abdominais e infecções respiratórias 

(GIAMARELLOU et al., 1984; USP 36, 2013). 

Apesar de ser altamente estudado e pesquisado no que concerne à atividade 

antimicrobiana, farmacocinética e farmacodinâmica, quanto à determinação de aztreonam, há 

poucas metodologias de análise padronizadas em compêndios oficiais e em periódicos de 

circulação internacional. Pesquisas envolvendo métodos analíticos, são de fundamental 

importância e altamente relevantes para otimizar sua análise na indústria e garantir a qualidade 

do produto já comercializado. 

O desenvolvimento de novos métodos de análise ou mesmo a modificação de métodos 

existentes se faz necessário sempre que se perceba o uso desnecessário de materiais e 

solventes, desgaste de equipamento e geração excessiva de resíduos. Portanto, desenvolver e 

validar metodologias analíticas não nocivas ao meio ambiente para a determinação de 

aztreonam na forma farmacêutica de pó liofilizado para solução injetável é importante para 

garantir a sua segurança, qualidade e eficácia terapêutica, representando, desta forma, uma 

contribuição significativa para a comercialização de medicamentos confiáveis contendo este 

fármaco.  
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2.1 Objetivos gerais 
 

 O presente trabalho teve como objetivos gerais o desenvolvimento e validação de 

métodos analíticos para a determinação qualitativa e quantitativa de aztreonam em pó 

liofilizado para solução injetável.  

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Realizar análises qualitativas da amostra de aztreonam em pó liofilizado para solução 

injetável através da avaliação das características organolépticas, peso médio, ponto de fusão, 

umidade, cinzas sulfatadas, solubilidade, cromatografia em camada delgada, 

espectrofotometria na região do ultravioleta, espectrofotometria na região do infravermelho e 

cromatografia líquida de alta eficiência. 

 Desenvolver método por cromatografia em camada delgada para identificação e 

indicação de estabilidade de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável.  

 Desenvolver e validar metodologia de análise por espectrofotometria na região do 

ultravioleta para determinação quantitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução 

injetável.  

 Desenvolver e validar metodologia de análise microbiológica pelo método turbidimétrico 

para determinação de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável.  

 Desenvolver e validar metodologia de análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência para determinação quantitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável, 

avaliando a estabilidade frente à degradação ácida, básica, neutra, oxidativa e fotolítica. 

 Desenvolver e validar metodologia de análise por espectrofotometria na região do 

infravermelho para determinação quantitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução 

injetável.  

 Comparar estatisticamente os métodos propostos. 
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3.1 Antibióticos β-lactâmicos 
 
Os antibióticos β-lactâmicos, há mais de 50 anos, vêm mostrando sua eficiência 

terapêutica e baixa toxicidade (KATZUNG, 2007). Em conjunto, constituem a mais ampla 

família de agentes antimicrobianos sendo amplamente usados na prática clínica (SUÁREZ e 

GUDIOL, 2009). 

Estruturalmente, os β-lactâmicos são compostos derivados de azetidin-2-onas, que são 

anéis heterocíclicos de quatro lados com o nitrogênio como heteroátomo e um grupo carbonilo. 

Estes anéis, azetidin-2-onas, encontram-se geralmente condensados com um anel de 

tiazolidina (Figura 3.1), que são também anéis heterocíclicos que possuem além do azoto um 

átomo de enxofre como heteroátomo (NOGRADY e WEAVER, 2005; AMADOR, 2010). 

 

Figura 3.1. Estruturas químicas das moléculas azetidinona (A) e tiazolidina (B).  

 
 

Fonte: AMADOR, 2010. 

 

As principais classes de β-lactâmicos, atualmente disponíveis, podem apresentar 

quatro estruturas diferentes de anéis (Figura 3.2), tais como as penicilinas, cefalosporinas, 

monobactâmicos e carbapenêmicos, permitindo, consequentemente, classificar este tipo de 

antibiótico quanto à sua estrutura (SOUSA, 2006; AMADOR, 2010). Ainda existe o grupo de 

inibidores das β-lactamases, que também possuem estrutura β-lactâmica (SUÁREZ e GUDIOL, 

2009). 
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Figura 3.2. Estruturas químicas básicas principais dos antimicrobianos β-lactâmicos. 

 

 
Fonte: WILLIAMS, 1999. 

 

Ao longo dos últimos 60 anos, antibióticos β-lactâmicos, tais como penicilinas e 

cefalosporinas foram os mais amplamente utilizados, o que representa cerca de 60% de todo 

os antibióticos utilizados na medicina humana (MULVEY e SIMOR, 2009). No entanto, os 

relatos de reações adversas à penicilina e cefalosporinas são relativamente comuns (FRUMIN 

e GALLAGHER, 2009). Com a necessidade de se ampliar o espectro dos antimicrobianos em 

decorrência do aparecimento de cepas multirresistentes, na década de 1980 foram 

desenvolvidos os antibióticos carbapenêmicos e os monobactâmicos (ARIAS et al., 1998; 

RANG et al., 2007). 

 

3.2 Monobactâmico 
 

O termo monobactâmico foi dado por SYKES e colaboradores (1981a), para descrever 

um grupo de antibióticos monocíclicos pertencentes à classe dos β-lactâmicos, que foram 

isolados a partir de bactérias como Chromobacterium, Agrobacterium e Flexibacter (SYKES et 

al., 1981a; WELLS et al., 1982; SINGH et al., 1983; NEU, 1986). São caracterizados pela 

presença de um grupo -SO3 ligado ao nitrogênio, podendo sofrer substituição da cadeia lateral, 

e consequentemente apresenta atividade contra uma variedade de micro-organismos (NEU, 

1986; CASCIO et al., 1994).  
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Dentre os antibióticos monobactâmicos, o mais utilizado é o aztreonam, embora outros 

como tigemonam e o caromonam foram introduzidos no mercado com atividade principalmente 

contra bactérias Gram-negativas (ALVIN e NORD, 1995; ARIAS et al., 1998). 

 

3.3 Aztreonam 
 

O aztreonam é o primeiro antibiótico da família monobactâmica terapeuticamente 

aprovado. Foi descoberto em 1978, a partir de uma cepa de Chromobacterium violaceum em 

Nova Jersey (E.U.A). Foi introduzido em 1987, na forma de injeções nos E.U.A. e é utilizado na 

maioria dos países no tratamento de infecções contra bactérias Gram-negativas (FLOREY, 

1988; LACY et al., 2011; ZOBELL et al., 2012; USP 36, 2013). Atualmente, foi introduzido na 

forma de inalação para pacientes com problemas respiratórios (ZEITLER et al., 2012). A 

formulação por via parenteral contém arginina para estabilizar o pH, enquanto a formulação por 

via aérea contém lisina, pois a arginina provocava a produção de óxido nítrico no pulmão e nos 

tecidos, causando inflamação das vias aéreas (PLOSKER, 2010; ZEITLER et al., 2012). É um 

antibiótico sintético monocíclico com atividade bactericida contra bactérias Gram-negativas 

(GEORGOPAPADAKOU, SMITH, SYKES, 1982; TUNKEL e SCHELD, 1990; VINKS et 

al.,1996; BREWER e HELLINGER, 1991; GIBSON, RETSCH-BOGART, OERMANN, 2006; 

PLOSKER, 2010). São ativos contra inúmeras enterobactérias como Escherichia coli, Klebsiella 

spp., Proteus spp., Serratia marcescens, Salmonella spp., Enterobacter spp., além de atuar 

contra Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitides (AXELROD 

et al., 1994; LOEB, 1993; PAPICH, 1995). Entretanto, não apresenta atividade contra bactérias 

Gram-positivas e patógenos anaeróbicos (SYKES, KOSTER, BONNER, 1988; KAPOOR e 

GATHWALA, 2004).  

 

3.3.1 Propriedades químicas 

 

O aztreonam é quimicamente denominado ácido propanoico, 2-[[[1-(2-amino-4-tiazolil)-

2-[(2-metil-4-oxo-1-sulfo-3-azetidinil)amino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]-2-metil-[2S-[2α,3β(Z)]]. 

Possui registro no Chemical Abstracts Service (CAS) número 78110-38-0 e Denominação 

Comum Brasileira (DCB) 01003. Apresenta-se como pó branco ou quase branco, com fórmula 

molecular C13H17N5O8S2, peso molecular 435,43 g/mol e pH entre 4,5 e 7,5 (MARTINDALE, 

1996; SRINIVAS et al., 1997; USP 36, 2013).  

O aztreonam contém um grupamento de 1-ácido sulfônico, anexado ao nitrogênio do 

anel, sendo responsável em ativar o anel β-lactâmico, que posteriormente sofre uma reação 

com transpeptidases. O grupo carboxílico aumenta a atividade antimicrobiana e proporciona a  

estabilidade contra Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o aztreonam contém uma cadeia 

lateral 2-aminotiazol que contribui para a excelente atividade do agente contra bactérias Gram-

negativas. Finalmente, a introdução do grupo alfa-metil na posição 4, estabiliza o aztreonam 
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contra hidrólise por enzimas β-lactamases, como mostra a Figura 3.3  (BONER e SYKES, 

1984; NEU, 1990; ZEITLER et al., 2012). 

 

Figura 3.3. Estrutura química do aztreonam. 

 
Fonte: NEU, 1990. 

 

O pKa é um dos principais fatores físico-químicos que afeta a  molécula do fármaco 

(LIVINGSTONE, 2003). O aztreonam apresenta o maior valor de pKa 4,34 ao átomo de N-tiazol 

seguido pelo valor de pKa para o grupo carboxila 2,70 (SYKES, KOSTER, BONNER, 1988; 

FLOREY, 1988). 

A Figura 3.4 mostra algumas formas tautoméricas do aztreonam diferindo em seu 

estado de protonação do anel tiazol, o grupo carboxila e o grupo amino, que estão todos 

localizados na 4-acilamino cadeia lateral ligado ao núcleo. O produto químico corresponde às 

formas zwitteriônicas (Z1, Z2, Z3), aniônicas (A1-A4), ou dianiônicas (D1). A estrutura e as 

propriedades físicas foram atribuídas a quatro diferentes estados de protonação (Z1, Z2, A1, 

D1) (YOSHIMURA e NIKAIDO, 1985; SATAKE e NAKAE, 1990; DÍAZ, 2006). 

 

Figura 3.4. Formas tautoméricas do aztreonam. 

 

Fonte: DÍAZ et al., 2006.  
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3.3.2 Propriedades farmacológicas 

 

O aztreonam não é absorvido pelo trato gastrintestinal e, portanto, só pode ser utilizado 

por via parenteral (SWABB, SUGERMAN, STERN, 1983). Após administração intramuscular, o 

pico de concentração sérica é alcançado dentro de uma hora (SWABB, 1985). Apresenta 

biodisponibilidade de quase 100%. A meia-vida é de 1-6 horas em adultos saudáveis e o 

volume de distribuição no estado estacionário é de 0,21L/kg (SWABB, SUGERMAN, 

MCKINSTRY, 1983; MARTINDALE, 1996; USP 36, 2013). A ligação às proteínas (albumina) 

em adultos é em média de 56% (NEU, 1990; MARTINDALE, 1996; USP 36, 2013). Aztreonam 

é distribuído para quase todos os tecidos e fluidos corporais, incluindo vesícula biliar, ossos, 

próstata, coração e músculos (SWABB, 1985; MARTINDALE, 1996; USP 36, 2013). A 

concentração de aztreonam que penetra no líquido cefalorraquidiano é quatro vezes maior 

quando as meninges estão inflamadas. O principal método de eliminação é através dos rins 

pela urina (DUMA et al., 1984; MARTINDALE 1996; USP 36, 2013).  

Os efeitos adversos são semelhantes aos de outros antibióticos β-lactâmicos. Em 

geral, as reações adversas foram relatadas em menos de 7% dos pacientes e apenas 2% dos 

pacientes tiveram que interromper o tratamento (STILLE e GOLLISSEN, 1985; HENRY e 

BENDUSH, 1985). Devido à sua baixa imunogenicidade não apresenta casos de alergia 

cruzada com penicilinas ou cefalosporinas. Pode produzir, raramente, um ligeiro aumento da 

aminotransferase e da fosfatase alcalina e prolongar os tempos de coagulação. Erupção 

cutânea, com e sem eosinofilia, tem sido relatada em cerca de 1% dos pacientes (LIVERMORE 

e WILLIAMS, 1981; MIHINDU et al., 1983; MARTINDALE, 1996; DEGANI, CASS, VIEIRA, 

2006; USP 36, 2013). Além disso, pode provocar flebite, diarreia, náuseas e vômitos 

(MARTINDALE,1996; ZOBELL et al., 2012; USP 36, 2013). Apresenta uma baixa incidência de 

nefrotoxicidade (STUTMAN et al., 1986; CUZZOLIN et al., 1991; TAKEUCHI, TANIZAWA, 

MAYUMI, 2003). 

 
3.3.3 Mecanismo de ação 

 

O aztreonam apresenta um mecanismo de ação semelhante ao das penicilinas e 

cefalosporinas, inibindo a síntese da parede celular bacteriana em bactérias Gram-negativas 

através da ligação às proteínas, provocando a lise celular (GEORPOPAPADOKOU, SMITH, 

SYKES, 1982; PLOSKER, 2010). Este antibiótico apresenta elevada afinidade à proteína de 

ligação à penicilina (PBPs), encontrada em bactérias Gram-negativas. Porém, ele não se liga a 

proteínas encontradas em bactérias Gram-positivas ou anaeróbicas, representando o seu 

estreito espectro de ação (SYKES et al., 1981b; NEU e LABTHAVIKUL, 1990; NEU, 1990; 

BREWER e HELLINGER, 1991; PLOSKER, 2010, ZEITLER et al., 2012). O aztreonam não é 

hidrolisado pelas enzimas β-lactamases (MARTINDALE, 1996; CASTANHEIRA et al., 2004; 

SADER, et al., 2005; SANTORO et al., 2012). A combinação com outros antibióticos é 

fundamental para alargar o espectro e aumentar a potência terapêutica através de interações 
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sinérgicas (SYKES et al., 1981b; NEU e LABTHAVIKUL, 1990; NEU, 1990; BREWER, 

HELLINGER, 1991; PLOSKER, 2010). 

 

3.3.4 Espectro de ação e uso clínico 

 

O aztreonam é usado para tratar infecções do trato urinário, septicemia, meningite, 

infecções de pele, como feridas, úlceras e queimaduras, infecções intra-abdominais, tais como 

peritonite, endometrite e celulite pélvica causada por bactérias Gram-negativas 

(GIAMARELLOU et al., 1984) e infecções moderadas a graves das vias aéreas causadas por 

Pseudomonas aeruginosa (EMERSON et al., 2002; PETER et al., 2013). Em pacientes com 

infecções graves causadas por bactérias Gram-positivas, o aztreonam pode ser usado em 

combinação com outros antibióticos para proporcionar uma atividade contra todos os 

organismos sensíveis a este fármaco (GIAMARELLOU et al., 1984). Além disso, é eficaz contra 

infecções respiratórias, como fibrose cística e pode ser usado no tratamento de sepsia 

neonatal (STUTMAN et al., 1986; CUZZOLIN et al., 1991; TAKEUCHI, TANIZAWA, MAYUMI, 

2003; PAXSON e PARADIS, 2010; WAINWRIGHT et al., 2011).  

 
3.4 Métodos de análise do aztreonam 

  
A farmacopeia americana (USP 36, 2013) descreve a quantificação de aztreonam em 

forma farmacêutica de pó liofilizado para solução injetável por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), utilizando como fase móvel metanol e tampão fosfato monobásico de 

potássio (1:4), com pH 3,0 e comprimento de onda de 254 nm. Outras farmacopeias como a 

portuguesa (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005), brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 

2010), britânica (BP, 2010), europeia (EP, 2011) e japonesa (JP, 2011) não descrevem 

métodos analíticos para quantificação de aztreonam. 

Na literatura há alguns métodos descritos para a determinação do aztreonam em 

matéria-prima ou em material biológico, utilizando CLAE (PILKIEWICK et al., 1983; SATTLER, 

SCHRAMN, SWABB, 1985; FABRE, IBORK, LERNERS, 1992; RANADIVE et al., 1995; VINKS 

et al., 1996; SRINIVAS et al., 1997; ZAJAC et al., 2005). São também descritos métodos para 

detecção de produtos de degradação, com aplicação de complexo de inclusão de 

ciclodextrinas e glucose (LOFTSSON e ÓLAFSDÓTTIR, 1991), estudos de dissolução (DESAI 

et al., 1994), espectrofotometria na região do UV/Visível (FABRE, IBORK e LERNERS, 1992; 

MARTÍN, PÉREZ, LÓPES, 1992; MAHGOUB, 2002), colorimetria e absorção atômica (AMIN e 

ALY, 2000), estudos farmacocinéticos e farmacodinâmicos (SWABB, 1985; BURGESS, 

PHARMD, KIMBERLY, 1999; SMITH et al., 2001; WONG et al., 2009; PAXSON e PARADIS, 

2010), estudos de espectrometria de massas (UNGER,1985), estudos de protonação (DÍAZ et 

al., 2006), testes de hipersensibilidade (KOCH et al., 1991; VEGA et al., 1991; PIMJENTO et 

al., 1998; PATRIARCA et al., 2008), análise microbiológica (PIELKIEWIC et al., 1983; EVANS 

et al., 1986; PARRY, 1990; RETSCH-BOGART et al., 2008; RETSCH-BOGART et al., 2009; 
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OERMANN et al., 2010; WAINWRIGHT et al., 2010; WAINWRIGHT et al., 2011; FRIEDLAND, 

et al., 2012; SANTORO, ROMÃO, CLEMENTINO, 2012). O aztreonam possui alguns 

compostos relacionados, provenientes provavelmente do processo de síntese (CIMARUSTI et 

al., 1983; BANFI et al., 1994). 

O ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico e a espectroscopia na região do 

infravermelho para determinação de aztreonam não foram encontrados em nenhum compêndio 

oficial e na literatura internacional pesquisados. Existem diversos trabalhos descritos na 

literatura para análise de aztreonam como pode ser observado nas Tabelas 3.1 e 3.2, 

respectivamente, para métodos cromatográficos e outros métodos analíticos.
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Tabela 3.1. Métodos cromatográficos descritos na literatura para análise de aztreonam. 

Método 
Comprimento 
de onda (nm) 

Fase móvel 
Fase estacionária Amostra Referência 

CLAE–FR 293 
Sulfato de hidrogênio tetrabutilamônio (pH 

3,0) e acetonitrila (80:20) 

Bondapak C18 (300 x 3,9 mm) Soro e Urina (humano, 

macaco, rato e coelho) 

PILKIEWICK et al., 1983 

CLAE-FR 283 
Tetrabutilamônio  e acetontrila (85:15) Bondapak C18 (300 x 3,9 mm) Soro SATTLER, SCHRAMN, 

SWABB, 1985 

CLAE-FR 254 
Tampão fosfato 0,05 M (pH 3,0) e metanol 

(80:20) 

LichrocartR (4 x 4 mm) embalada 

com LichrosorbR RP 18 (7 μm) 

Fármaco FABRE, IBOR, LERNERS, 

1992 

CLAE-FR 254 

Sulfato de hidrogênio tetrabutilamônio 0,005 

M, pH 3,0 ajustado com fosfato dissódico e 

metanol (70:30) 

Bondapak C18 (300 x 3,9 mm) Fármaco RANADIVE et al., 1995 

CLAE-FR 292 

Brometo de tetrabutilamônio 0,005 M numa 

solução de tampão de acetato 0,025 M e 

acetonitrila (pH 4,8) (80:20) 

Chromsphere Cl 8 (100 x 1 mm) Fármaco VINKS et al., 1996 

CLAE-FR 252 

Acetonitrila e água contendo 40 mM de 

fosfato de amônio e 6 mM de sulfato de 

hidrogênio tetrabutilamônio (pH 4,1 ajustado 

com 85% de ácido fosfórico) (17:83) 

Zorbax Rx-C18 (250 x 4,6 mm) Plasma  SRINIVAS et al., 1997 

CLAE-FR 270 Metanol e tampão fosfato pH 3,0 (1:4) LiChrospher RP18 (250 x 4 mm) Fármaco ZAJAC et al., 2005 

CLAE-FR 254 Metanol e tampão fosfato pH 3,0 (1:4) (300 x 3,9 mm, 10 µm) Fármaco USP 36, 2013 

CLAE-FR: cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa 
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Tabela 3.2. Métodos descritos na literatura para análise de aztreonam 

Método 
Comprimento de 

onda (nm) 
Solvente 

Amostra Referência 

UV 254 
Água destilada, pH 5,0 ajustado com hidróxido de sódio e 

ácido clorídrico  

Fármaco FABRE, IBORK, LERNERS, 1992 

VIS 496 Hidroxilamina Fármaco  MARTÍN, PÉREZ, LÓPEZ, 1992 

UV 317 Ácido cérico Fármaco MAHGOUB, 2002 

Difusão em 

Ágar 
- 

Tampão fosfato pH 6,0 Soro e Urina (humano, macaco, 

rato e coelho) 

PILKIEWICK et al., 1983 

UV: espectrofotometria na região do ultravioleta; VIS: espectrofotometria na região do visível.                      
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3.5 Qualidade de medicamentos 
  

Antes da Segunda Guerra Mundial, a ideia de qualidade era simplesmente a ausência 

de defeitos do produto final. Com a evolução na área industrial e o aprimoramento no setor 

farmacêutico, começou a exigir as Boas Práticas de Fabricação (BPF) de medicamentos.  Na 

década de 1960, surgiram sistemas importantes da qualidade dentre eles o PDCA (Plan, Do, 

Check, Act), a estratégia benchmarking, a metodologia dos seis sigmas, o Just in Time (JIT), o 

Material Requirements Planning (MPR), o Optimized Production Technology (OPT), o 

brainstorming, o diagrama de Ishikawa, o plano de ação 5W2H, entre outros (RIBEIRO, 2006; 

REBSAMEN, BOUCHEIX, FAYOL, 2010). Posteriormente, na década de 1970, foi 

estabelecido, além do controle de qualidade, o controle de processos (TAVARES, 2010). 

Atualmente, nos laboratórios e indústrias farmacêuticas, o Sistema de Qualidade engloba o 

Controle de Qualidade, Boas Práticas de Fabricação e o Controle Total da Qualidade, a fim de 

se idealizar, produzir, manter e assegurar as características em cada unidade do produto 

através de padrões ou níveis de qualidade (SANTORO, 1988; PINTO, KANEKO, PINTO, 

2010). 

 De acordo com a RDC n°17, de abril de 2010, o Controle de Qualidade pode ser 

definido como o conjunto de ensaios qualitativos e quantitativos realizados com o objetivo de 

avaliar matérias primas, produtos intermediários, produtos acabados, materiais de embalagem 

e verificar se apresentam conformidade com as especificações estabelecidas, detectando seus 

defeitos, desvios e erros (BRASIL, 2010), pois a presença de algum defeito pode causar 

alterações químicas, farmacológicas e toxicológicas (LA ROCA et al., 2007; CAZEDEY et al., 

2011). 

 A qualidade de um produto pode ser considerada como um conjunto de características 

e propriedades que o torna satisfatório para o atendimento as necessidades dos consumidores. 

No caso de medicamentos, as características benéficas são a eficácia terapêutica e segurança, 

ao lado de características menos essenciais, tais como a beleza do produto e propriedades 

organolépticas agradáveis (PINTO, KANEKO, PINTO, 2010). Segundo a RDC n°17, a 

qualidade dos produtos é de responsabilidade do fabricante, que deve assegurar que tais 

produtos estejam adequados ao uso pretendido, cumpram com os requisitos estabelecidos em 

seu registro e não coloquem os consumidores em risco por não apresentarem segurança, 

qualidade ou eficácia adequada (BRASIL, 2010). Em vista disso, a avaliação da qualidade dos 

medicamentos representa uma etapa indispensável para a sua comercialização em condições 

adequadas, portanto, o controle de qualidade garante a confiabilidade do produto (PEIXOTO 

JUNIOR et al., 2005).      

 O controle de qualidade dentro de uma indústria envolve todos os setores, ou seja, os 

profissionais, os recursos e instalações visando sempre à qualidade final de seu produto, 

portanto, para que o controle de qualidade possa ter êxito em suas atividades, todos devem 

estar em adequabilidade com a sua função (PINTO, KANEKO, PINTO, 2010). Além disso, 

diante do cenário competitivo do setor brasileiro, destaca-se a adoção e implantação, por parte 



Revisão de Literatura__________________________________________________________37 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

da indústria, de Programas de Qualidade. Neste contexto, encontra-se a certificação da série 

International Standard Organization (ISO) 9000. Esta série abrange um conjunto de requisitos 

para a estruturação de um Sistema de Gestão da Qualidade (XAVIER, 1995).  

 A qualidade e a eficácia dos medicamentos são, cada vez mais, motivo de 

preocupação e de milhares de pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo com relação ao 

controle de qualidade. Mediante a estas razões, é de grande relevância o desenvolvimento de 

métodos analíticos eficazes e confiáveis para o controle de qualidade dos medicamentos 

comercializados (LA ROCA et al., 2007). Dentre os principais métodos analíticos utilizados 

destacam-se a espectroscopia de absorção no UV-Visível e infravermelho, fluorimetria, 

polarimetria, técnicas eletroanalíticas, absorção atômica, cromatografia líquida, cromatografia 

gasosa e outras técnicas cromatográficas acopladas a diversos sistemas de detecção. Além de 

todas as técnicas e suas derivações, o constante aprimoramento das técnicas existentes e o 

desenvolvimento de novas técnicas, facilitam as análises, mas exigem, cada vez mais, a 

capacitação e o treinamento específico e adequado dos profissionais do setor farmacêutico 

(GIL, 2007). 

 

3.6 Validação de métodos analíticos 
  

A palavra validação originou-se do latim validus que significa forte e sugere que algo 

deve ser provado que é verdadeiro e útil, sendo assim aceito como padrão  (ARAUJO, 2009). 

O primeiro registro do uso oficial do termo validação encontra-se no Good Manufacturing 

Practices (GMPs), o qual foi publicado no Food and Drug Administration (FDA) em 1978, porém 

somente em 1980 recebeu a seguinte definição: “Validação é o estabelecimento da evidência 

documentada de que o desenvolvimento de um processo específico permite cumprir com o 

objetivo para o qual foi desenhado” (MORETTO e SHIB, 2000). Em outras palavras, validar um 

processo, equipamento, sistema ou metodologia é tornar legítimo, através do estabelecimento 

de documentações, tudo que envolve o processo de produção e controle de qualidade, desde 

as condições do ambiente, até os insumos e matérias primas que entram em sua composição 

(ATHAIDE, 2000; MORETTO e SHIB, 2000; EMANUELLI e SCANDIUZZI, 2000). 

A validação dos métodos analíticos demonstra que o método é adequado para a 

proposta pretendida e é seguro ao ser executado (FDA, 2000; USP 36, 2013; INMETRO, 

2011), através de um processo organizado, planejado e sistematicamente executado, o qual 

inclui o desenvolvimento do método analítico, estudos de pré-validação e, finalmente, a 

validação propriamente dita (BLIESNER, 2006). Desta maneira, deve garantir que o método 

atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados 

(BRASIL, 2003). 

Os principais e mais utilizados guias para validação de métodos analíticos de 

processos, principalmente para a área farmacêutica são: Association of Official Analytical 

Chemists (AOAC), Americam Society for Testing and Material (ASTM), Codex Committee on 

Methods of Analysis and Samping (CCMAS), European Committee for Normalization (ECN), 
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Cooperation for Accreditation (EA), Food and Agricultural Organization (FAO), United States 

Food and Drug Administration (FDA), International Laboratory Accreditation Cooperation 

(ILAC), Organização Mundial da Saúde (OMS), International Organization for Standardization 

(ISO), International Union of Pure Applied Chemistry (IUPAC), Unite States Pharmacopeia 

(USP), International Conference on Harmonization (ICH), Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) e Instituto de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO) 

(ARAUJO, 2009). A literatura possui um amplo número de guias para avaliação de 

desempenho de métodos analíticos, apresentando diferentes terminologias e formas de 

expressar resultados. Apesar destas variações, todas levam a um mesmo propósito 

(TAVENIERS, LOOSE, BOCKSTAELE, 2004). 

 A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou a resolução n° 899, de 

29 de maio de 2003, na qual apresenta os ensaios necessários para validação de um método 

analítico, que são: especificidade, linearidade, precisão, exatidão, seletividade, robustez e 

limite de quantificação e de detecção (BRASIL, 2003). A disponibilidade de instrumentos e 

equipamentos, rapidez, custo reduzido, simplicidade e baixo risco operacional devem também 

ser considerados (LA ROCA et al., 2007). Além disso, para garantir a qualidade analítica dos 

resultados, todos os equipamentos utilizados devem estar devidamente calibrados e os 

analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados (RILEY e ROSANSKE, 1997). 

Os métodos analíticos possuem suas variações e determinações, principalmente 

devido às diferentes necessidades de cada caso. Por esses motivos, os parâmetros foram 

divididos em quatro categorias, necessários para os diferentes propósitos de validação (Tabela 

3.3), onde (USP 36, 2013): 

Categoria I: Testes quantitativos para a determinação da substância ativa em produtos 

farmacêuticos ou matérias-primas. 

Categoria II: Testes limite para a determinação de impurezas e produtos de degradação em 

produtos farmacêuticos e matéria prima. 

Categoria III: Testes de performance (por exemplo: dissolução, liberação do ativo). 

Categoria IV: Testes de identificação. 
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Tabela 3.3. Parâmetros necessários para a validação 

 
Parâmetro 

 
Categoria I 

           Categoria II  
Categoria III 

 
Categoria IV Quantitativo Ensaio Limite 

Seletividade Sim Sim Sim * Sim 

Linearidade Sim Sim Não * Não 

Intervalo Sim Sim * * Não 

Precisão: Repetibilidade Sim Sim Não Não Não 

Precisão: Intermediária ** ** Não ** Não 

Limite de detecção Não Não Sim * Não 

Limite de quantificação Não Sim Não * Não 

Exatidão Sim Sim * * Não 

Robustez Sim Sim Sim Não Não 

*pode ser necessário, dependendo da natureza do teste específico 
** se houver comprovação da reprodutibilidade não é necessário a comprovação da precisão intermediária 
Fonte: BRASIL, 2003. 

 
A seguir está apresentada a descrição dos principais parâmetros de validação. 

Especificidade: é a capacidade de uma metodologia analítica em avaliar de forma inequívoca 

o analito na presença de componentes que normalmente podem estar presentes, tais como 

impurezas, produtos de degradação e componentes da matriz (ICH, 2005). A seletividade 

frequentemente é confundida com o termo especificidade. Para corrigir esta situação, a IUPAC 

sugere o uso de somente o termo seletividade, mas mesmo assim, órgãos reguladores ainda 

utilizam o termo especificidade (RIBANI et al., 2004). 

Linearidade: trata-se da capacidade do método em fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de uma determinada faixa de 

aplicação (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013). 

Intervalo: é a faixa compreendida entre os limites de quantificação superior e inferior, para a 

qual tenham sido demonstrados níveis adequados de precisão, exatidão e linearidade 

(BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013). 

Precisão: é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de 

uma amostragem múltipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). As três formas mais 

comuns de expressar a precisão são: repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade, 

sendo usualmente expressas pelo desvio padrão relativo (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 

2005, USP 36, 2013). 

Limite de detecção: é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser 

detectada, mas não necessariamente quantificada, sob as condições analíticas estabelecidas 

(BRASIL, 2003; USP 36, 2013). 

Limite de quantificação: é a menor concentração de um analito que pode ser 

quantitativamente determinada com precisão e exatidão, sob condições experimentais 

definidas (BRASIL, 2003; TAVENIERS, LOOSE, BOCKSTAELE, 2004; ICH, 2005; USP 36, 

2013). 
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Exatidão: é a medida que representa o grau de concordância entre a determinação de um 

analito (valor real ou encontrado) e seu padrão (valor verdadeiro) (BRASIL, 2003; TAVENIERS, 

LOOSE, BOCKSTAELE, 2004; ICH, 2005; USP 36, 2013). A forma de sua medida varia de 

acordo com o ensaio realizado. Os mais utilizados são: análise de fármacos, análise de formas 

farmacêuticas e análise de impurezas (BRASIL, 2003; USP 36, 2013). 

Robustez: é o ensaio que mede a sensibilidade do método frente a variações das condições 

de análise definidas. Portanto, o método não pode ser afetado por pequenas e deliberadas 

modificações em seus parâmetros (USP 36, 2013). 

 A ICH (2005) estabelece como parte do processo de validação de sistemas 

cromatográficos o teste de conformidade do sistema. Trata-se de uma etapa essencial, pois 

assegura que os parâmetros cromatográficos selecionados para a análise estejam aptos a 

fornecer resultados com precisão e exatidão aceitáveis e confiáveis (PASCHOAL et al., 2008). 

Com este propósito, alguns parâmetros devem ser analisados a partir do pico cromatográfico, 

tais como o tempo de retenção (tR), número de pratos (N), os fatores de cauda (FC), de 

assimetria (AS) e de capacidade (k’). 

Tempo de retenção (tR): representa o tempo gasto desde a injeção no sistema cromatográfico 

até a saída do ponto máximo do pico referente ao analito (PASCHOAL et al., 2008). 

Número de pratos (N): é uma medida da eficiência da coluna cromatográfica (SNYDER, 

KIRKLAND, DOLAN, 2010). 

Fator de cauda (FC) e de assimetria (AS): medem a simetria e as distorções frontais ou 

posteriores (caudas) de um pico cromatográfico (FDA, 1994). 

Fator de capacidade (k’): mede a localização do pico de interesse em relação ao tempo de 

retenção do composto não-retido (FDA, 1994). 

 O propósito da avaliação de resultados é extrair informações úteis e tirar conclusões 

sobre o processo de validação em geral, através da realização de uma compilação de um 

conjunto de dados com abordagem matemáticas e estatísticas (ARAUJO, 2009). Ferramentas 

como a análise de variância (ANOVA), o teste t Student, entre outros, são muito utilizados para 

dar fundamento científico-matemático aos resultados obtidos (LA ROCA et al., 2007).  

  
3.7 Geração de resíduos e preservação ambiental 

 

Constata-se que ao longo da história, o homem sempre utilizou os recursos naturais do 

planeta e gerou resíduos com pouquíssima preocupação, os recursos eram abundantes e a 

natureza aceitava sem reclamar os despejos realizados, já que o enfoque sempre foi “diluir e 

dispensar” (MOURA, 2002). Porém, com a industrialização, a destinação dos resíduos que 

sobram do processo produtivo, sejam eles sólidos, líquidos ou gasosos se tornou um dos 

problemas mais visíveis, pois o crescente volume desses resíduos quando mal administrados, 

tem provocado sérios e inúmeros problemas de ordem sanitária e estética, além dos riscos à 

saúde e ao meio ambiente (MAY, LUSTOSA, VINHA, 2003).    
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Diante deste contexto atual, em que há grande geração de resíduos industriais, 

destaca-se a urgente necessidade de alterações nos costumes e na cultura populacional, a fim 

de promover o desenvolvimento sustentável, de forma que o ecossistema seja agredido o 

mínimo possível (GONÇALVES, 2006). Assim, a política do desenvolvimento sustentável deve 

ser fundamentada em dois princípios: desenvolvimento econômico e proteção ambiental, de 

modo que os impactos desencadeados pela produção de resíduos industriais sejam 

minimizados (CAETANO, 2009). Por outro lado, a consolidação das leis ambientais e a 

participação da sociedade aumentam a atuação e o rigor dos órgãos ambientais federal, 

estadual e municipal, obrigando que as indústrias modifiquem as interações com o meio 

ambiente ou, então, ampliem seu quadro jurídico para enfrentar possíveis demandas no campo 

do direito ambiental. Para evitar esse tipo de situação, um expressivo número de indústrias já 

implantou, ou está implantando, treinamentos e auditorias internas para adequar suas 

atividades às exigências da norma internacional da série ISO 14.000 (SANSEVERINO, 2000). 

A prevenção à poluição refere-se a qualquer prática que vise à redução e/ou 

eliminação, seja em volume, concentração ou toxicidade, das cargas poluentes na própria fonte 

geradora. Inclui modificações nos equipamentos, processos ou procedimentos, reformulação 

ou replanejamento de produtos e substituição de matérias primas e substâncias tóxicas que 

resultem na melhoria da qualidade ambiental (FIGUEIREDO, SANTOS, FERRARI, 2000; 

SANSEVERINO, 2000; NOLASCO, TAVARES, BENDASSOLLI, 2006).  

A exigente opinião pública e a tendência ao consumo sustentável encontram-se cada 

vez mais em evidência e isto colabora para que cada dia mais as empresas se preocupem em 

reduzir os impactos da poluição que produzem, adotando ações ambientais (BORINELLI et al., 

2010).  
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4.1. Descrição geral 
 
Nome genérico: Aztreonam 

Nome químico: ácido propanoico, 2-[[[1-(2-amino-4-tiazolil)-2-[(2-metil-4-oxo-1-sulfo-3-

azetidinil)amino]-2-oxoetilideno]amino]oxi]-2-metil-[2S-[2α,3β(Z)]]  

Chemical Abstracts Service (CAS): 78110-38-0 

Denominação Comum Brasileira (DCB): 01003 

Fórmula química: C13H17N5O8S 

Peso molecular: 435,43 g/mol 

pKas: 2,70 e 4,34 

pH: entre 4,5 a 7,5 

Categoria: antibiótico 

Família: monobactâmico 

Comercialização no Brasil: O medicamento de referência é Azeus®, fabricado pela 

Novafarma. Como medicamento similar são comercializados Azanem® (Biochimico), Uni 

Aztrenam® (União Química) e como medicamento genérico Aztreonam (Eurofarma).  

Descrição física: Apresenta-se como pó branco ou quase branco, ligeiramente higroscópico, 

muito solúvel na água. Deve ser conservado em recipiente estéril, considerando que se destina 

à produção de formas farmacêuticas estéreis, em recipientes hermeticamente fechados. 

 
4.1.1 Substância Química de Referência (SQR) 

A substância química de referência (SQR) utilizada neste trabalho foi o aztreonam, 

gentilmente cedido pelo Laboratório Farmacêutico União Química (Pouso Alegre, Minas Gerais, 

Brasil), identificada pelo lote 0900009674, com teor declarado de 99,2%. 

 
4.1.2 Amostra da forma farmacêutica pó liofilizado para solução injetável 

As amostras utilizadas neste trabalho foram frascos-ampola de pó liofilizado para 

solução injetável, na qual contém L-arginina, equivalente a 1,0 g de aztreonam, gentilmente 

doadas pelo Laboratório Farmacêutico União Química (Pouso Alegre, Minas Gerais, Brasil), 

sob o nome comercial de Uni Aztrenam® e identificado pelo lote de número 0908120. Diluente: 

Água Estéril para Injeção.  

 

 

 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       5. ANÁLISE QUALITATIVA 
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5.1. Introdução 
  

A análise criteriosa de um medicamento envolve inúmeras avaliações que incluem 

desde a análise visual mais subjetiva até o completo estudo de estabilidade. No controle de 

qualidade das formas farmacêuticas é necessária a realização de testes de identificação do 

fármaco, além da sua quantificação (CAZEDEY, 2012). Além disso, a qualidade na fabricação 

de medicamentos está diretamente relacionada com a promoção e manutenção da saúde. 

Assim, o não cumprimento dos critérios pode interferir nas características biofarmacêuticas, 

neste sentido, as técnicas de análise são essenciais para a segurança de medicamentos 

(PEDROSO e SALGADO, 2013a). 
 
5.2. Características Organolépticas 
 
5.2.1 Material 

As características organolépticas foram determinadas na amostra de pó liofilizado para 

solução injetável de aztreonam. 

 
5.2.2. Método 

A amostra foi observada quanto ao aspecto morfológico, cor e odor. 

 

5.2.3. Resultados e discussão 

A amostra de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam apresentou-se sob a 

forma de pó fino inodoro de coloração branca, como mostra a Figura 5.1. A descrição é 

condizente com a preconizada pela literatura e pelo fabricante (USP 36, 2013). A embalagem 

do Uni Aztrenam® está representada na Figura 5.2. 

 

Figura 5.1. Pó liofilizado para solução injetável de aztreonam. 
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Figura 5.2. Embalagem do Uni Aztrenam. 

 

 
 

5.3. Determinação do Peso Médio 
  

A verificação da variação de peso das unidades de determinado lote de um produto 

farmacêutico é indicativo importante da homogeneidade e, consequentemente, da variação do 

teor da substância ativa (SAKR et al., 1972). 

Na Tabela 5.1 são apresentados os limites de variação permitidos na Farmacopeia 

Brasileira, sendo admitidos não mais que duas unidades em desacordo com o estabelecido, 

porém, nenhuma poderá estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

 

Tabela 5.1. Variação de peso de pós segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010). 

Formas farmacêuticas em dose unitária Peso médio Limites de variação 

Pós estéreis, pós liofilizados e pós para injetáveis Mais que 40 mg1         ± 10,0 % 

Pós para reconstituição (uso oral) 
Menos que 300 

mg ou mais 

         ± 7,5 % 

1Se o peso médio for de 40 mg ou menos, submeter ao teste de Uniformidade de doses unitárias. 
 
5.3.1 Material 

Para esta análise foram utilizadas amostra de pó liofilizado para solução injetável de 

aztreonam e balança analítica modelo H51 (Metller Toledo, Suíça). 

 
5.3.2 Método 

A determinação do peso médio foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). 

Foram pesados, individualmente, 20 unidades. O rótulo do recipiente foi retirado, e então foi 

aberto e pesado. Após a pesagem, o recipiente foi lavado utilizando água e em seguida etanol. 
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Os recipientes foram secos a 105°C por uma hora, esfriados em dessecador e submetidos à 

pesagem.  

 

5.3.3 Resultados e discussão 

A Tabela 5.2 apresenta o peso individual de 20 unidades com o desvio padrão relativo 

(DPR %). A Figura 5.3 apresenta o desvio encontrado para as unidades de pó liofilizado para 

solução injetável de aztreonam. 

 

Tabela 5.2. Peso médio de vinte unidades de frasco-ampola de aztreonam.  

Unidades 
Recipiente 
cheio (g) 

Recipiente 
vazio (g) 

Diferença de 
peso (g) 

Peso médio 
(g) 

DPR (%) 

1 17,7402 16,1370 1,6032   

2 18,0998 16,4803 1,6195   

3 18,1685 16,4396 1,7289   

4 17,9055 16,3039 1,6016   

5 17,8628 16,2739 1,5889   

6 18,0568 16,4567 1,6001   

7 18,0822 16,4248 1,6574   

8 18,0630 16,3197 1,7433   

9 18,0881 16,4199 1,6682   

10 18,0648 16,2918 1,7730 1,6861 4,24 

11 18,0241 16,2813 1,7428   

12 18,1958 16,4803 1,7155   

13 18,0789 16,2698 1,8091   

14 17,9010 16,2790 1,6220   

15 18,0549 16,3996 1,6553   

16 18,0678 16,3631 1,7047   

17 18,0216 16,3578 1,6638   

18 17,9214 16,2752 1,6462   

19 18,0988 16,3222 1,7766   

20 18,0996 16,2983 1,8013   

 

 A Figura 5.3 ilustra a variação das vinte unidades de pó liofilizado de solução injetável 

de aztreonam. 
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Figura 5.3. Variação do peso médio de vinte ampolas de aztreonam injetável. 

 
 

As variações de peso encontram-se dentro dos limites pré-estabelecidos pela 

Farmacopeia Brasileira (2010). Neste caso, a variação permitida é ± 10,0%, entre o peso 

máximo 1,8547 g e peso mínimo 1,5175 g. O desvio padrão relativo apresentou valor de 

4,24%, dentro das especificações. 

 
5.4. Determinação do Ponto de Fusão 

 

O ponto de fusão de uma substância é a temperatura na qual esta se encontra 

completamente fundida (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). É importante tanto para a 

caracterização de compostos quanto para indicar pureza quando se compara com padrões de 

referência, pois a presença de impurezas mesmo que em pequenas quantidades pode alterar a 

faixa de fusão de um composto ou diminuir o seu ponto de fusão (GRAHAM, 1995). A 

simplicidade, rapidez e baixo custo do equipamento são algumas das vantagens da aplicação 

da medida do ponto de fusão (GIL et al., 2005). 

 
5.4.1 Material 

O ponto de fusão foi determinado na SQR e amostra, utilizando equipamento 

automático STUART Cientific SMP3. As amostras foram colocadas em tubos capilares de vidro 

com 1,6 mm de espessura e 75 mm de comprimento que foram introduzidos horizontalmente 

no equipamento.  

 

5.4.2 Método 

A SQR e amostra foram previamente dessecadas e introduzidas em tubos capilares de 

vidro com uma das extremidades seladas até cerca de 3,0 mm de altura. Colocou-se o tubo 

capilar no aparelho para determinação do ponto de fusão e iniciou-se o aquecimento a 

temperatura de 10°C/min. A temperatura na qual a amostra fundiu-se na parede do tubo em 

qualquer ponto, foi definida como o início de fusão, e a temperatura na qual a amostra tornou-
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se completamente líquida, foi definida como o final da fusão ou o ponto de fusão 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As determinações foram realizadas em triplicata. 

 
5.4.3 Resultados e discussão 

Como pode ser verificado na Tabela 5.3, o pó apresentou ponto de fusão em 200,7°C 

para SQR e 202,0°C para a amostra, com decomposição, evidenciada pela alteração da cor do 

composto e formação de bolhas (Figura 5.4). A mudança de cor apresentada pelo pó teve 

início em 196,0ºC (branco-amarelo). O desvio padrão relativo apresentou valor dentro das 

especificações. 

 

Tabela 5.3. Valores do ponto de fusão obtidos para a SQR e amostra. 

 Faixa de fusão (°C) Média DPR (%)1 

 202,2   

Substância de referência 201,4 200,7 0,94 

 198,6   

 200,3   

Amostra 203,4 202,0 0,79 

 202,3   
1Desvio Padrão Relativo 

 
Figura 5.4. Pó liofilizado para solução injetável de aztreonam antes (A) e após a fusão (B). 
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5.5. Determinação da Umidade 
  

O ensaio de determinação da umidade tem como finalidade a determinação da 

quantidade de substância volátil de qualquer natureza presente na amostra. A expressão 

dessecação até peso constante significa que a secagem deve continuar até que duas 

pesagens seguidas não difiram em mais de 0,5 mg por grama da substância em exame, sendo 

que a segunda pesagem deve ser realizada após uma hora de secagem adicional nas 

condições especificadas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

 

5.5.1 Material 

A determinação da umidade da amostra em pó liofilizado para solução injetável de 

aztreonam foi realizada de acordo com a técnica para determinação da perda por dessecação, 

preconizada pela Farmacopeia Brasileira (2010), utilizando balança por infravermelho, modelo 

IV-2000 (Gehaka, São Paulo, Brasil). 
 

5.5.2 Método 

Neste ensaio, a amostra de pó liofilizado de solução injetável de aztreonam foi pesada 

em balança analítica (aproximadamente 1,0 g) e transferida para a balança por infravermelho, 

onde permaneceu por 1 hora a 105°C. A análise foi realizada em triplicata e em três dias 

diferentes. 

Para confirmar o tempo que a amostra deve permanecer no analisador de umidade por 

infravermelho, foi realizada análise gravimétrica, também de acordo com a Farmacopeia 

Brasileira (2010). Neste teste, a amostra de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam 

foi pesada em pesa-filtro previamente dessecado nas mesmas condições de análise e tarado. 

Após a pesagem, o pesa-filtro foi levado à estufa modelo 702.780 (Quimis, São Paulo, Brasil) a 

105ºC, para a dessecação. O procedimento foi realizado em triplicata e o pesa-filtro contendo a 

amostra foi analisado de 30 em 30 minutos, até a constatação de peso constante. Após este 

procedimento, a perda em peso foi calculada em porcentagem. 

 
5.5.3 Resultados e discussão 

Os resultados obtidos pela técnica de perda por dessecação utilizando o analisador de 

umidade por infravermelho e análise gravimétrica estão apresentados na Tabela 5.4 e 5.5. 
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Tabela 5.4. Teor de umidade do pó liofilizado para solução injetável de aztreonam determinado 

em analisador de umidade por infravermelho. 

Ensaio Umidade (%)1 Média (%) DPR (%)2 

1 3,1   

2 3,2 3,16 1,82 

3 3,2   
1Média de três determinações; 
2Desvio Padrão Relativo. 

 

Tabela 5.5. Teor de umidade do pó liofilizado para solução injetável de aztreonam determinado 

por análise gravimétrica. 

Ensaio Umidade (%)1 Média (%) DPR (%)2 

1 2,1   

2 2,2 2,16 1,82 

3 2,2   
1Média de três determinações; 
2Desvio Padrão Relativo. 

 

O teor médio de umidade obtido pela análise gravimétrica foi de 2,16%, com DPR% de 

1,82, inferior ao teor obtido com o método por analisador por infravermelho que foi de 3,16%, 

com DPR% de 1,82, portanto, foi confirmado que o tempo de 1 hora é suficiente para o teste.  

Não existe descrito na literatura um valor máximo para o teor de umidade de amostras 

de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam. No entanto, a determinação da umidade é 

de extrema importância, uma vez que altas concentrações de umidade podem provocar a 

deterioração ou demonstrar a má conservação das matérias primas, além de induzir a erros de 

pesagens que poderão causar erros de cálculo de teor ou potência. Além disso, é importante 

ressaltar que as matérias primas devem ser armazenadas em frascos bem fechados, a fim de 

evitar a absorção de água pelo fármaco.  
 

5.6. Determinação de Cinzas Sulfatadas 
 

Cinzas sulfatadas compreendem o resíduo não volátil à incineração na presença de 

ácido sulfúrico, conforme a técnica especificada. Em geral, o ensaio visa determinar o teor de 

constituintes ou impurezas inorgânicas contidos em substâncias orgânicas. Também se destina 

à determinação de componentes inorgânicos em misturas e da quantidade de impurezas 

contidas em substâncias inorgânicas termolábeis (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a expressão incineração até peso constante 

significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas não difiram em 

mais de 0,5 mg por grama da substância em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser 

efetuada após 15 minutos de incineração adicional nas condições específicas (600 ± 25ºC). 
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5.6.1. Material 

A determinação de cinzas sulfatadas da amostra de pó liofilizado de solução injetável 

de aztreonam foi realizada em forno mufla (Heraeus Instruments), de acordo com a 

Farmacopeia Brasileira (2010). 

 

5.6.2. Método 

Na determinação de cinzas sulfatadas, utilizou-se 1,0 g da amostra de pó liofilizado de 

solução injetável de aztreonam que foi exatamente pesado em cadinho de porcelana, 

previamente dessecado e tarado. Após este processo foi adicionado 1 mL de ácido sulfúrico e 

aquecido brandamente até carbonização e incinerado em forno mufla a 600°C durante 1 hora. 

Posteriormente, o cadinho foi esfriado em dessecador para atingir a temperatura ambiente e 

novamente pesado. A análise foi realizada em triplicata. 

O cálculo foi realizado através da porcentagem de cinzas sulfatadas em relação à 

substância sob ensaio, utilizando a Equação 5.1:  

                               

                         Equação 5.1 

Em que: 

P1 = Peso do cadinho após a calcinação e esfriamento (cadinho tarado);  

P2 = Peso do cadinho com amostra após a calcinação e esfriamento em dessecador;  

P3 = Peso da amostra inicial. 
 
5.6.3 Resultados e discussão 

Os resultados obtidos pela técnica de determinação de cinzas sulfatadas estão 

apresentados na Tabela 5.6. 

 

Tabela 5.6. Teor de cinzas sulfatadas do pó liofilizado para solução injetável de aztreonam. 

Ensaio Cinzas sulfatadas (%) Média (%) DPR (%)1 

1 0,20   

2 0,20 0,20 0,0 

3 0,20   
1Desvio Padrão Relativo 

 

Não há descrição na literatura um valor máximo para o teor de cinzas sulfatadas em 

amostras de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, porém, de acordo com o 

resultado obtido, verificou-se que se encontra aproximadamente igual aos valores 

considerados para muitos fármacos de natureza orgânica em suas respectivas monografias 

farmacopeicas. 
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5.7. Determinação da Solubilidade 
 

Quando a Farmacopeia Brasileira (2010) se refere a partes, quer dizer que 1,0 g de um 

sólido é submetido à dissolução no número de mililitros do solvente estabelecido no número de 

partes, à temperatura de 25°C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As solubilidades 

aproximadas apresentadas neste estudo estão designadas por termos descritivos cujos 

significados estão apresentados na Tabela 5.7. 

 

Tabela 5.7. Significado do termo descritivo utilizado na indicação da solubilidade. 

Termo descritivo Solvente 
Muito solúvel Menos de uma parte 

Facilmente solúvel 1 a 10 partes 

Solúvel 10 a 30 partes 

Pouco solúvel 30 a 100 partes 

Levemente solúvel 100 a 1000 partes 

Muito pouco solúvel 1000 a 10000 partes 

Insolúvel mais de 10000 partes 

 

5.7.1 Material  

A solubilidade da amostra de pó liofilizado de solução injetável de aztreonam foi 

realizada com os seguintes solventes: acetato de etila (Synth, Diadema, Brasil), acetona 

(Synth, Diadema, Brasil), acetonitrila (J.T. Baker, México), ácido acético 0,1 M (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), ácido clorídrico 0,1 M (Synth, Diadema, Brasil), água purificada 

(Millipore, Milford, MA, USA), butanol (Synth, Diadema, Brasil), clorofórmio (Synth, Diadema, 

Brasil), diclorometano (Synth, Diadema, Brasil), etanol (J.T. Baker, México), éter butílico 

(Quemis, Florianópolis, Brasil), hidróxido de sódio 0,1 M (Synth, Diadema, Brasil) e metanol 

(Synth, Diadema, Brasil). Todos os solventes foram de grau analítico. 

 

5.7.2 Método 

Foram pesados em balança analítica 100,0 mg de pó liofilizado de solução injetável de 

aztreonam e transferidos para tubos de ensaio, acrescentando alíquotas crescentes de cada 

solvente, sob agitação até completa solubilização. O ensaio foi realizado a 25ºC e a 

solubilidade indicada de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira (2010).  

 

5.7.3 Resultados e discussão 

 A Tabela 5.8 apresenta os resultados obtidos no teste solubilidade para pó liofilizado de 

solução injetável de aztreonam em diferentes solventes, de acordo com os critérios 

preconizados na Tabela 5.7. 
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Tabela 5.8. Solubilidade do aztreonam em diferentes solventes a 25ºC. 

Termo descritivo Solvente 
Acetato de etila Insolúvel 

Acetona Insolúvel 

Acetonitrila Insolúvel 

Ácido acético 0,1 M Facilmente solúvel 

Ácido clorídrico 0,1 M Facilmente solúvel 

Água purificada Facilmente solúvel 

Butanol Insolúvel 

Clorofórmio Insolúvel 

Diclorometano Insolúvel 

Etanol Levemente solúvel 

Éter etílico Insolúvel 

Hidróxido de sódio 0,1 M Facilmente solúvel 

Metanol Solúvel 

 

O ensaio de solubilidade foi realizado com a finalidade de obter a caracterização da 

amostra qualitativamente através de sua polaridade e, ao mesmo tempo, utilizar este ensaio 

como preditivo na determinação do melhor sistema solvente para o desenvolvimento de teste 

quantitativo. 

Na literatura consultada não foi encontrada solubilidade especificada para o pó 

liofilizado para solução injetável de aztreonam. 

 

5.8.  Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
  

A CCD consiste na separação dos componentes de uma mistura através da migração 

diferencial sobre uma camada delgada de absorvente retido sobre uma superfície plana 

(COLLINS, BRAGA, BONATO, 1997; DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998). É uma técnica flexível 

através da qual podem-se identificar substâncias, impurezas e produtos de degradação. 

Apresenta-se como vantagens ser de fácil execução e compreensão, versátil e de baixo custo. 

Esta técnica de identificação baseia-se na comparação de valores de Rf (índice de retenção de 

um composto) obtidos quando o fármaco é analisado juntamente com a substância de 

referência (WATSON, 2005). 

  

5.8.1. Material 

A CCD foi realizada com a SQR e amostra de pó liofilizado de solução injetável para 

aztreonam. Também foi realizada com o excipiente L-arginina. Utilizaram-se placas de sílica gel 

F254 (10 x 10 cm), com espessura de 0,25 mm (Kieselgel 60, Merck, Alemanha). 

Os solventes utilizados foram: acetonitrila (J.T. Baker, México), ácido acético (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), água purificada (Millipore, Milford, MA, USA), butanol (Synth, Diadema, 
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Brasil), diclorometano (Synth, Diadema, Brasil), etanol (J.T. Baker, México) e metanol (Synth, 

Diadema, Brasil). Todos os solventes foram de grau analítico. 

 
5.8.2 Método 

 
5.8.2.1 Desenvolvimento da CCD 

As placas utilizadas foram previamente ativadas em estufa a 105°C por 1 hora. Para o 

preparo das soluções da SQR, amostra e do excipiente, foram pesadas massas equivalentes a 

20 mg. Em seguida, estas massas foram transferidas para balões volumétricos de 100 mL e 

seus volumes foram completados com metanol, obtendo-se soluções de 200 µg/mL. As 

pesagens foram realizadas em balança analítica modelo H51 (Metller Toledo, Suíça). 

Foram testadas os seguintes sistemas de fases móveis: 

Sistema 1: butanol : água purificada : ácido acético (80:25:15, v/v) 

Sistema 2: diclorometano : metanol : acetonitrila (57:35:4, v/v) 

Sistema 3: etanol : água purificada (80:20, v/v) 

Sistema 4: etanol : água purificada : ácido acético (10:6:6, v/v) 

Sistema 5: metanol com pH 4,0 ajustado com ácido acético 

Para o ensaio, procedeu-se inicialmente a saturação da cuba com o sistema de fase 

móvel. As soluções preparadas no dia da análise foram aplicadas em quantidade de 10 µL 

diretamente na placa, com auxílio de microsseringa de vidro (Hamilton, Nevada, E.U.A.). Após, 

a placa foi colocada na cuba saturada para eluição dos compostos. 

Após a eluição, a placa foi retirada da cuba de vidro para secagem do solvente e 

posterior revelação das manchas. A placa foi revelada em câmara de luz UV (365 nm). Após, 

as manchas foram observadas quanto à forma, posição, tamanho e cor. Também foram 

determinados os fatores de retenção (Rf) referentes às manchas correspondentes à SQR, 

amostra e excipiente.   

 
5.8.2.2 Degradação acelerada 

Soluções de amostra de aztreonam (200 µg/mL) foram submetidas à degradação 

acelerada por condições ácida, básica, neutra, oxidativa e fotolítica, com objetivo de avaliar se 

o sistema cromatográfico escolhido é capaz de detectar a degradação do aztreonam na forma 

farmacêutica de pó liofilizado para solução injetável e revelar a presença de possíveis produtos 

de degradação. 

A solução da amostra foi preparada em HCl 0,1 M e NaOH 0,1 M para as hidrólises 

ácida e básica, respectivamente. As amostras foram submetidas a 60°C em banho de 

aquecimento. A degradação neutra foi realizada através da exposição da solução da amostra 

em banho de aquecimento à temperatura de 60°C. Para a degradação oxidativa, a solução da 

amostra foi preparada em solução de peróxido de hidrogênio a 3% (p/v) e depois submetida ao 

banho de aquecimento à temperatura de 60°C. A fotodegradação foi induzida através da 
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exposição da solução da amostra à luz ultravioleta, utilizando câmara espelhada (100 x 16 x 16 

cm), com lâmpada UV (254 nm) 20 W. 

Todas as amostras foram submetidas à análise por CCD com a fase móvel constituída 

por metanol com pH 4,0 ajustado com ácido acético nos tempos de 1, 6, 24, 48, 72 e 168 

horas.  

 

5.8.3 Resultados e discussão 

 
5.8.3.1 Desenvolvimento da CCD 

As fases móveis foram testadas de acordo com as características de polaridade e 

solubilidade do aztreonam. Apesar de diversos sistemas de fases móveis testados, apenas o 

Sistema 5 permitiu a melhor eluição das soluções, apresentando um Rf satisfatório. Os demais 

sistemas apresentaram Rf insatisfatório (acima de 0,8) e/ou a presença de manchas não 

definidas. 

As manchas detectadas para o aztreonam SQR e amostra foram compatíveis entre si 

quanto ao tamanho, Rf e cor. Além disso, foi comprovado que o excipiente não interfere na 

eluição da amostra, como pode ser visto na Figura 5.5. 

 

Figura 5.5. Cromatograma de solução de aztreonam SQR (P), amostra (A) e excipiente (E). 

Fase estacionária: sílica gel F254. Fase móvel: metanol com pH 4,0 ajustado com ácido acético.  

 
 

O resultado obtido sugere que o aztreonam SQR e amostra possuem a mesma 

identidade e em ambos não ocorre a presença de impurezas, pois não há o aparecimento de 

outras manchas, exceto as do fármaco em questão. O valor de Rf foi obtido através do 

quociente entre a distância de migração do fármaco e a distância percorrida pelo eluente, que 

foi de 0,68. 

Embora a literatura descreva alguns métodos para identificação de aztreonam por 

CCD, estes métodos geralmente utilizam como fases móveis misturas de solventes 
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potencialmente tóxicos. O método por CCD desenvolvido demonstrou ser adequado para a 

identificação do aztreonam na forma farmacêutica em estudo. 

 

5.8.3.2 Degradação forçada 

A Figura 5.6 mostra os perfis cromatográficos após revelação com luz UV (365 nm) 

para as soluções da amostra de aztreonam degradadas nas condições oxidativa (O), básica 

(B), neutra (N), ácida (A) e fotolítica (F) nos tempos de 1, 6, 24, 48 horas e 7 dias.  
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Figura 5.6. Cromatogramas obtidos por CCD para as soluções da amostra de aztreonam 

degradadas nas condições oxidativa (O), básica (B), neutra (N), ácida (A) e fotolítica (F) nos 

tempos de 1, 6, 24, 48 horas e 7 dias.  

 

 

A Tabela 5.9 apresenta informações sobre a análise por CCD da degradação acelerada 

do aztreonam em pó liofilizado para solução injetável.
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Tabela 5.9 Análise por CCD da degradação acelerada de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável. 

Tempo (h) Degradação ácida Degradação básica Degradação neutra Degradação fotolítica Degradação oxidativa 

      

1 Rf = 0,69 Rf = 0,61 Rf = 0,69 Rf = 0,69 Rf = 0,69 

      

6 Igual ao cromatograma de 1h Igual ao cromatograma de 1h Igual ao cromatograma de 1h Igual ao cromatograma de 1h Igual ao cromatograma de 1h 

      

24 Mancha de baixa intensidade Mancha de baixa intensidade Igual ao cromatograma 1h Mancha de baixa intensidade Mancha de baixa intensidade 

      

48 Mancha extra: Rf = 0,47 

 

Mancha extra: Rf = 0,47 

 

Mancha de baixa intensidade 

 

Mancha de baixa intensidade 

Degradação completa, pois 

não houve aparecimento da 

mancha. 

      

168 

Degradação completa, pois 

não houve aparecimento das 

manchas 

 

Mancha de baixa intensidade 

 

Mancha de baixa intensidade 

 

Mancha de baixa intensidade 
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 Pela análise dos dados obtidos, foi possível observar que a solução da amostra foi 

mais estável em condições fotolítica e neutra e a máxima degradação foi observada pela 

condição oxidativa, na qual em 72 horas a mancha referente à amostra de aztreonam havia 

desaparecido, sugerindo degradação completa do fármaco. Para a degradação ácida e básica, 

uma mancha adicional foi detectada (Rf = 0,47). Os resultados mostraram a capacidade do 

método em indicar a estabilidade do fármaco, o qual pode ser aplicado para análise qualitativa 

de aztreonam na forma farmacêutica de pó para solução injetável em ensaios de rotina do 

controle de qualidade deste fármaco. 

 
5.9. Espectrofotometria na região do Ultravioleta (UV) 

 

A espectrofotometria na região do ultravioleta é um importante recurso utilizado na 

quantificação de substâncias, uma vez que está relacionada com a estrutura eletrônica da 

molécula. Baseia-se no fato de a absortividade de um composto químico ser constante 

dependendo da intensidade da radiação incidente, concentração e caminho óptico, embora 

dependa de fatores como: estrutura molecular do composto, solvente, temperatura e 

comprimento da radiação (WATSON, 1999). É utilizada principalmente para a identificação de 

compostos químicos orgânicos incluindo fármacos, porém, é também largamente utilizada para 

o doseamento de fármacos (OHANNESIAN e STREETER, 2002). Além disso, é uma das 

técnicas mais empregadas, devido à simplicidade, rapidez, baixo custo, robustez, exatidão, 

facilidade e geração de menor quantidade de resíduos, para análise de diversos compostos 

orgânicos e, por isso, pode ser utilizada nas análises durante a produção e na rotina do 

controle de qualidade das indústrias farmacêuticas. Porém, esta técnica apresenta limitada 

seletividade (CARDOSO et al., 2006; AMIN, MOUSTAFA, EL-DOSOKY, 2008). 

 

5.9.1 Material 

Na espectrofotometria na região do ultravioleta foi utilizada SQR, amostra de pó 

liofilizado para solução injetável de aztreonam e o excipiente L-arginina. 

Os espectros na região do ultravioleta foram obtidos utilizando-se espectrofotômetro 

KAYAK® XA, modelo HP 8453, com software Chemstation UV-VIS e cubetas de quartzo de 1 

cm de caminho óptico. As leituras foram realizadas entre 200-400 nm. 

Utilizaram-se como solvente água purificada (Millipore, Milford, MA, USA), metanol 

(Synth, Diadema, Brasil), ácido clorídrico 0,1 M (Synth, Diadema, Brasil), hidróxido de sódio 0,1 

M (Synth, Diadema, Brasil). Os solventes utilizados foram de grau analítico. 

 

5.9.2 Método 

Pesaram-se analiticamente 20 mg de SQR,  amostra de pó liofilizado para solução 

injetável de aztreonam e do excipiente, os quais foram transferidos para balões volumétricos de 

100 mL, completando-se o volume com água purificada, obtendo soluções com concentração 

final de 200 µg/mL. Uma alíquota de 2 mL foi transferida para balão volumétrico de 10 mL para 
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obtenção de uma solução de concentração de 40 μg/mL e o volume foi completado com água 

purificada. 

 Foram preparadas soluções da SQR e amostra de pó liofilizado de solução injetável de 

aztreonam em água purificada, metanol, ácido clorídrico 0,1 M, hidróxido de sódio 0,1 M e 

tampão fosfato pH 6,0 e 8,0.  

 
5.9.3 Resultados e discussão 

Na Tabela 5.10 são apresentados os valores de absorção e os comprimentos de onda 

determinados para a solução de SQR e amostra de pó liofilizado de solução injetável de 

aztreonam. 

 

Tabela 5.10. Comprimento de onda e absorção da solução de aztreonam na concentração de 

40 µg/mL em diferentes solventes. 

Solvente            Comprimento de onda (nm) Absorção 

Metanol 294 0,3412 

Ácido clorídrico 0,1 M 284 0,4931 

Hidróxido de sódio 0,1 M 268 0,5239 

Tampão fosfato pH 8,0 292 0,3877 

Tampão fosfato pH 6,0 292 0,3853 

Água purificada 292 0,3870 

 

Nas Figuras 5.7 a 5.12 estão apresentados os espectros de SQR e amostra de pó 

liofilizado de solução injetável de aztreonam com concentração de 40 µg/mL nos diferentes 

solventes. 

 

Figura 5.7. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV de solução de SQR 

(vermelho) e amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, utilizando 

metanol como solvente. 
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Figura 5.8. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de SQR 

(vermelho) e amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, utilizando 

ácido clorídrico 0,1 M como solvente. 

 
 

Figura 5.9.  Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de SQR 

(vermelho) e amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, utilizando 

hidróxido de sódio 0,1 M como solvente 

 
 

Figura 5.10. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de 

SQR (vermelho) e amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, 

utilizando tampão fosfato pH 8,0 como solvente. 
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Figura 5.11. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de 

SQR (vermelho) e amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam, 

utilizando tampão fosfato pH 6,0 como solvente. 

 
 
Figura 5.12. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de 

SQR (vermelho), amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam e 

excipiente (azul), utilizando água purificada como solvente. 

 

 

A absorção molecular na região do UV depende da estrutura eletrônica da molécula. 

Assim, a identificação do fármaco pode ser feita pela determinação de suas características de 

absorção em diferentes solventes no espectro (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007).  

O fármaco em estudo mostrou-se solúvel em todos os solventes utilizados uma vez que 

não houve precipitação nos balões volumétricos após o preparo das soluções e estas 

mantiveram-se límpidas. Os espectros de absorção obtidos na análise da solução de SQR e 

amostra de pó liofilizado de solução injetável de aztreonam mostraram-se similares em todos 

os solventes utilizados. Além disso, o excipiente (L-arginina) não interfere na leitura, não 

apresentando absorção na região do ultravioleta, como mostra a Figura 5.12. Desta forma, na 

análise quantitativa, optou-se pela utilização da água purificada como solvente por possuir 

vantagens econômicas e ecológicas, tais como ser de fácil aquisição, baixo custo, fácil 

descarte e geração de pouca quantidade de resíduos. Os espectros de absorção para a SQR e 

amostra de pó liofilizado de preparações injetáveis de aztreonam mostraram máxima absorção 

em 292 nm. 
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5.10. Espectroscopia na região do Infravermelho  

 

A espectrofotometria no infravermelho médio (MIR – medium infrared) é um ensaio de 

identificação por excelência sendo capaz de diferenciar substâncias com diferenças estruturais. 

Das três regiões do infravermelho (próximo, médio e distante) a região compreendida entre 

4000 a 400 cm -1 (infravermelho médio) é a mais empregada para fins de identificação de 

compostos (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; 

PAVIA et al., 2010). Esta técnica é baseada nas vibrações dos átomos ou grupos de átomos, 

que podem ter amplitudes e velocidades diferentes, podendo assim, identificar as bandas 

características dos grupos funcionais presentes na amostra (WATSON, 2005; PAVIA et al., 

2010). 

  

5.10.1 Material 

A espectrometria na região do infravermelho foi realizada com a SQR, amostra de pó 

liofilizado para solução injetável de aztreonam e com o excipiente L-arginina. 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos utilizando-se equipamento 

Shimadzu (Kyoto, Japão) com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21. O brometo de 

potássio (KBr) utilizado para a confecção das pastilhas foi da marca Synth (São Paulo, 

Diadema, Brasil), de grau analítico.  

A região espectral compreendida na análise foi de 4000 a 500 cm-1, com intervalos de 2 

cm-1. 

 

5.10.2 Método 

O aztreonam SQR, amostra e excipiente foram exatamente pesados o equivalente a 2 

mg  (20 mg da diluição 1:10 em KBr) e homogeneizou-se com 148 mg de brometo de potássio, 

perfazendo massa total da pastilha de 150 mg. A leitura foi realizada em transmitância e o 

espectro foi obtido com auxílio do software IS solution. O mesmo procedimento foi realizado 

com a amostra de aztreonam e com o excipiente. 

 
5.10.3 Resultados e discussão 

Os espectros obtidos com aztreonam SQR, amostra e excipiente encontram-se 

sobrepostos e apresentados na Figura 5.13. 
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Figura 5.13. Espectro de absorção na região de infravermelho de aztreonam SQR (verde), 

amostra (preto) e excipiente (azul). 

 
 

Os espectros obtidos com a SQR e amostra de pó para solução injetável de aztreonam 

apresentam as mesmas bandas de absorção, como apresentado na Tabela 5.11. Este é um 

forte indício da identidade desta substância e da ausência de impurezas e produtos de 

degradação, os quais apresentariam bandas diferentes (TOTOLI, 2013). Além disso, o 

excipiente (L-arginina) não interfere na leitura, não apresentando bandas de absorção iguais as 

do fármaco, como mostra a Figura 5.13. 

 

Tabela 5.11. Bandas do espectro na região do infravermelho com as respectivas deformações. 

Região de absorção (cm-1)1 Grupamento responsáveis 

3600-3250 Deformação axial dos grupamentos N-H e O-H 

3000-2800 Deformação axial dos grupamentos sp3 C-H 

1800-1750 Deformação axial do grupamento C=O 

1600-1475 Deformação axial do anel benzênico 

1350-1000 Deformação axial do grupamento C-N 

1350-1175 Deformação axial do grupamento S=O 
1SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010. 

 

O espectro de absorção na região do infravermelho apresentou picos de absorção 

característicos de funções presentes na estrutura química do aztreonam, demonstrando desta 

maneira os grupos funcionais presentes na molécula estudada. 

A espectroscopia no infravermelho é um método de identificação de excelência no 

controle de qualidade de medicamentos. Os espectros na região do infravermelho para SQR e 

amostra de aztreonam foram praticamente idênticos, confirmando o propósito desta técnica, 

que é a identificação da molécula por comparação com um padrão de referência. 
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5.11 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
 

A cromatografia líquida de alta eficiência vem contribuindo de maneira significativa com 

a análise de medicamentos (RAMBLA-ALEGRE et al., 2011). É um método que se destaca por 

apresentar algumas propriedades especiais, tais como grande poder de resolução, alta 

velocidade de separação, capacidade de quantificação exata, permitindo ainda análises 

repetitivas e reprodutivas com a mesma coluna. Além disso, possibilita o uso de uma ampla 

variedade de fases móveis e estacionárias, permitindo a análise de grande número de 

compostos (JEFFERY et al., 1992). 

Este método é utilizado em várias áreas da ciência, com destaque para o 

acompanhamento de sínteses, em pesticidas, no isolamento de produtos naturais e sintéticos e 

na produção e controle de qualidade de medicamentos, entre muitas outras aplicações 

(DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998). 

 

5.11.1 Material 

A cromatografia líquida de alta eficiência foi realizada com SQR, amostra de pó 

liofilizado para solução injetável de aztreonam e com o excipiente L-arginina. 

O equipamento utilizado foi o cromatógrafo Waters, modelo 1525 (Waters 

Chromatography Systems, CA, U.S.A.), conectado a detector de UV/Visível Waters 2487 e 

injetor manual 7725i com loop de 20 µL (Rheodyne Breeze, CA, E.U.A.), equipado com 

software Empower. A separação cromatográfica foi realizada através de condições isocráticas 

e coluna Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm (Agilent, Santa Clara, CA, E.U.A.).  

Os seguintes equipamentos também foram utilizados: balança analítica, modelo H51 

(Mettler Toledo, Suíça) e ultra-som (Unique, Indaiatuba, Brasil). 

Para as fases móveis, os solventes utilizados foram: acetonitrila (J.T. Baker, Xelostoc, 

México), ácido acético (Merck, Darmstadt, Alemanha), etanol (J.T. Baker, Xelostoc, México) e 

metanol (J.T. Baker, Xelostoc, México). Todos os solventes foram de grau HPLC. Todas as 

soluções e fases móveis utilizadas durante este trabalho foram preparadas a partir de água 

purificada (Milli-Q, Millipore, E.U.A.).  

 

5.11.2 Método 

Pesaram-se analiticamente 20 mg de SQR e amostra de pó liofilizado para solução 

injetável de aztreonam e do excipiente, os quais foram transferidos para balões volumétricos de 

100 mL, completando-se o volume com fase móvel, para obtenção de solução com 

concentração final de 200 µg/mL. As soluções foram filtradas em membrana com poro de 0,45 

µm e 13 mm de diâmetro. 

As fases móveis foram filtradas sob vácuo e desgaseificadas em ultra-som durante 30 

minutos. Após a estabilização do sistema cromatográfico, 20 µL das soluções foram injetadas 

no cromatógrafo e analisadas no comprimento de onda de 292 nm. A identificação foi realizada 

através da comparação dos tempos de retenção e pelo perfil cromatográfico. 
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Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condições 

favoráveis para a quantificação do aztreonam em pó para solução injetável, bem como 

melhorar a assimetria do pico e reduzir os danos para a coluna cromatográfica e a geração de 

resíduos (TOTOLI, 2013). Desta forma, a Tabela 5.12 apresenta os parâmetros que foram 

testados. 

 

Tabela 5.12. Parâmetros cromatográficos testados durante ensaios preliminares para 

desenvolvimento do método por CLAE. 

Parâmetros Descrição 

 

Coluna cromatográfica 

Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 150 mm 

Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm  

 

Vazão (mL/min) 

0,5 

0,8 

 1,0 

 

 

 

 

Fase móvel 

água:metanol (60:40, v/v) 

água:metanol (60:40, v/v) pH 3,1 ajustado com ácido acético 

água:metanol (70:30, v/v) pH 2,6 ajustado com ácido acético 

água:metanol (60:40, v/v) pH 3,8 ajustado com TFA1 

água: acetonitrila (60:40, v/v) 

 água:acetonitrila (60:40, v/v) pH 3,8 ajustado com ácido acético 

água: etanol (60:40, v/v) pH 3,1 ajustado com ácido acético 

água:etanol (70:30, v/v) pH 2,6 ajustado com ácido acético 
1TFA: ácido trifluoroacético 

 
5.11.3 Resultados e discussão 

Os resultados obtidos com os diversos parâmetros testados estão apresentados na 

Tabela 5.13.  
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Tabela 5.13. Resultados obtidos durante o desenvolvimento do método por CLAE para análise 

qualitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável. 

Parâmetros Descrições 

Coluna cromatográfica Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 150 mm, não demonstrou 

adequada separação dos picos. 

  

Vazão (mL/min) Vazão de 0,8 e 1,0 mL/min fez com que os tempos de retenção 

aparecessem próximo ao volume morto, tornando o seu uso 

inadequado. 

  

Fase móvel água:metanol (60:40, v/v): pico largo em 5,9 minutos; 

 água:metanol (60:40, v/v) pH 3,1 ajustado com ácido acético: 

pico com cauda em 6,1 minutos; 

 água:metanol (70:30, v/v) pH 2,5 ajustado com ácido acético: 

pico satisfatório em 4,1 minutos;  

 água:metanol (60:40, v/v) pH 3,8 ajustado com TFA: pico com 

cauda em 5,5 minutos;  

 água: acetonitrila (60:40, v/v): pico largo em 3,7 minutos; 

 água:acetonitrila (60:40, v/v) pH 3,8 ajustado com ácido acético: 

pico largo em 5,6 minutos; 

 água: etanol (60:40, v/v) pH 3,1 ajustado com ácido acético: 

pico com cauda em 4,9 minutos; 

 água:etanol (70:30, v/v) pH 2,6 ajustado com ácido acético: pico 

satisfatório em 4,9 minutos. 

 

A CLAE é descrita na literatura para a análise de aztreonam em formulações 

farmacêuticas e em fluidos biológicos. No entanto, a maioria das fases móveis sugeridas na 

literatura envolve a utilização de soluções-tampão em sua composição, o que configura em 

uma desvantagem do método, pois os sais que compõem estas soluções tendem a 

adsorverem-se na coluna, podendo causar entupimentos e diminuir sua vida útil. Desta forma, 

optou-se por uma fase móvel que não utiliza soluções-tampão em sua constituição, formada 

por água:etanol (70:30 v/v) com pH 2,6 ajustada com ácido acético, apresentando uma 

excelente otimização do método, pois com esta fase móvel minimiza-se os possíveis danos à 

coluna cromatográfica que a presença de soluções-tampão poderia causar. A fase móvel 

escolhida ainda possui outra vantagem, que é o fato de utilizar etanol em sua composição em 

vez de solventes mais comumente empregados, tais como metanol e acetonitrila, o qual é 

menos tóxico para os operadores, de fácil descarte e ainda possui custo reduzido (RIBEIRO et 

al., 2004). Esta fase móvel também foi escolhida devido ao curto tempo de retenção do 

fármaco, em 4,9 minutos, aproximadamente.  
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O uso de etanol e água como fase móvel, há algum tempo, não era muito utilizado pelo 

fato de aumentar a viscosidade do sistema e, consequentemente, a pressão de trabalho. No 

entanto, os equipamentos modernos suportam pressões muito mais elevadas, o que torna 

viável o seu uso (RIBEIRO et al., 2004). Além disso, estudos mostram que misturas de etanol e 

água apresentam boas propriedades cromatográficas quando usadas com colunas de fase 

reversa C8 e C18 (MIYABE, TAKEUCHI, TEZUCA, 1999; RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et al., 

2004).  

A partir dos resultados obtidos com as diferentes colunas analíticas, fases móveis e 

vazões foi possível estabelecer os parâmetros ideais para a realização do método. Estas 

condições estão apresentadas na Tabela 5.14. 

 

Tabela 5.14. Parâmetros estabelecidos para a determinação de aztreonam pelo método de 

CLAE. 

Parâmetros Descrições 

Coluna cromatográfica Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm 

Vazão (mL/min) 0,5 

Fase móvel água:etanol (70:30, v/v) pH 2,6 ajustado com ácido acético 

Detecção 292 nm 

Volume de injeção 20 µL 

Temperatura 25°C ± 2°C 

Tempo de retenção 4,9 minutos 

 

Os cromatogramas obtidos com aztreonam SQR, amostra e excipiente encontram-se 

sobrepostos e apresentados na Figura 5.14. 

 

Figura 5.14. Sobreposições dos cromatogramas obtidos por CLAE para solução de aztreonam 

SQR (preto), amostra (azul) e excipiente (verde).  

 
 

As fases móveis foram testadas de acordo com as características de polaridade e 

solubilidade do aztreonam. Entre as diversas fases móveis testadas, água:etanol (70:30, v/v) 
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pH 2,6 ajustado com ácido acético foi escolhida, pois sua composição é simples e utiliza 

reagentes menos tóxicos e de baixo custo. 

Os cromatogramas obtidos com a SQR e amostra de pó para solução injetável de 

aztreonam apresentam os mesmos perfis cromatográficos. Este é um forte indício da 

identidade desta substância e da ausência de impurezas e produtos de degradação, os quais 

apresentariam picos diferentes. Além disso, o excipiente (L-arginina) não interfere na leitura, 

não apresentando pico igual do fármaco, como mostra a Figura 5.14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                     6. ANÁLISE QUANTITATIVA 
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6.1 Espectrofotometria na região do Ultravioleta 
 

A espectrofotometria na região do ultravioleta é fundamentada na lei de Lambert-Beer, 

que é a base matemática para medidas de absorção de radiação por amostras no estado 

sólido, líquido ou gasoso, nas regiões do ultravioleta, visível e infravermelho do espectro 

eletromagnético. Para medidas de absorção de radiação em determinado comprimento de 

onda, tem-se a equação 6.1:  

 

                                  Equação 6.1 

 
 Em que: 

A = absorvância; 

Io = intensidade da radiação monocromática que incide na amostra; 

I = intensidade da radiação que emerge da amostra. 

ɛ = absortividade molar; 

b = distância percorrida pelo feixe através da amostra; 

c = concentração (mol/L) da espécie absorvente (HARRIS, 2001; VOGEL, 2002; 

ROCHA e TEIXEIRA, 2004, PEDROSO e SALGADO, 2013b). 

O desenvolvimento de métodos quantitativos empregando a espectrofotometria de 

absorção na região do UV é baseado na capacidade de absortividade de um sistema é 

diretamente proporcional à concentração de soluto (Lei de Lambert-Beer) (ROCHA e 

TEIXEIRA, 2004). A Lei de Lambert-Beer explica que há uma relação exponencial entre a 

transmissão de luz através de uma substância e a concentração da substância, assim como 

também entre a transmissão e a longitude do corpo que a luz atravessa (EWING, 2001).  

A análise por espectrofotometria na região do UV é uma técnica amplamente utilizada 

para quantificar diversos fármacos, porque é barata, simples e não requer preparação da 

amostra demorada e complexa. Além disso, produz quantidades muito baixas de resíduos e 

solventes, sendo um aspecto importante nas análises laboratoriais de rotina (BONFILIO, 

ARAÚJO, SALGADO, 2011; FIORENTINO e SALGADO, 2011; SILVA, ALMEIDA, SALGADO, 

2012).  

 

6.1.1 Material 

A espectrofotometria na região do UV foi realizada com a SQR e amostra para pó 

liofilizado de solução injetável de aztreonam, descritas no Capítulo 4. 

As análises foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis SHIMADZU, modelo mini-

1240, utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Foi utilizado como solvente 

água purificada (Millipore, Milford, MA, E.U.A.) 

 
 
 



Análise Quantitativa___________________________________________________________73 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

6.1.2 Método 

 
6.1.2.1 Preparo da solução de aztreonam SQR  

Pesou-se quantidade equivalente a 20,0 mg de aztreonam SQR previamente 

dessecada e transferiu-se para balão volumétrico de 100 mL com auxílio de água purificada. 

Levou-se ao ultrassom por 5 minutos para garantir sua total dissolução e completou-se o 

volume com o mesmo solvente, obtendo-se a concentração final de 200 µg/mL de aztreonam 

SQR. 

 

6.1.2.2 Preparo da solução de aztreonam na amostra 

 O conteúdo de 20 frascos contendo 1 g de pó liofilizado para solução injetável de 

aztreonam foi adicionado a um recipiente adequado; a partir deste pool de amostras, pesou-se 

o equivalente a 20 mg de aztreonam previamente dessecada e transferiu-se para balão 

volumétrico de 100 mL com auxílio de água purificada. Levou-se ao ultrassom por 5 minutos 

para garantir sua total dissolução e completou-se com o mesmo solvente, obtendo-se a 

concentração final de 200 µg/mL. 

 

6.1.2.3 Curva de Ringbom 

A curva de Ringbom foi realizada a fim de estabelecer a faixa de concentração na qual 

o método espectrofotométrico na região do ultravioleta apresenta linearidade. A partir da 

solução estoque, descrita na seção 6.1.2.2, alíquotas crescentes foram transferidas para 

balões volumétricos de 10 mL. Os volumes foram completados para 10 mL com água 

purificada, obtendo-se soluções com concentrações de 1 a 200 µg/mL. As leituras foram 

efetuadas no comprimento de onda de máxima absorção, 292 nm, utilizando o solvente água 

purificada como branco. 

 
6.1.2.4 Obtenção da curva analítica 

Após a obtenção da curva de Ringbom, determinou-se a faixa de concentração que 

obedece a lei de Lambert-Beer. Para obtenção da curva analítica, foram transferidas alíquotas 

de 1,35; 1,80; 2,25; 2,70; 3,15; 3,60 mL da solução descrita na seção 6.1.2.1 para balões 

volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com água purificada, obtendo-se soluções 

com concentrações finais de 27, 36, 45, 54, 63 e 72 µg/mL, respectivamente. Cada 

concentração foi preparada em triplicata. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em 

comprimento de onda de 292 nm, utilizando água purificada como branco e as curvas foram 

obtidas em três dias diferentes.  

 

6.1.2.5 Cálculo do teor de aztreonam na amostra 

A concentração de aztreonam na amostra foi calculada pela Equação 6.2 e o seu teor 

percentual foi calculado pela Equação 6.3. 
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                                          Equação 6.2 

 

Em que:  

 Ca = concentração da amostra; 

Aa = absorção absoluta da amostra; 

Csr = concentração da SQR; 

 Asr = absorção absoluta da SQR; 

    

                                                     Equação 6.3 

                                            

 Em que:  

 Ca% = concentração percentual da amostra; 

 Ca = concentração da amostra; 

 Ct = concentração teórica de aztreonam na amostra. 

 

6.1.3 Validação do método  

Os parâmetros foram determinados de acordo com a literatura (FDA, 2000; BRASIL, 

2003; ICH, 2005; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 2007; BONFILIO, ARAÚJO, 

SALGADO, 2011). 

 

6.1.3.1 Linearidade 

Os dados obtidos na construção da curva analítica, descrita na seção 6.1.2.4 foram 

analisados para obtenção da equação da reta através da regressão linear, pelo método dos 

mínimos quadrados e a verificação da linearidade foi constatada pela ANOVA. 

 

6.1.3.2 Especificidade e Seletividade 

A especificidade foi comprovada pela comparação da resposta obtida para o fármaco 

na ausência do excipiente (SQR), na presença do excipiente (amostra) e com o excipiente 

(BRASIL, 2003).  

 

6.1.3.3 Precisão 

A precisão do método foi avaliada por meio da repetibilidade e precisão intermediária. 

A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realização da análise de sete réplicas de aztreonam 

SQR com concentração de 45 µg/mL, no mesmo dia, sob as mesmas condições experimentais 

e pelo mesmo analista. O desvio padrão relativo (DPR %) entre as análises foi calculado. A 

precisão intermediária (interdias e entre analistas) foi avaliada através da realização de 

determinações de aztreonam na amostra em três dias diferentes e também por um segundo 

analista, sob as mesmas condições experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos 

foram calculados. 

6.1.3.4 Exatidão 
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A exatidão do método foi determinada pelo ensaio de recuperação, no qual 

quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de amostra 

(ICH, 2005). Sendo cada nível de concentração preparado em triplicata. A recuperação foi 

realizada em três níveis, R1, R2 e R3, e as soluções foram preparadas segundo a Tabela 6.1. 

 

Tabela 6.1. Preparo das soluções para o teste de recuperação do método espectrofotométrico 

na região do UV. 

 
Volume adicionado de 

amostra (200 µg/mL) (mL) 
Volume adicionado de 
SQR (200 µg/mL) (mL) 

Concentração teórica 
final (µg/mL) 

A 1,3 - 26 

R1 1,3 0,5 36 

R2 1,3 0,95 45 

R3 1,3 1,4 54 

SQR - 1,3 26 

 

A percentagem de recuperação (R%) foi calculada através da Equação 6.4, 

determinada pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2002): 

 

 

                Equação 6.4 
 
Em que: 

Cf = concentração da solução amostra adicionada de padrão (SQR); 

Cu = concentração da amostra; 

Cs = concentração teórica da SQR adicionada. 

 

6.1.3.5 Robustez 

A robustez do método foi avaliada por meio de modificação nos parâmetros 

estabelecidos, tais como: comprimento de onda, equipamento e temperatura. As respostas 

obtidas foram avaliadas quanto ao DPR% entre as determinações, comparando-as com as 

condições normais de trabalho. 

 

6.1.3.6 Limite de detecção 

 O limite de detecção (LD) foi estimado a partir das três curvas analíticas obtidas 

utilizando-se os dados de desvio padrão do intercepto com eixo y e a média das inclinações 

das curvas analíticas (Equação 6.5) (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

                 Equação 6.5 
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Em que: 

 σ = desvio padrão do intercepto; 

 IC = média das inclinações das curvas analíticas. 

 

6.1.3.7 Limite de quantificação 

 O limite de quantificação (LQ) foi determinado a partir das três curvas analíticas 

obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrão do intercepto com eixo y e a média das 

inclinações das curvas analíticas (Equação 6.6) (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

 

                 Equação 6.6 
 

Em que: 

 σ = desvio padrão do intercepto; 

 IC = média das inclinações das curvas analíticas. 

 

6.1.4 Resultados e discussão 

As técnicas espectrofotométricas têm aumentado consideravelmente nos últimos anos 

por causa da sua importância na análise farmacêutica para a determinação de fármacos 

(GOMES e SALGADO, 2005). São utilizadas para análise de diferentes classes de fármacos e 

medicamentos sejam na forma de matéria prima, formulações farmacêuticas e em amostras 

biológicas uma vez que permite a determinação de parâmetros como quantificação da 

substância em análise, constante de equilíbrio e velocidade de reação (ROCHA e TEIXEIRA, 

2004; AMIN, MOUSTAFA, EL-DOSOKY, 2008). 

As características do espectro de absorção na região do UV da SQR e amostra de pó 

liofilizado para solução injetável de aztreonam em água purificada foram discutidas na análise 

qualitativa deste trabalho (Capítulo 5, seção 5.9). 

 

6.1.4.1 Curva de Ringbom 

Os resultados obtidos com a curva de Ringbom, construída para a determinação da 

faixa linear do método espectrofotométrico na região do ultravioleta para o aztreonam, são 

mostrados na Tabela 6.2. 
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Tabela 6.2. Valores obtidos na determinação da curva de Ringbom para o método 

espectrofométrico na região do UV para aztreonam, utilizando água como solvente e 

comprimento de onda de 292 nm. 

 Concentração (µg/mL)             Absorvância 100-T% 
1 1 0,0110 2,5010 

2 3 0,0298 6,6316 

3 6 0,0549 11,8748 

4 9 0,0861 17,9837 

5 12 0,1138 23,0515 

6 15 0,1466 28,6490 

7 18 0,1763 33,3654 

8 21 0,2074 37,9703 

9 24 0,2296 41,0614 

10 27 0,2605 45,1091 

11 30 0,2905 48,7729 

12 33 0,3201 52,1480 

13 36 0,3513 55,4651 

14 39 0,3813 58,4377 

15 42 0,4060 60,7355 

16 45 0,4371 63,4489 

17 48 0,4656 65,7705 

18 51 0,4960 68,0846 

19 54 0,5314 70,5829 

20 57 0,5579 72,3242 

21 60 0,5864 74,0821 

22 63 0,6140 75,6780 

23 66 0,6412 77,1545 

24 69 0,6730 78,7676 

25 72 0,7019 80,1345 

26 75 0,7329 81,5031 

27 78 0,7648 82,8130 

28 81 0,7904 83,7968 

29 84 0,8171 84,7630 

30 87 0,8492 85,8486 

31 90 0,8771 86,7291 

32 100 1,0011 90,0253 

33 110 1,0978 92,0164 

34 130 1,2974 94,9580 

35 150 1,4678 96,5944 

36 170 1,6581 97,8026 

37 200 1,9448 98,8645 
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A curva de Ringbom foi obtida plotando-se os valores de transmitância e de 

concentração em escala logarítmica conforme demonstrado na Figura 6.1. 

 

Figura 6.1. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na região do UV para 

aztreonam. 

 
  

A curva de Ringbom determinou a faixa linear escolhida para validar o método, a qual  

foi entre 27 a 72 µg/mL. 

 
6.1.4.2 Obtenção da curva analítica 

A Tabela 6.3 apresenta os valores de absorvância obtidos na construção da curva 

analítica para aztreonam SQR, utilizando água purificada como solvente. 
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Tabela 6.3. Valores de absorvância determinados para a curva analítica de aztreonam SQR 

pelo método espectrofotométrico na região do UV, utilizando água purificada como solvente a 

292 nm. 

Concentração 
(µg/mL) 

Absorvância 
Absorvância média ± 

e.p.m.1 

DPR (%)2 

 0,2624   

27 0,2654 0,2648 ± 0,0012 0,87 

 0,2666   

 0,3440   

36 0,3556 0,3521 ± 0,0041 1,77 

 0,3568   

 0,4243   

45 0,4360 0,4331 ± 0,0045 1,55 

 0,4389   

 0,5134   

54 0,5260 0,5235 ± 0,0052 1,51 

 0,5310   

 0,5964   

63 0,6101 0,6065 ± 0,0051 1,29 

 0,6131   

 0,6848   

72 0,7013 0,6969 ± 0,0051 1,12 

 0,7047   
1erro padrão médio 
2desvio padrão relativo 
 

A curva analítica de aztreonam SQR (Figura 6.2) foi construída com as médias dos 

valores de absorvância de três curvas analíticas obtidas durante os ensaios de linearidade. 
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Figura 6.2. Curva analítica da solução de aztreonam SQR pelo método espectrofotométrico na 

região do UV a 292 nm, utilizando água purificada como solvente. 

 
 Os resultados apresentados na Tabela 6.3 e Figura 6.2 demonstraram que o método 

possui linearidade na faixa de concentração de 27 a 72 µg/mL, com coeficiente de correlação 

de 0,9998, o que mostra a adequada linearidade do método. A equação da reta, obtida por 

regressão linear pelo método dos mínimos quadradros, foi y=0,0096x + 0,0026, em que x é a 

concentração em µg/mL e y é a absorção no UV. 

 

6.1.5 Validação do método  

 
6.1.5.1 Linearidade 

 A análise de variância (ANOVA) calculada para os dados da curva analítica de 

aztreonam é mostrada na Tabela 6.4. 

 

Tabela 6.4. Análise de variância dos valores de absorvância determinados na obtenção da 

curva analítica de aztreonam SQR, utilizando o método espectrofotométrico na região do UV. 

Fontes de variação GL1 SQ2 Variância Fcalculado Ftabelado 

Entre doses 5 0,39381 0,07876 1060,11* 3,11 

Regressão linear 1 0,39378 0,39378 5300,16* 4,75 

Desvio de linearidade 4 0,00003 0,00000 0,10 3,26 

Resíduo 12 0,00089 0,00007 - - 

Total 17 0,39470 - - - 

*Significativo para p<5% 
1GL = graus de liberdade 
2SQ = soma dos quadrados 
 

 

 A análise estatística dos resultados das áreas obtidas na construção da curva analítica 

foi verificada pela análise de variância, mostrando que o método apresentou regressão linear 
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significativa, visto que o F calculado (5300,16) foi superior ao F tabelado (4,75) para este 

requisito. Além disso, a análise estatística também mostrou que não houve desvio significativo 

da linearidade, já que o F calculado (0,10) foi menor que o F tabelado (3,26), a um nível de 

significância de 5%. 

 

6.1.5.2 Especificidade e Seletividade 

 A Figura 6.3 apresenta a sobreposição dos espectros obtidos com a SQR, amostra de 

pó liofilizado para solução injetável de aztreonam e excipiente (L-arginina). Os espectros de 

absorção são semelhantes e o excipiente presente na amostra não interfere na absorção, 

comprovando a especificidade do método espectrofotométrico na região do UV. 

 

Figura 6.3. Espectro de absorção por espectrofotometria na região do UV, de solução de SQR 

(vermelho), amostra (preto) de pó liofilizado para solução injetável de aztreonam e excipiente 

(azul), utilizando água purificada como solvente. 

 

 

6.1.5.3 Precisão 

 A precisão foi determinada por meio da repetibilidade (intradia) e forneceu DPR% de 

0,20% para sete réplicas da solução de aztreonam SQR na concentração de 45 µg/mL, 

preparadas individualmente. 

 A precisão intermediária (interdias) foi realizada em três dias consecutivos, obtendo-se 

valores de DPR% de 0,70%. Também foi avaliada a precisão entre-analistas, obtendo-se 

DPR% de 0,19%. O teor foi calculado e está apresentado na Tabela 6.5. 
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Tabela 6.5. Determinação do teor interdias e entre-analistas por espectrofotometria na região 

do UV. 

1desvio padrão relativo 

 

 As médias dos teores estão próximas, estando os desvios dentro do permitido, 

comprovando a precisão do método (FDA, 2000; BRASIL, 2003; USP 36, 2013). Além disso, o 

teor obtido em três dias consecutivos pelo mesmo analista e, em um mesmo dia por analistas 

diferentes, foi de 96,22% e 97,52% com DPR de 0,70 e 0,19%, respectivamente. Os valores de 

teor encontrados estão dentro do permitido que é de 90 a 105% (USP 36, 2013), demonstrando 

que o método proposto é apropriado para quantificar o fármaco. 

 

6.1.5.4 Exatidão 

A exatidão do método foi avaliada pelo teste de recuperação através da análise em três 

níveis de concentrações pré-estabelecidas. Os valores encontrados no teste de recuperação 

para o aztreonam utilizando espectrofotometria na região do UV estão na Tabela 6.6.  

 
Tabela 6.6. Valores do teste de recuperação do método espectrofotométrico na região do UV. 

 
Aztreonam SQR 

adicionado (µg/mL)  

Aztreonam SQR 
encontrado 

(µg/mL)1 

Recuperação (%) Recuperação 
média (%) 

R1 36 36,47 101,3  

R2 45 45,45 101,0 100,9 

R3 54 54,22 100,4  
1cada valor é a média de três determinações 

 

A exatidão do método proposto foi avaliada pelo teste de adição do padrão, obtendo-se 

a recuperação média de 100,9%, comprovando a exatidão do método proposto, pois os valores 

entre 98 a 102% indicam boa recuperação para o método e garantem sua exatidão (FDA, 

2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

 

 

Resposta analítica 

  Teor (%) Teor médio (%) DPR1 (%) 

 Dia 1 96,90   

Precisão intermediária 
Dia 2 96,21 96,22 0,70 

Dia 3  95,55   

     

 
Analista 1 97,41 97,54 0,19 

Analista 2 97,68   



Análise Quantitativa___________________________________________________________83 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

6.1.5.5 Robustez 

A robustez do método foi determinada pela comparação dos resultados obtidos pela 

variação no comprimento de onda, equipamento e temperatura. Os DPR% obtidos após estas 

modificações estão apresentada na Tabela 6.7. 

 

Tabela 6.7. Valores dos DPR obtidos na avaliação da robustez do ensaio do método 

espectrofotométrico na região do UV. 

Variável Faixa investigada DPR1 (%) 

 

Comprimento de onda 

290 nm 

292 nm 

294 nm 

 

0,83 

   

 

Temperatura 

18°C 

26°C 

0,02 

   

 

Equipamento 

Shimadzu mini-1240 

Shimadzu 1800 

 

0,17 
1Desvio padrão relativo 

 

 A robustez do método apresentou valores de DPR abaixo de 5,0%, comprovando que 

pequenas modificações nestes parâmetros não influenciam de maneira significativa a análise 

do fármaco. Portanto, o método por espectrofotometria de absorção na região do UV 

apresentou-se robusto. 

 

6.1.5.6 Limites de Detecção e de Quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com as Equações 

6.5 e 6.6, respectivamente, e os valores encontrados foram 0,42 µg/mL e 1,28 µg/mL, 

respectivamente.  

O limite de detecção foi calculado com o objetivo de se conhecer qual o menor valor de 

concentração do fármaco que pode ser detectado pelo método espectrofotométrico proposto, 

com razoável certeza estatística, mas não necessariamente quantificado. O limite de 

quantificação é a menor concentração do fármaco na amostra que pode ser quantificada com 

precisão e exatidão aceitáveis (FDA, 1994; ICH, 2005; LA ROCA et al., 2007). Diante dos 

resultados encontrados para LQ e LD, os valores encontrados são satisfatórios, uma vez que a 

menor concentração utilizada para a obtenção da curva analítica foi de 27 µg/mL, e a 

concentração utilizada para realizar o doseamento foi de 45 µg/mL, estando bem acima dos 

valores de LD e LQ. 

 Portanto, fica provado que o método espectrofotométrico de absorção na região do UV 

para quantificação do aztreonam é adequado e atende todos os requisitos exigidos pelos 
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órgãos oficiais (FDA, 2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005; SOUZA, JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 

2007; BONFILIO, ARAÚJO, SALGADO, 2011). 

 

6.2 Ensaio Microbiológico pelo Método Turbidimétrico 
 

Os ensaios microbiológicos para quantificação da atividade de antibióticos são métodos 

que exigem o emprego de uma avaliação comparativa frente a uma SQR (KAVANAGH, 1972; 

PINTO, KANEKO, PINTO, 2010). A alta variabilidade do ensaio microbiológico torna 

imprescindível a utilização de delineamentos experimentais adequados e da análise estatística 

dos resultados (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os ensaios microbiológicos são 

utilizados para eliminar dúvidas quanto à perda de atividade, não demonstradas pelos métodos 

químicos e físico-químicos. Particularmente, estes ensaios aplicam-se àqueles antibióticos de 

origem biológica, que podem conter misturas de substâncias, com efeitos compatíveis, 

sinérgicos ou antagônicos (PINTO, KANEKO, PINTO, 2010; MORENO, SALGADO, 2007; USP 

36, 2013).   

O ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico se baseia na inibição do 

crescimento de um cultivo microbiano em solução uniforme do antimicrobiano, em um caldo 

que favorece o seu rápido crescimento na ausência desse fármaco (ESMERINO et al., 2004; 

FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Entre as 

vantagens da utilização desta técnica comparadas a outro método microbiológico destacam-se: 

a rapidez, facilidade operacional, medida objetiva da resposta, não interferência das 

características de difusão, além da exatidão. As desvantagens incluem a necessidade de 

equipamento para a leitura da resposta e ausência de contaminação grosseira ou coloração da 

amostra que interfira na leitura fotométrica (KAVANAGH, 1963; PINTO, KANEKO, PINTO, 

2010). 

 

6.2.1 Material 

O ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico foi realizado com SQR e amostra 

para pó liofilizado de solução injetável de aztreonam descritas no Capítulo 4. 

 Para os testes preliminares, foram usados os seguintes meios de cultura: caldo Brain 

Heart Infusion (BHI) (Merck, Alemanha) e caldo Casoy (Acumedia, Lasing, E.U.A.). 

Formaldeído (Quemis, Florianópolis, Brasil) foi usado para interromper o crescimento dos 

micro-organismos. A água purificada foi obtida por sistema Milli-Q (Millipore, E.U.A.). Para o 

preparo das soluções tampão fosfato de potássio pH 6,0 e pH 8,0 foram utilizados fosfato de 

potássio dibásico (Vetec, Rocha, Brasil) e monobásico (Vetec, Rocha, Brasil). 

 Os meios de cultura foram esterilizados antes do uso em autoclave vertical modelo AV 

(Phoenix Luferco, São Paulo, Brasil). Na incubação dos micro-organismos utilizou-se aparelho 

incubador Shaker, modelo MA420 (Marcom, São Paulo, Brasil) e estufa para cultura 

bacteriológica ECB 1.2 digital (Odontobrás, São Paulo, Brasil). Para as leituras, utilizou-se 

espectrofotômetro Beckman, modelo DU 530 (Beckman Coulter, CA, E.U.A.). 
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 Também foram usados os seguintes materiais: tubos de ensaio com 25 mm de 

diâmetro por 150 mm de altura; micropipetador (Digipet, Paraná, Brasil); balança analítica, 

modelo H10 (Mettler Toledo, Suíça) e balança semi-analítica, modelo B160 (Micronal, São 

Paulo, Brasil). 

 

6.2.2 Método 

 
6.2.2.1 Ensaios preliminares para estabelecimento dos parâmetros analíticos  

 Para a quantificação de aztreonam, foram realizados testes preliminares para 

padronizar as condições a serem utilizadas, verificando parâmetros como micro-organismo, 

meio de cultura, solução diluente, concentração do inóculo e do fármaco, conforme descrito na 

Tabela 6.8. 

 

Tabela 6.8. Parâmetros testados durante o desenvolvimento do ensaio microbiológico pelo 

método turbidimétrico. 

Parâmetros Descrição 

 Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393 

Micro-organismo Salmonella ATCC 19196 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 IAL 1098 

Meio de cultura Caldo BHI 

 Caldo casoy 

 Água purificada 

Solução diluente Solução tampão pH 6,0 

 Solução tampão pH 8,0 

Concentração do inoculo 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10% 

 

 

Concentração de aztreonam 

2,0; 4,0; 8,0 µg/mL 

16,0; 32,0; 64,0 µg/mL 

6,4; 32,0; 160,0 µg/mL 

5,0; 20,0; 80,0 µg/mL 

20,0; 80,0; 320,0 µg/mL 

5,0; 40,0, 320,0 µg/mL 

 

6.2.2.2 Preparo do meio de cultura 

 Foi utilizado o meio de cultura ágar Casoy para a manutenção da cepa do micro-

organismo e caldo Casoy para preparo, padronização do inóculo e realização do ensaio. O 

meio de cultura foi preparado conforme indicado pelos fabricantes em seus respectivos rótulos, 

sendo dissolvidos em água sob aquecimento, distribuídos nos tubos de ensaio (10 mL/tubo) e 

esterilizados em autoclave por 15 minutos à 121° C em1 atm. 
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6.2.2.3 Preparo do inóculo 

 O micro-organismo teste Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393, mantido em ágar 

casoy inclinado em tubo de ensaio foi inoculado com auxílio de alça de platina para caldo 

Casoy e mantido, para o seu crescimento, em estufa a 35° C ± 1° C, durante 24 horas. Em 

seguida, o inóculo foi padronizado em espectrofotômetro a 580 nm, para transmitância de 25% 

± 2%. O inóculo padronizado foi preparado e utilizado imediatamente (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010). 

 

6.2.2.4 Preparo da solução de aztreonam SQR 

 Foram pesados 50 mg de aztreonam SQR, transferidos para balão volumétrico de 100 

mL e o volume foi completado com água purificada, para a obtenção de solução com 

concentração de 500 µg/mL. Alíquotas de 0,1; 1,28 e 6,4 mL desta solução foram transferidas 

para balões volumétricos de 10 mL, para obtenção das soluções com concentrações de 5,0; 

40,0 e 320,0 µg/mL.   

 

6.2.2.5 Preparo da solução de aztreonam na amostra 

 O conteúdo de 20 frascos-ampolas contendo 1 g de pó liofilizado para solução injetável 

de aztreonam foi adicionado a um recipiente adequado e homogeneizado. Desta mistura, 

pesou-se o equivalente a 50 mg de aztreonam, que foram transferidos para balão volumétrico 

de 100 mL e o volume foi completado com água, para a obtenção de solução com 

concentração de 500 µg/mL. Desta solução, foram transferidas alíquotas de 0,1; 1,28 e 6,4 mL 

para balões volumétricos de 10 mL, para obtenção das soluções com concentrações de 5,0; 

40,0 e 320,0 µg/mL. 

 

6.2.2.6 Ensaio 

 Para a realização do ensaio microbiológico, procedeu-se a adição de 200 µL das 

soluções de SQR e amostra nos tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo Casoy estéril. Em 

seguida, adicionou-se 0,6 mL do inóculo padronizado. Desta forma, foram utilizados 20 tubos 

de ensaio em retas paralelas 3 x 3, sendo três tubos para cada concentração da SQR e da 

amostra, um para o controle positivo (contendo caldo e o inóculo) e um para o controle 

negativo (contendo somente o caldo). Para cada concentração da SQR e da amostra foram 

feitas três réplicas. 

 Os tubos de ensaio foram incubados em banho de aquecimento a 35° C ± 1° C, com 

agitador orbital, por 4 horas. Após o período de incubação, em todos os tubos foram 

adicionados 500 µL de solução de formaldeído 12%, a fim de interromper o crescimento 

bacteriano. Posteriormente, o espectrofotômetro foi zerado pelo tubo de ensaio contendo o 

controle negativo e as leituras de absorvância foram efetuadas no comprimento de onda de 

530 nm.  

 Em cada ensaio, os resultados foram analisados estatisticamente e a potência foi 

calculada. 
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6.2.2.7 Obtenção da curva analítica 

Para a construção da curva analítica, utilizou-se o delineamento 3 x 3 como 

preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). A reta foi construída em gráfico logaritmo da 

concentração em função da média das absorvâncias de cada uma das concentrações da SQR. 

Foram realizadas três curvas, em três dias diferentes. 

 

6.2.2.8 Cálculo da potência de aztreonam na amostra 

A potência do medicamento foi calculada pela Equação de Hewitt (2004), a qual está 

descrita na Equação 6.8. A equação utiliza as médias das leituras de absorvância dos tubos de 

ensaio obtidas com as três concentrações da SQR e da amostra, nos 18 tubos analisados em 

cada ensaio. 

 

       

Equação 6.8 
 
      Equação 6.8 
 
 
 

             Em que: 

 

I = logaritmo da razão das doses; 

F = 1/3[(A1 + A2 + A3)-(P1 + P2 + P3)] 

E = 1/4 [(A3 + P3) – (A1 + P1)] 

 

6.2.3 Validação do método  

A validação do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado pela 

literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013). 

 

6.2.3.1 Linearidade 

A linearidade do método foi determinada pela obtenção de três curvas analíticas, em 

três dias diferentes. A equação da reta foi determinada através do estudo de regressão linear, 

pelo método dos mínimos quadrados e a verificação da linearidade e paralelismo foi constatada 

pela análise de variância (ANOVA). 

 

6.2.3.2 Especificidade e Seletividade 

A especificidade e seletividade foi comprovada utilizando solução do excipiente, para 

verificar sua interferência na resposta do fármaco. Além disso, foi verificada quanto à presença 

de produtos de degradação, submetendo a amostra em condição acelerada de degradação. 

 

 

 



Análise Quantitativa___________________________________________________________88 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

Soluções de amostra de aztreonam (40 µg/mL) foram submetidas à degradação 

acelerada por condições ácida, básica, neutra e fotolítica. A solução da amostra foi preparada 

em HCl 0,1 M e NaOH 0,1 M para as hidrólises ácida e básica, respectivamente. As amostras 

foram aquecidas a 60°C em banho. A degradação neutra foi realizada através da exposição da 

solução da amostra à temperatura de 60°C. A fotodegradação foi induzida através da 

exposição de uma solução da amostra à luz ultravioleta, utilizando uma câmara espelhada (100 

x 16 x16 cm) com lâmpada UVC (254 nm) 20 W. 

Desta maneira, a especificidade do método foi estabelecida através do resultado da 

potência nos tempos de 1, 6, 24 e 48 horas. 

 

6.2.3.3 Precisão 

A precisão do método foi avaliada por meio da repetibilidade e precisão intermediária. 

A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realização da leitura de sete réplicas de aztreonam 

SQR, na concentração de 40 µg/mL, no mesmo dia, sob as mesmas condições experimentais e 

pelo mesmo analista. O desvio padrão relativo (DPR%) entre as análises foi calculado. A 

precisão intermediária (interdias e entre analistas) foi avaliada através da realização de 

determinações da potência de aztreonam na amostra de pó liofilizado de soluções injetáveis 

em três dias diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condições 

experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram calculados (ICH, 2005). 

 

6.2.3.4 Exatidão 

A exatidão do método foi realizada empregando o ensaio de recuperação, utilizando o 

método de adição da SQR (ICH, 2005). O teste de recuperação foi realizado adicionando três 

níveis R1, R2 e R3, de SQR às amostras. O ensaio foi realizado em triplicata e a porcentagem 

de recuperação foi calculada para cada nível de concentração. Desta forma, foi possível avaliar 

a exatidão do método em determinar a potência de amostras com concentrações pré-

estabelecidas. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 6.9.   
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Tabela 6.9. Preparo das soluções para o teste de recuperação do ensaio microbiológico pelo 

método turbidimétrico. 

 
Volume adicionado de 

amostra (500 µg/mL) (µL) 
Volume adicionado de 
SQR (500 µg/mL) (µL) 

Concentração teórica 
final (µg/mL)1 

A 480 - 24 

R1 480 160 32 

R2 480 320 40 

R3 480 480 48 

SQR - 480 24 
1calor valor é a média de três determinações 

 

A percentagem de recuperação (R%) foi calculada através da Equação 6.4, 

determinada pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2002) e descrita na seção 

6.1.3.4. 

 

6.2.3.5 Robustez 

A robustez do método foi avaliada por meio de modificações nas condições 

experimentais estabelecidas, tais como: comprimento de onda (525 e 535), volume do inóculo 

(9,5 mL e 10,5 mL) e tempo de incubação (3h55 min e 4h05 min). Foram realizadas 

determinações da potência de aztreonam na amostra de pó liofilizado para solução injetável 

nas diferentes condições propostas. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao DPR% 

entre as determinações, comparando-as com as condições normais de trabalho. 

 

6.2.4 Resultados e discussão 

 
6.2.4.1 Ensaios preliminares 

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares, foram estabelecidos os 

parâmetros para o desenvolvimento e validação do ensaio microbiológico pelo método 

turbidimétrico (Tabela 6.10). 

 
Tabela 6.10. Parâmetros estabelecidos para a determinação do aztreonam em pó liofilizado de 

solução injetável do ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. 

Parâmetros Descrição 

Micro-organismo Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393 

Meios de cultura Caldo casoy 

Solução diluente Água 

Concentração do inóculo 6% 

Concentrações SQR de aztreonam 5,0; 40,0 e 320,0 µg/mL 
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Na determinação dos parâmetros para a padronização do ensaio microbiológico pelo 

método turbidimétrico, foram testados os micro-organismos Gram-negativos presentes no 

laboratório, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella e Escherichia coli. No entanto, foi possível 

notar que a Pseudomonas aeruginosa não apresentou crescimento uniforme nos caldos 

nutrientes testados, formando colônias em forma de aglomerados ao invés de turvar o meio. 

Este fato tornou inviável a leitura das absorvâncias em espectrofotômetro de maneira precisa e 

confiável. Em relação à Salmonella, não foi verificada linearidade adequada, ou seja, não 

houve correlação apropriada entre as concentrações do antibiótico. Portanto, optou-se pela 

Escherichia coli, pois o crescimento foi homogêneo e mostrou resultados reprodutíveis e 

adequados. 

Em relação aos meios de cultura testados, os caldos BHI e Casoy apresentaram 

resultados satisfatórios. Então, foi escolhido o caldo Casoy para a realização deste ensaio. 

Quanto às soluções diluentes testadas, água, soluções-tampão pH 6,0 e pH 8,0, apresentaram 

resultados parecidos. Assim, optou-se pelo uso da água devido à praticidade de seu uso e 

economia do material necessário para o preparo das soluções-tampão. Dentre as várias 

concentrações de inóculo testadas, a concentração de 6% apresentou os melhores resultados, 

devido ao crescimento adequado do micro-organismo. Foram selecionadas as concentrações 

de 5,0; 40,0 e 320,0 µg/mL com razão de 8, pois apresentaram melhor resposta frente ao 

micro-organismo e mantiveram a correlação entre a dose e a resposta da substância em 

análise, como recomendado pela Farmacopeia Brasileira (2010), enquanto as concentrações 

com razão menor não mostravam linearidade satisfatória.  

  

6.2.4.2 Obtenção da curva analítica 

Os resultados dos valores de absorvância obtidos para a construção da curva analítica 

para aztreonam SQR, utilizando água como solvente estão apresentados na Tabela 6.11. 
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Tabela 6.11. Valores de absorvância determinados para a curva analítica de aztreonam SQR, 

pelo ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. 

 Concentração 
(µg/mL) 

Absorvância1 Absorvância média  
DPR (%)2 

  0,495   

P1 5,0 0,490 0,492 0,48 

  0,492   

  0,443   

P2 40,0 0,450 0,445 0,99 

  0,442   

  0,398   

P3 320,0 0,390 0,394 1,06 

  0,394   

  0,492   

A1 5,0 0,490 0,491 0,22 

  0,490   

  0,448   

A2 40,0 0,440 0,445 1,01 

  0,447   

  0,396   

A3 320,0 0,391 0,395 0,90 

  0,398   
1cada valor é a média de três determinações; 
2DPR (%) = desvio padrão relativo. 

 

As curvas analíticas de aztreonam SQR e de amostra (Figura 6.4) foram construídas 

com as médias dos valores de absorvância de três curvas analíticas obtidas durante os ensaios 

de linearidade e paralelismo. 
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Figura 6.4. Representação gráfica da curva analítica da solução de aztreonam SQR e amostra, 

em concentração de 5,0; 40,0 e 320,0 µg/mL, no ensaio microbiológico pelo método 

turbidimétrico. 

  
 

A equação da reta, determinada através da regressão linear, pelo método dos mínimos 

quadrados são: y= -0,0236ln(x) + 0,5309, com coeficiente de correlação (r) igual a 0,9995, para 

aztreonam SQR e y=-0,0230ln(x) + 0,5281, com coeficiente de correlação (r) igual a 0,9993, 

para a amostra. 

6.2.5 Validação do método 

 

6.2.5.1 Linearidade 

 A análise de variância (ANOVA), segundo tratamento estatístico preconizado pela 

Farmacopeia Brasileira (2010) para ensaio 3 x 3 foi calculada para os dados da curva analítica 

de aztreonam SQR e amostra (Tabela 6.12). 
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Tabela 6.12. Análise de variância dos valores de absorvância determinados na obtenção da 

curva analítica de aztreonam SQR e amostra, utilizando o ensaio microbiológico pelo método 

turbidimétrico. 

Fontes de variação GL1 SQ2 QM3 Fcalculado Ftabelado 

Preparação 1 0,0000 0,0000 0,04 4,96 

Regressão 1 0,0282 0,0282 2039,99* 4,96 

Paralelismo 1 0,0000 0,0000 0,42 4,96 

Quadrático 1 0,0000 0,0000 1,19 4,96 

Diferença de quadrático 1 0,0000 0,0000 0,00 4,96 

Entre doses 5 0,03 0,01 408,33* 3,33 

Entre tubos 2 0,00 0,00 0,51 4,10 

Entro (erro) 10 0,00 0,00 - - 

Total 17 0,03 - - - 

*Significativo para p<5% 
1GL = graus de liberdade 
2SQ = soma dos quadrados 
3QM = quadrados médios 
 

 A linearidade do método foi comprovada pelos componentes de paralelismo, 

coeficiente de correlação e análise de variância dos dados da curva analítica. A análise 

estatística demonstrou que não existe desvio da linearidade nas curvas analíticas originadas da 

substância química de referência e amostra. Os coeficientes de correlação são 0,9995 e 

0,9993, para aztreonam SQR e amostra, respectivamente, valores próximos da unidade, os 

quais são excelentes tratando-se de um ensaio biológico. Foi evidenciado, estatisticamente, 

que não existe diferença significativa na inclinação das curvas analíticas da substância química 

de referência e da amostra.  

 

6.2.5.2 Especificidade e Seletividade 

 A especificidade e a seletividade do método proposto demonstram que não existe 

interferência do excipiente, pois este não apresenta resposta frente ao micro-organismo. Além 

disso, foi verificada quanto à presença de produtos de degradação, submetendo a amostra em 

condições acelerada de degradação. A Tabela 6.13 apresenta os valores, em porcentagem, 

das perdas das potências da amostra a partir das respectivas condições de degradação.  
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Tabela 6.13. Resultado da potência após degradação de aztreonam na concentração de 40 

µg/mL, obtidas do ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. 

Tempo (h) 
Degradação 

Ácida (%) 
Degradação 
Básica (%) 

Degradação 
Neutra (%) 

Degradação 
Fotolítica (%) 

1 100,49 89,24 100,87 100,46 

6 100,24 70,31 100,24 100,92 

24 94,42 - 99,53 100,73 

48 77,26 - 99,35 98,84 

 

Para a análise dos dados obtidos, é possível observar que a solução da amostra foi 

mais estável em condições fotolítica e neutra e a máxima degradação foi observada pela 

condição básica, na qual em 1 hora o fármaco apresentou perda da potência (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 2010). Para a degradação ácida, a perda da potência aconteceu em tempo 

inferior a 48 horas. Os resultados mostraram a capacidade indicativa de estabilidade do 

método proposto, o qual pode ser aplicado para análise quantitativa de aztreonam na forma 

farmacêutica de pó para solução injetável em ensaios microbiológicos pelo método 

turbidimétrico. 

 

6.2.5.3 Precisão 

 A precisão do método foi determinada por meio de três parâmetros: repetibilidade 

(intradia), precisão intermediária (interdias e entre analistas). Os resultados foram expressos 

com base nos valores de DPR%. A repetibilidade (intradia), na qual a concentração de 40,0 

µg/mL de aztreonam SQR foi repetida sete vezes, forneceu DPR% de 1,87%. A precisão 

intermediária (interdias) foi realizada em três dias consecutivos e entre-analistas. As potências 

encontradas estão apresentadas na Tabela 6.14. 

 

Tabela 6.14. Valores determinados de potência de aztreonam em pó para solução injetável na 

avaliação da precisão do ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. 

1DPR = desvio padrão relativo 

 

 Os testes de repetibilidade e precisão intermediária demonstraram DPR% satisfatórios, 

pois os valores se encontram abaixo de 5%, estabelecidos pela RE nº 899 (BRASIL, 2003), 

Resposta analítica 

  Potência (%) Potência media (%) DPR1 (%) 

 Dia 1 95,19   

Precisão intermediária 
Dia 2 96,36 95,65 0,65 

Dia 3  95,40   

     

 
Analista 1 95,58 96,05 0,69 

Analista 2 96,52   
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validando assim a precisão do ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico. Além disso, as 

potências obtidas em três dias consecutivos pelo mesmo analista e, em um mesmo dia por 

analistas diferentes, foram de 95,65% e 96,05% com DPR de 0,65 e 0,69%, respectivamente, 

as quais estão dentro do permitido que é de 90 a 105% (USP 36, 2013).  

 
6.2.5.4 Exatidão 

A exatidão foi avaliada pelo teste de recuperação. A percentagem de recuperação 

(R%) foi calculada através da Equação 6.4, determinada pela Association of Oficial Analytical 

Chemists (AOAC, 2002), descrita na seção 6.1.3.4 e os valores estão apresentados na Tabela 

6.15. 

 

Tabela 6.15. Valores do teste de recuperação do ensaio microbiológico pelo método 

turbidimétrico. 

 
Aztreonam SQR 

adicionado 
(µg/mL)  

Aztreonam SQR 
encontrado 

(µg/mL)1 

Recuperação (%) Recuperação 
média (%) 

DPR (%)2 

R1 32 31,92 99,75  1,03 

R2 40 39,93 99,82 99,95 0,45 

R3 48 48,14 100,29  0,48 
1cada valor é a média de três determinações; 
2DPR (%) = desvio padrão relativo. 

 

A exatidão do método proposto foi avaliada pelo teste de adição do padrão, obtendo-se 

a recuperação média de 99,95%, comprovando a capacidade do método em determinar teores 

pré-definidos de maneira exata. 

 

6.2.5.5 Robustez 

A robustez foi avaliada pela comparação dos resultados obtidos pela variação no 

comprimento de onda (525 e 535 nm), volume do caldo (9,5 e 105 mL) e tempo de incubação 

(3h55 minutos e 4h05 minutos). Os valores dos DPR% obtidos após estas modificações são 

apresentados na Tabela 6.16. 
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Tabela 6.16. Valores dos DPR% obtidos na avaliação da robustez do ensaio microbiológico 

pelo método turbidimétrico. 

Variável Faixa investigada DPR1 (%) 

 

Comprimento de onda 

525 nm 

530 nm 

535 nm 

 

1,31 

 

Volume do caldo nutriente 

9,5 mL 

10 mL 

10,5 mL 

 

0,24 

 

Tempo de incubação 

3h55 minutos 

4h 

4h05 minutos 

 

0,90 

1DPR = desvio padrão relativo 

 

 A robustez do método apresentou valores de DPR% abaixo de 5%, comprovando que 

pode haver pequenas modificações nestes parâmetros sem influenciar de maneira significativa 

a análise do fármaco. Portanto, o ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico é robusto. 

Os parâmetros prospostos para a validação do ensaio microbiológico pelo método 

turbidimétrico mostrou-se linear, específico, seletivo, preciso, exato e robusto, atendendo a 

todas as exigências para a adequada quantificação de aztreonam em pó para solução injetável, 

podendo ser utilizado com segurança nas análises de rotina do controle de qualidade. 

 

6.3. Cromatogafia Líquida de Alta Eficiência 
  

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é um método físico-químico de 

separação de uma mistura, realizada pela distribuição dos componentes entre duas fases, que 

estão em contato íntimo, fase estacionária (sólida) e a fase móvel (líquida). A separação ocorre 

por partição, adsorção, troca iônica, exclusão por tamanho ou interações estereoquímicas 

dependendo do tipo de fase estacionária utilizada. Durante a passagem da fase móvel sobre a 

fase estacionária, os componentes da mistura são distribuídos entre as duas fases, resultando 

em migrações diferenciais destes componentes (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998; USP 36, 

2013; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).  

 Há dois principais modos de separação em CLAE: fase normal e fase reversa. A fase 

normal é composta por uma fase estacionária mais polar (com grupos amina, nitrila, ciano ou 

diol) do que a fase móvel. A fase móvel é constituída por solventes orgânicos, sem adição de 

água, tornando-se mais cara, exceto quando utilizada para separação de compostos iônicos 

(SNYDER, KIRKLAND, DOLAN, 2010) e o principal mecanismo de separação é a adsorção, no 

qual ocorre o acúmulo de uma substância sobre uma superf       ície. A fase reversa consiste na 

utilização de uma fase estacionária de menor polaridade (octil, octadecil, silano, fenil, etc) e 

uma fase móvel de maior polaridade. O principal mecanismo de separação é a partição, que é 
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baseada nas diferentes afinidades que os componentes da amostra apresentam pela fase 

móvel e fase estacionária, portanto, os componentes mais solúveis na fase estacionária são 

retidos e, os menos solúveis são transportados com maior velocidade pela fase móvel 

(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006; LANÇAS, 2009).  Esta fase apresenta várias vantagens, 

tais como: uso de fases móveis menos tóxicas e de menor custo, rápido equilíbrio da coluna 

após a mudança da fase móvel, facilidade de empregar eluição por gradiente, maior rapidez 

em análises e boa reprodutibilidade dos tempos de retenção. Além disso, são muito aplicadas à 

separação de solutos de diferentes polaridade, massas molares e funcionalidades químicas 

(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006). 

 A CLAE em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analíticos mais 

utilizados para fins qualitativos e quantitativos. As razões para esse crescimento estão 

relacionadas à sua adaptabilidade para deterrminações quantitativas com boa sensibilidade e a 

possibilidade de separar espécies não voláteis e termicamente instáveis (TONHL et al., 2002). 

Esta técnica analítica esta sendo utilizada em várias áreas da ciência, com destaque para o 

acompanhamento de síntese, em análises de pesticidas, no isolamento de produtos naturais e 

sintéticos e na produção e controle de qualidade de medicamentos (DEGANI, CASS, VIEIRA, 

1998), porque possibilita obter dados qualitativos e quantitativos de amostras de ampla 

variedade de polaridade em uma única corrida, diversos modos de detecção que podem 

aumentar a especificidade e a informação sobre o teor, além de ser aceita com confiabilidade 

pelas agências regulatórias (KARCHER et al., 2005).  

 As principais vantagens da CLAE são: alta eficiência através de picos estreitos e bem 

definidos, alta resolução, análises rápidas, baixos limites de detecção, versatilidade, 

mecanização, excelente reprodutibilidade e repetibilidade e obtenção de resultados qualitativos 

e quantitativos confiáveis. Esta técnica ainda pode ser melhorada com a capacidade de ser 

incorporada a outros sistemas de detecção como o detector de fluorescência e o espectrômetro 

de massas. A CLAE possui algumas limitações, tais como o custo da instrumentação e da 

operação, alto consumo de solventes e necessidade de profissionais capacitados (HARRIS, 

2005; COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006). 

 Com o objetivo de aperfeiçoar o sistema, melhorando a constituição da fase móvel, 

diminuir o desgate da coluna, tempo de análise, gasto de reagentes e, principalmente, 

minimizar a geração de resíduos, desenvolveu-se um novo método analítico para quantificação 

de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável por CLAE, utilizando como fase móvel 

uma mistura de água e etanol, com pH 2,6 ajustado com ácido acético. 

 

6.3.1 Material 

A cromatografia líquida de alta eficiência foi realizada com aztreonam SQR e amostra 

de pó liofilizado para solução injetável.  

O equipamento utilizado foi o cromatógrafo Waters, modelo 1525 (Waters 

Chromatography Systems, CA, E.U.A.), conectado a detector de UV/Visível Waters 2487 e 

injetor manual 7725i com loop de 20 µL (Rheodyne Breeze, CA, E.U.A.), equipado com 
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software Empower. A separação cromatográfica foi realizada através de condições isocráticas 

de fase reversa em coluna Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm (Agilent, Santa Clara, CA, 

E.U.A.).  

Os seguintes materiais também foram utilizados: balança analítica, modelo H51 

(Mettler Toledo, Suíça); micropipetador (Digipet, PR, Brasil), ultra-som USC2800A (Unique, 

Indaiatuba, Brasil). 

Para as fases móveis, os solventes utilizados foram: água purificada Milli-Q (Millipore, 

U.S.A.), ácido acético (Merck, Darmstadt, Alemanha), etanol (J.T. Baker, Xelostoc, México). 

Todos os solventes foram de grau analítico. Para os estudos de degradação forçada, foram 

utilizados os seguintes solventes: ácido acético glacial (Quemis, Florianópolis, Brasil), solução 

de hidróxido de sódio 0,1 M (Synth, Diadema, Brasil) e solução de peróxido de hidrogênio 

(Vetec Química Fina, Duque de Caxias, Brasil) 3%. Todas as soluções foram filtradas através 

de membrana de 0,45 µm (Pall Corporation, Michigan, E.U.A.). 

 

6.3.2 Método 

 
6.3.2.1 Condições analíticas 

 Após o desenvolvimento da metodologia foi definido as condições cromatográficas para 

a análise por CLAE (Tabela 6.17) 

 

Tabela 6.17. Condições cromatográficas para a determinação de aztreonam pelo método de 

CLAE. 

Parâmetros Descrições 

Coluna cromatográfica Agilent Zorbax C18, 5 µm, 4,6 x 250 mm 

Vazão (mL/min) 0,5 

Fase móvel água:etanol (70:30, v/v) pH 2,6 ajustado com ácido acético 

Detecção 292 nm 

Volume de injeção 20 µL 

Temperatura 25°C ± 2°C 

Tempo de retenção 4,9 minutos 

 

6.3.2.2 Preparo da fase móvel 

Para a fase móvel, foram preparadas soluções aquosas de água purificada e etanol, 

com pH 2,6 ajustado com ácido acético. A fase móvel foi filtrada e desgaseificada durante 30 

minutos em ultrasom. 

 
6.3.2.3 Preparo da solução de aztreonam SQR  

Foram pesados analiticamente 10 mg de aztreonam SQR e transferidos para balão 

volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com fase móvel, obtendo-se solução com 

concentração de 100 μg/mL. Alíquotas desta solução foram transferidas para balões 
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volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com fase móvel, obtendo-se soluções com 

as concentrações finais requeridas, as quais foram submetidas à filtração antes das injeções.  

 

6.3.2.4 Preparo da solução de aztreonam na amostra 

O conteúdo de 20 frascos-ampolas contendo 1 g de pó liofilizado de solução injetável 

de aztreonam foi adicionado a um recipiente adequado e homogeneizado; a partir deste pool 

de amostras pesou-se o equivalente a 10 mg de aztreonam e transferiu-se para balão 

volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com fase móvel, obtendo-se solução com 

concentração de 100 μg/mL. Alíquotas desta solução foram transferidas para balões 

volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com fase móvel, obtendo-se soluções com 

as concentrações finais requeridas, as quais foram submetidas à filtração antes das injeções.  

 

6.3.2.5 Obtenção da curva analítica 

Para a realização da curva analítica, foram pesadas massas equivalentes a 10 mg de 

aztreonam SQR, depois transferidos para balão volumétrico de 100 mL e o volume foi 

completado com fase móvel, para obtenção da concentração de 100 μg/mL. Alíquotas de 4,5; 

5,5; 6,5; 7,5; 8,5 e 9,5 mL desta solução foram transferidas para balões volumétricos de 10 mL, 

e os volumes foram completados com fase móvel, para obtenção das concentrações de 45, 55, 

65, 75, 85 e 95 μg/mL de aztreonam SQR. Cada concentração foi preparada em triplicata e 

submetida à filtração antes das injeções. 

 

6.3.2.6 Cálculo do teor de aztreonam na amostra 

A concentração de aztreonam na amostra foi calculada pela Equação 6.2 e o seu teor 

percentual foi calculado pela Equação 6.3, ambas descritas na seção 6.1.2.5. 

  

6.3.3 Validação do método  

A validação do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado pela 

literatura (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2007; BONFILIO et al., 2012; USP 

36, 2013). Os parâmetros avaliados foram: linearidade, especificidade, precisão (repetibilidade 

e precisão intermediária), exatidão, robustez, limites de detecção e de quantificação. 

 

6.3.3.1 Linearidade 

A linearidade do método foi avaliada por meio do cálculo da regressão linear, através 

dos mínimos quadrados e ANOVA. Foram utilizadas seis concentrações de aztreonam SQR 

(45, 55, 65, 75, 85 e 95 μg/mL). As curvas analíticas foram preparadas e analisadas durante 

três dias. 

 

6.3.3.2 Adequabilidade do sistema cromatográfico 

 Para verificação do desempenho do sistema cromatográfico selecionado, foram 

preparadas e injetadas seis soluções de aztreonam SQR na concentração de 75 µg/mL. Após 
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esta etapa, foram calculados os seguintes parâmetros: tempo de retenção (tR), área do pico, 

números de pratos (N), fatores de cauda (FC), de assimetria (As) e de capacidade (k’). Além 

disso, foram calculados e analisados os valores de DPR% para cada parâmetro. 

 Os valores de tR e área do pico cromatográfico foram fornecidos pelo software do 

equipamento de CLAE utilizado. 

O número de pratos (N) é definido como uma medida da eficiência da coluna 

cromatográfica e é calculado pela Equação 6.9 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; JP, 2011; 

USP 36, 2013). 

 

                                   Equação 6.9 
 

Em que: 

tR= tempo de retenção da substância analisada (em minutos); 

Wb= largura do pico à meia altura, medido a partir de sua base 

 

Os fatores de cauda (FC) e de assimetria ( ) foram calculados segundo as Equações 

6.10 e 6.11, respectivamente, sendo As calculado a 10% da altura do pico e FC calculado a 5% 

desta altura.  

 

                          Equação 6.10 
 

 

                                  Equação 6.11 
 

Em que: 

a e b = distâncias entre o sinal máximo do pico até as linhas verticais e perpendiculares 

à linha de base que interceptam o traço a 10% de sua altura; 

f = distância entre o sinal máximo do pico até a linha vertical e perpendicular à linha de 

base que intercepta o traço a 5% de sua altura. 

 

O fator de capacidade (k’) é a medida da posição de interesse relativo ao volume morto 

(composto não retido) (FDA, 1994; USP 36, 2013), por sua vez, calculado através da Equação 

6.12. 

 

 

                    Equação 6.12 
Em que: 

tR = tempo de retenção; 

t0 = tempo de retenção do composto não retido (volume morto). 

As equações foram baseadas em informações das seguintes fontes: COLLINS, 

BRAGA, BONATO, 2006 e PASCHOAL et al., 2008. 
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6.3.3.3 Especificidade, Seletividade e estudos de degradação 

A especificidade é a habilidade de um método analítico medir a presença do analito na 

presença de suas potenciais impurezas (ICH, 2005). Um método analítico que produz resposta 

para um único analito é um método específico, enquanto que, um método que produz 

respostas para diferentes analitos, mas que consegue identificar a resposta de um composto 

na presença de outros, é um método seletivo (INMETRO, 2007). 

A especificidade e seletividade foram comprovadas por meio de solução do excipiente, 

para verificar se houve interferência na resposta do fármaco. Além disso, foi verificado a 

capacidade indicadora de estabilidade, submetendo a solução da amostra (75 µg/mL) à 

degradação acelerada por condições ácida, básica, neutra, oxidativa e fotolítica, para avaliar a 

interferência na quantificação de aztreonam (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

A solução da amostra foi preparada em HCl 0,1 M e NaOH 0,01 M na hidrólise ácida e 

básica, respectivamente. Optou-se por utilizar NaOH 0,01 M, pois quando o fármaco era 

submetido ao NaOH 0,1 M, ele degradava rapidamente. As amostras foram aquecidas a 60°C 

em banho, resfriadas e neutralizadas. A degradação neutra foi realizada através da exposição 

da solução da amostra à temperatura de 60°C em banho. Para a degradação oxidativa, a 

solução da amostra foi preparada em solução de peróxido de hidrogênio a 3% (p/v) e depois 

submetida à temperatura de 60°C. A fotodegradação foi induzida através da exposição de uma 

solução da amostra à luz ultravioleta, utilizando uma câmara espelhada (100 x 16 x 16 cm), 

com lâmpada UVC (254 nm) 20 W.  Desta maneira, a especificidade do método foi 

estabelecida através do resultado do teor nos tempos de 1, 6, 24, 48, 72 e 168 horas. 

 

6.3.3.4 Precisão 

A precisão do método foi avaliada em dois requisitos: repetibilidade e precisão 

intermediária. A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realização da análise de sete 

injeções de aztreonam SQR na concentração de 75 µg/mL, no mesmo dia, sob as mesmas 

condições experimentais e pelo mesmo analista. O desvio padrão relativo (DPR %) entre as 

análises foi calculado. A precisão intermediária (interdias e entre analistas) foi avaliada através 

da realização do doseamento da amostra em três dias diferentes e também por um segundo 

analista, sob as mesmas condições experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos 

foram calculados. 

 

6.3.3.5 Exatidão 

A exatidão do método foi determinada pelo ensaio de recuperação, no qual quantidade 

conhecida de aztreonam SQR foi adicionada à quantidade conhecida de amostra. O teste de 

recuperação foi realizado em três níveis R1, R2 e R3. O ensaio foi realizado em triplicata e as 

soluções foram preparadas segundo a Tabela 6.18. 
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Tabela 6.18. Preparo das soluções para o teste de recuperação do método cromatográfico. 

 
Aztreonam amostra 

(µg/mL) (mL) 
Aztreonam SQR  

(µg/mL) (mL) 

Concentração teórica final 
(µg/mL) 

A 2,25 - 45 

R1 2,25 0,75 60 

R2 2,25 1,50 75 

R3 2,25 2,25 90 

SQR - 2,25 45 

 

A percentagem de recuperação (R%) foi calculada através da Equação 6.4, 

determinada pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2002) e descrita na seção 

6.1.3.4. 

 

6.3.3.6 Robustez 

Para a avaliação da robustez, os seguintes parâmetros foram variados individualmente: 

marca do etanol, vazão, comprimento de onda, temperatura, volume de injeção, coluna e 

preparação da solução. Para isso, foram realizados doseamentos de aztreonam na amostra de 

pó liofilizado para solução injetável nas diferentes condições propostas. As respostas obtidas 

foram avaliadas quanto ao DPR% entre as determinações, comparando-as com as condições 

normais de trabalho. 

 

6.3.3.7 Limite de detecção e quantificação 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram estimados a partir da 

fórmula descrita na literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005), fundamentada no desvio padrão do 

intercepto e na inclinação da curva analítica, conforme as Equações 6.5 e 6.6, descritas nas 

seções 6.1.3.6 e 6.1.3.7, respectivamente. 

 

6.3.4 Resultados e discussão 

As características do cromatograma da SQR e amostra de pó liofilizado para solução 

injetável foram discutidas na análise qualitativa deste trabalho (Capítulo 5, seção 5.11). 

 

6.3.4.1 Obtenção da curva analítica 

A Tabela 6.19 apresenta os valores das áreas obtidas na construção da curva analítica 

para aztreonam SQR utilizando o método cromatográfico. 
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Tabela 6.19. Valores das áreas referentes ao pico de aztreonam SQR para a construção da 

curva analítica, utilizando como fase móvel água:etanol (70:30 v/v) com pH 2,6 ajustado com 

ácido acético a 292 nm. 

Concentração (µg/mL) Área Área média DPR1 (%) 

 1053831   

45 1056056 1054371  1,02 

 1053225   

 1312699   

55 1291591 1302369  0,81 

 1302817   

 1523634   

65 1513341 1522752  0,84 

 1531282   

 1757104   

75 1750181 1762611  1,25 

 1780548   

 1990549   

85 1982008 1988589  1,09 

 1993210   

 2223701   

95 2233366 2231217  0,97 

 2236585   
1 desvio padrão relativo 
 

A curva analítica de aztreonam SQR (Figura 6.6) foi construída com as médias dos 

valores das áreas de três curvas analíticas.  
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Figura 6.6. Curva analítica da solução de aztreonam SQR pelo método cromatográfico, 

utilizando como fase móvel água:etanol (70:30 v/v) com pH 2,6 ajustado com ácido acético a 

292 nm. 

 
 Os resultados apresentados na Tabela 6.20 e Figura 6.6 demonstraram que o método 

possui linearidade na faixa de concentração de 45 a 95 µg/mL, com coeficiente de correlação 

(r) de 0,9998, valor muito próximo à unidade, o que mostra a linearidade do método. A equação 

da reta, obtida por regressão linear pelo método dos mínimos quadadros, foi y = 23.379,2857 x 

+ 7.101,8519. 

6.3.5 Validação do método  

 
6.3.5.1 Linearidade 

 A análise de variância (ANOVA) calculada para os dados da curva analítica de 

aztreonam é mostrada na Tabela 6.22. 

 

Tabela 6.20. Análise de variância dos valores de área determinados na obtenção da curva 

analítica de aztreonam SQR, utilizando o método por CLAE. 

 
Fontes de variação 

 
GL1 

 
SQ2 

 
Variância 

 
Fcalculado 

 
Ftabelado 

Entre doses 5 2,9786E+12 5,9571422E+11 361,04* 3,10 

Regressão linear 1 2,9782E+12 2,9781551E+12 1804,95* 4,74 

Desvio de linearidade 4 4,1601E+08 1,0400237E+08 0,06 3,25 

Resíduo 12 1,9800E+10 1,6499890E+09 - - 

Total 17 2,9984E+12 - - - 

*Significativo para p<5% 
1GL = graus de liberdade 
2SQ = soma dos quadrados 
 

 A linearidade do método foi constatada no intervalo de 45 a 95 µg/mL, com coeficiente 

de correlação (r) de 0,9998. A análise estatística dos resultados das áreas obtidas na 
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construção da curva analítica foi verificada pela análise de variância, mostrando que o método 

apresentou regressão linear significativa, visto que o F calculado (1804,95) foi superior ao F 

tabelado (4,74) para este requisito. Além disso, a análise estatística também mostrou que não 

houve desvio significativo da linearidade, já que o F calculado (0,06) foi menor que o F 

tabelado (3,25), a um nível de significância de 5%. 

 

6.3.5.2 Adequabilidade do sistema cromatográfico 

 A adequabilidade do sistema cromatográfico foi analisada pelos seguintes parâmetros: 

tempo de retenção (tR), área do pico, número de pratos (N) e os fatores de cauda (FC) e de 

assimetria (As). Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 6.21. 

 

Tabela 6.21. Análise de conformidade do sistema cromatográfico desenvolvido para análise de 

aztreonam pelo método por CLAE. 

 
Fator de 

assimetria 
Fator de 
cauda 

Número de 
pratos 

Tempo de 
retenção 

Fator de 
capacidade 

Área 

 0,50 0,50              3536,29         5,053             2,272  1759589 

 0,50 0,50              3461,11        4,999            2,238  1744211 

 0,50 0,50              3459,73        4,998            2,237  1735456 

 0,50 0,50              3463,88        5,001            2,239  1741344 

 0,50 0,50              3473,58        5,008            2,284  1741856 

 0,50 0,50              3459,73        4,998            2,247  1742060 

Média 0,50 0,50              3475,72        5,013           2,253  1744086 

DPR1 % 0,00 0,00              0,87     0,61          0,89  0,47 

1Desvio Padrão relativo 

 
 O teste de adequabilidade visa demonstrar que o sistema é adequado para as análise 

pretendidas, e mostraram que os parâmetros cromatográficos escolhidos são capazes de 

fornecer resultados com precisão e exatidão confiáveis, visto que o número de pratos foi 

superior a 2000 e os valores médios dos fatores de assimetria e de cauda estiveram abaixo do 

valor limite de 2,0. Além disso, o valor médio calculado para o fator da capacidade também se 

mostrou apropriado, acima de 2,0. Do mesmo modo, foi verificada precisão adequada entre os 

valores de tempo de retenção e de área dos picos cromatográficos, cujos desvios padrão 

relativos percentuais (DPR %) se encontram abaixo de 2%, que é o recomendado para testes 

de conformidade do sistema (FDA, 1994).  

 
6.3.5.3 Especificidade, Seletividade e estudos de degradação 

  A Figura 6.7 apresenta a sobreposição dos cromatogramas obtidos com a SQR, 

amostra de pó liofilizado para soluções injetáveis de aztreonam e excipiente (L-arginina). Os 

cromatogramas são semelhantes, demonstrando que o excipiente presente na amostra não 

interfere na absorção, e, portanto comprova a especificidade do método cromatográfico. 
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Figura 6.7. Cromatograma obtido por CLAE para solução de aztreonam SQR (preto), amostra 

(azul) e excipiente (verde).  

 

 
 

 O estudo de degradação forçada da amostra de aztreonam em pó liofilizado de solução 

injetável foi realizado para verificar as propriedades indicadoras de estabilidade do método 

proposto. A Tabela 6.22 apresenta os dados obtidos no estudo de degradação forçada da 

amostra. As Figuras 6.8, 6.9, 6.10, 6.11 e 6.12 apresentam os cromatogramas obtidos com as 

degradações ácida, basica, neutra, oxidativa e fotolítica, respectivamente. 

 
Tabela 6.22. Resultados obtidos no estudo de degradação forçada da amostra de aztreonam 

em pó liofilizado para solução injetável para avaliação da seletividade do método por CLAE. 

 Ácida Básica Neutra Oxidativa Fotolítica 

 
Perda (%) 

48 horas: 

14,86 

168 horas: 

0,82 

168 horas: 

19,04 

1 hora:  

18,02 

168 horas: 

1,53 

      

Pico adicional 
(minutos) 

4,3  Não 

observado 

5,5  4,5  Não 

observado 
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Figura 6.8. Cromatograma da amostra de aztreonam (75 µg/mL) submetido à degradação em 

meio ácido (HCl 0,1 M) após 48 horas a 60°C. Fase móvel: água:etanol (70:30 v/v), com pH 2,6 

ajustado com ácido acético. Fase estacionária: Agilent Zorbax  250 x 4,6 mm; 5 µm). Preto: 

tempo zero; azul: tempo 48 horas. 

 

 
 
Figura 6.9. Cromatograma da amostra de aztreonam (75 µg/mL) submetido à degradação em 

meio básico (NaOH 0,01 M) após 168 horas a 60°C. Fase móvel: água:etanol (70:30 v/v), com 

pH 2,6 ajustado com ácido acético. Fase estacionária: Agilent Zorbax  250 x 4,6 mm; 5 µm). 

Preto: tempo zero; azul: tempo 168 horas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

Figura 6.10. Cromatograma da amostra de atreonam (75 µg/mL) submetido à degradação em 

meio neutro (fase móvel) após 168 horas a 60°C. Fase móvel: água:etanol (70:30 v/v), com pH 

2,6 ajustado com ácido acético. Fase estacionária: Agilent Zorbax  250 x 4,6 mm; 5 µm). Preto: 

tempo zero; azul: tempo 168 horas. 

 
 
Figura 6.11. Cromatograma da amostra de aztreonam (75 µg/mL) submetido à degradação em 

meio oxidativa (peróxido de hidrogênio 3%) após 1 hora a 60°C. Fase móvel: água:etanol 

(70:30 v/v), com pH 2,6 ajustado com ácido acético. Fase estacionária: Agilent Zorbax  250 x 

4,6 mm; 5 µm). Preto: tempo zero; azul: tempo 1 hora. 
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Figura 6.12. Cromatograma da amostra de aztreonam (75 µg/mL) submetido à degradação 

fotolítica (luz UVC 254 nm) após 168 horas. Fase móvel: água:etanol (70:30 v/v), com pH 2,6 

ajustado com ácido acético. Fase estacionária: Agilent Zorbax  250 x 4,6 mm; 5 µm). Preto: 

tempo zero; azul: tempo 168 horas. 

 

 
 

 O estudo de degradação forçada da amostra de aztreonam em pó liofilizado para 

solução injétavel mostrou que em todas as condições às quais a amostra foi submetida, houve 

decréscimo do pico de aztreonam e formação de novos picos nos cromatogramas das 

condições ácida, neutra e oxidativa. A amostra foi mais estável em condição básica e fotolítica, 

não apresentando perda de teor e nem aparecimento de novos picos. A maior degradação foi 

observada na condição oxidativa, com perda do teor em apenas 1 hora de aquecimento. Na 

degradação ácida e neutra, houve perda de 14,86% e 19,04%, respectivamente, com 

aparecimento de novos picos.  Desta forma, este estudo mostrou que o método possui 

adequada seletividade, visto que foi possível quantificar o aztreonam mesmo na presença de 

seus produtos de degradação. Além disso, este estudo demonstrou a aplicabilidade do método 

para a indicação de estabilidade do fármaco.   

 

6.3.5.4 Precisão 

 A precisão do método foi avaliada em três parâmetros: repetibilidade, precisão 

intermediária interdia e entre analista. Os resultados foram expressos com base nos valores de 

DPR%. A repetibilidade forneceu um valor de DPR% de 0,55% para sete réplicas de aztreonam 

SQR na concentração de 75 µg/mL, preparadas individualmente. Os valores de DPR% 

apresentados pelos parâmetros da precisão intermediária interdia e entre analista foram de 

0,30% e 1,31%, respectivamente. Os teores encontrados estão apresentados na Tabela 6.23. 
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Tabela 6.23. Determinação do teor de aztreonam interdias e entre-analistas por CLAE. 

1desvio padrão relativo 

  

O método proposto demonstrou ser apropriado para quantificar o fármaco, pois as 

médias de teores encontrados foram próximas, estando os desvios abaixo de 5%, 

comprovando a precisão do método (BRASIL, 2003; FDA, 2000; USP 36, 2013). 

 
6.3.5.5 Exatidão 

A exatidão do método foi determinada pelo teste de recuperação, o qual foi realizado 

em três níveis de concentração e os resultados estão apresentados na Tabela 6.24.   

 
Tabela 6.24. Determinação da exatidão do método analítico para análise de aztreonam por 

CLAE. 

 
Aztreonam SQR 

adicionado 
(µg/mL)  

Aztreonam SQR 
encontrado 

(µg/mL)1 

Recuperação (%) DPR2 (%) Recuperação 
média (%) 

R1 60 58,98 98,3 0,50  

R2 75 74,14 98,8 0,87 98,56 

R3 90 88,80 98,6 1,23  
1cada valor é a média de três determinações; 
2DPR = desvio padrão relativo. 

 

A exatidão do método proposto foi avaliada pelo teste de adição do padrão, obtendo-se 

a recuperação média de 98,56%, comprovando a exatidão do método proposto, pois os valores 

entre 98 a 102% indicam boa recuperação para o método e garantem sua exatidão (FDA, 

2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 

6.3.5.6 Robustez 

A robustez do método foi determinada por meio de modificações nos parâmetros, tais 

como: marca do etanol, vazão, temperatura, comprimento de onda, volume de injeção, coluna 

e preparação da solução. Na execução de análises sob os parâmetros alterados, os teores 

obtidos não apresentaram diferença significativa, comprovando a robustez do método proposto, 

frente aos parâmetros avaliados, conforme mostra a Tabela 6.25. 

Resposta analítica 

  Teor (%) Teor médio (%) DPR1 (%) 

 Dia 1 95,57   

Precisão intermediária 
Dia 2 95,06 95,39 0,30 

Dia 3  95,56   

     

 
Analista 1 94,56 93,69 1,31 

Analista 2 92,82   
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Tabela 6.25. Valores dos DPR% obtidos na avaliação da robustez do método analítico para 

análise de aztreonam por CLAE. 

Variável Faixa investigada DPR1 (%) 

Marca do etanol J.T. Baker 

Tedia 

0,07 

   

 

Vazão (mL/min) 

0,48 

0,50 

0,52 

 

0,24 

   

Temperatura 18°C 

26°C 

0,23 

   

 

Comprimento de onda (nm) 

 

290 

292 

294 

 

0,11 

   

 

Volume de injeção (µL) 

18 

20 

22 

 

0,21 

   

Coluna Agilent 

Waters 

0,37 

   

Preparação da amostra Água purificada 

Fase móvel 

0,83 

1 desvio padrão relativo 

 

 Os valores de DPR% se mostraram abaixo de 5,0%, comprovando que pequenas 

modificações nestes parâmetros não influenciam de maneira significativa a análise do fármaco.  

 

6.3.5.7 Limites de detecção e de quantificação  

 Os limites de detecção e de quantificação foram calculados de acordo com as 

Equações 6.5 e 6.6, respectivamente, e os valores encontrados foram 1,58 e 4,80 µg/mL, 

respectivamente. Estes valores indicam a capacidade do método para detectar e quantificar 

com confiabilidade aztreonam em pó liofilizado para solução injetável  

 O método proposto cumpre todos os requisitos preconizados pela literatura para 

validação de métodos cromatográficos (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 

2007; USP 36, 2013; BONFILIO et al., 2012). Além disso, apresenta vantagens em relação aos 

encontrados na literatura, uma vez que não emprega tampões na fase móvel, a vazão utilizada 
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é menor e a fase móvel é muito simples.  Assim, foi capaz de quantificar aztreonam em pó 

liofilizado para solução injetável, além de ser capaz de avaliar sua estabilidade, podendo ser 

uma alternativa mais prática, econômica e ambientalmente favorável para análises de rotina de 

controle de qualidade deste fármaco.    

 

6.4. Espectrofotometria na região do Infravermelho 
 

A região visível do espectro eletromagnético compreendida em comprimentos de onda 

de 10-5 m é a radiação visível ao olho humano, que é contínua e policromática. Outros sistemas 

de detecção podem revelar radiações mais distantes que a região visível, estas radiações são 

classificadas como: raios-γ (10-11 m), raios-X (10-9 m), raios ultravioleta (UV-10-7 m), 

infravermelho (próximo-10-4, médio-10-3 e distante-10-2 m), micro-ondas (10-1 m) e ondas de 

rádio (103 m), como mostra a Figura 6.13 (STUART, GEORGE, McINTYRE, 1998). Das três 

regiões do infravermelho, a região vibracional do infravermelho médio, é a mais utilizada para 

fins de identificação de compostos (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; 

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PAVIA et al., 2010).  

 

Figura 6.13. Espectro eletromagnético. 

 
Fonte: SOUZA e JUNQUEIRA, 2005. 

 

A espectrofotometria no infravermelho se baseia no fato de que as ligações químicas 

das moléculas possuem frequências vibracionais naturais, as quais correspondem a níveis 

energéticos ou vibracionais da molécula (PAVIA et al., 2010). É uma técnica de análise 

bastante rápida e não invasiva que se baseia na observação das vibrações de moléculas que 

são excitadas por um feixe de radiação na zona do infravermelho. Através do exame da luz 

transmitida é possível verificar quanta energia foi absorvida em cada comprimento de onda 

(JEFFERY et al., 1992; CORDELLA et al., 2002; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; 

PAVIA et al., 2010). 

A espectrofotometria no infravermelho tem sido adotada como uma ferramenta analítica 

em várias áreas, tendo superado, em vários casos, os métodos tradicionais. As principais 

razões para a sua grande aceitação são a rapidez com que as amostras podem ser 
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caracterizadas quase sem manipulação e a flexibilidade do equipamento (BLANCO e 

VILLARROYA, 2002). Além disso, apresenta outras vantagens em relação a outros métodos 

físico-químicos, pois não é necessário o estágio de extração da amostra e é apropriado para 

fármacos com problema de solubilidade, pois podem ser preparados na forma de pó. Desta 

forma, economiza-se tempo de análise e custos com solventes e membranas (MORENO, 

SALGADO, 2012). Além disso, pode ser realizada com qualquer amostra em qualquer estado 

(STUART, 2004), fornece precisão comparável a outros métodos, auxilia na detecção de 

falsificação e impurezas (FAROUK, MOUSSA, AZZAZY, 2011) e não utiliza solventes 

orgânicos, não gerando resíduos. Com isso, proporciona uma economia para as indústrias, 

pois diminui a quantidade de efluentes e proporciona benefícios para o meio ambiente 

(TOTOLI, 2013). 

 

6.4.1 Material 

A espectrofotometria na região do infravermelho foi realizada com SQR e amostra de 

pó liofilizado para solução injetável de aztreonam descritas no Capítulo 4. O brometo de 

potássio (KBr) utilizado para a confecção das pastilhas foi da marca Synth (Diadema, São 

Paulo, Brasil), de grau analítico. Antes da utilização, o KBr foi dessecado a 105 °C até peso 

constante em estuda modelo 702.780 (Quimis, São Paulo, Brasil). 

As análises foram realizadas em equipamento de infravermelho Shimadzu (Kyoto, 

Japão), com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21. A região espectral compreendida 

na análise foi de 4000 a 500 cm-1, com intervalo de 2 cm-1. Após a obtenção dos espectros e 

com o auxílio do software IR solution, a análise quantitativa foi realizada na região espectral 

compreendida entre 1760-1750 cm-1, referente à banda da carbonila da molécula do 

aztreonam, que teve sua altura analisada em termos de absorvância.  

 

6.4.2 Método 

 

6.4.2.1 Preparo das pastilhas de aztreonam SQR  

Pesou-se quantidade equivalente a 5 mg de aztreonam SQR (50 mg da diluição 1:10 

em KBr) e homogeneizou-se devidamente com 100 mg de brometo de potássio. Após 

confeccionou-se a pastilha com massa total de 150 mg. As determinações foram realizadas em 

triplicata e as leituras em absorvância. 

 

6.4.2.2 Preparo das pastilhas de aztreonam na amostra 

O conteúdo de 20 frascos-ampolas contendo 1 g de pó liofilizado para solução injetável 

de aztreonam foi adicionado a um recipiente adequado e homogeneizado; a partir deste pool 

de amostras pesou-se o equivalente a 5 mg de aztreonam (50 mg da diluição 1:10 em KBr) e 

homogeneizou-se devidamente com 100 mg de brometo de potássio. Após confeccionou-se a 

pastilha com massa total de 150 mg. As determinações foram realizadas em triplicata e as 

leituras em absorvância. 
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6.4.2.3 Obtenção da curva analítica 

Para obtenção da curva analítica, foram pesadas massas equivalentes a 1,0; 1,5; 2,0; 

2,5; 3,0; 3,5 mg de aztreonam SQR (previamente diluída em brometo de potássio a 1:10, p/p) 

que foram diluídas em quantidades suficientes de brometo de potássio para a obtenção  de 

pastilhas com massa total de 150 mg. Os pós foram misturados até a obtenção de uma mistura 

homogênea, para em seguida ser comprimida em prensa mecânica durante 15 minutos. Cada 

concentração foi preparada em triplicata e as curvas foram obtidas em três dias diferentes.  

 

6.4.2.4 Cálculo do teor de aztreonam na amostra 

A concentração de aztreonam na amostra foi calculada pela Equação 6.2 e o seu teor 

percentual foi calculado pela Equação 6.3, ambas descritas na seção 6.1.2.5. 

 

6.4.3 Validação do método  

A validação do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado pela 

literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013). Os parâmetros avaliados foram: 

linearidade, especificidade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, 

robustez, limites de detecção e de quantificação. 

 

6.4.3.1 Linearidade 

A linearidade do método foi determinada pela obtenção de três curvas analíticas, em 

três dias diferentes, cada uma com seis concentrações de aztreonam SQR, no intervalo de 1,0 

a 3,5 mg/pastilha. A equação da reta foi determinada através do estudo de regressão linear, 

pelo método dos mínimos quadrados, e calculada pela análise de variância (ANOVA). 

 

6.4.3.2 Especificidade e Seletividade 

A especificidade é a habilidade de um método analítico medir o analito na presença de 

suas potenciais impurezas (ICH, 2005), a qual foi comprovada pela comparação da resposta 

obtida para o fármaco na ausência do excipiente (SQR), na presença do excipiente (amostra) e 

com o excipiente (BRASIL, 2003).  

 

6.4.3.3 Precisão 

A precisão do método foi avaliada por meio da repetibilidade e precisão intermediária. 

A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realização da análise de sete réplicas de aztreonam 

SQR na concentração de 2,5 mg/pastilha, no mesmo dia, sob as mesmas condições 

experimentais e pelo mesmo analista. A precisão intermediária (interdias e entre analistas) foi 

avaliada através da realização do doseamento da amostra em três dias diferentes e também 

por um segundo analista, sob as mesmas condições experimentais. Os valores de DPR% entre 

os doseamentos foram calculados (ICH, 2005). 
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6.4.3.4 Exatidão 

A exatidão do método foi realizada através do ensaio de recuperação, utilizando o 

método de adição de quantidade conhecida da SQR à quantidade conhecida de amostra (ICH, 

2005). O teste de recuperação foi realizado adicionando três níveis de concentração 80% (R1), 

100% (R2) e 120% (R3) em relação à concentração de trabalho (2,5 mg/pastilha), sendo cada 

nível de concentração preparado em triplicata. As amostras foram preparadas conforme 

apresentados na Tabela 6.26.  

 

Tabela 6.26. Preparo das pastilhas para o teste de recuperação do método por 

espectrofotometria no infravermelho. 

 
Aztreonam amostra 

(mg)1 
Aztreonam SQR 

(mg)1 

Quantidade de 
KBr (mg)2 

Concentração 
teórica final 

(mg/pastilha) 

A 1,5 - 135 1,5 

R1 1,5 0,5 130 2,0 

R2 1,5 1,0 125 2,5 

R3 1,5 1,5 120 3,0 

SQR - 1,5 135 1,5 
1diluição 1:10, p/p em KBr; 
2quantidade suficiente para o preparo de pastilhas com massa total de 150 mg. 
 

A percentagem de recuperação (R%) foi calculada através da Equação 6.4, 

determinada pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2002) e descrita na seção 

6.1.3.4. 

 

6.4.3.5 Robustez 

A robustez do método foi avaliada com a finalidade de determinar a variabilidade dos 

resultados das análises realizadas após pequenas variações em seus parâmetros de trabalho. 

Os seguintes parâmetros foram variados individualmente: marca do brometo de potássio, 

tempo de compressão das pastilhas e temperatura do ambiente. Os valores foram avaliados 

quanto ao DPR% entre os doseamentos. 

 

6.4.3.6 Limite de detecção e de quantificação 

 Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram estimados a partir da 

fórmula descrita na literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005), fundamentada no desvio padrão do 

intercepto e na inclinação da curva analítica, conforme as Equações 6.5 e 6.6, descritas nas 

seções 6.1.3.6 e 6.1.3.7, respectivamente. 

 

6.4.4 Resultados e discussão 

A substituição de metodologias analíticas que empregam solventes orgânicos por 

outras que não os utilizem é uma medida que pode ser tomada para diminuir os impactos das 
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atividades sobre o meio ambiente, buscando alternativas para reduzir, prevenir ou eliminar a 

geração de resíduos químicos nos processos de rotina (NOLASCO, TAVARES, 

BENDASSOLLI, 2006).  

As características do espectro de absorção na região do infravermelho da SQR e 

amostra de pó liofilizado de solução injetável foram discutidas na análise qualitativa deste 

trabalho (Capítulo 5, seção 5.10). 

 

6.4.4.1 Obtenção da curva analítica 

A Tabela 6.27 apresenta os valores de absorvância obtidos na construção da curva 

analítica para aztreonam SQR, utilizando o método de espectrofotometria no infravermelho. 

 

Tabela 6.27. Valores de absorvância determinados para a construção da curva analítica de 

aztreonam SQR pelo método de espectrofotometria no infravermelho. 

Concentração 
(mg/pastilha) 

Absorvância Absorvância média  
DPR1 (%) 

 0,2030   

1,0 0,2000 0,2019  0,89 

 0,2027   

 0,3063   

1,5 0,3057 0,3058  1,86 

 0,3053   

 0,3937   

2,0 0,3963 0,3952  1,82 

 0,3957   

 0,4880   

2,5 0,4810 0,4847  1,76 

 0,4850   

 0,5773   

3,0 0,5790 0,5767  1,51 

 0,5737   

 0,6867   

3,5 0,6740 0,6789  1,18 

 0,6760   
1desvio padrão relativo 

 

A curva analítica de aztreonam SQR (Figura 6.14) em concentração de 1,0 a 3,5 

mg/pastilha foi construída com as médias dos valores de absorvância de três curvas analíticas. 
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Figura 6.14. Curva analítica da solução de aztreonam SQR pelo método de espectrofotometria 

no infravermelho. 

 
 Os resultados apresentados na Tabela 6.28 e Figura 6.14 demonstraram que o método 

possui linearidade na faixa de concentração de 1,0 a 3,5 µg/mL, com coeficiente de correlação 

de 0,9994, valor muito próximo à unidade, o que mostra a linearidade do método. A equação 

da reta, obtida por regressão linear pelo método dos mínimos quadradros, foi y = 0,1878x + 

0,0179. 

 

6.4.5 Validação do método  

 
6.4.5.1 Linearidade 

 A análise de variância (ANOVA) calculada para os dados da curva analítica de 

aztreonam é mostrada na Tabela 6.28. 

 

Tabela 6.28. Análise de variância dos valores de absorvância determinados na obtenção da 

curva analítica de aztreonam SQR, utilizando o método de espectrofotometria no infravermelho. 

Fontes de variação GL1 SQ2 Variância Fcalculado Ftabelado 

Entre doses 5 4,6337E-01 9,2673436E-02 7833,15* 3,11 

Regressão linear 1 4,5821E-01 4,5820599E-01 39163,22* 4,75 

Desvio de linearidade 4 5,1612E-03 1,2902964E-03 0,63 3,26 

Resíduo 12 1,4197E-04 1,1830926E-05 - - 

Total 17 4,6351E-01 - - - 

*Significativo para p<5% 
1GL = graus de liberdade 
2SQ = soma dos quadrados 
 

 A análise estatística dos resultados das áreas obtidas na construção da curva analítica 

foi verificada pela análise de variância, mostrando que o método apresentou regressão linear 

significativa, visto que o F calculado (39163,22) foi superior ao F tabelado (4,75) para este 

requisito. Além disso, a análise estatística também mostrou que não houve desvio significativo 
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da linearidade, já que o F calculado (0,63) foi menor que o F tabelado (3,26), a um nível de 

significância de 5%. 

  

6.4.5.2 Especificidade e Seletividade 

  A Figura 6.15 apresenta a sobreposição dos espectros obtidos com aztreonam SQR, 

amostra de pó liofilizado para soluções injetáveis e seu excipiente (L-arginina). Os espectros de 

absorção são semelhantes, demonstrando que o excipiente presente na amostra não interfere 

na absorção, e, portanto comprova a especificidade do método espectrofotométrico na região 

do infravermelho. 

 

Figura 6.15. Espectro de absorção na região de infravermelho de aztreonam substância 

química de referência (verde), amostra (preto) e excipiente (azul). 

 
 

6.4.5.3 Precisão 

 A precisão do método foi avaliada em três parâmetros: repetibilidade, precisão 

intermediária interdia e entre analista. Os resultados foram expressos com base nos valores de 

DPR%. A repetibilidade forneceu um valor de DPR% de 1,74% para sete réplicas de aztreonam 

SQR na concentração de 2,5 mg/pastilha, preparadas individualmente. Os valores de DPR % 

apresentados pelos parâmetros da precisão intermediária interdia e entre analista foram de 

0,63% e 0,42%, respectivamente. O teor foi calculado e está apresentado na Tabela 6.29. 

 

Tabela 6.29. Determinação do teor interdias e entre-analistas por espectrofotometria no 

infravermelho. 

1 desvio padrão relativo 

Resposta analítica 

  Teor (%) Teor médio (%) DPR1 (%) 

 Dia 1 95,02   

Precisão intermediária 
Dia 2 94,32 94,95 0,63 

Dia 3  95,53   

 
Analista 1 90,67 90,94 0,42 

Analista 2 91,21   
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 As médias de teor estão próximas, estando os desvios abaixo de 5%, comprovando a 

precisão do método (BRASIL, 2003; FDA, 2000; USP 36, 2013). Os valores de teor estão 

dentro do permitido que é de 90 a 105% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), demonstrando 

que o método proposto é apropriado para quantificar o fármaco. 

 
6.4.5.4 Exatidão 

A exatidão do método foi avaliada pelo teste de recuperação, o qual foi realizado em 

três níveis de concentração. Os valores encontrados utilizando espectrofotometria na região do 

infravermelho estão na Tabela 6.30.   

 
Tabela 6.30. Valores do teste de recuperação do método por espectrofotometria no 

infravermelho. 

 
Aztreonam SQR 

adicionado 
(mg/pastilha)  

Aztreonam SQR 
encontrado 

(mg/pastilha)1 

Recuperação (%) Recuperação 
média (%) 

R1 2,0 2,02 101,0  

R2 2,5 2,47 98,8 101,6 

R3 3,0 3,15 105,0  
1cada valor é a média de três determinações 

 

A exatidão do método proposto foi avaliada pelo teste de adição do padrão, obtendo-se 

a recuperação média de 101,6%, comprovando a exatidão do método proposto, pois os valores 

entre 98 a 102% indicam boa recuperação para o método e garantem sua exatidão (BRASIL, 

2003; ICH, 2005; FDA, 2000). 

 

6.4.5.5 Robustez 

A robustez do método foi determinada por meio de modificações, individualmente, nos 

seguintes parâmetros: marca do brometo de potássio, tempo de compressão das pastilhas e 

temperatura. Os resultados do DPR% da robustez são mostrados na Tabela 6.31. 
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Tabela 6.31. Valores do DPR da avaliação da robustez do método por espectrofotometria no 

infravermelho. 

Variável Faixa investigada DPR1 (%) 

Marca de KBr Synth 

Shimadzu 

1,60 

 

Tempo de compressão das pastilhas 

10 minutos 

15 minutos 

20 minutos 

 

0,48 

Temperatura 18°C 

26°C 

0,64 

1desvio padrão relativo 

 

 Os valores de DPR% se mostraram abaixo de 5,0%, comprovando que pode haver 

pequenas modificações nestes parâmetros sem influenciar de maneira significativa a análise do 

fármaco.  

 

6.4.5.6 Limites de detecção e de quantificação 

 Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com as Equações 

6.9 e 6.10, respectivamente, e os valores encontrados foram 0,049 e 0,15 mg/pastilha, 

respectivamente. Diante dos resultados encontrados para LQ e LD, os valores encontrados são 

satisfatórios, uma vez que a menor concentração utilizada para a obtenção da curva analítica 

foi de 1,0 mg/pastilha, e a concentração utilizada para realizar o doseamento foi de 2,5 

mg/pastilha, estando bem acima dos valores de LD e LQ, indicando a confiabilidade do método 

para detectar e quantificar o aztreonam em pó liofilizado para solução injetável.  

 Portanto, fica provado que o método por espectrofotometria de absorção na região do 

infravermelho para quantificação do aztreonam é adequado e atende todos os requisitos 

exigidos pelos órgãos oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013). Além disso, é uma 

alternativa ambientalmente favorável em análises de rotina do controle de qualidades deste 

fármaco.  
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A comparação entre os métodos analíticos é frequentemente necessária para 

determinar se a variabilidade dos procedimentos é analiticamente significante. Estes ensaios 

de comparação devem prover dados suficientes para provar a sua equivalência em um 

determinado intervalo (USP 36, 2013). Desta forma, com o objetivo de estabelecer a 

comparação entre os métodos propostos neste trabalho (espectrofotometria de absorção na 

região do ultravioleta; ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico, cromatografia líquida 

de alta eficiência e espectrofotometria de absorção na região do infravermelho) para a 

determinação quantitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável foi realizada 

análise estatística dos teores médios de aztreonam obtidos pelos diferentes métodos usando 

análise de variância (ANOVA), considerando nível de significância de 5%. 

 Os resultados obtidos na determinação quantitativa de aztreonam pelos métodos 

propostos encontram-se na Tabela 7.1. A análise estatística destes valores experimentais 

obtidos para o doseamento de aztreonam pelos diferentes métodos propostos encontra-se na 

Tabela 7.2.  

 

Tabela 7.1. Avaliação comparativa da determinação do teor de aztreonam em pó liofilizado de 

solução injetável utilizando os métodos propostos. 

1 UV: método por espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta ; 
2 MICRO: ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico; 
3 CLAE: método por cromatografia líquida de alta eficiência; 
4 IV: método por espectrofotometria de absorção na região do infravermelho. 
 

Tabela 7.2. Análise de variância dos resultados obtidos para o doseamento de aztreonam em 

pó liofilizado para solução injetável pelos métodos propostos. 

Fontes de variação GL1         SQ2 Quadrado médio F calculado F tabelado 

Entre grupos 3 2,502958333 0,834319444 2,56 4,06 

Dentro dos grupos 8 2,597733333 0,324716667 - - 

Total 11 5,100691667 - - - 

*Significativo para p<5% 
1GL = graus de liberdade 
2SQ = soma dos quadrados 
 
 Os resultados obtidos através da análise de variância (ANOVA) demonstram não haver 

diferença significativa entre os métodos propostos para os doseamentos, em um nível de 

significância de 5%, já que o valor de F calculado (2,56) se apresentou inferior ao valor de F 

tabelado (4,06). Desta forma, os métodos validados são equivalentes, ou seja, o resultado 

Método 
Parâmetros UV1 MICRO2 CLAE3 IV4 

 96,90 95,19 95,57 95,02 

Teor (%) 
96,21 96,36 95,06 94,32 

95,50 95,40 95,56 95,53 

 
Teor médio (%) 

    

96,22 95,65 95,39 94,95 
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comprova que os métodos são intercambiáveis, sendo adequados para a determinação 

quantitativa de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável. 

 Todos os métodos foram validados em relação aos parâmetros estabelecidos em 

regulamentos oficiais (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2007; USP 36, 2013), 

e apesar de demonstrarem resultados estatisticamente semelhantes em relação ao 

doseamento de aztreonam em pó liofilizado para solução injetável, cada método possui 

características próprias.  

O método por espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta por ser simples, 

apresentar fácil execução e de custo reduzido é um dos métodos analíticos mais usados nas 

determinações analíticas em diversas áreas. É aplicado para determinações de compostos 

orgânicos e inorgânicos, como, por exemplo, na identificação de substância ativa de 

medicamentos. No entanto, não é uma técnica específica para determinar e quantificar 

possíveis produtos de degradação (CARDOSO et al., 2006; AMIN, MOUSTAFA, EL-DOSOKY, 

2008). 

 O ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico fornece informações importantes 

quanto à potência do fármaco frente aos micro-organismos testados. Além disso, são utilizados 

para eliminar dúvidas quanto à perda de atividade, não demonstradas pelos métodos químicos 

e físico-químicos, tornando necessária sua aplicação para antimicrobianos (MORENO, 

SALGADO, 2007). É uma técnica que não utiliza solventes orgânicos, é rápida em relação ao 

método por difusão em ágar, apresenta facilidade operacional, medida objetiva da resposta, 

não tem interferência das características de difusão, além da exatidão. No entanto, este 

método apresenta necessidade de equipamento para a leitura da resposta e ausência de 

contaminação grosseira ou coloração da amostra que interfira na leitura fotométrica 

(KAVANAGH, 1963; PINTO, KANEKO, PINTO, 2010, FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010, JP, 

2011). 

 O método CLAE é seletivo, apresenta excelente reprodutibilidade e repetibilidade, 

obtenção de resultados qualitativos e quantitativos confiáveis, alta resolução, análises rápidas 

e é adequado para determinação de produtos de degradação e impurezas na matriz analisada. 

Porém, possui algumas limitações, tais como o custo da instrumentação e da operação, alto 

consumo de solventes, que tornam a manutenção da técnica elevada, fonte de contaminação 

operacional e ambiental e necessidade de profissionais capacitados (HARRIS, 2005; COLLINS, 

BRAGA, BONATO, 2006). 

 O método por espectrofotometria de absorção na região do infravermelho, por sua vez, 

não necessita do uso de solventes orgânicos, pode ser realizada com qualquer amostra em 

qualquer estado (STUART, 2004), fornece precisão comparável a outros métodos, auxilia na 

detecção de falsificação e de impurezas (FAROUK, MOUSSA, AZZAZY, 2011), é apropriado 

para fármacos com problema de solubilidade e apresenta menor tempo de análise (MORENO, 

SALGADO, 2012). Porém, apresenta problemas quanto à umidade do ambiente, além de 

requerer equipamento de elevado custo. 
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O desenvolvimento de métodos analíticos para o controle de qualidade de fármacos e 

medicamentos envolve a confiabilidade dos resultados, que é alcançada a partir da validação 

dos métodos.  
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 O desenvolvimento de métodos analíticos eficazes para o controle de qualidade dos 

medicamentos comercializados é de extrema importância, uma vez que dados analíticos não 

confiáveis podem causar grandes problemas, tanto para a saúde da população, quanto 

financeiros para a indústria farmacêutica. Desta maneira, a etapa de validação é importante 

para garantir a confiabilidade na qualidade de fármacos e medicamentos, já que assegura a 

confiabilidade dos dados gerados (LA ROCA et al., 2007).  

 Neste trabalho, o aztreonam foi o fármaco escolhido para os estudos químico-

farmacêuticos pelo fato de ser um antibiótico que necessita de desenvolvimento de 

metodologias otimizadas, visando às características de qualidade e custo para laboratórios 

farmacêuticos, considerando a minimização do uso de solventes orgânicos ou a utilização de 

solventes menos tóxicos, além de métodos mais práticos, econômicos e rápidos, tendo em 

vista buscar métodos aplicáveis ao controle de qualidade de rotina.  

 Os métodos propostos para análise qualitativa de aztreonam são relativamente 

simples. Métodos gerais aplicados a medicamentos, tais como características físicas, peso 

médio, ponto de fusão, teor de umidade, teor de cinzas sulfatadas, solubilidade, cromatografia 

em camada delgada, espectrofotometria na região do ultravioleta, espectroscopia na região do 

infravermelho e cromatografia líquida de alta eficiência foram utilizados para a caracterização 

da substância química de referência e amostra de aztreonam, sendo possível estabelecer 

parâmetros para identificação deste fármaco em produtos farmacêuticos. Além disso, foi 

desenvolvido um método indicativo de estabilidade por cromatografia em camada delgada, 

empregando fase móvel simples e capaz de separar os produtos de degradação.  

 Na análise quantitativa foram desenvolvidos e validados quatro métodos analíticos: 

espectrofotometria na região do ultravioleta, ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico, 

cromatografia líquida de alta eficiência e espectrofotometria na região do infravermelho. A 

validação foi realizada de acordo com a literatura (FDA, 1994; FDA, 2000; BRASIL, 2003; ICH, 

2005; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 2007; BONFÍLIO et al., 2012; USP 36, 2013), 

os quais indicam os parâmetros a serem avaliados durante a validação de um método analítico.  

 Com base na validação dos métodos analíticos quantitativos, foi possível verificar que 

todos eles apresentaram linearidade adequada, com coeficiente de correlação (r) superiores a 

0,999, o que foi confirmado através da análise de variância dos dados obtidos para a 

construção das curvas analíticas. Além disso, mostraram-se específicos, uma vez que não 

houve interferência do excipiente presente na amostra de pó liofilizado de solução injetável de 

aztreonam. O método CLAE mostrou ser indicativo de estabilidade, uma vez que foi capaz de 

separar o fármaco de seus produtos de degradação, gerados a partir de degradação ácida, 

básica, neutra, oxidativa e fotolítica.  

Com relação aos valores encontrados para a precisão dos quatros métodos foram 

considerados adequados, pois todos apresentaram DPR% inferiores a 5,0%. Os valores 

encontrados para a exatidão, com percentagens de recuperação próximas a 100%, foram 

considerados satisfatórios. No atributo da robustez, pode-se verificar que, independente do 

método, não ocorreram grandes variações quando se alterou algum parâmetro analítico.  



Discussão Geral_____________________________________________________________127 
 

_____________________________________________________Andressa Leme de Figueiredo 

O aztreonam em pó liofizado para solução injetável é descrito na Farmacopeia 

Americana (USP 36, 2013) e possui especificações para o seu teor entre 90,0 – 105,0%. 

Assim, os métodos desenvolvidos e validados foram adequados, demonstrando que as 

amostras analisadas encontram-se de acordo com o preconizado, comprovando boa qualidade 

e segurança de consumo. 

 Como pode ser observado, é importante o uso de diferentes técnicas para estudos de 

degradação, uma vez que a cromatografia foi mais específica e permitiu a observação dos 

produtos de degradação formados.  

No desenvolvimento dos métodos analíticos propostos neste trabalho, houve a 

preocupação de minimizar a utilização de solventes orgânicos ou desenvolver técnicas que não 

os utilizem, já que esta é uma estratégica cada vez mais adotada pelos laboratórios químicos e 

farmacêuticos com o objetivo de minimizar os impactos de suas atividades sobre o meio 

ambiente.  

As técnicas propostas neste trabalho foram analisadas comparativamente por análises 

estatísticas e foi encontrado que não há diferença significativa entre os métodos para um nível 

de significância de 5%. Desta forma, pode-se afirmar que os métodos espectrofotométricos UV 

e Infravermelho, microbiológicos e cromatográficos forneceram resultados satisfatórios para 

todos os atributos da validação. Assim sendo, este trabalho permitiu o desenvolvimento e a 

validação de quatro métodos analíticos intercambiáveis para a quantificação de aztreonam em 

pó liofilizado para solução injetável.   
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As análises qualitativas foram determinadas satisfatoriamente através das análises de 

características físicas, peso médio, ponto de fusão, teor de umidade, teor de cinzas sulfatadas, 

solubilidade, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria na região do ultravioleta, 

espectroscopia na região do infravermelho e cromatografia líquida de alta eficiência, permitindo 

a caracterização e identificação do fármaco no produto farmacêutico. 

O método por cromatografia em camada delgada, além de ser adequado para a 

identificação do fármaco no produto farmacêutico, ainda possibilitou a separação e detecção de 

produtos de degradação, mostrando sua capacidade indicativa de estabilidade. 

As análises quantitativas permitiram desenvolver e validar alguns métodos analíticos 

para determinação de aztreonam em pó liofilizado de solução injetável, tais como 

espectrofotometria na região do ultravioleta, ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico, 

cromatografia líquida de alta eficiência e espectroscopia na região do infravermelho. Os 

métodos analíticos mostraram-se lineares, específicos, precisos, exatos e robustos, não 

apresentando diferenças estatisticamente significantes entre eles. 

O método por espectrofotometria na região do ultravioleta mostrou-se adequado para a 

quantificação do fármaco em estudo na faixa de concentração de 27,0 a 72,0 μg/mL, no 

comprimento de onda de 292 nm, apresentando a vantagem de utilizar a água purificada como 

solvente, permitindo a utilização de solvente não tóxico, assim gerando menos resíduos.  

 O ensaio microbiológico pelo método turbidimétrico apresentou parâmetros de 

validação satisfatório na faixa de concentração de 5,0 a 320,0 μg/mL, utilizando o 

microrganismo Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393 e se mostrou adequado para a 

determinação da potência de aztreonam no produto farmacêutico. Além disso, possui a 

vantagem de não utilizar solventes orgânicos em suas análises e exigir equipamento de custo 

reduzido em relação aos outros métodos validados. 

 Quanto ao método de cromatografia líquida de alta eficiência, a utilização do etanol e a 

ausência de soluções tampão na composição da fase móvel se mostraram alternativas 

vantajosas. Aa faixa de concentração foi de 45,0 a 95,0 μg/mL, a 292 nm, empregando 

água:etanol (70:30 v/v), pH 2,6 ajustado com ácido acético como fase móvel. Além disso, 

permitiu a separação de produtos de degradação.  

O método espectrofotométrico na região do infravermelho se mostrou adequado para a 

quantificação do fármaco em estudo na faixa de concentração de 1,0 a 3,5,0 mg/pastilha, 

apresentando as vantagens de ser um método rápido e que não utiliza solventes orgânicos em 

suas análises, podendo ser uma alternativa econômica e ambientalmente favorável.  

Pode-se concluir, enfim, que os métodos analíticos desenvolvidos e validados neste 

trabalho mostraram-se apropriados para a quantificação do aztreonam em pó liofilizado de 

solução injetável, podendo ser utilizados na rotina do controle de qualidade das indústrias 

farmacêuticas, pois uma rigorosa validação de métodos analíticos fornece dados confiáveis 

que são fundamentais para a eficácia terapêutica e segurança destes produtos, evitando que 

os pacientes consumam medicamentos com a qualidade comprometida.   
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