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RESUMO

O objetivo deste trabalho é validar um método simples por espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta para o doseamento
de maleato de enalapril, aplicivel também para o doseamento de cdpsulas deste firmaco. Os parametros avaliados foram:
linearidade, precisdo, exatiddo e especificidade, seguindo as recomendacdes da legislagdo brasileira. O espectro de absorgdo
entre 200 e 300 nm foi obtido para identificar o comprimento de onda de maxima absorgio (202 nm). A linearidade foi
avaliada pela regressdo linear da curva analitica (8 a 28 pg/ mL). O método apresentou coeficientes de variagao intra-corrida e
inter-corrida inferiores a 1 e 5%, respectivamente. O percentual de recuperagdo obtido no método da adigdo de padrio foi
proximo a 100 %, indicando a exatiddo do método. A especificidade do método foi verificada na presenca dos excipientes das
cdpsulas. Os resultados do doseamento das cépsulas apresentaram alto percentual de concordancia (101,14 %) em comparagao
aos obtidos por método previamente validado por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia. As cdpsulas analisadas pelo
método proposto apresentaram uniformidade de contetido adequada. O método de anélise validado no presente trabalho é uma
inovagdo e aprimoramento das técnicas de doseamento do maleato de enalapril, podendo ser aplicada também para a
quantificacio deste farmaco em capsulas.

Palavras-chave: Doseamento, Espectrofotometria Ultravioleta, Maleato de enalapril

ABSTRACT

The aim of this work is to validate a simple method by ultraviolet absorption spectrophotometry for the determination of
enalapril maleate, and also to assay this drug in capsules. The parameters evaluated were linearity, precision, accuracy and
specificity, according with the brazilian law recommendation. The absorption spectrum between 200 and 300 nm was obtained
to identify the wavelength of maximum absorption (202 nm). The linearity was evaluated by linear regression of the analytical
curve (8 to 28 pg/ mL). The method showed intra and inter-run coefficients of variation of less than 1 and 5 %, respectively.
The percentage of recovery obtained from the standard addition method was close to 100%, providing the accuracy of the
method. The specificity was checked in the presence of the capsules excipients. The results from capsules assay presented high
concordance percentage (101.14%) in comparison to those obtained from a previous validated method by high performance
liquid chromatography. The capsules analyzed by the proposed method presented suitable content uniformity. The method of
analysis validated in this work represents an innovation and improvement of quantitative analysis techniques for enalapril
maleate and can also be applied to assay such drug in capsules.

Keywords: Analytical assay, Ultraviolet spectrophotometry, Enalapril maleate
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INTRODUCAO

O presente trabalho propde uma metodologia para o
doseamento do enalapril, um pro-farmaco, inibidor da
enzima conversora de angiotensina. O mesmo ¢é
comercialmente disponibilizado na forma de Maleato de
Enalapril (CAS: 76095-16-4) e difere estruturalmente do
enalaprilato pela presenga de um grupo etoxicarbonil ao
invés de um grupo carboxilico na posicdo 1 da 1-alanil-1-
prolina, além da presenca do sal maleato (Figura 1). Estas
modificagdes estruturais resultam em aumento da absorcao
gastro-intestinal do maleato de enalapril comparado ao
enalaprilato, que é fracamente absorvido pelo trato gastro-
intestinal (Delgado, 1998; Silva, 2002).
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Figura 1. Estrutura quimica do maleato de enalapril
(a) e enalaprilato (b)

O farmaco possui monografia oficial nas Farmacopéias
Americana, Britanica, Portuguesa e Brasileira. As
Farmacopéias Britanica, e Portuguesa apresentam como
método de doseamento para o fiarmaco a titulacdo
potenciométrica em meio aquoso, enquanto que a
Farmacopéia Americana indica a Cromatografia em Fase
Liquida de Alta eficiencia (CLAE). (Farmacopeia
Portuguesa, 2003; USP, 2008; British Pharmacopoeia,
2008). A Farmacopéia Brasileira apresenta titulagio
potenciométrica e CLAE como métodos de doseamento
(Farmacopeia Brasileira, 2010). Hd diversos métodos
descritos utilizando CLAE para determinagdo de maleato
de enalapril isoladamente ou em formulagbes
farmacéuticas (Al-Omari et al,2001; Stanisz, 2003,
Bhushan et al., 2006; Bonazzi et al., 2007).

Outras metodologias tém sido descritas para o
doseamento do maleato de enalapril, como por exemplo, a
polarografia de pulso diferencial (Elmali et al, 2003) e
eletroforese capilar (Hillaert & Bossche, 2001). Alguns
trabalhos abordam o desenvolvimento de métodos
espectrofotométricos na regido do ultravioleta (UV), por
técnicas indiretas como reagdes de oxidagdo, pareamento
ibnico e formagdo de complexos colorimétricos com
enalapril (Kato, 1985; Ayad et al., 2002; Ayad et al., 2003,
Shama et al., 2011). A espectrometria UV é descrita para a
analise simultanea de enalapril e losartan em comprimidos
(Thomas et al., 2009), e a espectrofotometria UV derivada
para determinacdo do maleato de enalapril matéria-prima e
formas farmacéuticas (Bonazzi et al., 2007), ou ainda em
associagdo com outros farmacos (Walily et al, 1995;
Prasad et al., 1999).

No entanto, ndo foi encontrada metodologia por
espectrofotometria de absor¢do no UV de leitura direta
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para a determinagao isolada de maleato de enalapril como
substancia pura ou veiculada em cdpsulas. Assim, o
objetivo deste trabalho é apresentar um método simples,
exato e preciso para o doseamento do fdrmaco maleato de
enalapril, com especificidade adequada para o doseamento
de capsulas por espectrofotometria de absor¢io no UV,
apesar da baixa absortividade molar do farmaco.

MATERIAL E METODOS
Materiais

O padrdo de trabalho utilizado foi adquirido do
fornecedor Galena® (Brasil) pertencente ao lote 20010405
e teor declarado igual a 99,80 %. A identidade do padrao
de trabalho foi confirmada por analise no infravermelho e
o teor foi confirmado por titulagio potenciométrica
(British Pharmacopoeia, 2007), por se tratar de
metodologia absoluta que ndo necessita de substancia de
referéncia, e por CLAE.

A matéria-prima utilizada para os ensaios de doseamento
e manipulacdo das capsulas foi adquirida do fornecedor
Galena~ (Brasil) pertencente ao lote 5111-00-042-A e teor
declarado igual a 99,60 %. As solu¢des foram preparadas
com 4gua destilada e reagente 4cido cloridrico de grau
analitico.

Foram preparadas 360 cdpsulas contendo o equivalente a
20 mg de enalapril, na forma de maleato de enalapril, pelo
método de encapsulagdo por preenchimento manual e
nivelamento. Os excipientes utilizados e as respectivas
quantidades foram: bicarbonato de sédio (5% p/p), lauril
sulfato de s6dio (1% p/p), estearato de magnésio (1% p/p},
di6xido de silicio coloidal (1% p/p) e lactose (82% p/p). A
proporgio do fdrmaco corresponde a 10% (p/p) da
formulacdo. Esta mesma composi¢do e propor¢do de
excipientes foram empregadas na preparacdo do placebo
utilizado nos ensaios de validacéo.

Equipamentos

Foi utilizado um  espectrofotometro BOMEN
HARTMANN & BRAUN, modelo MB-100, para as
andlises na regido do infravermelno e um
espectrofotometro  SHIMADZU, modelo UV-1601PC,
para realizar a varredura espectrofotométrica no intervalo
de 300-200 nm. Todas as outras andlises
epectrofotométricas  foram  realizadas em  um
espectrofotometro  Perkin-Elmer modelo lambda 10
UV/VIS. As andlises por CLAE foram feitas em
equipamento SHIMADZU, constituido de bomba LC-
10AD VP e detector UV-Vis SPD-10AV VP, gerenciado
pelo controlador SCL-10AVP, acoplado a um computador
Mega Corp, e operado pelo programa Class-VP.

Preparacio das solugdes padrao e obtencio do espectro
de absorgiio no UV

Foi preparada uma solugio estoque contendo 1 mg/ mL
do padrédo de trabalho em solugédo de acido cloridrico 0,1
N. Esta solucdo estoque foi usada para preparagéo da
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solugio teste, na concentragio de 20 pg/ mL, utilizando o
mesmo veiculo. Obteve-se o espectro de absor¢io na
regiao do UV entre 300 e 200 nm da solugio teste
contendo 20 pg/ mL do firmaco para determinar o
comprimento de onda no qual ocorre maior absorgéo.

Validagdo do método

Foi determinada a linearidade, faixa, exatiddo, precisio e
especificidade do método. A partir da solucio estoque
foram feitas dilui¢des para a constru¢do de uma curva
analitica na faixa de 8 a 28 ug/ mL (n = 11). A absorbancia
de cada ponto foi medida em trés dias diferentes, em
triplicata a cada dia, no comprimento de onda igual a 202
nm. A equacdo da reta foi determinada a partir da média
das leituras dos trés dias. A curva analitica foi usada para
determinar o teor de maleato de enalapril.

Avaliou-se a linearidade pelos célculos de regressdo
linear das trés réplicas da curva analitica, pelo método dos
minimos quadrados. Os dados mateméticos obtidos da
regressdo linear foram utilizados para estimar o grau de
linearidade. Os cdlculos efetuados foram o coeficiente de
correlacdo, a equagao da reta com a respectiva inclinagéo e
intersec¢do do eixo y. A faixa também foi um pardmetro
determinado a partir do estudo da linearidade.

Para estimar a precisdo foi avaliada a precisdo intra-
corrida e inter-corrida pelos pardmetros repetibilidade e
precisdo intermedidria, respectivamente. A repetibilidade
foi avaliada a partir de 6 determinages na concentragio
teste (20 pg/ mL). Para avaliar a precisdo inter-corrida este
ensaio foi repetido em triplicata, avaliando-se a precisio
intermediaria a partir do coeficiente de variagdo entre os
trés diferentes dias de andlise.

A exatidao do método para o doseamento da matéria-
prima foi analisada pelo percentual de recuperagio obtido
a partir de uma quantidade conhecida de padrio de
trabalho adicionado a amostra de matéria-prima,
utilizando-se trés concentracoes diferentes, com trés
determina¢des para cada uma. A partir de uma solugio
estoque com 100 pg/ mL de enalapril, foram feitas
dilui¢cdes em solucdo de 4dcido cloridrico 0,1 N, a fim de
atingir concentracéo final 12 pg/ mL. De uma solugio
estoque contendo 100 pg/ mL de padrio de trabalho foram
tomadas aliquotas e adicionadas as dilui¢Ges contendo 12
pg/ mL de matéria-prima, a fim de obter concentragdes
finais 16, 20 e 24 pg/ mL.

A especificidade do método foi verificada pela
comparagdo dos resultados obtidos no doseamento de
amostras preparadas na concentra¢do teste com a de
amostras nas quais foi adicionado excipiente na quantidade
equivalente ao presente em 1 cépsula. Foi realizada analise
estatistica dos dados por ANOVA e teste Tukey. A
obtencdo do espectro de absor¢do no ultravioleta (300 a
200 nm) do placebo também foi utilizada para avaliar a
interferéncia dos excipientes na andlise.

Os resultados do doseamento das cdpsulas foram
comparados aos obtidos por método previamente validado
por CLAE: coluna Lichrospher RP-18 (5pm) de 125 x
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4mm. A fase movel utilizada foi acetonitrila/ 4gua (20: 80)
com pH ajustado pra 3,8 com acido acético, com fluxo
isocritico de 1mL/ min. A deteccido foi feita em UV a
215nm.

Aplicagio do método para a determinagdo do teor de
cdpsulas

Foi determinada a uniformidade de conteddo das
cépsulas manipuladas a partir do método proposto e
validado. Foi realizado o ensaio de uniformidade de
conteiido pela andlise 10 unidades de cdpsulas
individualmente. Cada cdpsula de concentragdo tedrica
igual a 20 mg foi submetida a sucessivas dilui¢des em
solugio de HC1 0,1 N, obtendo concentragio tedrica final
igual a 20 pg/ mL e quantificada em 202 nm. Estas
determinagdes foram realizadas em triplicata e o teor de
maleato de enalapril em cada cdpsula calculado a partir da
curva analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O farmaco maleato de enalapril apresenta absortividade
maxima na faixa de comprimento de onda no limite
inferior do espectro UV. Para escolha do comprimento de
onda onde seriam efetuadas as andlises, foi obtido o
espectro de absorcéo entre 200 e 300 nm na regido do UV
da solugdo teste. A solugio apresentou mdximo de
absor¢do préximo ao comprimento de onda de 202 nm,
conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Espectro de absorgio (300-200 nm) na regido
do UV da solugio teste de maleato de enalapril.

Tanto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil, 2003) quanto o guia da International Conference
on Harmonisation (ICH, 2005) para determinagio
quantitativa de farmacos preconizam que ndo ha
necessidade de avaliar todos os parimetros de validacao,
sendo que a escolha dos métodos deve se basear na
finalidade pretendida do método. Tendo em vista que o
método proposto visa a determinacdo quantitativa de
maleato de enalapril em matéria-prima e em cépsulas,
foram propostos os parametros: linearidade, faixa exatidao,
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precisio (repetibilidade e precisio intermedidria) e
especificidade.

As curvas analiticas foram obtidas na faixa de 8 a 28 pg/
mL (n=11), no comprimento de onda 202 nm. As
concentragdes e equivalentes absorbancias médias, desvios
padrdo e coeficientes de variagdo obtidos nas curvas
analiticas determinadas em trés dias diferentes podem ser
observadas na Tabela 1. Os coeficientes de variagio inter-
dia entre os pontos da curva de linearidade encontram-se
abaixo de 5%, conforme preconizado (Brasil, 2003,
Randau, 2005).

Tabela 1. Dados da curva de calibracdo: absorbancia
média, desvio padrio e coeficiente de variacdo

Rev. Bras. Farm. 92(2): 71-76, 2011

Tabela 2. Anilise da precisio

_ Nivel de preciso  Determinacdo  Coeficientede

avaliado ~  média+desvio  variacio (%)
: 3 padtdo
intra-corrida (dia 1) 98,98 £ 0,79 0,79
intra-corrida (dia 2) 99,28 + 0,93 0,94
intra-corrida (dia 3) 100,69 + 0,61 0,61
inter-corrida 99,65 + 0,91 0,92

-Concentr:

~ . 0,0049
10 0,445 0,0091
12 0,536 0,0254
14 0,609 0,0102
16 0,722 0,0314
18 0,799 0,0323
20 0,889 0,0411
22 0,099 0,0466
24 1,134 0,0148
26 1,237 00148
28 1,304 0,0635

O percentual médio de recuperagdo, obtido no método da
adigio de padrio de trabalho, foi préximo a 100 %,
conforme mostrado na Tabela 3, indicando proximidade
com o valor verdadeiro e a exatidio do método (Brasil,
2003).

Tabela 3. Teste de recuperagio para maleato de
enalapril obtido por espectrofotometria de absor¢io no
uv

Padrao adicionado Padrio Coeficiente de
(ug/ mL) recuperado (%) variacdo (%)
4 105,66 + 0,01 1,09
8 97,50 + 0,03 3,15
12 97,76 + 0,01 0,89
Média 100,29 + 4,65 4,64

Cada valor é média de trés determinagdes realizadas em
dias diferentes.

A equagio da reta resultante da regressio linear dos
dados apresentou coeficiente angular igual a 26,51 e
coeficiente linear igual a 0,037. O coeficiente linear
proximo de zero é um critério adicional para certificar a
linearidade do método. O coeficiente de correlagdo
determinado foi de 0,99868 (¥ = 0,99736). A ANVISA
preconiza um coeficiente de correlagdo minimo de 0,99
para atestar a linearidade do método (Brasil, 2003).

A Tabela 2 apresenta o coeficiente de variagio da
determinacao da concentracdo de solucdes de maleato de
enalapril na concentracio de 20 pg/ mL realizadas em trés
dias diferentes e em sextuplicata a cada dia. As seis
determinacdes realizadas a cada dia apresentaram
coeficiente de variagio inferior a 1 %, caracterizando boa
preciso intra-corrida (repetibilidade). Da mesma forma, o
coeficientes de variacdo entre as diferentes corridas foi de
0,92 %, caracterizando uma boa precisio intermedidria do
método. A precisdo intra-corrida, também denominada
repetibilidade, expressa a precisdo dentro das mesmas
condi¢Bes operacionais no mesmo dia, enquanto que a
precisdo inter-corrida expressa a variacdo em diferentes
condi¢bes, como por exemplo, variando-se os dias de
andlise. Estes valores estio em conformidade com o
recomendado pela ANVISA, que ndo admite variagio
superior a 5 % (Brasil, 2003).

Kiilkamp et al.

Cada valor representa a média de trés determinacdes

O método de andlise demonstrou especificidade na
presenca dos excipientes analisados, conforme pode ser
observado na figura que apresenta o espectro de absorgéo
dos excipientes (Figura 3). A andlise dos resultados por
ANOVA e teste Tukey demonstrou que ndo hé diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras na auséncia
e na presenca dos excipientes utilizados (Tabela 4).
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Figura 3. Espectro de absor¢io (200 - 300 nm) na
regido do UV da solugéo de placebo

Adicionalmente, os resultados foram comparados aos
obtidos por CLAE para o mesmo lote de cdpsulas. O
doseamento das cdpsulas por CLAE apresentou um teor
médio de 98,70 %, apresentando assim um percentual de
concordéncia de 101,14 % com os resultados obtidos por
espectrofotometria no ultravioleta (97,58 %, conforme
demonstrado na Tabela 5). Ressalta-se, no entanto, que a
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especificidade do método na presenca de produtos de
degradagdo e substincias relacionadas nado foi
especificamente avaliada, tendo sido avaliada apenas a
especificidade na presenga dos excipientes. Destaca-se,
também, que os coeficientes de variagdo relativamente
elevados podem ter ocorrido devido ao comprimento de
onda das andlises, o qual é susceptivel a variagdes, como
por exemplo, interferéncia do solvente, tendo em vista a
baixa especificidade de andlise em comprimentos de onda
mais baixos, visto que pode ocorrer a absor¢do de
diferentes grupos funcionais nesta mesma regiao.

Tabela 4. Teste de especificidade para maleato de
enalapril na concentragio teste, na presenca dos
excipientes das capsulas*

Enalapril Enalapril F-valor P -valor
(matéria- (matéria-prima na
prima) presenca de
excipientes)
99,07 + 0,94 99,61 +3,19 0,07611 0,79630
*n = 3; p<0,01

As cdpsulas analisadas pelo método proposto
apresentaram boa uniformidade de conteido, conforme
pode ser observado nos resultados da Tabela 5. Ndo ha
especificacao farmacopéica para o teor de cdpsulas de
maleato de enalapril. No entanto, os resultados da
determinacdo dos teores individuais de cada cépsula
mantiveram-se dentro dos limites especificados pela
Farmacopéia Americana para comprimidos de maleato de
enalapril o qual é de 90 a 110 % do teor declarado (USP,
2005).

Tabela 5. Determinagio de uniformidade de conteido
de cdpsulas de maleato de enalapril

Amostragem  Teor determinado  Teor determinado

por UV (%) por CLAE (%)
1 105,90 100,11
2 99,70 96,36
3 99,50 96,45
4 93,40 98,93
5 98,05 98,66
6 95,85 100,26
7 99,05 97,74
8 97,20 98,44
9 91,20 97,19
10 95,95 102,81
Média + 97,58% + 3,99 98,70 + 1,98

desvio padrio

1 cépsula por andlise

Kiilkamp et al.
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CONCLUSAO

O doseamento de maleato de enalapril por
espectrofotometria de absor¢dio no UV demonstrou
linearidade na faixa determinada, bem como exatiddo,
precisio e especificidade, podendo ser aplicado de forma
simples e rdpida. Ndo foram encontradas técnicas de
determinagdo isolada de maleato de enalapril como
substincia pura ou em cdpsulas por espectrofotometria no
UV direta. As técnicas anteriormente descritas utilizam
complexos colorimétricos, derivagdo dos resultados ou
ainda focam na determinagdo simultinea de enalapril e
outros farmacos. Assim, a validacio da técnica realizada
no presente trabalho é uma inovagéo e aprimoramento das
técnicas de doseamento para este farmaco, podendo ser
aplicada também para o doseamento de cépsulas.
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