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VALIDATION OF AN UV SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR QUANTIFICATION OF FAMOTIDINE IN CAPSULES.
This work describes the validation of a method for quantification of famotidine in capsules by UV spectrophotometry using as solvents
buffer solution at pH 2.5 and buffer solution at pH 4.5. The results show that the method is practical, selective, accurate, precise and

linear from 10.0 to 25.0 pg/mL of famotidine in both solvents. However, a variance analysis showed a lower mean percentage of
famotidine when buffer at pH 2.5 is used. This effect was attributed to the instability of famotidine in acidic media. Therefore, the
use of pH 4.5 buffer was considered suitable for analysis of famotidine in capsules.
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INTRODUCAO

A famotidina (Figura 1) é um antagonista competitivo do recep-
tor H, da histamina. Seu mecanismo de ag¢@o consiste na inibigdo
da secrecdo dcida gdstrica, evitando que 0 seu excesso possa causar
dor e mal estar. Este fairmaco ¢ utilizado no tratamento de dlceras
pépticas e da hiperacidez géstrica.!* Os bloqueadores dos recepto-
res H,, como a famotidina, reduzem eficazmente a secreg¢do dcida
gastrica estimulada por alimentos, pentagastrina, insulina, cafeina
ou histamina. Esta diminui¢@o estd relacionada com a redugdo tanto
do conteudo gastrico, quanto do volume do suco gdstrico, e ocorre
em individuos sadios e com ulceras pépticas. A famotidina ¢ bem
absorvida por via oral e atinge niveis terapéuticos em cerca de 1 h.
E eliminada principalmente por via renal, sendo também excretada
no leite materno.'* Sdo raros os efeitos indesejados e, em geral, sdo
revertidos com a interrup¢do do tratamento.” Pode ter sua agdo di-
minuida por antidcidos e sucralfato, porém pode diminuir a acdo do
cetoconazol e itraconazol. Também pode sofrer ou provocar aumento
das reacoes adversas com depressores da medula Gssea.’

S
NT OZ\NHz
N /\)J\
—¢ ~<7 i
A J
HN— S
NH,

Figura 1. Estrutura quimica da famotidina

Na literatura encontram-se intimeros trabalhos referentes a de-
terminagdo de famotidina em formulacdes farmacéuticas. Dentre os
métodos descritos estdo a eletroforese capilar com deteccdo no UV,*?
potenciometria,'’ voltametria,'' espectrofotometria,'>!” cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)'*-! e andlise por inje¢do em fluxo.>3*

As Farmacopeias Brasileira e Americana registram a monografia
para famotidina na forma farmacéutica comprimido com quantifi-
cagdo por CLAE.*3¢ No entanto, para identificagdo do farmaco ¢
utilizada a varredura espectral com solu¢do de tampao fosfato pH
2,5,% e, ainda, no ensaio de dissolu¢do para comprimidos a quanti-

*e-mail: rudybonfilio@yahoo.com.br

dade de farmaco liberado da forma farmacéutica € quantificada por
espectrofotometria utilizando-se solugdo de tampao fosfato pH 4,5.%

A forma farmacéutica capsulas contendo famotidina néo se encon-
trainscrita, até o presente momento, em compéndios oficiais e, dentre
os medicamentos manipulados em farmdcias, este firmaco tem se
destacado para o atendimento de pacientes com transtornos géstricos.
Tendo em vista o grande nimero de métodos espectrofotométricos
utilizados na rotina de laboratérios de controle de qualidade devido a
facilidade, economia e rapidez dessa técnica, o presente trabalho teve
por objetivo validar um método analitico por espectrofotometria no
UV para quantificagdo de cdpsulas de famotidina 40 mg, visando a
aplicacdo em laboratérios de controle de qualidade de medicamentos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Produtos farmacéuticos, padrdo de referéncia e reagentes

Cépsulas de famotidina 40 mg foram adquiridas de trés farmécias
de manipulacio e codificadas como amostras A, B e C, respectiva-
mente. A amostra A contém como excipientes amido 99% e aerosil
1%. A amostra B contém os excipientes hidroxipropilmetilcelulose PA
10%, aerosil 1%, celulose microcristalina 20%, estearato de magnésio
1% e amido (quantidade suficiente para uma cdpsula). A amostra C
contém os excipientes celulose microcristalina 30%, aerosil 1% e
amido (quantidade suficiente para uma cépsula).

A famotidina Galena (Brasil), lote FTE0280404, validade em
03/09, foi utilizada como padrdo de referéncia, apresentando teor
declarado de 99,8%.

Os reagentes empregados foram grau analitico (P.A.) e adquiridos
da Vetec®, (Brasil): acetato de sddio tri-hidratado; dcido acético gla-
cial; dcido cloridrico; acido fosférico; fosfato de potdssio monobdsico;
hidréxido de sddio e trietilamina. Os solventes metanol e acetonitrila
foram grau UV/HPLC (Vetec®, Brasil).

Equipamentos

Para execugdo dos ensaios foram utilizados os seguintes equipa-
mentos: espectrofotdmetro UV/Vis Shimadzu® (Japao), modelo UV-
1601 PC; balanga analitica modelo 410 (Kern®, Alemanha); medidor
de pH modelo PA 200 (Marconi®, Brasil); banho ultrassdonico modelo
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USC 2800A (Unique®, Brasil); sistema de purificagdo de dgua TKA
modelo LAB-UPW (Carl Zeiss Jena®, Alemanha); sistema de filtracdo
a vdcuo (Millipore®, Brasil) e membrana PTFE de 0,45 um e 13 mm
de didmetro (Millipore®, Brasil).

Método

Espectro de absor¢do

Varreduras espectrais, nas faixas de absor¢@o entre 400 e 200
nm, foram realizadas para identifica¢@o do pico de médxima absorcio
da famotidina, a partir de solucgdes estoque de famotidina padrao,
utilizando-se como solventes solucdes de tampao fosfato pH 2,5 e
4,5, respectivamente, nas concentragdes finais de 25 pg/mL.

Validagdo do método analitico
A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com
especificacdes da literatura,’” da RE n° 899 de 29/5/2003% e do ICH.*

Linearidade

Para construcdo da curva analitica, preparou-se solugdo do pa-
drdo, na concentragdo de 250 pg/mL, dissolvendo-se a famotidina em
solucdes de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente. Aliquotas
de 1,0; 1,3; 1,8; 2,2 ¢ 2,5 mL foram transferidas para baldes volumé-
tricos de 25 mL, obtendo-se solu¢des com concentracdes de 10,0;
13,0; 18,0; 22,0 e 25,0 ug/mL. Foram preparadas 5 réplicas de cada
concentracdo, para cada condi¢do de pH, procedendo-se as leituras
das solugdes em espectrofotometro a 265 nm. A curva analitica foi
construida correlacionando-se os valores médios das absorvancias
em fung¢do da concentragdo.

Seletividade

Foram preparadas solugdes do padrio, da forma farmacéutica
cdpsulas (amostras A, B e C) e dos excipientes (amostras A, B e C)
nas concentragdes finais de 18,0 ug/mL de famotidina, utilizando-
se solugdes de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente, como
solventes. Foram realizadas varreduras espectrais (400-200 nm) do
padrdo, das amostras e dos excipientes.

Precisdo

A precisdo do método foi avaliada aos niveis de repetibilidade
e de precisdo intermedidria. Na repetibilidade prepararam-se 12 ré-
plicas das solugdes de famotidina padrao para cada pH das solugdes
de tampdo fosfato (2,5 e 4,5) nas concentragdes finais de 18,0 ng/
mL. Procederam-se as leituras das solugdes em espectrofotometro a
265 nm, registrando-se os valores das absorvancias e efetuando-se o
calculo da estimativa do desvio padrdo relativo entre as determina-
¢oes. A precisdo intermedidria foi avaliada através da comparagdo
entre as leituras de uma mesma concentragdo realizadas por analistas
diferentes em dias diferentes. Foram preparadas 6 réplicas de solu¢des
de famotidina padrdo, em cada dia, utilizando-se solu¢des de tampao
fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente, nas concentragdes finais de 18
ng/mL. Procederam-se as leituras das solucdes em espectrofotometro
a 265 nm, registrando-se os valores das absorvancias e efetuando-se
o célculo da estimativa do desvio padrio relativo das determinagdes.

Exatidao

A exatiddo do método de andlise foi determinada pelo teste de
adigdo e recuperagio, onde solucdes da famotidina padrao e da forma
farmacéutica capsulas (amostras A, B e C) com concentragdes finais
de 250 pg/mL foram preparadas, utilizando-se solu¢des de tampao
fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente. Aliquotas de 1,0 mL das so-
lugdes das amostras a 250 pug/mL foram transferidas para 9 baldes
volumétricos de 25,0 mL. Posteriormente, foram adicionados em
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triplicata 0,3; 0,8 e 1,2 mL da solug@o contendo o padrao a 250 ug/
mL. Dessa forma, foram obtidos adicionados contendo amostras na
concentracio final de 10 pg/mL e padrdes nas concentragdes de 3,0
(23,1% de padrio); 8,0 (44,4% de padrdo) e 12,0 pg/mL (54,5% de
padrdo). Portanto, a exatiddo foi verificada contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, trés concentragdes: baixa, média e
alta, com trés réplicas cada. Os valores de recuperacio, expressos em
porcentagem, foram determinados a partir das respostas analiticas
obtidas com os adicionados em funcdo da quantidade tedrica de
padrdo adicionado.

Limite de detec¢do (LD)

O limite de detecc@o das amostras (A, B e C), sob as condi¢des
experimentais estabelecidas, foi determinado efetuando-se 20 leituras
correspondentes ao branco (solugdes de tampao fosfato pH 2,5 e
4.5). A estimativa do limite de deteccdo foi determinada através da
seguinte equagio:

LD = (DP x 3)/IC

em que DP € o desvio padrao relativo entre as leituras do branco e
IC € a inclinacdo da curva analitica.

Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo das amostras (A, B e C) foi estabelecido
a partir de 20 leituras do branco (solugdes de tampao fosfato pH 2,5 e
4,5). A estimativa do limite de quantificagdo foi determinada através
da seguinte equagao:

LQ = (DP x 10)/IC

em que DP € o desvio padrao relativo entre as leituras do branco e
IC € a inclinacdo da curva analitica.

Aplicacido do método as amostras de capsulas

Determinagdo de peso médio

Para determinagdo do peso médio das cdpsulas das amostras das
farmécias A, B e C, respectivamente, seguiu-se o método descrito na
Farmacopeia Brasileira,® pesando-se individualmente 20 cdpsulas,
removendo-se o conteido de cada uma e pesando-as novamente.
O peso médio foi calculado pela diferenca dos valores individuais
obtidos entre a capsula cheia e a vazia.

Doseamento das amostras

A partir do peso médio das amostras A, B e C, respectivamente,
foram preparadas solu¢des previamente filtradas, em quintuplicata
de cada amostra e do padrdo, em triplicata, em solugdes de tampao
fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente, nas concentragdes finais de
18 pug/mL. As solugdes foram analisadas por espectrofotometria. Os
valores de famotidina em cada amostra foram expressos em porcen-
tagem da quantidade declarada e foram obtidos através da divisdo da
média das respostas das amostras (n=5) pela média das respostas do
padrdo (n=3), multiplicado pelo valor declarado do padrao (99,8%).

Uniformidade de contetido das amostras

O contetido de 10 cdpsulas de cada amostra (A, B e C) foi
transferido individualmente para baldes volumétricos de 100 mL,
utilizando-se solucdes de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5, respectiva-
mente. Aliquotas de 2,25 mL das amostras, previamente filtradas,
foram transferidas para baldes volumétricos de 50 mL, obtendo-se
solucdes com concentragdes finais de 18 pg/mL. Foram preparadas
solucdes padrdo em triplicata, na concentragdo final de 18 pg/mL.
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As solugdes foram analisadas por espectrofotometria. Os valores de
famotidina em cada cdpsula foram expressos em porcentagem da
quantidade declarada e foram obtidos através da divisdo da resposta de
cada cdpsula pela média das respostas do padrao (n=3), multiplicado
pelo valor declarado do padrio (99,8%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na monografia da 4* ed. da Farmacopeia Brasileira, para a forma
farmacéutica comprimido,* € descrito um ensaio para identificacdo
de famotidina por espectrofotometria no UV, utilizando-se solugio de
tampdo fosfato pH 2,5 como solvente. Na monografia da 30° ed. da
Farmacopeia Americana, o ensaio de dissolu¢do com quantificagio
por espectrofotometria € descrito utilizando-se como solvente uma
solug@o de tampdo fosfato pH 4,5.%¢ Varreduras espectrais entre 400 e
200 nm foram realizadas para identificacdo do pico de mdxima absor-
bancia da famotidina, a partir de solu¢des padrdo, utilizando-se como
solventes solugdes de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5, respectivamente,
nas concentragdes finais de 25 pg/mL, comprovando um maximo de
absorcdo do farmaco no comprimento de onda relatado (A =265 nm).

Foram construidas curvas analiticas para famotidina, utilizando-se
como solventes solugdes de tampdo fosfato pH 2,5 e 4,5, respectiva-
mente. Os resultados foram avaliados por meio da regressao linear,
pelo método dos minimos quadrados, em que a equacio obtida,
quando da utilizacdo de solucdo de tampio fosfato pH 2,5, foi y
= 0,0307x + 0,0164 e o coeficiente de correlagdo linear, r, igual
a 0,9998. Quando da utilizagdo de solucdo de tampao fosfato pH
4,5 a equacdo obtida foi y = 0,0308x + 0,0109 e seu coeficiente de
correlacdo linear, r, igual a 0,9999, com estimativa de desvio padrao
relativo entre as determinacdes inferior a 2%, em ambos os valores
de pH, demonstrando haver correlagdo linear entre as concentracdes
de famotidina e as absorbancias lidas.**

Os excipientes presentes nas formulagdes das amostras A, B e C,
respectivamente, ndo apresentaram interferéncia na quantificacio da
famotidina, visto que ndo absorveram significativamente na regido
espectral préxima a 265 nm, com os solventes utilizados, mostrando
a seletividade do método (Figuras 2 a 7).
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Figura 2. Varredura espectral da amostra A, excipiente A e padrdo, em solugdo
tampdo fosfato pH 2,5 nas concentragoes finais de 18 \g/mL

A precisdo do método, sob as condigdes previamente fixadas (Ta-
belas 1 e 2), foi determinada pela estimativa do desvio padrio relativo.
Os valores médios das estimativas de desvio padrdo relativo foram de
0,74% (repetibilidade) e 0,80% (intermedidria) quando da utilizagio
de solucao tampao pH 2,5 como solvente e de 0,35% (repetibilidade)
e 0,43% (intermedidria) quando utilizada solugdo tampao pH 4,5
como solvente. Sdo aceitdveis valores de desvio padréo relativo igual
ou abaixo de 5%. ¥ Além disso, a precisdo pdde ser confirmada nos
ensaios de exatiddo demonstrados nas Tabelas 1 e 2 e no ensaio de

Validagdo de método espectrofotométrico na regido do UV 1587

1,000

Padréo

N

Absorbancia

Excipientes

0,000
200,0 250,0 300,0 350,0 400,0

Comprimento de onda (nm.)

Figura 3. Varredura espectral da amostra B, excipiente B e padrdo, em solu¢do
tampado fosfato pH 2,5 nas concentragoes finais de 18 ug/mL
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Figura 4. Varredura espectral da amostra C, excipiente C e padrdo, em solu-
¢do tampdo fosfato pH 2,5 nas concentragaoes finais de 18 ug/mL
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Figura 5. Varredura espectral da amostra A, excipiente A e padrdo, em solugdo
tampdo fosfato pH 4,5 nas concentragoes finais de 18 ng/mL

1,000 T T

-]

=)

&

H

Z

AmostraB
Excipientes
0,000 -
200,0 250,0 300,0 3500 400,0

Comprimento de onda (nm.)

Figura 6. Varredura espectral da amostra B, excipiente B e padrdo, em solu¢do
tampao fosfato pH 4,5 nas concentragoes finais de 18 ug/mL
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Figura 7. Varredura espectral da amostra C, excipiente C e padrdo, em solu-
¢do tampdo fosfato pH 4,5 nas concentragoes finais de 18 \g/mL

doseamento demonstrado na Tabela 3, onde as estimativas de desvio
padr@o relativo entre as leituras dos adicionados e das amostras foram
inferiores a 5% em todos os casos.

O método espectrofotométrico desenvolvido demonstrou boa
exatiddo, que foi constatada pelo teste de recuperagdo. Valores médios
entre 98,0 e 102,0% para as amostras A, B e C, respectivamente,
para solu¢des de tampdo pH 2,5 e 4,5 indicaram exatiddo adequada
(Tabelas 1 e 2).%7

O método demonstrou sensibilidade para os dois solventes utili-
zados. Os limites de detec¢@o e de quantificagdo foram, respectiva-
mente, de 0,094 e 0,314 ug/mL quando da utiliza¢do de solucdo de
tampao fosfato pH 2,5 como solvente e 0,043 e 0,145 pg/mL quando
utilizada solugd@o de tampao fosfato pH 4,5. A diferenga nos valores
de LD e LQ para os diferentes valores de pH pode ser justificada por
oscilagdes do equipamento, ji que a sensibilidade € praticamente a
mesma para ambos.

Os valores de teor apresentados no ensaio de doseamento das
amostras A, B e C, respectivamente, atenderam aos requisitos da
legislagdo,* que estabelece limites entre 90,0 e 110, 0% da quan-
tidade declarada para o produto acabado (Tabela 3).

Foi realizado o teste de uniformidade de contetdo das cdpsulas de
cada amostra (Tabela 4) e verificou-se que as amostras dos produtos A,
B e C apresentaram valores aceitdveis, utilizando-se como solventes

Tabela 1. Resultados obtidos na determinac@o dos parametros de validacdo
do método para famotidina, utilizando como solvente solu¢do de tampao
fosfato pH 2,5 a 265 nm

Parametros ~ Condicoes Niveis de Meédias DPR Percentual
concen- das absor- (%) médio de
tracdo béncias recuperagao
(1g/mL) (%)
Repetitividade  1* Série 18 0,540 1,04 (n=6)
2% Série 18 0,541 0,43 (n=6)
Precisdo 1°dia 18 0,568 0,81 (n=6)
intermedidria 2° dia 18 0,550 0,80 (n=6)
Exatidao Amostra A 13,0 0,407 0,57 (n=3)
18,0 0,569 0,00 (n=3) 98,79
22,0 0,731 0,16 (n=3)
Amostra B 13,0 0,402 0,29 (n=3)
18,0 0,547 0,28 (n=3) 101,61
22,0 0,697 0,25 (n=3)
Amostra C 13,0 0,385 1,29 (n=3)
18,0 0,512 041 (n=3) 101,38
22,0 0,655 0,55 (n=3)
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Tabela 2. Resultados obtidos na determinagio dos pardmetros de validacao
do método para famotidina, utilizando-se como solvente solugdo de tampao
fosfato pH 4,5 a 265 nm

Pardmetros  Condig¢des Niveis de Meédias DPR Percentual
concen- das absor- (%) médio de
tragdo bancias recuperagao
(ug/mL) (%)
Repetibilidade 1* Série 18 0,568 0,18 (n=6)
2* Série 18 0,570 0,49 (n=6)
Precisao 1° dia 18 0,569 0,29 (n=6)
intermedidria  2°dia 18 0,575 0,57 (n=6)
Exatidao Amostra A 13,0 0,426 1,21 (n=3)
18,0 0,591 0,10 (n=3) 100,09
22,0 0,737 0,41 (n=3)
Amostra B 13,0 0,384 0,15 (n=3)
18,0 0,532 0,38 (n=3) 101,84
22,0 0,685 0,08 (n=3)
Amostra C 13,0 0,391 0,00 (n=3)
18,0 0,550 0,28 (n=3) 98,46
22,0 0,706 0,08 (n=3)

Tabela 3. Valores obtidos no doseamento de famotidina das amostras A, Be C,
respectivamente, por espectrofotometria no UV, utilizando-se como solventes
solucoes de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5 a 265 nm

Padrio AmostraA  AmostraB  Amostra C
pH do solvente 25 45 25 45 25 45 25 45
Meédias das absor-

bancias 0,505 0,540 0,491 0,545 0,480 0,537 0,482 0,544
Teor(%) - - 96,99 100,67 94,82 99,08 95,26 100,44
DPR (%) - - 1,24 1,63 1,85 322 320 4,37

Tabela 4. Valores obtidos no teste de uniformidade de contetido das capsulas
(amostras A, B e C), utilizando-se como solventes solu¢des de tampao fosfato
pH25¢e45

Cépsulas  Teor amostra A (%) Teor Amostra B (%) Teor amostra C (%)

pH25 pH45 pH25 pH4S5 pH2S5 pH4,5
1 95,10 99,01 94,75 92,50 98,99 91,73
2 100,84 97,75 96,23 90,20 86,04 87,63
3 101,40 99,38 90,70 90,73 91,96 88,52
4 103,99 94,67 92,91 91,08 86,78 89,24
5 103,80 99,01 92,54 90,55 88,81 86,56
6 101,21 102,81 96,41 92,32 87,33 87,10
7 93,81 97,38 94,20 90,02 86,78 89,24
8 99,54 101,37 90,88 90,20 98,99 83,89
9 95,84 97,75 92,17 93,91 93,07 88,70
10 103,80 101,00 95,49 90,90 86,78 87,81

DPR (%) 3,78 2,35 2,24 1,39 5,55 2,32

tampdo fosfato pH 2,5 e 4,5. A uniformidade de contetido do produto
acabado deve estar entre 85,0 e 115,0% e a estimativa de desvio padrio
relativo entre as determinagdes deve ser inferior a 6,0%.%

O método espectrofotométrico utilizando como solventes tampao
fosfato pH 2,5 e 4,5 foi aplicado a forma farmacéutica cdpsula das
amostras A, B e C, respectivamente. Os resultados de teor de cada
amostra, expressos utilizando cada solu¢do tampao, foram compa-
rados estatisticamente. Para analise estatistica dos dados, utilizou-se
esquema fatorial 3 x 2 x 5 (3 farmadcias, 2 solventes e 5 repeti¢des).
A comparacdo foi realizada através do teste de Tukey ao nivel de
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significancia de 5%. Comparando-se as amostras de famotidina das
farmécias avaliadas verificou-se que nao houve diferencga estatisti-
camente significativa (p>0,05) entre elas. Comparando-se o uso dos
solventes, verificou-se que houve diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre as médias percentuais de teor de famotidina, sendo que
o método espectrofotométrico que utiliza tampao fosfato a pH 2,5
apresentou médias de teores de famotidina estatisticamente inferiores
aos valores resultantes da aplicagdo do método espectrofotométrico
utilizando tampao fosfato pH 4,5 como solvente, segundo o teste de
Tukey (p<0,05). Esse resultado foi atribuido a instabilidade do far-
maco em condi¢des de pH dcido. Relatos da literatura mostram que
aestabilidade da famotidina € fortemente dependente da temperatura
e do pH em solucio aquosa e independente da exposi¢do a luz, sendo
que sua estabilidade maxima € verificada em pHs préximos a 4,0
(comparado ao pH préximo a 2,0).%

CONCLUSAO

Nas condicdes descritas, o método espectrofotométrico para
determinagdo quantitativa de famotidina, utilizando como solvente
solucdo de tampao fosfato pH 2,5 e 4,5, mostrou estar de acordo com
os parametros de validacdo exigidos pela legislac@o vigente. Apresen-
tou resultados satisfatérios de linearidade nas faixas de 10,0 a 25,0
Hg/mL, precisdo, exatiddo e seletividade. Porém, a andlise estatistica
revelou uma menor média percentual de famotidina expressa quando
o método € empregado utilizando-se o tampao pH 2,5, em relacdo ao
uso do tampao pH 4,5 como solvente. Esse resultado foi atribuido a
forte instabilidade da famotidina em pH dcido. O método espectro-
fotométrico utilizando tamp@o pH 4,5 como solvente € considerado,
portanto, adequado para analises de rotina do setor de controle de
qualidade, visto ser de baixo custo, rdpido, facil de executar.
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