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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITIC A PARA
DETERMINACAO DE MANITOL PELO METODO POLARIMETRICO

PEREIRA, R.G; LANDIM, L.P% DAMASCENO, B.P.G.E

RESUMO

O D-manitol é um carboidrato bastante difundidonadureza e uma matéria-prima de baixo
custo, sua utilizacdo encontra-se amplamente lliétlh em véarios campos, incluindo
cosmeéticos, alimentos, produtos farmacéuticosesgnbrganica, téxtil, dentre outros. O uso do
CLAE para determinagcdo do manitol € recomendadajgumas monografias oficiais, como a
farmacopéia americana e a britanica, porém tal doéttdo se mostra vantajoso devido a
inUmeros fatores, tais como o tempo de andlisejadte custo e alta complexidade. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo 0 desemvehto e validacdo de metodologia analitica
para determinagdo de solucdo parenteral manitol 80ftanitol matéria-prima pelo método
polarimétrico, tendo em vista a simplicidade, rapidaixo custo e confiabilidade nos resultados
obtidos por essa técnica. A validacdo da metodalagalitica é parte essencial para garantir a
efichcia de um método. Os parametros investigadgaocesso de validacdo foram linearidade,
exatidao, robustez, precisao, intervalo e esp@tifiz. Os resultados obtidos comprovaram que o
método € linear, preciso, exato e robusto, aprasdaotresultados reprodutiveis e confiaveis.

Palavras-chave: D-manitol, polarimetria, validag&o.

ABSTRACT

The D-mannitol is a carbohydrates widespread inreadnd a raw material for low cost, its use is
widely distributed in various fields, including eostics, food, pharmaceutical, organic synthesis,
textile, among others. The use of HPLC for deteatiam of mannitol is recommended by some
official monographs, such as the American and &ritPharmacopoeia, but this method is not
advantageous due to several factors, such as antige, high cost and high complexity. In this
context, this study aimed at the development andlateon of analytical methodology for
determination of 20% mannitol parenteral solutiowd anannitol raw material by polarimetric
method, with a view to simplicity, speed, low castd reliability of results obtained by this
techniqgue. The validation of analytical methodology an essential part to ensure the
effectiveness of a method. The parameters investiga the validation process were linearity,
accuracy, robustness, precision, range, and sgiecifiThe results obtained proved that the
method is linear, precise, accurate and robush mgjproducible and reliable results.

Keywords: D-mannitol, polarimetry, validation.
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INTRODUCAO

A necessidade de se mostrar a qualidade de medigdiesicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidadstd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem gpinch decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um mogtodo analitico gere informacgdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve soferavaliacdo denominada validagéo (RIBANI,
2004).

A validacdo é o ato documentado que atesta quequpralprocedimento, processo,
equipamento, material, operacdo ou sistema reatmeonduza aos resultados verdadeiros
(ANVISA, 2003).

A escolha do método analitico depende do objetavardhlise, ou seja, quantitativa, semi-
guantitativa ou qualitativa. Além disso, outrosofas a serem considerados incluem a
complexidade da amostra, sua pureza e teor (BREIEIR).

No Brasil, a legislacdo em vigor é a Resoluc&899 de 29 de maio de 2003, a qual
estabelece parametros para a validacdo de Métodmliftiéos e Bioanaliticos (ANVISA, 2003).

E de responsabilidade do analista identificar sjpairametros devem ser avaliados para
determinado método (EMER, 2001).

Para que os resultados obtidos através de estughesireentais sejam confidveis, a
validacdo deve apresentar: especificidade, linaeddd intervalo, sensibilidade, limite de
guantificacao, precisédo e exatiddao (PRARCs, 2006).

Segundo Pradet al (2006), a linearidade é um parametro utilizada pagrificar se os
resultados obtidos sédo diretamente proporcionasnaentracdo do analito na amostra estudada
em um intervalo de concentracdo apropriada. El# ged representada pela curva de calibracéo
(relacéo entre a resposta do instrumento e a ctracén conhecida do analito), e é recomendado
pela analise de no minimo 5 concentracdes difesente

A exatidao representa o grau de concordéancia estresultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncétoacomo verdadeiro e € sempre
considerada dentro de certos limites, a um dadel mie confiangca (ou seja, aparece sempre

associada a valores de precisédo) (RIBANI, 2004).



A robustez é a medida da capacidade que o métadsespa em se manter inalteravel
através de pequenas, mas deliberadas modificagpbesues parametros e fornecer indicacdes de
seguranca durante o uso normal (SANTABtAI, 2007). De acordo com o INMETRO (2003), a
robustez de um método mede a sensibilidade quegssenta face as pequenas variagoes.

Precisdo € a avaliacdo da proximidade dos ressltalotidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. éispre deve ser considerada em trés
niveis (ANVISA, 2003).

a) Repetibilidade: Concordancia entre os resulta@osro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacdo. Por coasi@enesma condicdo, é também chamada
de precisao intra-corrida (ANVISA, 2003).

b) Precisédo intermediaria: concordancia entre ssltalos do mesmo laboratério, mas obtidos
em dias diferentes, por analistas diferentes ejaipamentos diferentes. E denominada, também,
por precisdo inter-corridas (ANVISA, 2003).

c) Reprodutibilidade: é a concordancia entre radok obtidos em diferentes laboratérios como
em estudos colaborativos, geralmente aplicadosdéopaacdo de metodologia analitica, por
exemplo, para inclusdo de metodologia em farmaespéE a precisdo inter-laboratorial
(ANVISA, 2003).

Segundo a Portaria 899 da ANVISA, especificidadeletividade s&o sinbnimos, sendo a
capacidade que o método possui de medir exatanuemteomposto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degiiacc componentes da matriz.

O D-manitol é um carboidrato natural encontradod@ersos vegetais, como beterraba,
cebola, aipo, figo e azeitonas. Além disso, estdgite em alguns exsudatos de arvores e algas
marinhas, dos quais pode ser obtido por meio degid com alcool a quente (OLIVEIRA;
FERREIRA; SOUZA2009).

Na indastria farmacéutica, € usado como excipi@me comprimidos, especialmente
agueles destinados a se dissolverem na boca, davadpadavel sensacdo de docura e frescor.
Por ndo ser higroscopico, é aconselhavel em congosncontendo compostos sensiveis a
umidade, tais como acido acetilsalicilico e vitaa®, além de possuir excelentes propriedades
de compressao mecéanica (OLIVEIRA; FERREIRA; SOUZB09).

Algumas monografias oficiais, como a USP 34 (2@la&)britanica (2010), indicam o uso

da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLA#&ra quantificagdo do manitol, porém esse



método requer uso de equipamento de custo elevedo de procedimento complexo e
demorado.

A quantificacdo do manitol como matéria-prima e gnodutos farmacéuticos carece do
desenvolvimento e validacdo de um método analifimpossa ser adaptado a rotina de andlises
de controle de qualidade da matéria-prima e prodcabado.

O uso da polarimetria surge como uma boa altemagivis se trata de uma técnica de
execucado rapida e de baixo custo em comparacamig@dé mais complexas como a CLAE. A
rotacdo especifica € utilizada como critério denfidede e pureza de algumas substancias e as
farmacopéias estabelecem os limites especificos algumas delas. A rotacdo especifica ou
poder rotatorio especifico € determinado atravépdliaimetria, que € uma técnica baseada na
medicdo da rotacdo Optica produzida sobre um fdixduz polarizada ao passar por uma
substancia opticamente ativa (FERREIRA, 2007).

O objetivo deste trabalho € desenvolver e validametodo analitico utilizado na analise
de solucédo parenteral de manitol 20% e manitol maapgima com o intuito de assegurar que o
método é capaz de gerar resultados confiaveis, t@mo estabelecer parametros para o
desenvolvimento do método polarimétrico e contrilpaira elaboracdo de monografia de analise

na Farmacopéia Brasileira.

MATERIAL E METODO

Para o presente estudo, utilizaram-se vidrariaBradhas e reagentes preparados conforme
métodos farmacopéicos, minimizando dessa formasiys variaveis que pudessem interferir

na eficacia do método empregado.

Equipamentos e Reagentes

Balanca analitica (Shimadzu AY220, Makati City,igtilas), agitador magnético (IKA
RCT basic, Wilmington, EUA) e polarimetro (Bellirgh + Stanley Ltd, ADP 220, Royal
Tunbridge Wells, Inglaterra).

Molibdato de Amoénio (Quimf$ e LabSystfi), Acido Sulfarico 1N (MTedi8) e agua

para injetaveis.



Nesse trabalho, foi utilizado amostra de Manitoleti@presa INDUKERN com teor de

99,28% além da solucéo parenteral de manitol 20%.

Procedimento

Inicialmente, foram preparadas seis amostras, ©daté0%, 75%, 100%, 125% e 150%
da concentracdo do analito cuja concentracdo erh gemuivale a 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,30
respectivamente e um lote sem o analito (placebo).

De cada amostra, foi transferido 5,0mL da solugia pnalise da forma farmacéutica e
1,0g de manitol para anélise de matéria-prima pal& volumétrico de 100mL, adicionando em
seguida, 40mL de solucdo de molibdato de améni&0)le 20mL de &cido sulflrico 1N,
completando o volume com agua para injetaveis eogeneizando a solugéo.

Cada amostra foi analisada em polarimetro utilisando de 200mm e a partir das

leituras registradas pelo equipamento foi calcutadesultado de acordo com a férmula abaixo:

0/100mL = a x 0,3546 x 20
%VR = g/100mL x 100
20

Onde:

a = leitura efetuada no polarimetro

%VR = porcentagem do valor rotulado

g/100mL = massa do manitol em 100mL de solugao

0,3546 = fator de correcéo

Ensaio de Validacéo

De acordo com a Resolucdo da ANVISA n° 899, essedesesta classificado na
categoria | e, portanto, deverdo ser avaliadosapdnpetros de linearidade, exatiddo, robustez,
preciséo (repetibilidade e precisédo intermediangrvalo e especificidade.

Para avaliacdo da robustez, foram analisadas amasér concentracdo de 0,2 g L

obtidas a partir de solucdes reagentes preparadasrdas diferentes.
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Nesse estudo, a precisdo foi avaliada em dois sjivepetibilidade e precisédo
intermediaria. Na determinacdo desse parametrg, awlistas realizaram separadamente, seis
determinacdes da amostra na concentracdo de 0/2'gem dias consecutivos. Os resultados
foram expressos através do coeficiente de varipegsentual (%CV), obtidos pela relagcdo: %CV
= DP x 100 /CMD, em que DP é o desvio padrdo e CM&bncentracdo média determinada
(ANVISA, 2003).

Na avaliacdo da linearidade foi necessaria a coafede uma curva de calibragcédo, sendo
0 eixo X 0 da concentracdo e o eixo y da resp&ste estudo foi efetuado empregando-se
solucbes padrbes em cinco niveis de concentrad@ecenlties, a partir de 50% a 150% da
concentracao alvo do analisado.

A exatiddo foi avaliada a partir da analise de araesem trés niveis de concentracdes,
0,1 mg mL* (baixa), 0,2 mg mt (média) e 0,3 mg nit (alta), com trés réplicas para cada
concentracdo (n=3). Esse parametro foi expressa p#hcdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracacdezmrrespondente.

Para comprovacéo da seletividade do método foranpamdos os resultados obtidos a
partir das solucdes semelhantes isentas do farmaco.

RESULTADOS
Parametros avaliados
Linearidade
Os resultados da linearidade do método estao egpnatTabela 1, bem como a curva de

calibracdo (Figura 1).

Tabela 1- Resultados da Linearidade

Amostras - Concentracao (g ML
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30Média CV (%) * (R)**

Leitura 1,42 2,14 280 347 4,27 282 1,18 0,9994
Fator 14,20 14,26 14,00 13,8814,23 14,1
(Leitura/Conc)

Fonte: Dados da Pesquisa
* CV (%) = Coeficiente de Variagdo
** (R) = Coeficiente de Correlagéo
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Figura 1 — Linearidade do Método

Curva de Calibracao/Linearidade
(Valores Experimentais)

a0 60 80 100 120 140 160 180
Concentraciao

Fonte: Dados da Pesquisa

Precisao
A repetibilidade e preciséo intermediaria do métddoam realizadas em sextuplicata
partir de amostras homogéneas, recém preparadéizadas em dias consecutivos por analistas

diferentes. Os resultados obtidos encontram-seesgps na Tabelas 2.

Tabela 02.Resultado analitico da repetibilidade e preciaerinediaria

Concentracdo Normal = Concentracdo Encontrada

Analista Dia (mg mLY) Média + DP' (n = 6) CV (%)

Analista A Dia 1 0,2 2,790,004 0,146
Dia 2 0,2 2,785+0,005 0,179

Analista B Dia 1 0,2 2,788,007 0,270
Dia 2 0,2 2,782+0,008 0,287

Fonte: Dados da Pesquisa
*DP = Desvio Padréo
*CV% = Coeficiente de Variacdo

Exatidao

Os resultados, em percentagem de recuperacao destéiitos na Tabela 3.

Tabela 3- Resultado analitico e tratamento estatisticexddid&o.

. Concentracao Normal Concentracao Recuperada I
Ensaio @ n?L'l) Me dia%_r DP (nzg) Exatidao (%)
0,10 0,099 + 0,0008 99%
Exatidao 0,20 0,198+ 0,004 99%
0,30 0,303 + 0,004 101%

Fonte: Dados da Pesquisa
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Robustez
Os dados referentes a anélise da robustez do onéstélo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4— Avaliacdo da robustez do método analitico.

Analista Reagente Preparo . Preparacdo Leitura Teor
Solucdes | Responsavel Utilizado | Reagente Dia/Hora @ Dia/Hora encontrado
H2SOy
: MTedia)
Molibdato de (v 05/10/11 | 05/10/11
AMBNio SR Rafael Mohbclatp d 03/09/11 13-00 1500 98,93
Amonio
(Quimis)
H2SOy
Molibdato d (MTedia) 05/10/11 05/10/11
Amobnio SR Leonardo  Molibdatod 05/10/11 14:00 15:30 99,29
Amonio '
(LabSysth)

Fonte: Dados da Pesquisa

DISCUSSAO

O uso de matérias-primas oriundas de fontes remiw@ontinua sendo uma excelente
opcéo para o desenvolvimento de novas substaneiasatr valor agregado. O manitol € um
carboidrato que esta dentro deste contexto, indiepeé@mente de qualquer outro uso para ele,
haja vista que ele ja € um farmaco utilizado naigdi médica. Estudos recentes mostram a
grande variabilidade no uso do manitol em diveésaas, quer seja na medicina, como diurético
osmotico, na industria farmacéutica como excipiente comprimidos e cpsulas, na industria
alimenticia para a obtencéo de produtos dietétdé&® da sua utilizacdo e versatilidade como
material de partida na sintese de ligantes e dergdigs sinteses totais de produtos naturais
complexos (OLIVEIRA; FERREIRA; SOUZA2009).

Alguns compostos como o manitol, por possuiremrgsrjuirais, tém a capacidade de
desviar o plano da luz polarizada, sendo designddosubstancias opticamente ativas. Esses
compostos podem rotacionar o plano da luz polagizadto no sentido horario (dextrorrotatorio),
guanto no sentido anti-horério (levorrotatorio) A2¥O, 2003).

Segundo Oliveirat al (2009), a atividade Optica esta relacionada atitoiggio quimica e

a concentracao da substancia.
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A intensidade (dngulo) com que um composto opticéenativo rotaciona o plano da luz
polarizada pode ser detectado e mensurado com stnuritento chamado polarimetro. Esse
instrumento é formado por uma fonte luminosa mamoética, de duas lentes de Polaréide (ou
de dois prismas de Nicol) e de um tubo, onde secaoh substancia cuja atividade Optica se
pretende medir (PRADO, 2003).

Na avaliacdo da linearidade do método obteve-segairte equacdo: y = 0,0281x +
0,0080. Como observado na Tabela 1, o fator deeleg&o (R) foi de 0,9994, bem proximo da
unidade, o que atesta a linearidade do métodoefdtados demonstram haver uma regressao
linear significativa bem como a auséncia de dedaibnearidade.

De acordo com os resultados expressos na Tabglad2-se concluir que o método
apresenta uma boa repetibilidade e preciséo intkame, visto que o coeficiente de variacao nas
duas corridas se mostra inferior ao critério detac& de menos 5,0%, assegurando que nao ha
diferenca estatisticamente significativa entre diasalistas.

A exatiddo do método realizada em triplicata pagtecenstatada na Tabela 3, na qual se
verifica que ndo ha erro sistematico, comprovandivel de seguranca do mesmo.

Na avaliacdo da robustez do método, as analiseardastras na concentracdo de 0,29
mL™ obtidas a partir de solucdes reagentes preparaésrmas diferentes, comprovam que o
método é robusto, tendo em vista que ndo foramneddas diferencas significativas no teor
encontrado, como mostra a Tabela 4.

A seletividade do método pdde ser comprovada araaleitura de uma preparacao
placebo, comprovando que ndo ha interferéncia cqmneipio ativo, confirmando, portanto,

gue este método é especifico para o doseamento.

CONCLUSAO

De forma geral, o método analitico proposto foieteslvido a fim de disponibilizar um
procedimento para quantificacde solucdo parenteral de manitol 20% e manitol maapgima
pelo uso da polarimetria.

Todos os parametros avaliados encontram-se deasoexigéncias estabelecidas pela
resolucéo 899 de 29 de Maio de 2003, confirmanddeguabilidade, eficacia e a capacidade de

reproducéo de resultados confiaveis durante agssasdo produto.
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